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RESUMO

A linglica frescal € um embutido curado de simples formulacdo que nao passa por
processamento tecnolégico que promova a redugcdo de microrganismos
deteriorantes ou patdégenos. Varios autores sugerem que 0s sais de cura,
tradicionalmente utilizados para reducao de Clostridium botulinum apresentam acao
contra outros microrganismos. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a
influéncia de diferentes concentracées de sais de cura (50, 150 e 200 ppm)
adicionadas durante producao da linglica frescal, sobre Staphylococcus aureus,
durante estocagem sob refrigeracédo a 7° e 12°C. Foram inoculadas no produto
cepas enterotoxigénicas de S. aureus, e a quantificacdo do microrganismo foi
realizada nos dias 0, 2, 4, 7 e 10. Foi também pesquisada a microbiota autdctone de
bactérias mesdfilas, psicrotréficas e enterobactérias. Os resultados demonstraram
que a influéncia das concentracdes de sais de cura e temperaturas utilizadas sobre
a multiplicacdo de S. aureus e da microbiota autéctone foi minima, sendo
dependente apenas do periodo de estocagem. Entretanto, ao final de dez dias, as
contagens foram estatisticamente iguais em todos os grupos estudados, mostrando
que as condi¢des de temperatura e concentracdes de sal de cura utilizados nao
exerceram controle efetivo no desenvolvimento destes microrganismos. Sugere-se
que este produto seja armazenado sob temperaturas inferiores a 7°C ou sob
congelamento para maior estabilidade microbioldgica.

Palavras-chave: Linglica frescal. Nitrito. Nitrato. Sais de cura. Staphylococcus
aureus.



ABSTRACT

Fresh sausage is a curing meat product with simple manufacture process and
formulation. This product does not suffer cooking, smoking or drying to reduce food
spoilage and food-poisoning bacteria, so it requires refrigeration. Some authors have
suggested curing salts, known traditionally by their action against Clostridium
botulinum have positive effects in preserving products against other microorganisms.
The aim of this work was to evaluate the role of different cure salt concentration (50,
150 e 200 ppm) in Staphylococcus aureus behavior, during refrigeration under 7°and
12°C. Enterotoxigenic S. aureus strain was inoculated on fresh sausage and was
enumerated in days 0, 2, 4, 7 and 10. The growth curve was also determinate for
mesophylic and psicrotrophyc microorganisms and Enterobacteriaceae, in same
conditions. Results indicated that curing salt concentration and temperature had low
influence on S. aureus and spoilage bacteria growth, depending only on storage
time. However, after ten days, independent of temperature and treatment, the count
was statistically the same for all study groups. This indicates that neither temperature
nor cure salt concentration did exert influence on microorganisms growth. The
suggestion is to store fresh sausage below 7°C or freezing for microbiological
stability.

Key words: Curing salt. Fresh sausage. Nitrites. Nitrates. Staphylococcus aureus
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1 INTRODUGCAO

O termo “cura” relativo a carnes processadas € universalmente conhecido
como a adigdo de sais de nitrito ou nitrato e outros aditivos as carnes com objetivo
de melhorar a sua conservacdo. Além disso, a cura resulta em uma enorme
variedade de produtos com cor e sabor caracteristicos devido a variacdes no
material cru, nas formulacées e diferencas em processos e técnicas aplicadas.

O mercado de embutidos tem apresentado significativa expansao e alta
competitividade na ultima década, uma vez que o0 seu consumo se tornou parte do
habito alimentar de uma parcela consideravel de consumidores brasileiros, e dentre
os embutidos, a linglica frescal € um dos mais consumidos devido a seu
processamento relativamente simples e preco acessivel.

A lingliga frescal é um produto curado que por ndo sofrer processamento
térmico ou dessecacdo, e apresentar alta atividade de agua, tem curto prazo
comercial e qualidade microbiolégica dependente da auséncia ou de baixos niveis
de contaminacdo na matéria-prima e demais ingredientes empregados na produgéo.
A elaboracgéo deste tipo de produto requer uma série de etapas de manipulagéo, o
que eleva as possibilidades de contaminacdo por uma gama de espécies de
microrganismos patogénicos ou deterioradores, podendo comprometer a qualidade
microbiol6gica do produto final, caso ocorram falhas durante o processo. Por isso é
fundamental o controle da temperatura do produto ao longo de todo o processo.

Dos microrganismos reconhecidos como potenciais causadores de doencas,
o principal envolvido nos surtos provocados por manipulagdo inadequada € o
Staphylococcus aureus, que possui ampla distribuicdo na natureza e capacidade de
sobreviver e se multiplicar facilmente nos alimentos quando encontra condi¢des
adequadas.

A preservagdo da estabilidade microbiolégica, seguranca e qualidade dos
produtos frescais devem ser baseadas na aplicacao de obstaculos que dificultem a
sobrevivéncia, crescimento e permanéncia dos microrganismos, reduzindo a
deterioracdo e a incidéncia de doengas. Dentre estes fatores, o emprego de baixas
temperaturas € muito importante, caso contrario o0 desenvolvimento de

microrganismos deterioradores e/ou patogénicos pode ocorrer rapidamente.
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A utilizagdo de nitrito e nitrato como conservantes € muito discutida, tendo
em vista os riscos associados ao emprego indiscriminado desses aditivos e algumas
evidéncias de toxicidade. Entretanto, quando utilizados dentro das concentragdes
permitidas sao fundamentais na prevencao do crescimento do Clostridium botulinum
que produz a toxina botulinica, potencialmente fatal. Além disso, sdo indispensaveis
por serem responsaveis pelas reagcdes que promovem a coloracdo e sabores
caracteristicos dos produtos curados, e dao aos mesmos as caracteristicas
sensoriais desejaveis.

A acao antimicrobiana dos sais de cura ja foi testada para varios
microrganismos, inclusive S. aureus, e a concentracao efetiva se mostra dependente
de fatores intrinsecos e extrinsecos. O presente trabalho busca avaliar as relacées
entre tempo e temperatura de armazenamento e concentragdo de nitrito e nitrato
necessaria para exercer efeito antimicrobiano sobre o S. aureus em linglicas
frescais, e ainda verificar se existe influéncia da microbiota competidora e do pH do

produto neste processo.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Verificar a influéncia de diferentes concentragdes de sais de cura
adicionados no processo de producdo da linglica frescal sobre a estabilidade
microbioldgica do produto durante estocagem sob refrigeragao.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Verificar o efeito de duas temperaturas de estocagem (7°C e 12°C) sobre o
desenvolvimento de Staphylococcus aureus, durante armazenamento por até
10 dias, em linguica frescal formulada com concentracdes de 50, 150 e 200
ppm de sais de cura.

e Analisar os diferentes tratamentos quanto a presenca e desenvolvimento de
microrganismos mesoéfilos, psicrotréficos e enterobactérias ao longo da

estocagem sob refrigeracao nas temperaturas de 7°C e 12°C.

e Verificar a influéncia do pH do produto sobre a acao antimicrobiana dos sais

de cura em relacao ao Staphylococcus aureus e microbiota competidora.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 EMBUTIDOS CARNEOS

Entendem-se como produtos carneos processados ou preparados, aqueles
em que as propriedades originais da carne fresca foram modificadas através de
tratamento fisico, quimico ou biol6gico, ou através da combinacao destes métodos.
O processo envolve geralmente cortes ou cominuicbes mais ou menos intensos,
adigao de condimentos, especiarias e aditivos diversos (PARDI et al., 1996).

Os embutidos sdo definidos pelo Regulamento de Inspecédo Industrial e
Sanitéaria de Produtos de Origem Animal (RISPOA) como todo produto elaborado
com carne ou 6rgaos comestiveis curados ou nao, condimentado, podendo ou nao
ser cozido, defumado, dessecado, e contido em envoltério natural ou artificial
(BRASIL, 1997).

Neste contexto inclui-se a linglica, que segundo a Instrucdo Normativa 04
de 31 de marco de 2000 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), "é o produto carneo industrializado obtido de carnes de animais de
acougue, adicionado ou ndo de tecidos adiposos, ingredientes, embutido em
envoltério natural ou artificial e submetido ao processo tecnolégico adequado”
(BRASIL, 2000). A linguica frescal, segundo a mesma legislagéo se caracteriza por
ser um produto cru e curado, de carne, gordura e outros ingredientes. Dentre as
lingUicas denominadas “frescal” a Toscana é caracterizada por ser um produto cru e
curado obtido exclusivamente de carne suina, adicionado de gordura suina e
ingredientes.

A linglica frescal deve apresentar as seguintes caracteristicas fisico-
quimicas: 70% de umidade maxima, 30% de gordura, € no minimo, 12% de proteina,
sendo proibida a adicdo de carne mecanicamente separada (CMS) (BRASIL, 2000).

2.1.1 Matéria prima e mercado

A carne suina € a matéria-prima basica da elaboragéo da linguica no Brasil,

e dados de estudo realizado pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
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(EMBRAPA) e Associacdo Brasileira das Industrias Processadoras e Exportadoras
de Carne Suina (ABIPECS) afirmam que o ano de 2007 fechou com um crescimento
liquido na producgéo industrial de carne suina da ordem de 120.000 toneladas em
relacdo ao ano anterior, com o0 consumo per capita na faixa de 13 quilos por
habitante, no melhor desempenho da histéria do setor (EMBRAPA, 2007).

Embora seja proibida para mais de 20% da populacdo mundial, que sao
judeus e mugculmanos, a carne suina € a mais produzida e consumida no mundo. O
principal produtor e consumidor mundial é a China, que no ano de 2005 participou
com 48,9% da producédo. O Brasil encontra-se na quinta colocagao com producao de
2,6% da carne suina mundial. Em relacdo ao consumo, o Brasil obteve a sexta
colocacdo, com 2.091 toneladas, atrds da China, Unido Européia (25 paises),
Estados Unidos, Japao e Russia (OLIVO; OLIVO, 2006).

De acordo com a ABIPECS (2008), o consumo médio mundial de carne
suina é de 15,9 kg. Na Europa, o consumo médio per capita é de 45,4 kg, enquanto
que em paises como a Austria e Espanha isoladamente, fica em torno de 70
kg/habitante/ano. Para OLIVO & OLIVO (2006), a preferéncia dos europeus pelo
produto ocorre devido ao seu sabor e praticidade.

Dados de 2007 colocam o Parana como um dos Estados que mais
consomem carne suina no Brasil, chegando a média de 20 kg/ habitante/ano
(AGROPECUARIA BRASIL, 2008). O consumo de carne suina fresca no Sul e
Sudeste do Brasil representa 29,3% do total da producdo, enquanto o da carne
industrializada chega a 70,6%, comprovando a importancia destes produtos no
mercado destas regides (EMBRAPA, 2007).

PRICE & SCHWEIGERT (1996) citam que nos Estados Unidos, em torno da
décima parte da carne é consumida sob a forma de embutidos, e PARDI et al.
(1996), descrevem que na Alemanha a producdo de embutidos é de 50% da
producdo carnea.

O ainda baixo consumo brasileiro de carne suina comparado aos demais
paises deve-se provavelmente, a preconceito e falta de informacbes sobre a
qualidade atual da produgdo. Em pesquisa realizada por FARIA et al. (2005), com
moradores da cidade de Belo Horizonte, 29,2% afirmaram consumir produtos
derivados de carne suina de duas a trés vezes na semana, e 26,2% a carne “in
natura”. Dos entrevistados, 10% nunca consomem o produto, sendo as maiores

preocupacdes demonstradas o teor de gordura e colesterol (38,4%), e 0 aspecto
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higiénico-sanitario (27,8%). Resultados similares foram descritos por TRAMONTINI
(2000) em relacao aos consumidores da cidade de Sao Paulo, onde grande maioria
dos entrevistados consome carne suina apenas 2 a 3 vezes ao ano.

Apesar do baixo consumo de carne suina no pais, a preferéncia do
consumidor é por embutidos e outros derivados, o que deve-se a grande
diversificacdo, possibilidade de fracionamento em por¢cées menores, € preco
acessivel (PARDI et al., 1996; TERRA, 1998).

Dados recentes demonstram que no Brasil, a lingliica preferida é a frescal,
prépria para churrascos, que responde por quase 60% das vendas totais da
categoria cujo consumo cresceu 17% no ano de 2007, principalmente pela
participacao do tipo Toscana (BRASIL, 2007).

Segundo o Ministério do Planejamento do Brasil, no ano de 2007, a venda
de lingligas aumentou em 14% em relagdo a 2006, totalizando 382 mil toneladas, o
maior crescimento dos Ultimos seis anos. Em reais, o consumo foi igualmente
expressivo, representando alta de 15%, para R$ 2,5 bilhdes, tornando a linglica a
lider no segmento de embutidos, responsavel por 30% do faturamento deste
mercado. Na sequUéncia, estdo a mortadela (14% das vendas), presunto (12,5%) e
salsicha (11%). Isto pode se explicar pelo fato de que em 2007 o pre¢o da linglica
praticamente nao subiu (alta de 0,15%), enquanto a inflacdo dos alimentos em geral
foi de 12,73%, segundo a Fundacgéo Instituto de Pesquisas Economicas (Fipe).

2.2 SEGURANGCA ALIMENTAR

A seguranga alimentar é definida no Codex Alimentarius como “garantia de
que os alimentos nao apresentam perigo para o consumidor quando sao preparados
e/ou consumidos de acordo com o uso para o qual foram destinados” (WHO, 2002).

Alimentos seguros tornaram-se preocupacdo mundial em funcao do
processo de urbanizacdo desordenado, que levou a mudancas na sociedade, nos
hébitos e preferéncias alimentares, e aumento das enfermidades transmitidas por
alimentos (ETA). Mais de duzentas doencas sédo reconhecidamente veiculadas pelos
alimentos, e as causas incluem bactérias, virus, parasitos, toxinas, metais, e prions.
(MEAD et al., 1999). Nos paises desenvolvidos mais de um terco da populacéo é

afetada por ETA a cada ano, e nos Estados Unidos, estima-se que acometam
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anualmente oitenta e um milhdes de pessoas, e causem mais de 9000 mortes
(MEAD et al., 1999).

As linglicas do tipo frescal sdo alimentos grandemente expostos a
contaminagcdo e representam um excelente meio para a multiplicacdo de
microrganismos. As provaveis fontes de contaminagdo envolvem matéria prima de
qualidade higiénico-sanitaria insatisfatéria, envoltérios, temperos ou condimentos,
assim como a agua utilizada em todas as operacdes de limpeza, (MILANI et al.,
2003).

A caréncia de boas préticas na fabricacdo de produtos frescais torna-se um
risco a saude do consumidor, sendo necessdaria a fiscalizacdo da fabricagdo e
comercializacao através de padrdes rigorosos, pois as condi¢cbes de higiene em que
os alimentos sédo beneficiados ou preparados sdo um dos fatores responsaveis pela
multiplicacao microbiana (CUNHA NETO; SILVA; STAMFORD, 2002; MARQUES et
al., 2006).

2.2.1 Contaminacao microbiol6égica na cadeia de producao da linguica frescal

As etapas pelas quais o alimento deve passar para chegar a mesa do
consumidor sao longas e numerosas, € até que se origine a linglica, a carne e
demais ingredientes percorrem uma longa cadeia, que apresenta riscos potenciais a
seguranca do produto. O animal é abatido e transportado a industria em caminhao
frigorifico, onde passa por diferentes processamentos até ser embalado. O produto
final é estocado até o momento de envio para o comércio varejista, através de nova
etapa de transporte seguido de armazenamento, e finalmente, aquisicdo pelo
consumidor, que também transportara o produto e o estocara, para posterior preparo
e consumo (GERMANO & GERMANO, 2003).

Numerosos fatores influenciam o tipo de microrganismo que contamina a
carne e os produtos carneos frescos, incluindo a faixa de pH; a adi¢do de sal, nitrito,
acucar, fumaca (liquida ou natural), acidulantes e o estado da carne (aquecida,
fermentada, ou seca). ApGs o processamento, o tipo e a propor¢céo da contaminagao
sdo influenciados pela embalagem, temperatura de armazenamento, composicao
final do produto e sobrevivéncia ou multiplicacdo de microrganismos (ANDRADE,
2005).
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O potencial para contaminagdo da carne com perigos quimicos e
microbioldgicos inicia nas areas de criacdo, portanto um programa adequado de
seguranca deve propor estratégias envolvendo o animal ainda vivo, suas condi¢des
de saude e bem estar durante abate, a reducdo de disseminacao de contaminacao
durante processamento, a temperatura, condi¢des de armazenamento e distribuicao,
até chegar ao consumidor final (DESMARCHELIER et al., 2007; MATARAGAS et al.,
2007).

As caracteristicas intrinsecas das carnes, particularmente sua composicao
quimica (carne suina apresenta 42% de agua, 12% de proteina e 45% de gordura) e
pH proximo a neutralidade, sdo fatores que favorecem o desenvolvimento de uma
microbiota extremamente variada. Apdés a morte de um animal descansado, a
quantidade normal de 1% de glicogénio presente na carne é convertida em &acido
lactico, o que causa a diminuicdo do pH de aproximadamente 7,4 para valores por
volta de 5,6, fator de protecédo contra o crescimento de alguns microrganismos (JAY,
2005). Os valores de pH da carne sédo importantes ndo apenas por influenciar a
microbiota que pode se desenvolver no produto, como também para indicar o seu
estado de conservacao, a partir das consideracoes dos valores de referéncia.

Normalmente, considerando as condi¢gdes ambientais e disponibilidade de
certos nutrientes, as bactérias deteriorantes constituem o maior grupo de
microrganismos presentes nas carnes e seus produtos, as quais levam a perda de
cor, odor desagradavel, formacao de muco e de diéxido de carbono (MATARAGAS
et al., 2007).

Em linhas gerais, a microbiota da carne é constituida por bactérias
psicrotréficas gram-negativas nao-fermentativas, dos géneros Pseudomonas,
Moraxella, Acinetobacter e Shewanella, ao lado de fermentativas da familia
Enterobacteriaceae e do género Aeromonas. Entre as gram-positivas destacam-se
Lactobacillus sp e Brochothrix thermosphacta (LEITAQ, 2003).

Pseudomonas é o principal microrganismo que contribui para a deterioragao
da carne em aerobiose. Na carne refrigerada € selecionada pelo uso da baixa
temperatura e também pela sua aptiddo proteolitica. Esta atividade libera
aminoacidos e sua degradacdao gera amdnia, acidos organicos e gas sulfidrico,
substancias fortemente aromaticas, sendo que o ultimo possui limiar de percepcao
bastante baixo. A protedlise gera formacdo de muco (também causado pelo

crescimento das colénias) e altera a consisténcia da carne. O pH da carne tende a
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se alcalinizar em funcdo dos compostos formados, o que facilita o desenvolvimento
bacteriano (JAY, 2005; PORTO, 2006).

Dentre os microrganismos patogénicos que potencialmente podem estar
presentes no produto final destacam-se Salmonella spp., Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Listeria monocytogenes, que entram nas plantas de abate a partir
dos animais vivos e operarios. (BIRZELE; DJORDJEVIC; KRAMER, 2005).
CASTAGNA et al. (2004) pesquisaram a prevaléncia de Salmonella spp. em
frigorifico de abate de suinos e detectaram o microrganismo em 83,33% dos
animais. A prevaléncia média encontrada no produto final (lingtica frescal) fabricado
com matéria-prima oriunda destes animais foi de 93,94%, ndo havendo diferenca
estatistica entre a prevaléncia de animais portadores € a encontrada no produto
final.

O tipo de microbiota presente nas unidades produtoras é associado a
diversidade na formulacdo dos produtos embutidos, e pode estar relacionada a
matéria-prima utilizada ou ao ambiente de processamento. E composta por
microrganismos utilizados para fermentagdo e deteriorantes, que podem causar
mudangas negativas na aparéncia, odor, sabor e consisténcia do produto final
devido a sua atividade metabdlica e pode incluir alguns microrganismos patogénicos
(TALON et al., 2007)

Pesquisa realizada por TALON et al. (2007), em 54 unidades processadoras
de embutidos em pequena escala do leste e sul europeu demonstrou que todas
apresentavam contaminacdo ambiental por microrganismos deteriorantes mesmo
apos processo de limpeza e desinfeccado, e que foram encontrados Salmonella
(4,8%), Listeria monocytogenes (6,7%) e Staphylococcus aureus (6,1%), sendo 0s
pontos criticos 0os equipamentos utilizados para corte e embutimento, paredes das
camaras frias, mesas e facas. Resultados semelhantes foram obtidos por LEBERT
et al. (2007), que encontraram Staphylococcus, bactérias acido laticas (LAB),
Enterobacteriaceae, Pseudomonas, fungos e leveduras, e enterococos em
superficies de unidades de processamento de embutidos na Franca.

Na etapa da trituracdo dos ingredientes, o aumento da area superficial
promove a distribuicdo da contaminag@o microbioldgica inicial, antes mais restrita a
superficie da matéria prima, potencializando a deterioragdo do produto final com
maior rapidez (GONCALVES in CTC, 2003; MILANI et al., 2003). Durante a moagem

e mistura dos ingredientes pode ocorrer contaminagdo proveniente do contato da
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carne com o0s equipamentos, utensilios e pessoal, ou da adicdo da matéria-prima ou
aditivos contaminados (ORDONEZ et al., 2005).

Os condimentos adicionados também podem ser contaminados na origem,
estocagem, transporte ou durante manipulagdo, por esporos, fungos, leveduras,
enterobactérias e bactérias patogénicas como Salmonella sp., assim como por
insetos. A perda de qualidade se traduz por diminuicdo das propriedades sensoriais
de cor, odor e sabor (GERMANO; GERMANO, M., 2003; ZOCCHE et al., 2003;
MOREIRA; RALL; PINTO, 2005), além de tornar o produto perigoso a saude do
consumidor.

Os envoltorios naturais utilizados para proteger os embutidos frescais das
influéncias externas, dar forma e estabilidade sdo provenientes dos intestinos de
animais, principalmente suinos. Tendo em vista o elevado grau de contaminacao
inicial (aproximadamente 10 log UFC/g) por microrganismos patogénicos e
saprofitas, devem ser aplicados cuidados higiénico-sanitarios intensos no momento
do seu beneficiamento e utilizacdo (PARDI et al,, 1996). JAY (2005) afirma que
dentre os ingredientes da linglica fresca suina, os envoltérios tém demonstrado
conter um maior numero de bactérias.

Devem ser seguidos também procedimentos de higiene relacionados a
manipulacdo da massa durante o embutimento, evitando contaminagdo cruzada
(PARDI et al., 1996).

2.2.2 Influéncia da temperatura na contaminag¢ao microbiolégica

A temperatura parece ser o fator mais importante que influencia a
deterioracdo ou a seguranca microbiolégica da carne. Um ponto importante da
distribuicdo e consumo da carne fresca e de seus produtos é o efetivo
monitoramento das condi¢cdes de tempo/temperatura do processo, que afetam tanto
a seguranca como a qualidade. Produtos carneos, a menos que apropriadamente
embalados, transportados e armazenados, deterioram em um tempo relativamente
curto (NYCHAS et al., 2008).

O risco potencial, o prazo de validade e a qualidade final dos produtos
processados resfriados e embalados seguindo as normas de boas praticas de

processamento e de higiene sdo determinados pelas condicbes de temperatura em
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toda a cadeia de frio (NYCHAS et al., 2008). Conseqlentemente, durante o
processamento e armazenamento devem ser criadas condigbes desfavoraveis a
sobrevivéncia e crescimento de contaminantes (BROMBERG, 1998).

Varios estagios da cadeia de frio, como veiculos de transporte, pontos de
transferéncia ou salas de estocagem representam o ponto fraco da cadeia de
pereciveis. Existem ainda etapas que estao fora do controle direto do produtor e que
freqientemente desviam das especificagdes, que sao o transporte e distribuicao final
dos produtos. Varejistas nem sempre conseguem manter adequada a cadeia de frio,
0 que acarreta um aumento dos riscos microbiolégicos para produtos carneos
(VANDERDRIESSCHE, 2008).

MURMANN, SANTOS e CARDOSO (2007), demonstraram que o
crescimento de trés sorovares de Salmonella spp em linguica frescal foi influenciado
pela temperatura de armazenamento do produto. Quando mantida a temperatura
ambiente, num periodo entre 6 a 8 horas houve multiplicagdo significativa do
patégeno (10° a 10’ UFC/g), enquanto sob refrigeracdo entre 6°C a 11°C a
quantidade inoculada inicialmente manteve-se constante por 30 dias.

SOUSA, FARIA e NEVES (2003) avaliaram a adequacao das temperaturas
de armazenamento e exposicdo de embutidos em Belém-PA, e detectaram que as
camaras frias apresentavam temperaturas adequadas, porém o0s balcoes
refrigerados apresentaram temperaturas acima da maxima permitida (10°C),
evidenciando a necessidade de monitoramento e de regulagem dos mesmos para
manutencgao da seguranga microbioldgica e prazo de validade do produto.

SALVATORI, BESSA e CARDOSO (2003) pesquisaram embutidos frescais
(70 amostras de linglicas cruas e similares) coletados no Mercado Publico da cidade
de Porto Alegre (RS), em relacao a coliformes totais, fecais e Escherichia coli. Cinco
das amostras que encontravam-se fora de refrigeracdo no momento da coleta
apresentaram contagens superiores as da legislacéo vigente para coliformes fecais.

Ha evidéncias de que o controle apresenta-se totalmente falho no trajeto
entre 0 mercado e residéncias, no armazenamento em domicilio, e também durante
0 preparo até o consumo, demonstrando a necessidade de acdes educativas
direcionadas aos consumidores (NYCHAS et al., 2008). Isto é comprovado em
pesquisa realizada por PATTRON (2006), em Trinidad, onde os consumidores
afirmaram que ap6s a compra, os alimentos pereciveis eram freqlientemente

transportados em carros de passeio sem embalagens isotérmicas ou refrigeradas, e
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permaneciam em média 4,2 horas fora de refrigeracao. Quando questionados sobre
a temperatura ideal de refrigeracao e de congelamento, a maioria dos entrevistados
nao soube responder ou respondeu incorretamente.

Com o objetivo de garantir alimentos integros e seguros ao consumidor, o
Governo Federal exige que os produtores, industrias de processamento,
fornecedores, restaurantes e estabelecimentos que manipulam alimentos implantem
o Sistema APPCC. A regulamentacdo estabelece que o produtor ou industria de
alimentos de origem animal deve implantar procedimentos técnicos referentes ao
controle de qualidade, higiene e seguranca do produto, instalagées, agua, pragas,
equipamentos e utensilios, manipulador, armazenamento, transporte e embalagem,
as chamadas Boas Praticas de Fabricacao (BPF), registradas em Manual especifico
para garantir a seguranca do produto (BRASIL, 1993; BRASIL, 1997; BRASIL,
1998).

2.2.3 Staphylococcus aureus

As bactérias do género Staphylococcus sao cocos Gram-positivos,
pertencentes a familia Staphylococcaceae e por dividirem-se em planos diferentes,
quando vistos ao microscépio aparecem na forma de cacho de uva. Sao anaerdbias
facultativas, com maior desenvolvimento sob condi¢des aerdbias, quando produzem
catalase. Apresentam temperatura de crescimento na faixa de 7°C a 47,8°C, sendo
as enterotoxinas produzidas entre 10°C e 46°C, com 6timo entre 40°C e 45°C. Em
geral, quanto menor a temperatura, maior o tempo para produg¢do de enterotoxina
(JAY, 2005).

Este grupo € tolerante a concentracdes de 10% a 20% de NaCl, e o valor
minimo de atividade de agua (Aa) considerado é de 0,86 apesar de, sob condi¢des
ideais, ja ter sido observado o crescimento em Aa de 0,83, mas ndo a producao de
enterotoxina (JAY, 2005). Crescem na faixa de pH de 4 a 9,8, com étimo entre 6 e 7.
Assim como para os outros parametros, o valor minimo de pH necessario para o
crescimento depende do quéo proximo das condi¢des ideais estdo os demais fatores
do meio (JAY, 2005; FRANCO; LANDGRAF, 2005).

O género Staphylococcus inclui mais de 30 espécies, e embora a producao

de enterotoxinas esteja normalmente associada a S. aureus coagulase e
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termonuclease (TNase) positivos, algumas espécies de estafilococos que néao
produzem nenhuma dessas enzimas também podem produzir enterotoxinas, porém
pouca informagdo é disponivel sobre surtos causados por espécies coagulase
negativa (CARMO et al., 2003; JAY, 2005).

As enterotoxinas sao proteinas de cadeia curta secretadas no meio, soluveis
em agua e solugdes salinas, ricas em lisina, acido aspartico, glutamico e residuos de
tirosina, e a maioria possui uma cisteina, requerida para conformacao apropriada e
provavelmente responsavel pela atividade emética. Elas sdo altamente estaveis ao
calor e resistentes a maioria das enzimas proteoliticas como pepsina e tripsina, e
exercem sua atividade no trato digestivo, apds ingestdao do alimento. Atualmente
varios grupos de enterotoxinas com diferentes caracteristicas sdo reconhecidas,
sendo a maioria dos surtos provocados pelas A e D (LE LOIR et al., 2003; JAY,
2005).

Os S. aureus sao os principais microrganismos implicados em surtos de
DTA, e séo transmitidos aos alimentos principalmente pelo homem e por condi¢coes
inadequadas de higiene, que permitem contaminacdes cruzadas por contato com
equipamentos, utensilios e matéria-prima. A freqténcia de portadores de S. aureus é
relativamente alta e pode constituir-se em elemento importante na cadeia
epidemiologica da intoxicacao alimentar estafilococica, desde que ocorra infeccao
por S. aureus produtor de enterotoxina (IARIA; FURLANETTO; CAMPOS, 1980). A
partir de portadores o S. aureus pode, por varios mecanismos, atingir o ambiente,
vestimentas, mobiliario, utensilios e equipamentos, assim como os alimentos, direta
ou indiretamente. Deve-se ainda considerar que o0s animais domésticos também
podem albergar o S. aureus, constituindo-se em possiveis fontes de contaminacao
de alimentos (IARIA, 1981)

DESMARCHELIER (2007) estudou a incidéncia de S. coagulase positiva no
processamento de carne bovina na Austrdlia, e demonstrou que durante o abate,
entre 20% a 68% das amostras apresentavam o microrganismo. A incidéncia
diminuiu imediatamente apds a evisceracao (6,5 a 16,7%), embora tenha aumentado
para 46% a 83% apos resfriamento entre 10 a 12°C por 72 horas. O numero de
Staphylococcus aumentou de menos de 50 UFC/cm? para até 112 UFC/cm? apés
resfriamento. As maos dos manipuladores e os lavadores de bota nos pontos de

evisceracao também estavam contaminados.
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A gastrenterite estafilococica € causada pela ingestdao de alimentos que
contenham uma ou mais enterotoxinas, e tanto o periodo de incubagdo da
intoxicagdo como a severidade dos sintomas dependem da quantidade de
enterotoxina ingerida e da suscetibilidade do individuo, variando de trinta minutos a
oito horas (CUNHA NETO; SILVA; STANFORD, 2002). Niveis de enterotoxina entre
0,01 a 0,4 pg por grama do alimento sao suficientes para provocar a intoxicacao,
afetando individuos mais sensiveis, e sdo alcancados quando o numero de células
contaminantes ultrapassa 5 log UFC/g (JAY, 2005).

Os principais sintomas da doenca sao nauseas, vomito e dores abdominais
bastante severas, tendo duracdo aproximada de 2 a 24 horas apds a ingestdao do
alimento, mas a intoxicacao raramente é fatal (FRANCO; LANDGRAF, 2006).

A maioria das carnes curadas contém apenas 3 a 6% de sal na fase aquosa,
0 que as constitui um ambiente adequado a producdo de enterotoxinas
estafilocécicas, caso ocorra oxigénio em quantidade suficiente. Nos produtos que
sofrem processamento térmico, o S. aureus é destruido facilmente pelo calor, e nos
crus, as condicdes anaerdbicas do interior da massa constituem um sistema inibidor

do seu crescimento e toxigénese (ICMSF, 1985).

2.3 NITRITOS E NITRATOS

A quimica dos nitritos e nitratos de potassio ou de sodio (conservadores 249,
250, 251 e 252, respectivamente) em carnes curadas € uma mistura extremamente
complexa de reagcdes quimicas que envolvem varios diferentes reagentes.

O nitrito € considerado vital no processo de cura da carne devido a sua
contribuicdo para as transformacdes responsaveis pelas caracteristicas proprias
destes produtos. Ele ¢é eficiente na prevencdo do botulismo e tem outras
propriedades bacteriostaticas que asseguram a qualidade microbioldgica do produto,
leva ao retardo da oxidacéo lipidica, da o sabor e aroma caracteristicos das carnes
curadas, e promove a fixagdo da cor dos pigmentos carneos, resultando na
coloragao “rosa” caracteristica (ROMANS et al., 1994).

Os efeitos podem ser obtidos utilizando-se nitrito ou nitrato de s6dio ou de
potassio puros ou associados ao sal comum e outras substancias, como sal de cura
(LUCK; JAGER, 2000). Certa quantidade de nitrato € convertida a nitrito pela acéao
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de bactérias durante processos longos de cura, porém com 0S processos rapidos
atuais, o nitrito é adicionado diretamente a massa (ROMANS et al., 1994).

Historicamente sabe-se que o nitrato estava presente como um
contaminante natural do sal usado na cura. Produtores descobriram que o sal
proveniente de certas areas da Europa produzia linglicas de qualidade superior,
entretanto ndo sabiam que era devido a uma contaminacdo do sal por esta
substancia (LUCK; JAGER, 2000).

O nitrato foi usado por séculos na cura de carnes e peixes com o objetivo de
preservar o produto contra contaminagéo, sendo esta acéo associada a reducao da
atividade de agua. No século XIX, descobriu-se que nao era o sal puro (NaCl) que
produzia a cor de curado associada ao processo de salga e conferia a acao
conservante, mas sim os nitratos de sodio e de potassio (salitre) presentes como
contaminantes em sais ndo purificados utilizados no processo. Em 1899 houve a
confirmacdo de que a coloragao caracteristica dos produtos era resultado de reacao
sofrida pelo nitrito (NO2") e ndo pelo nitrato (NOj3"), e sua estabilidade ao calor foi
demonstrada. Sé no século XX (1901) o mecanismo de formacdo da cor pela
combinacao do 6xido de nitrogénio (NO) com o pigmento da carne (mioglobina) foi
elucidado, e estudos concluiram que era o acido nitroso (HNO2) ou um metabdlito
como o NO (6xido nitrico) que reagia com a mioglobina no processo de coloracdo da
carne. Estes pesquisadores descobriram que o nitrato se convertia em nitrito pela
acao microbiana, e que a adicao direta de nitritos eliminaria a necessidade desta
fase, tornando o processo de cura mais rapido e controlavel (HONIKEL, 2008;
LUCK; JAGER, 2000; PRICE; SCHWEIGERT, 1994; ROMANS et al., 1994).

O poder inibidor do nitrito frente as bactérias foi descrito primeiramente em
1929, e na década de 40 foi estabelecido indiscutivelmente, assim como, no mesmo
periodo foi demonstrada a existéncia de um sabor caracteristico associado ao nitrito
nos produtos curados (GIRARD, 1991).

Entre os anos de 1960 e 1970, concomitante ao aumento da utilizagdo dos
nitratos e nitritos, iniciaram-se discussées sobre os problemas de toxicidade
provocados principalmente pela formagdo de compostos carcinogénicos
denominados nitrosaminas, decorrentes da concentracdo residual de nitrito nos

produtos, e foram impostos controles ao seu uso (PEGG; SHAHIDI, 2004).
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2.3.1 Quimica do nitrito e nitrato

O nitrito € um composto altamente reativo que pode funcionar como agente
oxidante, redutor ou nitrosilante, e pode ser convertido em uma variedade de
compostos na carne incluindo &cido nitroso, 6xido nitrico e nitrato (SEBRANEK;
BACUS, 2007).

Conforme esquematizado na FIGURA 1, o nitrato (NOs”) deve ser
inicialmente reduzido a nitrito (NO.") pela acdo de bactérias (Achromobacter,
Micrococcus, Lactobacillus ou Staphylococcus), em meio acido, para participar dos
processos de cura de carnes (CASSENS et al.,1979).

A temperatura 6tima para acao destes microrganismos fica em torno de 8°C
a 10°C, por isso € necessaria maturacao do produto a estas temperaturas, o que
pode levar a multiplicacdo de bactérias deteriorantes ou patogénicas (HONIKEL,
2008). Por esta razao, e também para controle das concentragdes residuais de
nitrito, a adicdo de nitrato foi eliminada da maioria dos produtos curados, sendo
utiizado apenas no processamento de produtos que possuem cura longa e
necessitam de reservas a longo prazo (SEBRANEK; BACUS, 2007).

=0,
NO5 NOy +0 2NOA
.. L2 ol NO o 27
(Nitrato) o (Nitrito) Agentes redutores
Bacténas = A
Nitrato-
redutoras H,O
HNO;+2 NO + H,O
y /
3 HNO,
3 RCHOHCOOH + 3H,0+3 N]+
+ 3RCHNH,COOH

FIGURA 1 - REACOES REDOX ENVOLVENDO O NITRITO
FONTE: PRICE; SCHWEIGERT(1994)

O nitrito em meio &cido da origem ao &cido nitroso (HNO-), que pode formar
seu anidrido (N2Os3) 0 qual se desdobra em dois 6xidos, o diéxido de nitrogénio (NO,)
e Oxido nitrico (NO). O NO reage com a mioglobina e/ou com grupos SH de
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aminoacidos, enquanto o NO, reage com a agua formando novamente uma
molécula de &acido nitroso (HNOy) e uma molécula de &cido nitrico (HNO3)
(HONIKEL, 2008).

A passagem do nitrito a acido nitroso é facilitada quando em pH acido por
iss0, nas curas rapidas para linglica € pratica corrente a adicao do acido ascérbico,
na forma de isoascorbato ou eritorbato (TERRA, 1998). HONIKEL (2008) cita que a
adicao destes agentes também previne a formacao de nitrosaminas, possivelmente
pela reducédo do nitrito residual decorrente de sua ligagdo com 0 mesmo, ou pela

ligacao com o NO, tornando-o indisponivel para outras reacoes.

2.3.2 Efeitos dos sais de cura sobre a microbiota das carnes curadas

Da década de 1920 a 1940, muitas pesquisas relacionadas aos efeitos
antimicrobianos do nitrito foram realizadas. Foi demonstrado que o nitrito tinha a
capacidade de inibir bactérias anaerdbias e exercer a bacteriostase sobre bactérias
associadas a carne de peixes como Achromobacter, Aerobacter, Escherichia,
Flavobacterium, Micrococcus e Pseudomonas, e ainda Enterobacter, Escherichia e
Moraxella (ARCHER, 2002).

Nas concentracdes e condi¢gdes normalmente utilizadas, os sais de cura nao
causam uma destruicdo bacteriana rapida, mas reduzem ou previnem o crescimento
dos microrganismos prejudiciais em produtos que nao sao tratados pelo calor, e dos
termotolerantes nao esporulados dos produtos pasteurizados, e evitam o
desenvolvimento dos esporos que sobrevivem ao tratamento térmico aplicado a
certos produtos curados (ICMSF, 1985).

LUCK & JAGER (2000) descrevem que a acao inibidora dos sais de cura
sobre 0os microrganismo pode ocorrer de diferentes formas. Os 6xidos de nitrogénio
podem agir sobre os grupos amino do sistema desidrogenase das células
microbianas; podem exercer acdo especifica sobre enzimas bacterianas que
catalisam a degradacao da glicose, dificultando seu metabolismo; ou reagir com
hemoproteinas, como citocromos e enzimas SH inibindo o crescimento dos
microrganismos.

O efeito antibacteriano do nitrito € multifatorial e envolve a interagdo com

fatores como concentracdo de NaCl, pH, tratamento térmico, indculo inicial,
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quantidade de esporos, nivel original e residual no produto, abuso de temperatura,
teor de eritorbato ou ascorbato, teores de ferro disponiveis no produto, tipo de carne,
ingredientes adicionados, dentre outros (ROBINSON; GIBSON; ROBERTS, 1982;
ARCHER, 2002; MASSAGUER, 2005; TRINDADE et al., 2008).

A interagéo do nitrito e pH reduzido frente a bactérias esta bem estabelecida.
O efeito bacteriostatico do nitrito aumenta dez vezes quando ocorre baixa de uma
unidade de pH, atingindo a acdo maxima em pH em torno de 5 (ICMSF, 1985).
MASSAGUER (2005) descreve que este efeito esta relacionado a concentragdo da
forma nao dissociada do acido nitroso, a qual aumenta conforme ocorre redugédo do
pH.

O nitrito mostra-se mais inibidor em condicdes anaerdbias, e 0 ascorbato e
isoascorbato ressaltam a sua acao, provavelmente atuando como agentes redutores
(DOYLE; BEUCHAT; MONTVILLE, 2001).

O principal organismo a ser eliminado quando se utiliza nitrito como
conservante € o Clostridium botulinum, devido a letalidade de sua toxina,
capacidade de desenvolvimento em ambientes anaerdbios e resisténcia térmica dos
seus esporos (GIRARD, 1991). Os esporos botulinicos sdo encontrados em grande
variedade de carnes, porém sao inofensivos quando permanecem desta forma.
Entretanto, durante o processo de producdo dos embutidos devido a reducdo na
concentragdo de oxigénio e a baixa acidez, os esporos podem passar a forma
vegetativa e estas, provocar doencas (ICMSF, 1985).

Nestes produtos, o nitrito inibe a emergéncia das células vegetativas de
esporos sobreviventes e previne a divisdo celular naquelas que conseguem emergir,
porém apenas quantidades muito altas de nitrito inibem significativamente a
germinagao dos esporos (DOYLE; BEUCHAT; MONTVILLE, 2001). Segundo LUCK
& JAGER (2000), o efeito bacteriostatico sobre o C. botulinum aumenta
aproximadamente dez vezes se o produto sofrer processamento térmico, mas as
causas deste efeito ndo foram completamente esclarecidas.

As propriedades antimicrobianas do nitrito ja foram avaliadas em relagcéo a
outros microrganismos, e alguns autores demonstraram sua acado sobre
Staphylococcus aureus (dependente do pH), Salmonella sp. e E. coli O157 (JAY,
2000; ARCHER, 2002). VIGNOLO et al. (1998) demonstraram que a reducao na
populacao de Listeria monocytogenes foi pequena, mesmo utilizando concentragcbes

do sal de 400 ou 800 ppm, sugerindo que ha um grande potencial de crescimento



34

para este patdégeno em produtos durante o processo de cura. AMIN & OLIVEIRA
(2006) demonstraram em pesquisa realizada com linglica bovina, que o Clostridium
perfringens tipo A apresentou auséncia de crescimento em amostras formuladas
com nitrito e nitrato de sédio (0,02%) até 44 dias, enquanto na amostra controle,
onde os aditivos ndo foram adicionados, apresentou crescimento variavel, até 10°
UFC/25¢.

De acordo com a Resolucdo RDC 12/2001, para que a linglica frescal seja
considerada propria para consumo ndo devem ser ultrapassados os seguintes
padrées microbioldgicos: 5x10° UFC/g de coliformes a 45°C, 5x10° UFC/g de
Estafilococos coagulase positiva, 3x10° UFC/g de Clostridium sulfito redutor a 46°C,
e auséncia de Salmonella em 25 g (BRASIL, 2001).

2.3.3 Efeitos dos sais de cura na cor da carne curada

A cor dos produtos curados depende das modificagdes quimicas que
ocorrem entre 0s pigmentos naturais da carne e suas reagées com o cloreto de
s6dio e sais de cura (nitritos e/ou nitratos). Nitrosomioglobina (NOMb) é formada
durante este processo, dando ao produto sua coloragdo caracteristica, quando a
carne é tratada com nitrato, nitrito ou 6xidos de nitrogénio, sendo o éxido nitrico (NO)
o componente ativo da reacdo (CHASCO; LIZASO; BERIAIN, 1996).

Este é um processo lento e complexo, que resulta em uma série de reacdes
que compreendem microrganismos, enzimas € processos quimicos e depende de
parametros como pH, concentracdo de pigmentos na carne, potencial de oxi
reducdo, distribuicdo do agente de cura, temperatura, umidade, entre outros
(CHASCO; LIZASO; BERIAIN, 1996).

Nos procedimentos de cura comerciais o 6xido nitrico € produzido pela
reducdo do nitrato ou nitrito. Se o nitrito € adicionado diretamente a cor se
desenvolve mais rapidamente, 0 que é vantajoso nos processos comerciais de cura
rapida (FORREST, 1979).

A composicdo da cura tem um efeito pronunciado sobre os compostos
volateis na lingli¢a, e um melhor desenvolvimento da cor tem sido atribuido ao uso
do nitrato em comparagdo ao nitrito. Quase todos os compostos originarios da

degradacao das cadeias ramificadas de aminoacidos (leucina, isoleucina e valina)
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tém concentragcdo mais alta na lingtica formulada com nitrato comparada aquela
onde foi utilizado o nitrito. O ascorbato é freqlientemente adicionado ao nitrito para
aumentar a velocidade do desenvolvimento da cor (OLESEN; STAHNKE; TALON,
2004).

No musculo existe grande numero de pigmentos, contudo a mioglobina é o
mais abundante e seu estado é, em grande parte, responsavel pela cor da carne
(ORDONEZ et al., 2005).

Na mioglobina fisiologicamente funcional, o ferro do grupo heme esta no
estado ferroso (Fe®*) e pode fazer seis ligacdes coordenadas, quatro com os grupos
pirr6licos do anel porfirinico heme, e uma quinta com o residuo da molécula de
proteina, para conectar o grupo prostético. O tamanho das moléculas que podem
acessar e reagir com o ferro heme na ultima ligagéo é limitado, assim, a mioglobina
reagira somente com pequenos ligantes, tais como o oxigénio, quando origina a
oximioglobina, pigmento vermelho brilhante. A forma ndo-oxigenada da proteina é
de cor purpura opaca (HONIKEL, 2008).

A interconversdo entre as duas formas € rapida e dependente da pressao
parcial de oxigénio a qual a mioglobina esta exposta. Na concentracdo de oxigénio
do ar, a oximioglobina € a forma predominante (HONIKEL, 2008)

O ferro heme da hemoglobina pode também ser convertido para o estado
férrico (Fe*) através da oxidagdo por O, ou nitrito, formando metamioglobina, que
tem cor marrom escuro. Mioglobina, oximioglobina e metamioglobina ocorrem juntas
na carne, € a conversao de mioglobina para metamioglobina envolve a transferéncia
de um elétron do ferro heme para um agente oxidante. Esta reagdo pode ocorrer
rapidamente. Na oximioglobina os elétrons da o6rbita externa do ferro heme estao
envolvidos nas ligacdes coordenadas, indisponiveis para participar das reagdes de
transferéncia de elétrons, conseqiientemente, esta € resistente a oxidagéo. (PRICE;
SCHWEIGERT, 1994).
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FIGURA 2 — MUDANGAS QUIMICAS DA MIOGLOBINA DURANTE A REAGAO DE CURA
FONTE: PRICE; SCHWEIGERT (1994)

Conforme esquematizado na FIGURA 2, o primeiro passo da formagédo do
pigmento que da a coloracdo a carne curada € a oxidagdo da mioglobina a
oximioglobina pela acao dos nitritos levando a formacado de metamioglobina, com a
simultanea reducdo de nitrito a 6xido nitrico (NO). Posteriormente o 6xido nitrico
une-se a  metamioglobina  formando uma  substadncia  intermediaria
(nitrosometamioglobina), que sofre oxidagdo muito rapida originando o cétion
nitrosomioglobina (NOMb), pigmento de cor avermelhada presente na carne curada
sem acgao do calor. Este pigmento é instavel em presenca do oxigénio e pode oxidar
formando nitrosometamioglobina, porém quando em contato com o calor transforma-
se em nitrosohemocromo, responsavel pela coloracdo rosa caracteristica dos
produtos curados apds coccado, estavel ao calor, porém instavel a luz e oxidagdes
(ORDONEZ et al., 2005). Durante a cocgao a proteina é desnaturada, porém o
pigmento nitrosohemocromo ainda existe e é encontrado em produtos carneos
cozidos a até 120°C (HONIKEL, 2008).

A cor final do produto curado depende da mistura de quantidades
convenientes dos sais de cura com a mioglobina existente na carne, portanto a

diminuicdo na quantidade de carne utilizada na fabricacdo de embutido buscando
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reduzir custos de fabricacdo significa falta de mioglobina necessitando de uma
suplementacdo através do uso de sangue estabilizado (hemoglobina) ou corante
natural (biored, carmim de cochonilha) (TERRA, 1998). HEATON et al. (2000),
promoveram a analise sensorial de produtos suinos curados com diferentes
concentragbes de nitrito, e descrevem que as mudancas na coloragdao foram
distinguidas em concentragdes tdo baixas como 4 ppm.

Carnes curadas devem ser embaladas em filmes opacos de baixa
permeabilidade ao oxigénio se a cor do produto tiver que ser mantida por periodo
extenso. A adicao de antioxidantes e o uso de 150 ppm concentracdes de nitrito
podem também melhorar a estabilidade da cor (PRICE; SCHWEIGERT, 1994).

2.3.4 Efeitos dos sais de cura no sabor das carnes curadas

O sabor é um atributo muito complexo da palatabilidade da carne. Existem
centenas de componentes que contribuem para o sabor e aroma do produto, muitos
dos quais podem ser alterados em funcdo da estocagem e coccdo (CALKINS;
HODGEN, 2007).

Desde o primeiro estudo realizado em 1940, que estabelecia uma diferenca
de sabor relacionada a utilizacdo do nitrito, varios outros trabalhos confirmaram a
existéncia de um sabor especial diferente do correspondente a carne tratada apenas
com cloreto de sédio (GIRARD, 1991).

O aroma de curado deve-se a uma diversidade de reacbes dos constituintes
carneos com os nitritos e 6éxido nitrico. De acordo com OLESEN, STAHNKE e
TALON (2004) as principais reagbes ocorrem na degradagdo das cadeias
ramificadas de aminoacidos tais como leucina, isoleucina e valina, originando
substancias de sabor intenso, identificadas como alcodis, aldeidos, inosina,
hipoxantina e, em particular, compostos sulfurados.

MARCO, NAVARRO e FLORES (2006) afirmam que a cura rapida resulta
em perda das caracteristicas sensoriais do produto final, especialmente relacionadas
ao aroma e gosto do produto, consequientemente a utilizacdo do nitrato incrementa a
formacgao do sabor do produto, quando comparado ao nitrito. Os autores verificaram
que a andlise sensorial realizada no 105° dia de fabricacédo de lingticas fermentadas

formuladas com apenas nitrito ou nitrato ndo mostrou diferengas significativas com
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respeito a cor e qualidade, mas uma pequena diferenca foi notada em relacdo ao

aroma, mostrando a preferéncia pela formulagéo feita com nitrato.

2.3.5 Efeito antioxidante dos sais de cura

Os lipidios s@o importantes componentes dos produtos carneos, conferindo
caracteristicas desejaveis de suculéncia, aroma, sabor, valor nutricional e
propriedades tecnoldgicas. Contudo, sdo facilmente oxidaveis, levando a
rancificacdo, com a producao de toxinas indesejaveis e comprometendo a vida util e
qualidade dos produtos, provocando perdas de vitaminas € aminoacidos essenciais,
cor, sabor, odor e textura, (AGUIRREZABAL, 2000; TERRA, 2006).

Os principais fatores que influenciam na perda da qualidade da carne
através da oxidacao lipidica incluem a composicao de fosfolipidios, o teor de acidos
graxos poliinsaturados, presenca de ions de metais leves, acdo do oxigénio,
concentragao de pigmentos heme, processos mecanicos (moagem, mistura, corte e
desossa) e adicdo de sal, além das vérias formas de energia (luz e calor). Estes
fatores contribuem com a producdo de radicais livres que interagem com o0s
compostos do grupo heme, como consequiéncia, registra-se a redugdo do prazo
comercial desses produtos (MARCHESI et al., 2006).

Diversos produtos carneos processados sao particularmente suscetiveis a
rancidez oxidativa devido a exposicdo ao oxigénio e/ou elevadas temperaturas
durante o processamento, incluindo linglica fresca, produtos cozidos e embutidos
desidratados. Fontes de carne com maior propor¢cao de gorduras insaturadas como
carne suina e de frango, séo particularmente suscetiveis (SEBRANEK et al., 2005).

Varios antioxidantes sintéticos tém sido utilizados para retardar o
desenvolvimento da rancidez nestes produtos, e desta forma, aumentar seu prazo
comercial, entre eles, os nitritos (AGUIRREZABAL, 2000). A molécula de 6xido
nitrico (NO), formada pela dissociacdo do &cido nitroso (HNO,) pode ser facilmente
oxidada a NO, em presenca de oxigénio agindo como sequestrante, o que explica a
acao antioxidante do nitrito. Desta forma, com a deficiéncia de oxigénio livre no
meio, também é retardada a reacdo de desenvolvimento da rancidez (HONIKEL,
2008). O nitrito liga-se também a substancias oxidaveis do produto, como o ferro,

com a mesma funcao (ICMSF, 1985)
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O nitrito age como antioxidante, reduzindo a oxidagdo quando adicionado
em doses iguais ou superiores a 50 ppm. Numerosos autores demonstraram valores
de TBA mais baixos, mantendo os demais fatores, em produtos tratados com nitrito
(GIRARD, 1991; AGUIRREZABAL, 2000; TRINDADE et al., 2008). BOZKURT &
ERKMEN (2007) demonstraram que a adicdo de nitrito/nitrato (150/300ppm)
diminuiu os valores de TBARS em lingliicas fermentadas em relacao ao controle
(sem aditivos). O eritorbato apresenta um forte efeito antioxidante, prevenindo o
desenvolvimento de rancidez oxidativa, quando aplicado em concentracdes acima
de 100 ppm, sendo que em concentragcdes mais baixas pode acelerar o
desenvolvimento da mesma (BOZKURT; ERKMEN, 2007).

2.3.6 Efeitos toxicos dos sais de cura

A seguranga da utilizagdo de nitratos e nitritos na cura de carnes tem sido
discutida, principalmente em relagdo a toxicidade quimica, formacdo de compostos
carcinogénicos nos alimentos ou no organismo humano, toxicidade reprodutiva,
anomalias fetais e metahemoglobinemia em criancas. Contudo, estudos
epidemiologicos mostram que nenhum destes aspectos representa preocupacao se
os limites legais de sais de cura forem utilizados na formulacdo e controlados no
produto final (ARCHER, 2002; SEBRANEK; BACUN, 2007; PAIXAO; CARDOSO;
BERTOTTI, 2007).

O nitrito no sangue pode ter origem enddgena e exdgena. Na endbgena, o
oxido nitrico € produzido através da sintese enzimatica e tem efeitos fisiologicos na
regulacao da pressao sanguinea, resposta imune, reparacdo de tecidos, e funcao
neurologica (ARCHER, 2002). Ocorre também a formacao enddgena na cavidade
oral através da nitrificacdo bacteriana quando o nitrato é convertido a nitrito na boca,
sendo um importante mecanismo de resisténcia contra doengas infecciosas
(MAGRA; BLOUKAS; FISTA, 2006). As fontes exdgenas sao provenientes dos
alimentos e agua, e embora o nitrito seja ingerido pelo homem como aditivo, apenas
4,8% do total vem dos produtos curados e 2,2% dos vegetais, 0s outros 92%
resultam do ciclo salivar (ARCHER, 2002).

O N20s3 (anidrido nitroso) resultante da reacao do nitrito no processo de cura

origina o éxido nitroso, que pode reagir com aminas secundarias existentes em
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grandes quantidades na carne fresca e em alimentos que possuem alto teor de
proteinas. Esta reacdo ocorre a altas temperaturas (acima de 130°C) e origina
compostos N-nitrosos, especialmente nitrosaminas que, segundo alguns estudos,
apresentam efeitos neuro e nefrotéxicos, mutagénicos, e carcinogénicos. A reacao
pode ocorrer também no estbmago com aminas secundarias, originando
nitrosaminas, ou com as primarias que sao instaveis e imediatamente degradadas a
gas nitrogénio e alcool (PENNINGTON, 1998; JAFARI; EMAN-DJOMEH, 2006;
HONIKEL, 2008).

Nos produtos curados frescais a concentracao residual de NO é baixa, pela
auséncia de processamento térmico, portanto a formacdo de nitrosaminas é
insignificante. Mas quando fritos, grelhados ou utilizados em coberturas de pizza
podem originar este composto (HONIKEL, 2008). A utilizacdo de ascorbatos (acido
ascérbico, ascorbato de sddio, acido eritorbico ou eritorbato de sodio) pela industria
processadora de carne inibe a reacao de nitrosacdo que resulta na formacao de
aminas carcinogénicas (BORCHERT; CASSENS, 1998).

BORCHERT & CASSENS (1998) descrevem o texto sobre toxicologia
meédica escrito por Ellenhorn and Barceloux em 1988, no qual a dose estimada letal
de nitrito € de 1 g (14 mg/kg). Os sinais e sintomas do envenenamento por nitrito
incluem cianose intensa, nausea, vertigem, vémito, colapso, espasmo abdominal,
taquicardia, taquipnéia, coma, convulsées e morte.

A avaliagéo periddica dos teores de nitratos e nitritos em alimentos deve ser
realizada a fim de que a Ingestao Diaria Aceitavel (IDA) nao seja ultrapassada, o que
pode colocar em risco a populacdo. Os valores de IDA para nitratos e nitritos
preconizados no Brasil e em todo Mercosul, sdo os mesmos da FAO/OMS, ou seja,
0,06 mg/kg/dia de nitrito (como ion) e de 3,7 mg/kg/dia para nitrato, ressaltando que
a IDA nao deve ser aplicada as criancas menores de 3 meses de idade, e que
alimentos destinados as criancas com menos de 6 meses de idade ndo podem
conter nitrito como aditivo. (WHO, 1996).

2.3.7 Nitrito e nitrato residual em produtos curados

O nitrito adicionado a carne com o propésito de cura pode ser parcialmente

detectado no produto final como nitrito residual, pois certas quantidades sao
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combinadas com pigmento ou sofrem outras reacées durante o processamento. A
quantidade detectavel diminui rapidamente, pois o nitrito residual € grandemente
reduzido pelo calor e continua a decrescer durante subseqliente armazenamento
dos produtos curados (CASSENS et al., 1979; ICMSF, 1985; RODRIGUES; BOSCH;
MATA,1996).

Fatores que influenciam o nivel de nitrito detectado no final do processo sao
o tempo e temperatura; quantidade de proteina, gordura e carboidrato; concentracao
de sal; concentracdo de nitrato; numero e tipo de microrganismos, e acidez do meio
(CASSENS et al.,1979). Quanto maior a temperatura do processamento térmico,
maiores as perdas de nitrito, € menor a formacgéo de nitrato no produto. Foi também
detectado que altos niveis de pH retardam o desaparecimento de nitrito e nitrato
(HONIKEL, 2008).

BIRZELE, DJORDJEVIC e KRAMER (2005) demonstraram que a adicao de
concentragdes de nitrito de 0,5% e 0,9%, na formulacao de linglica frescal, resultou
em concentracao residual que nunca excedeu 53 mg/kg do produto, e que com nove
dias de armazenamento o nitrito j& estava quase que completamente decomposto.
De forma geral, as carnes no mercado tém um conteudo residual de nitrito em torno
de 10 ppm (BORCHERT; CASSENS, 1998).

HONIKEL (2008) cita que com vinte dias de armazenamento sob
refrigeragcéo, as concentragdes de nitrito diminuem para um tergco da adicionada, e o
desaparecimento continua até 60 dias de armazenamento refrigerado. A

concentragao de nitrato também é reduzida com o tempo de armazenamento.

2.3.8 Regulamentagéo

Todas as regulamentagcdes levam em conta que o nitrito € uma substancia
toxica e que diferentemente de outros aditivos ndo permanece imutavel no produto
durante processamento. Observam ainda que o nitrato é apenas efetivo apds ser
reduzido a nitrito, 0 que ocorre apenas em produtos que nao sofrem processamento
térmico logo apds manufatura, ou seja, produtos crus (alguns tipos de presunto e
lingUica). A ingestao de nitrito e nitrato deve ser limitada aos requerimentos minimos
necessarios (HONIKEL, 2008).
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O limite de nitrito e nitrato como aditivo alimentar depende, em particular, do
produto alimenticio e da legislacao vigente de cada pais. Em geral, é permitido
adicionar aos produtos carneos nao cozidos 150 mg nitrito/kg mais 150 mg de
nitrato/kg, ou seja, 0 maximo de 300 mg de nitrito e nitrato/kg (HONIKEL, 2008).

Concentracdes entre 25 a 50 ppm de nitrito sdo suficientes para manter
estavel a cor das carnes curadas (GIRARD, 1991; ORDONEZ et al., 2005), a
quantidade de nitritos requerida para produzir aroma de curado tipico em um produto
carneo é de 20 a 50 ppm (GIRARD, 1991). Em combina¢cées adequadas de pH,
temperatura e concentracdo de NaCl, entre 80 e 150 ppm de nitrito sdo suficientes
para provocar efeitos antimicrobianos em C. botulinum (JAFAR; EMAM-DJOMEH,
2006; SEBRANEK; BACUN, 2007).

A legislacdo americana limita a adicdo de 200 ppm de nitrito de sédio, e 500
ppm de nitrato de sbdio no produto final de carne e seu produtos (US, 2007). O
governo canadense determina que a adicao de nitritos e nitratos a produtos carneos,
exceto bacon, deve ser de no maximo, 200 ppm (PARDI et al., 1996).

Na Alemanha, desde a década de 50, o uso de nitrito em produtos carneos é
permitido apenas em pré misturas com sal de mesa (NaCl), com o objetivo de
facilitar a dosagem. A legislacdo também limitou o nitrito residual dos produtos
carneos prontos em 100 mg de nitrito de sédio/kg, ou seja 100 ppm. Em 2006, a
Unido Européia limitou a adicdo de nitratos em produtos nao tratados pelo calor em
150 ppm, e para demais produtos em 300 ppm; e de nitritos em 100 ppm para
produtos esterilizados, e entre 150 a 180 ppm para produtos carneos (HONIKEL,
2008).

Nas Filipinas o limite maximo de nitrito residual em produtos carneos
curados é de 125 mg/kg, e a adicdo maxima permitida € de 200 mg/kg (AZANZA;
RUSTIA, 2004).

No Brasil, a Instrugdo Normativa 51/2006 do MAPA, padroniza a
concentragdo maxima de nitritos e nitratos a serem utilizados em produtos carneos,
de acordo com a Resolugdo do Mercosul GMC n®. 73/97, que regulamenta os
limites de aditivos em carnes e produtos carneos, permitindo a utilizacao de nitrato
de sodio ou de potassio na ordem de 0,03 g/100g do produto (300 ppm), € de nitrito
de sédio ou potéassio, 0,015 g/100g (150 ppm) (BRASIL, 2006).

Apesar da legislacao brasileira preconizar um limite maximo para nitritos em

carnes e seus produtos quando comercializados, observa-se embutidos de marcas
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desconhecidas, elaborados artesanalmente, sem qualquer fiscalizacdo por parte dos
orgdos competentes, oferecidos indiscriminadamente, inclusive em feiras livres,
expondo os consumidores aos riscos inerentes a ingestao de alimentos processados
em condi¢des precarias, ressaltando-se os relacionados aos aditivos empregados e
suas quantidades (OLIVEIRA; ARAUJO; BORGO, 2005).

Em estudos realizados por OLIVEIRA et al. (2005) em Brasilia, e por
FERNANDEZ et al. (2005) em Petropolis foram verificadas grandes variacées dos
teores de nitrito em linglicas, sendo encontradas amostras que variaram entre zero
e 780,45 ppm. No primeiro estudo foi verificado que 7,1% das amostras tinham
teores acima de 150 ppm, padrdo estabelecido pela legislacdo, e no segundo,
26,7%. Porém, pesquisa de OLIVEIRA et al. (2000), na regidao urbana de Braganca
Paulista, detectou 60% das amostras de linglica analisadas apresentando nivel de

nitritos superior a 200 ppm.
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3 MATERIAIS E METODOS

Os processamentos das amostras de linglica foram realizados na Planta
Piloto de Carnes, pertencente ao curso de Medicina Veterinaria do Campus Palotina
da Universidade Federal do Parana (UFPR).

Foram empregadas trés formulagdes (tratamentos): A — 50 ppm de sais de
cura (nitrito e nitrato de sddio); B — 150 ppm de sais de cura (nitrito e nitrato de
s6dio) e C — 200 ppm de sais de cura (nitrito e nitrato de so6dio).

Os ingredientes e condimentos adicionados a massa ndo variaram em suas

quantidades e seguiram as formulagdes empregadas rotineiramente na industria.

3.1 PREPARO DO INOCULO DE Staphylococcus aureus

Foram utilizadas seis cepas de Staphylococcus aureus, todas
enterotoxigénicas, conforme indicado na TABELA 1, pertencentes ao Laboratério de
Microbiologia do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Campus de Botucatu, Sdo Paulo, cedidas pela Dra. Vera Lucia Mores
Rall.

CODIGO DA CEPA ENTEROTOXINA
ATCC 27664 E
ATCC 13565 A
ATCC 14458 B
ATCC 19095 C
FRI 361 D/G/J/I
FRI 137 H

TABELA 1- CODIFICAGCAO DAS CEPAS DE Staphylococcus aureus
UTILIZADAS NO EXPERIMENTO E RESPECTIVAS ENTEROTOXINAS
FONTE: AUTORA (2008)

Para o preparo do in6culo, cada cepa mantida separadamente em agar
conservacao e estocada em geladeira, foi resuspensa individualmente em tubos
contendo caldo BHI (OXOID) e incubada a 37°C/24h. A partir de cada cultura obtida,
foi semeada uma alcada em placa de agar BHI pela técnica de esgotamento
superficial sendo incubada a 37°C/24h. Feito isso, procedeu-se a transferéncia de
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uma colénia para um frasco tipo SCOTT contendo 100 ml de Caldo BHI. O caldo
inoculado foi incubado a 37°C/24 h. A seguir, cada caldo foi submetido,
separadamente, a diluicbes decimais seriadas em solucéo salina 0,9%, até a diluicao
102, De cada diluicdo obtida, foi realizada a quantificagdo de S. aureus por meio de
semeadura “pour plate” em agar BHI, com incubacao a 37°C/24h.

Este protocolo foi realizado com o intuito de determinar a concentragdo de S.
aureus em cada uma das diluicdes até a obtencdo de 10° UFC/g. O procedimento foi
realizado individualmente para cada uma das culturas de S. aureus utilizadas na
pesquisa e entao foi feito um “pool” das 6 cepas, o qual foi inoculado na massa a ser

curada.

3.2 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

3.2.1 Preparo do local de manipulagao

Todos os procedimentos para a fabricacdo das linglicas foram realizados
em capela asséptica devidamente esterilizada antes de cada trabalho. A assepsia
das bancadas e da capela de fluxo laminar horizontal foi feita com algodao
umedecido em alcool 70%. Apds a assepsia, eram ligadas as lampadas germicidas
da capela e do fluxo laminar, por 20 minutos, antes da utilizacao das mesmas.

3.2.2 Preparo dos utensilios utilizados

As facas e pingas usadas na manipulagdo da matéria-prima foram
previamente lavadas e mantidas submersas em alcool absoluto até o momento do
uso quando eram flambados em bico de bunsen.

As bandejas utilizadas foram devidamente lavadas e, no momento do uso,
higienizadas com algodao embebido em alcool 70% e posteriormente colocadas na
area de trabalho do fluxo laminar para diminuir ao maximo o contato com

contaminantes externos.
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As pegas do moedor e da embutideira foram mantidas em solucado de
hipoclorito de sédio a 2% por 24 horas antes do uso, e posteriormente enxaguadas
em agua corrente, secas com papel toalha e flambadas em alcool absoluto
imediatamente antes de serem utilizadas. As pecas eram encaixadas no moedor

dentro da area de trabalho do fluxo laminar.

3.2.3 Preparo da lingtica frescal

A representacdo esquematica do processamento das linglicas frescais pode
ser observada na FIGURA 3.

PALETA SUINA PAPADA SUINA

DESCONTAMINACAO SUPERFICIAL

MOAGEM l

MISTURA DA MASSA l

ADICAO E MISTURA DOS

ADICAO DOS SAIS DE CURA
(TRATAMENTOS A, B E C)

|
CURA (24H) l

INOCULACAO

EMBUTIMENTO l

EMBALAGEM, IDENTIFICACAO E

FIGURA 3 - FLUXOGRAMA DE PRODUCAO DAS LINGUICAS FRESCAIS UTILIZADAS NO
EXPERIMENTO
FONTE: AUTORA (2008).
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Obtencao da matéria-prima para moagem

Toda a matéria-prima carnea (paletas e papadas) foi obtida em
estabelecimento de abate de suinos, localizado no oeste do Estado do Parana, com
capacidade de abater 2.400 suinos/dia, habilitado para exportagéo.

As paletas desossadas e papadas eram frigorificadas até temperatura
interna inferior a 2°C, acondicionadas separadamente em embalagem primaria e
transportadas ao laboratério em recipiente isotérmico dando-se inicio ao processo
imediatamente ap6s a chegada.

A embalagem primaria contendo a carne suina resfriada foi higienizada com
alcool 70% e sua abertura feita assepticamente em capela de fluxo laminar. Toda a
manipulacdo da carne foi feita com luvas de procedimento higienizadas em alcool
70%.

As paletas suinas desossadas foram retiradas, uma a uma, da embalagem e
colocadas em bandejas de polietiieno no fluxo laminar onde foi realizada a
descontaminacdo de toda a superficie externa utilizando algoddo embebido em
alcool 70%. Feito isso, foi retirado e descartado o excesso de gordura da paleta que,
em seguida, era cortada em pedagos menores para facilitar a moagem.

Os mesmos procedimentos foram realizados com a papada suina.

Moagem da paleta e papada

Os pedacos de paleta e papada obtidos, conforme descrito no item anterior,
foram cominuidos separadamente em disco de 0,5 cm de didametro em moedor de
carne Harbel. Apés a moagem as matérias-primas foram acondicionadas em
temperatura de 2°C até o momento do processamento das linglicas, o que néo

ultrapassava o periodo maximo de 1 hora.

Mistura da massa e pesagem dos condimentos

As massas de paleta e papada suina foram misturadas manualmente por
trés minutos sendo que ao final da mistura obteve-se uma massa de 16,5 kg, sendo
15 kg de paleta e 1,5 kg de papada (10%). Na bandeja foram adicionados,
primeiramente os temperos diluidos em agua, e logo apds o eritorbato, cuja ficha
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técnica encontra-se no ANEXO 1. A concentragdo dos condimentos e eritorbato
utilizados na formulacéo esté indicada na TABELA 2.

Condimento Quantidade
Acucar 1,09
Alho em pasta 2,09
Pimenta do reino 0,59
Pimenta malagueta 0,9 ml
Noz moscada 0,59
Agua 6,0 ml
Eritorbato 1,29

TABELA 2 — CONDIMENTOS E ERITORBATO DE SODIO PARA 1 Kg
DE MASSA
FONTE: AUTORA, 2008.

Uma mistura manual foi realizada durante trés minutos para
homogeneizagdo massa-condimento-eritobarto seguindo-se a adi¢gdo do sal de cura,

conforme descrito no item a seguir.

Adicao dos sais de cura

A massa foi dividida em trés porcdes de 5,5 kg cada para serem adicionadas
de trés concentragdes de sal de cura correspondendo as concentracoes finais de 50,
150 e 200 ppm de nitrito de sédio (tratamentos A, B e C, respectivamente) conforme
indicado na TABELA 3. As quantidades de sal de cura e de NaCl utilizadas levaram
em consideragao o laudo de pureza (ANEXO 2) fornecido pelo fabricante do aditivo
a fim de se obter as concentragcdes de nitrito e nitrato de sddio supracitadas e 2 % de

NaCl. Para dissolver os sais, utilizou-se 50 ml de agua destilada.

Tratamento Sal de Cura (g) NaCl (g)
A - 50 ppm 0,4 9,2
B - 150 ppm 1,3 8,1
C - 200 ppm 1,6 6,9

TABELA 3 — CONCENTRAGCOES DE SAL DE CURA E CLORETO DE
SODIO UTILIZADAS PARA MASSAS (1 Kg)
FONTE: AUTORA (2008).
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A mistura dos sais a massa se deu da menor concentragdo de nitrito (A)
para a maior concentracao (C). A homogeneizagdo manual foi de aproximadamente
3 minutos. Apds a completa mistura dos sais de cura, as trés bandejas contendo as
massas foram embaladas e acondicionadas em temperatura de aproximadamente 2°

C por 24 horas, para realizacao da cura.
Inoculacao

Decorrido o periodo de cura, o inéculo obtido conforme descrito no item 3.1
foi despejado uniformemente sobre a superficie de cada uma das massas de
tratamento (A, B e C) e a homogeneizacao foi realizada manualmente por 5 minutos.
ApGs o uso, as luvas utilizadas na manipulagdo foram autoclavadas a 121°C/40
minutos.

Apbs o periodo de 5 minutos as massas ja inoculadas estavam prontas para

serem embutidas.
Embutimento

O embutimento se deu em tripa suina hidratada previamente desinfetada em
hipoclorito de sédio a 2% por 30 minutos. Para o embutimento utilizou-se
embutideira marca Arbel e este foi realizado sempre do tratamento com menor
concentragao de nitrito para uma maior concentracao, respectivamente A, B e C.
Cada gomo de linglica, ao final do embutimento, pesava aproximadamente 80

gramas.
Embalagem e identificagdo das amostras

Antes do processo de embalagem as linglicas foram higienizadas
superficialmente com alcool 70% para eliminar ou diminuir ao maximo a microbiota
superficial existente.

Grupos de trés linglicas foram embaladas em bandejas de polietileno e
adicionado de um papel absorvente Dry-Meat™, sendo duas para a realizagdo das
analises microbiologicas e uma para determinacao do pH do produto. Feito isso, as



50

embalagens foram envoltas em filme de PVC e etiquetadas identificando o
tratamento a que pertenciam (A, B ou C).

Estocagem das amostras durante a vida de prateleira
A estocagem das amostras estd esquematizada na FIGURA 4.

Imediatamente apds a embalagem e identificacdo das amostras os tratamentos A, B
e C foram subdivididos em dois grupos.

Tratamento A Tratamento B Tratamento C

'

e INOCULAGAD
v

Dia Zero - (2 gomos) e pH
(1 gormo)

r r

I Y

Estocagem 7°C Estocagem 12°C
v v

Dia 2 - AM (2 gomas) e pH Dia 2 - AWM (2 gomas) e pH
{1 qomoj {1 gomo)

Dia 4- aM (2 gomos) e pH Dia 4- AM (2 gomos) e pH
{1 qomaj {1 gorno)

Dia 7- AM (2 gomas) e pH Dia 7 - AM (2 gomas) e pH
{1 gorno) {1 gorno)

Dia 10 - AM (2 gomos) e Dia10 - AM (2 gomos) e

pH (1 goma) pH (1 goma)

FIGURA 4 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA ESTOCAGEM DAS AMOSTRAS E PLANO DE
AMOSTRAGEM

Legenda: AM — Andlise Microbiolégica; pH = determinagéo do pH

FONTE: AUTORA (2008).

Cada subgrupo foi estocado numa temperatura de refrigeracao diferente, um
a 7°C, simulando uma situagdo adequada de estocagem deste produto, e outra a
12°C, simulando uma situacdo de abuso de temperatura de estocagem. Ambas as
estocagens foram realizadas em estufas do tipo B.O.D. (Demanda Bioquimica de
Oxigénio), Marca Quimis, com afericdo de temperatura interna duas vezes ao dia.

A estocagem foi realizada durante 10 dias e a quantificacdo de S. aureus e
dos microrganismos indicadores foi realizada nos dia 0, 2, 4, 7 e 10 (To,T2, T4, Tz €
T1o, respectivamente), durante armazenamento do produto para amostras incubadas
a 7°C e 12°C (FIGURA 4).



51

3.3 ANALISES MICROBIOLOGICAS

3.3.1 Determinacgéo da populacao de Staphylococcus aureus inoculada

Ap6s o embutimento e acondicionamento dos gomos de linglica em
bandejas de polietileno foi feita a confirmagdo do in6culo de S. aureus. Neste
sentido, a populacao inicial de S. aureus em cada um dos tratamentos (A, B e C)
obtida foi utilizada para a construcdo dos graficos de sobreviventes de S. aureus
tendo sido considerada como a analise do tempo zero, ou seja, To.

Para a determinacéo da populagéao de S. aureus foram retirados dois gomos
de linglica de cada uma das formulagdes A, B e C. Cada uma das formulacdes foi
homogeneizada em saco plastico esterilizado. A partir desta amostra composta foi
retirada a unidade analitica de 25g.

Aos 25 g foram acrescidos 225 ml de solugdo salina 0,9% (SS), e
homogeneizados em “stomacher” (CAP-LAB) obtendo-se a diluicdo 10™". A partir
desta diluicdo, foram produzidas mais duas, 10% e 10°.

A quantificacdo de S. aureus foi feita pela utilizagdo do método Petrifilm™
STX (BM™), incluido nos métodos oficiais de analise pela AOAC (ASSOCIATION
OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS).

Foram seguidas as instru¢des do fabricante para a realizacdo das analises
(BM™, 2004). A placa foi incubada por 24 horas a 35°C, e as colbnias tipicas foram

detectadas pela presenca de coloracao vermelho violeta caracteristica (3M™, 2004).

3.3.2 Quantificacdo dos demais microrganismos

Cada bandeja contendo os gomos de linglicas era higienizada
superficialmente com alcool 70%. Feito isso, as embalagens eram abertas em
capela de fluxo laminar, as lingliicas eram higienizadas externamente com alcool
70% e seu envoltoérios retirados com uso de tesoura e pingas estéreis. Os gomos
eram misturados em saco plastico estéril e homogeneizados. A partir deste “pool”,
pesava-se a unidade analitica de 25 g, diluindo-se em 225 ml de Solucdo Salina
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0,9% (SS), homogeneizando-se em “stomacher”, para obter a diluicdo 10™". A partir
desta diluicao, foram produzidas diluicées subseqlientes em tubos contendo 9 mL de

SS, sendo esses, homogeneizados em equipamento “vortex”.

Contagem de mesdéfilos (UFC/g)

A partir das diluicbes obtidas e descritas no item anterior, foi realizada a
contagem de mesdfilos pela técnica de semeadura em profundidade “pour plate”
utilizando-se para isso Plate Count Agar (PCA) (OXOID). As placas foram incubadas
a 35-37°C/48h seguindo as recomendacdes dos métodos analiticos do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, publicados pela Instrucdo Normativa n.62 de
2003 (BRASIL, 2003).

Contagem de microrganismo psicrotréficos (UFC/g)

A partir das diluicbes obtidas e descritas no item 3.3.2 foi realizada a
contagem de psicrotroficos pela técnica de semeadura em superficie “spread plate”
utilizando-se para isso Plate Count Agar (PCA) (OXOID). As placas foram incubadas
a 7°C/10 dias seguindo as recomendagodes de SILVA et al, (2007).

Contagem de enterobactérias (UFC/Q)

A partir das diluicbes obtidas e descritas no item 3.3.2, foi realizada a
contagem de enterobactérias pela técnica de semeadura em profundidade “pour
plate” com adicdo de uma segunda camada de meio “overlay” utilizando-se para isso
Agar Cristal Violeta Vermelho Neutro Bile Glicose (VRBG) (DIFCO). As placas foram
incubadas a 35-37°C/24h seguindo as recomendacdes dos métodos analiticos do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, publicados pela Instrugdo
Normativa n.62 de 2003 (BRASIL, 2003).
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3.4 DETERMINACAO DO pH

Para a determinacdo do pH foram utilizados os gomos de linglica
reservados, pesadas 50g de amostra homogeneizados com 10 ml de agua destilada
em béquer de 150 ml aferidos por medidor de pH digital modelo MB-10, marca

Marte, seguindo a recomendagéo de metodologia oficial (BRASIL, 1981).

3.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados experimentais obtidos com as populagdes de Staphylococcus
aureus e dos microrganismos indicadores autéctones nas linglicas frescais nos
tempos Ty, T2, T4, T7 € T1o Nnas duas temperaturas de estocagem (7° e 12°C) e nos
trés tratamentos (A, B e C) foram submetidos a Analise de Variancia.

Para verificar as diferencas entre os tratamentos e a variagdo das contagens
ao longo do tempo de estocagem, foi aplicado o Teste ANOVA de uma via (p<0,05) /
pos hoc: Student-Newman-Keuls (SNK); para a variacdo entre as temperaturas foi
utilizado o teste-t (p<0,05).

Para os tratamentos estatisticos utilizou-se o programa SigmaStat for
Windows® Version 3.0.1, SPSS Inc., Chicago, lllinois, Estados Unidos (2003).
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4. RESULTADOS

4.1 DESENVOLVIMENTO DA POPULACAOQ DE Staphylococcus aureus

Os dados de desenvolvimento do S. aureus inoculado obtidos no presente
estudo podem ser observados pela FIGURA 5, que representa a média das
determinacdes ao longo da estocagem da linguica frescal nas duas temperaturas de

refrigeracao (7° e 12°C) para os tratamentos utilizados (50, 150 e 200 ppm de sal de

cura).
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FIGURA 5 - COMPORTAMENTO DE Staphylococcus aureus EM LINGUICAS FRESCAIS COM

DIFERENTES CONCENTRAGOES DE SAL DE CURA E ESTOCADAS EM TEMPERATURAS DE
REFRIGERAGAO DISTINTAS

Legenda: linha = curva de desenvolvimento a 7°C; Linha ------- = curva do desenvolvimento a
12°C; A = 50ppm (A); B = 150 pppm (B); ® = 200 ppm (C).

Nao foi observada diferenca estatistica comparando-se o efeito dos
tratamentos A, B e C sobre as contagens de S. aureus obtidas, considerando a
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mesma temperatura (p<0,05). Com isso, verificou-se que o sal de cura utilizado,
independentemente das concentragdes, e nas condicbes do presente estudo, nao
exerceu efeito inibidor as culturas de S. aureus inoculadas.

Resultado semelhante foi obtido por BIRZELE, DJORDJEVIC e KRAMER
(2005), que demonstraram que o desenvolvimento de S. aureus inoculado em
lingUicas frescais adicionadas de sal de cura com concentragdes de 0,5% e 0,9% de
nitrito e armazenadas sob refrigeracdo a 8°C nao diferiu significativamente. Houve
reducdo nas contagens do patégeno em 1 log de UFC/g a partir do 7° dia de
armazenamento, a qual manteve-se constante até o 15° dia, independente da
concentragao de nitrito. Os autores sugerem que este pequeno declinio observado
pode estar relacionado a reducdo do pH do produto, uma vez que a quantidade
residual de nitrito detectada nas amostras mostrava-se bastante reduzida (20
mg/kg).

Alguns autores afirmam que o nitrito possui efeito inibitério sobre S. aureus
em altas dosagens, e que sua eficacia aumenta a medida que o pH diminui
(EVANGELISTA, 1996, ARCHER, 2002; JAY, 2005). Enquanto FRANCO e
LANDGRAF (2005) descrevem que as bactérias deste género sdo tolerantes a
concentracdes de NaCl de 10 a 20% e a nitratos, o que torna os alimentos curados

veiculos potenciais para as mesmas.

TABELA 4 - MEDIA DOS VALORES DE pH OBTIDOS DE LINGUICAS FRESCAIS DURANTE
ESTOCAGEM EM DUAS TEMPERATURAS (7 e 12°C) NOS TRATAMENTOS A, B e C.

A B C
Dias 7°C 12°C 7°C 12°C 7°C 12°C
0 6,23 6,23 6,27 6,27 6,20 6,20
2 6,24 6,19 6,24 6,24 6,25 6,25
4 5,99 6,15 6,27 6,15 6,37 6,24
7 6,34 6,06 6,36 6,30 6,21 6,12
10 6,19 6,21 6,32 5,93 6,17 5,96

Resultados das médias de trés determinacdes em cada tratamento.
* tratamentos: A = 50 ppm; B = 150 ppm; C = 200 ppm

Pesquisas descritas por LUCK & JAGER, (2000) e por TOMPKIN,
AMBROSINO e STOZK (1973) comprovaram que a concentracdo de sais de cura
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para exercer agdo antimicrobiana sobre o S. aureus foi menor a medida que o pH do
meio diminuiu (de 7,0 para 4,5).

Na TABELA 4 é possivel observar que nao houve, no presente estudo,
variacao significativa nos valores de pH obtidos ao longo da estocagem do produto
em duas temperaturas e nos trés tratamentos, podendo se dizer que nao houve
interferéncia deste paradmetro na multiplicacdo dos microrganismos avaliados.

Os valores de pH obtidos durante todo o tempo de estocagem nas duas
temperaturas e para os trés tratamentos mantiveram-se entre 5,93 e 6,37,
consoantes ao pH normalmente encontrado em carnes in natura e produtos que ndo
passam por fermentacado. Este fator pode ter influenciado negativamente a agdo dos
sais de cura sobre este microrganismo, ja que de acordo com o ICMSF (1985) a
acao 6tima do nitrito ocorre entre pH 5,5 a 4,5.

KAMDEM, PATRIGNANI e GUERZONI (2007), ao estudar linglica toscana
durante quatorze dias de armazenamento, obtiveram resultados semelhantes,
demonstrando pequenas variagdes nos valores de pH, independente da formulacéo
inicial, o que provavelmente ocorreu devido ao baixo crescimento de bactérias acido
laticas observado no produto.

Ao se comparar as temperaturas de estocagem utilizadas (7° e 122 C), as
mesmas ndo apresentaram efeito sobre o desenvolvimento de S. aureus quando
considerado o mesmo tratamento (p<0,05) (TABELA 5). Embora no 7° dia de
estocagem tenham sido obtidas contagens distintas entre as duas temperaturas, nos
trés tratamentos, estas nao foram estatisticamente significativas. Isto mostrou que o
desenvolvimento de S. aureus neste tipo de produto independe das concentracdes
do sal de cura e da temperatura de armazenamento.

O dUdnico fator que mostrou ter efeito sobre o desenvolvimento deste
microrganismo foi o tempo de armazenamento. A populacdo de S. aureus
inoculada no produto nao apresentou aumento significativo ao longo dos dias a 7°C
nos trés tratamentos, porém, a 12°C a multiplicacdo passou a ser significativa
(p=0,05) a partir do 4° dia nos tratamentos A e B, e do 7° dia no tratamento C,
mostrando que o armazenamento em menor temperatura foi fundamental para o
controle do patégeno ao longo da estocagem em dias, independentemente do

tratamento utilizado.
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TABELA 5 — MEDIA DAS CONTAGENS E DESVIO PADRAO (log de UFC/g) DE Staphylococcus
aureus RECUPERADOS APOS A INOCULACAO E AO LONGO DO TEMPO EM DUAS

TEMPERATURAS (7 E 12°C) NOS TRATAMENTOS A, B e C DE LINGUICAS FRESCAIS

c
Dias 7°C 12°C 7°C 12°C 7°C 12°C
0 297"+051 2974051 3,06™+0,58 3,06™+0,58 3,03"*+0,47 3,03 +0,47
2  336"+0,33 350070 3,38"+0,36 3,17*°+0,20 3,40 10,26  3,42* 10,33
4 336"+0,33 446" 4056 3,40+027 3,93"°+0,45 4,00 10,76 3,37 10,09
7 387"+059 575" +117 3,78"+035 530" +1,15 348" 10,15 4,88 10,83
10 466 +1,08 571" +1,23 507"+1,30 522" +0,89 4,49 +113 539" +0,90

* Letras maiusculas iguais na mesma linha nao diferem significativamente quanto as contagens de S.
aureus (p=<0,05), independente do tratamento.

Letras minusculas iguais na mesma coluna, nao diferem significativamente quanto as contagens de
S. aureus (p<0,05) ao longo do tempo.
**Resultados das médias de trés determinagdes em cada tratamento (+ desvio padrao)
***tratamentos: A = 50 ppm; B = 150 ppm; C = 200 ppm

Tal conclusdo também foi obtida por ANDRADE (2005), que analisou

amostras de linglica frescal adquiridas no mercado armazenadas a
aproximadamente 5°C, nos dias 2 e 8, e demonstrou que ndo houve crescimento
significativo do microrganismo ao longo do periodo.

Contudo, dados que merecem destaque foram as contagens de S. aureus
superiores a 5 log de UFC/g nos trés tratamentos a 12°C. Segundo a literatura, S.
aureus em quantidades superiores a este valor, sdo potencialmente capazes de
causar intoxicacdo alimentar devido a producédo de enterotoxinas (CUNHA NETO;
SILVA; STANFORD, 2002; JAY, 2005). Considerando que todas as cepas
inoculadas no produto sdo enterotoxigénicas, pode-se dizer que caso o produto
fosse contaminado com um in6culo semelhante ao utilizado experimentalmente, este
produto tornar-se-ia um perigo a saude publica.

MARQUES et al. (2006) demonstraram que 35% das amostras de linglica
frescal adquiridas no comércio de Lavras e Trés Coragdes (MG) encontravam-se
impréprias para o consumo de acordo com as recomendacdes da legislagao (10°
UFC/g), podendo oferecer riscos a saude do consumidor quanto a presenca de
Staphylococcus coagulase positiva. MOSCARDI (2006) em Botucatu, SP, encontrou
8,6% de linglicas suinas adquiridas no comércio varejista nas mesmas condicdes. A

intensa manipulacao por que passa a linglica desde a fabricacao até o consumo, e
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a qualidade da matéria prima podem ter sido os fatores predisponentes a deteccéo

destes microrganismos nas amostras analisadas.

4.2 COMPORTAMENTO DOS MICRORGANISMOS MESOFILOS

O estudo demonstrou que houve multiplicagdo de mesoéfilos em ambas
temperaturas de estocagem e nos trés tratamentos (A, B e C), ao longo do tempo,
conforme pode ser observado na TABELA 6, tendo sido observada multiplicacao
significativa (p<0,05) a 7°C a partir do 4° dia nos tratamentos A e B, e do 7° dia no
tratamento C. A 12°C, o desenvolvimento foi significativo a partir do 2° dia nos
tratamentos A e B, e no 7% dia em C.

TABELA 6 — MEDIA DAS CONTAGENS E DESVIO PADRAO (log de UFC/g) DE MESOFILOS
AUTOCTONES RECUPERADOS APOS A ESTOCAGEM EM DUAS TEMPERATURAS (7 e 12°C)
NOS TRATAMENTOS A, B E C DE LINGUIGAS FRESCAIS

A B C
12°C 7°C 12°C 7°C

Dia 7°C 12°C

3,45%% 10,40

6,81°% +0,54

3,45%% + 0,40
6,04°8% +0,26
8,28°%% 10,48

3,83%% +0,58
4,2134% 10 31

6,08°4% +0,62

3,83%% +058
6,64°*% +0,93
8,23°5% +0,66

3,95%% +0,85
5,38%% +1,14
4,85%% 10,27

3,95%% +0,85
6,45%% +1 44

7,528 10,56

0
2 45224046
4
7

8,90°A+0,95  10,10°*%+1,02  8,81°" 40,81 9,69°*°+0,41  8,94°+147  10,98""%+1,02

10 9,98%"+0,85 9,66 10,88  10,33%"%t0,75 8,81°*+0,76  9,85°%+1,82  9,41°"9+0,45

* Letras minusculas iguais na mesma coluna nao diferem significativamente quanto as contagens de
mesdfilos (p<0,05) ao longo do tempo.

Letras iguais mailusculas na mesma linha, para o0 mesmo tratamento, ndo diferem significativamente
quanto as contagens de mesofilos (p<0,05).

Letras gregas iguais para os diferentes tratamentos, a mesma temperatura e no mesmo dia, nao
diferem significativamente quanto as contagens de mesofilos (p<0,05).

**Resultados das médias de trés determinagdes em cada tratamento (+ desvio padrao)
***Tratamentos: A = 50 ppm; B = 150 ppm; C = 200 ppm

Com base nestes resultados pode-se sugerir que concentracdes mais altas
de nitrito (200 ppm) possuem efeito redutor na velocidade inicial de multiplicagéo de
mesoéfilos. Contudo, as contagens finais obtidas foram estatisticamente iguais no 10°
dia independentemente da temperatura de estocagem e do tratamento.
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O pH relativamente alto e constante das amostras do produto, conforme ja
demonstrado na TABELA 4, pode ter contribuido para as condi¢cdes de crescimento
destes microrganismos, uma vez que menos de 50% da quantidade inicial de nitrito
permanece no produto apds 24 horas do processamento, € menos que 10% apos
sete dias (PARDI et al.,1996).

Avaliando-se as contagens obtidas por data e comparando-se as
temperaturas de estocagem, 7°e 12°C, verificou-se que houve diferenga (p<0,05) no
2% e 4% diasem A, e no 4°diaem B e C (TABELA 6).

Foi constatada também diferenga significativa na multiplicagdo de mesofilos
entre os tratamentos, apenas no dia 4 a 7°C, sendo a contagem obtida em C, menor
que em A e B, porém nas demais datas o desenvolvimento deste grupo de
microrganismos permaneceu estatisticamente igual, independente do tratamento
utilizado (TABELA 6).

12,00 -

10,00 -

Log UFC/g
o
o
o

0 2 4 7 10
Tempo de estocagem (dias)

FIGURA 6 - COMPORTAMENTO DE MESOFILOS EM LINGUICAS FRESCAIS PRODUZIDAS COM
DIFERENTES CONCENTRAGOES DE SAL DE CURA E ESTOCADAS EM TEMPERATURAS DE

REFRIGERAGAO DISTINTAS

Legenda: linha = curva de desenvolvimento a 7°C; Linha ------- = curva do desenvolvimento a

12°C; A = 50ppm (A); B =150 ppm (B); ® = 200 ppm (C).
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Na FIGURA 6 pode ser observado o comportamento dos meséfilos nos trés
tratamentos e duas temperaturas. Pode-se dizer que as temperaturas utilizadas no
estudo (7° ou 12° C) nao tiveram influéncia ao longo da estocagem do produto no
controle do desenvolvimento dos mesofilos autéctones, exceto no tratamento C, com
maior concentracdo de sal de cura, no qual foi detectada uma populacao
significativamente menor no 4° dia de estocagem a 7°C quando comparado aos
tratamentos A e B.

KAMDEM, PATRIGNANI e GUERZONI (2007) observaram que ao longo do
armazenamento de lingliga frescal a 2°C ocorreu desenvolvimento de mesoéfilos em
todas as amostras, independente da concentracdo do sal de cura. Entretanto a
amostra controle e aquela que apresentava concentra¢do baixa de nitrito (25 ppm),
atingiram contagens de 6,5 log UFC/g antes de dez dias de armazenamento. Ao final
do periodo de 14 dias, todas as amostras, independente da concentracédo
apresentavam populacao de mesdfilos acima de 6,5 log UFC/g, o que evidencia o
fraco efeito inibidor no nitrito sobre este grupo de microrganismos.

Cabe destacar que o grupo dos mesofilos, quando em quantidades
elevadas, geralmente superiores a 6 log UFC/g, pode indicar abusos relacionados a
tempo e temperatura de armazenamento, e deterioragdo eminente. Ressalta-se que
todas as bactérias patogénicas de origem alimentar sdo mesdfilas, portanto, uma
alta contagem deste grupo, significa que houve condi¢cbes para estes patdgenos se
multiplicarem (FRANCO; LANDGRAF, 2006). No estudo realizado, tais contagens
comecaram a ser observadas a partir do 4° dia a 7°C, exceto para o tratamento C, e
do 2¢ dia a 12°C nos trés tratamentos.

Valores semelhantes foram encontrados nas amostras de lingliga frescal
expostas a comercializacao analisadas por SABIONI et al. (1999), onde 82%
excederam 10° UFC/g para mesofilos, e por ANDRADE (2005) que observou
crescimento médio entre 10’ e 10® UFC/g de mesdfilos em lingliica frescal
armazenada sob refrigeracao a 4 °C por 15 dias, em embalagem original.
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4.3 COMPORTAMENTO DOS MICRORGANISMOS PSICROTROFICOS

Pelos dados dispostos na TABELA 7, pode-se observar a variacdo das
contagens de psicrotréficos autoctones ao longo do tempo em linglica frescal

formulada com 50, 150 e 200 ppm de sais de cura.

TABELA 7 - MEDIA DAS CONTAGENS E DESVIO PADRAO (log de UFC/g) DE PSICROTROFICOS
AUTOCTONES RECUPERADOS APOS A ESTOCAGEM EM DUAS TEMPERATURAS (7 E 129C)
NOS TRATAMENTOS A, B e C DE LINGUICAS FRESCAIS

A B c

Dias 7°C 122C 7°C 12°C 7°C 12°C
0 2,71 40,24  2,71%°+0,24 2,81%2°+0,10 2,81*"7+0,10  2,71**9+0,40  2,71*" +0,40
2 4,21%° 40,89  597”°+0,85 3,58 0,39 4,54%+018  3,10*"+0,56  3,87° +0,59
4 6,47°°+0,46 7,67 +0,24 5754021  7,31+0,29  4,53*F 4018  6,76° +0,66
7 7,86°"" 10,49 857" +0,87 8,17°°"10,99 8,23"°+0,76  8,03""+1,51  8,09°** 0,68
10 9,50%+1,37 8,67°°+0,08 9,607 +1,09 9,99 +1,65 8,60 +1,46  9,083"° 40,27

* Letras minusculas iguais na mesma coluna nao diferem significativamente quanto as contagens de
psicrotréficos (p<0,05) ao longo do tempo.

Letras iguais mailusculas na mesma linha nao diferem significativamente quanto as contagens de
psicrotréficos (p<0,05) para o mesmo tratamento.

Letras gregas iguais a mesma temperatura e no mesmo dia para os diferentes tratamentos nao
diferem significativamente quanto as contagens de psicrotroficos (p<0,05).

**Resultados das médias de trés determinagdes em cada tratamento (+ desvio padrao)

*** tratamentos: A = 50 ppm; B = 150 ppm; C = 200 ppm

Pode-se observar que a multiplicagdo deste grupo de microrganismo
aumenta estatisticamente ao longo do tempo invariavelmente em relacdo a
temperatura. Na temperatura de 7°C as contagens foram aumentando
significativamente (p<0,05) a partir do 4° dia em A e B e 72 dia em C. A 12°C, o
mesmo fendmeno foi observado a partir do 2° diaem A e B e 4% dia em C.

Resultado semelhante foi obtido por ANDRADE (2005), que observou um
aumento de 3 log UFC/g em relagcédo a contagem inicial de psicrotroficos em linguica
frescal, apds oito dias de armazenamento a 4°C.

Com relacdo a influéncia da temperatura de estocagem, houve diferenca
significativa entre 7°C e 12°C em A, B e C no 42 dia de estocagem, sendo que em B
tal diferenga também foi observada no 2° dia. Porém, ao final do processo de

estocagem, nao houve diferenca nas populacgdes finais, indicando que este grupo de
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microrganismo nao foi controlado nem pela temperatura mais baixa utilizada
(TABELA 7).

De acordo com o ICMSF (1985), em concentracdes de 200 ppm e em pH de
5,7 - 6,0 o nitrito inibe o crescimento de Acinetobacter, Moraxella, Flavobacterium,
Pseudomonas, Enterobacter, Escherichia e certos micrococos.

Pela FIGURA 7 pode-se observar o desenvolvimento dos psicrotréficos
autoctones ao longo da estocagem do produto em refrigeracao para os tratamentos

utilizados.
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FIGURA 7 — COMPORTAMENTO DE PSICROTROFICOS EM LINGUICAS FRESCAIS
PRODUZIDAS EM DIFERENTES CONCENTRACOES DE SAL DE CURA E ESTOCADA EM
TEMPERATURAS DE REFRIGERACAO DISTINTAS
Legenda: linha = curva de desenvolvimento a 7°C; Linha ------- = curva do desenvolvimento a
12°C; A = 50ppm (A); B = 150 pppm (B); ® = 200 ppm (C).

Comparando-se as contagens obtidas entre os tratamentos, A e B foram
estatisticamente maiores (p<0,05) em relagdo a C somente no 4° dia a 7°C. Na
temperatura de 12°C, o tratamento A diferiu do C somente no 2° dia. E importante
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frisar que ao final do 10° dia de estocagem, nao houve influéncia significativa do

tratamento no desenvolvimento dos psicrotréficos.

4.4 COMPORTAMENTO DAS ENTEROBACTERIAS

Na TABELA 8 estao dispostas as contagens e respectivos desvios padroes
obtidos para enterobactérias (log UFC/g) ao longo do tempo nas duas temperaturas
e nos trés tratamentos. Por esta tabela observa-se que as contagens a 7°C
aumentaram significativamente (p<0,05) a partir do 4° dia em A, e do 7° diaem B e
C. A 12°C tal fenbmeno foi observado a partir do 4° dia em A e C, e a partir do 2° dia
em B.

TABELA 8 - MEDIA DAS CONTAGENS E DESVIO PADRAO (log de UFC/g) DE
ENTEROBACTERIAS RECUPERADAS APOS A ESTOCAGEM EM DUAS TEMPERATURAS (7 E
12°C) NOS TRATAMENTOS A, B e C DE LINGUIGAS FRESCAIS

A B c

Dia 7°C 12°C 7°C 12°C 7°C 12°C

0 32124056 3214056  3,02°"+0,40  3,02°"°+0,40  2,76*""+0,43  2,76*%+0,43
2 350"+0,39 53194076 3,327 +0,42 4,77 +0,84  3,19%°°+0,32  3,60** +0,11
4 532274004 8,40°°+0,95  4,48%"+0,36 8,26 +1.36  3,82%""+0,77  6,56”* +0,99
7  6,83°91+0,33 9,04”°+0,82  6,93°** 40,90 8,59°®+0,58 9,25 +0,50  10,42°"+1,41
10 8,88 +1,39 9434048 857" +1,77 9,719 +0,71 9,68”"+0,47  9,21°M 40,27

* Letras mindsculas iguais na mesma coluna nao diferem significativamente quanto as contagens
enterobactérias (p<0,05) ao longo do tempo.

Letras iguais mailusculas na mesma linha, para o0 mesmo tratamento, ndo diferem significativamente
quanto as contagens de mesofilos (p<0,05).

Letras gregas iguais a mesma temperatura e no mesmo dia, para os diferentes tratamentos nao
diferem significativamente quanto as contagens de psicrotroficos (p<0,05).

**Resultados das médias de trés determinagdes em cada tratamento (+ desvio padrao)

*** tratamentos: A = 50 ppm; B = 150 ppm; C = 200 ppm

ICMSF (1985) descreve que em embutidos frescos com pH menor de 5,8 e
Aa maior que 0,95 normalmente as, contagens de enterobactérias a 7°C vdo de 10°
a 10°g em duas semanas, transcorridas as quais, desaparecem lentamente. No

presente trabalho, a 7°C houve crescimento ao longo do tempo até o final do
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experimento (dia 10), e foram observadas contagens de até 9 log UFC/g, porém o
pH do produto manteve-se acima de 5,8.

Também € possivel comparar as temperaturas de estocagem pela TABELA
8. Houve diferenca estatistica para as contagens obtidas a 7° e 12°C no 29, 4% e 7°
dias no tratamento A e no 7° dia no tratamento B, sendo as contagens a 7°C
inferiores que a 12°C (p=<0,05). Em outras datas bem como no tratamento C, nao foi
observada influéncia significativa da temperatura.

KAMDEM, PATRIGNANI e GUERZONI (2007) ndo observaram crescimento
superior a 2 log UFC/g de enterobactérias em linglica toscana mantida a 2°C
durante 14 dias, independente da concentracédo de nitrito das amostras, inclusive na
controle. Este fato demonstra que o crescimento de enterobactérias observado no
presente estudo, pode ter sido influenciado pela temperatura de armazenamento

utilizada.
12,00 4

10,00

Log UFC/g

0 > ‘ 7 10
Tempo de estocagem (dias)
FIGURA 8 - COMPORTAMENTO DE ENTEROBACTERIAS EM LINGUICAS FRESCAIS
PRODUZIDAS EM DIFERENTES CONCENTRACOES DE SAL DE CURA E ESTOCADAS EM
TEMPERATURAS DE REFRIGERACAO DISTINTAS
Legenda: linha = curva de desenvolvimento a 7°C; Linha ------- = curva do desenvolvimento a
12°C; A = 50ppm (A); B = 150 pppm (B); ® = 200 ppm (C).
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Pela FIGURA 8 pode-se observar o desenvolvimento de enterobactérias
autoctones ao longo da estocagem do produto em refrigeracao para os tratamentos
utilizados (A, B e C).

A partir do 7° dia nas duas temperaturas estudadas e nos trés tratamentos,
as contagens de enterobacterias foram superiores a 6 log UFC/g. Considerando que
fazem parte deste grupo bactérias patogénicas como Escherichia coli, Salmonella
sp., Shigella e Enterobacter, este resultado torna-se preocupante em termos de
saude publica, uma vez que surtos podem ser provocados caso estes
microrganismos estejam presentes no produto.

Comparando-se os tratamentos das linglicas frescais produzidas observou-
se que houve diferenca estatistica entre eles somente no 7° dia de estocagem a 7°C
e no 2° dia a 12°C (TABELA 8).

Em ambos os casos, os tratamentos A e B mostraram-se com contagens
menores do que C, com maior teor de sal de cura. Contudo, tal diferenga nao foi
observada em outras datas estudadas, mostrando mais uma vez que o tratamento
nao foi suficiente para controlar tal grupo de microrganismos.

No dia 7 a 7°C, a contagem de enterobactérias no tratamento C (200ppm de
sais de cura) foi significativamente maior que para os demais tratamentos,
mostrando que a concentracdo deste sal ndo influencia diretamente o crescimento
do grupo.

O mesmo resultado foi obtido no estudo de BIRZELE, DJORDJEVIC e
KRAMER (2005), onde nao foram observados efeitos significativos da concentragao
de nitritos no crescimento de enterobacterias em linglicas frescais. As curvas de
crescimento se mostraram irregulares ao longo do tempo de armazenamento do
produto (14 dias) sob refrigeracéo (8°C), provavelmente devido ao fato de ser uma
familia muito heterogénea, e os efeitos observados dependerem da dominéncia de
uma determinada espécie e da sua sensibilidade ao nitrito.

JAY (2000) afirma que o nitrito €& normalmente ineficaz contra
enterobactérias, incluindo Salmonella, ou contra bactérias laticas, apesar de terem
sido observados alguns efeitos em relacdo a conservagdo de carnes curadas
embaladas a vacuo. Contudo estes efeitos sdo provavelmente resultantes da acao

conjunta do nitrito e outros fatores do meio.



66

4.5 MULTIPLICACAO DE MICROBIOTA AUTOCTONE E DE Staphylococcus aureus

Nas FIGURAS 9 a 14 estdo ilustradas as curvas de desenvolvimento de
todos os grupos bacterianos autéctones estudados bem como o de S. aureus
inoculado. Em cada figura estdo dispostos os resultados obtidos entre as TABELAS
4 a 7 e 0s mesmos tém por objetivo facilitar a visualizagdo do comportamento dos
microrganismos ao longo do tempo em cada tratamento (50, 150 e 200 ppm de sais
de cura) e em cada temperatura de estocagem (7°e 12°C).

As FIGURAS 9, 10 e 11 mostram o padrdo de crescimento dos diferentes

microrganismos estudados a 7 °C.
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FIGURA 9 — COMPORTAMENTO DA MICROBIOTA AUTOCTONE E DE Staphylococcus aureus
INOCULADO EM LINGUIGAS FRESCAIS SUBMETIDAS AO TRATAMENTO “A” AO LONGO DA
ESTOCAGEM A 7°C

*As contagens representam a média de trés determinacgdes.
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FIGURA 10 — COMPORTAMENTO DA MICROBIOTA AUTOCTONE E DE Staphylococcus aureus
INOCULADO EM LINGUIGAS FRESCAIS SUBMETIDAS AO TRATAMENTO B AO LONGO DA

ESTOCAGEM A 7°C
*As contagens representam a média de trés determinacoes.
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FIGURA 11 — COMPORTAMENTO DA MICROBIOTA AUTOCTONE E DE Staphylococcus aureus
INOCULADO EM LINGUICAS FRESCAIS SUBMETIDAS AO TRATAMENTO C AO LONGO DA

ESTOCAGEM A 7°C
*As contagens representam a média de trés determinacoes.
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Pode-se observar que embora todos os procedimentos de assepsia tenham
sido utilizados na formulagdo das amostras de linglica frescal, ao longo do
armazenamento 0s microrganismos autéctones apresentaram crescimento constante
e superior ao do S. aureus inoculado.

A 7°C o crescimento de todos os grupos foi constante, e as curvas de
crescimento apresentaram-se bem semelhantes nos tratamentos A e B. No
tratamento C, o crescimento foi mais irregular, porém ao final do décimo dia, as
contagens nao apresentaram diferengas significativas.

Comparando as FIGURAS 12, 13 e 14, é possivel verificar que a 12°C o
desenvolvimento de todos os microrganismos continua constante ao longo do

tempo, independente do tratamento.
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FIGURA 12 — COMPORTAMENTO DA MICROBIOTA AUTOCTONE E DE Staphylococcus aureus
INOCULADO EM LINGUICAS FRESCAIS SUBMETIDAS AO TRATAMENTO A AO LONGO DA
ESTOCAGEM A 12°C

*As contagens representam a média de trés determinacgdes.
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Com base na analise das figuras anteriores, pode-se afirmar que
basicamente ndo houve diferenca significativa de crescimento influenciada pela
temperatura (7°C ou 12°C) de nenhum dos microrganismos, em nenhum dos
tratamentos (A, B e C).

Em geral, os Staphylococcus nao competem bem com a microbiota
autéctone da maioria dos alimentos. Em temperaturas que favorecem o seu
crescimento, a microbiota saprofitica normal do alimento oferece protecao contra o
desenvolvimento do S. aureus por meio de antagonismo, competicao por nutrientes
e modificacées das condigdes ambientais, tornando-as menos favoraveis para o
mesmo. Entre as bactérias consideradas antagonistas ao crescimento do S. aureus
estdo Acinetobacter, Aeromonas, Bacillus, Pseudomonas, S. epidermitis,
Enterobacteriaceae, Lactobacillaceae, e enterococos (JAY, 2005).

Neste estudo, aparentemente, observa-se que S. aureus nao teve o seu
desenvolvimento inibido frente aos outros grupos de microrganismos, pois 0 mesmo

apresentou uma média de crescimento de 2 log UFC/g.
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5 CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou que quando sado utilizadas formulacées de
linglica frescal com concentracbes de sais de cura de 50, 150 e 200 ppm, e
temperaturas de estocagem de 7° e 12°C, a influéncia destes fatores na
multiplicacdo de S. aureus e da microbiota autdctone avaliada € minima, sendo
dependente do periodo de estocagem do produto.

Independentemente do grupo microbiano avaliado na pesquisa, houve
aumento significativo das contagens obtidas ao longo do tempo (10 dias) nos trés
tratamentos, que sempre iniciou na temperatura de estocagem mais alta (12°C).
Contudo, ao final da estocagem (10° dia), as contagens foram iguais em todos os
grupos estudados, mostrando que as condi¢cdes de temperatura e concentracdo de
sal de cura ndo exercem controle efetivo no desenvolvimento de S. aureus,
microrganismos mesofilos, psicrotréficos e enterobacterias.

Foram detectadas contagens de S. aureus inoculado superiores a 5 log
UFC/g, potencialmente capaz de causar intoxicacdo alimentar, pela formacao de
enterotoxinas. Entretanto, a microbiota autéctone competidora apresentou
multiplicacdo ainda maior, chegando a valores superiores a 6 log UFC/g.

Os valores de pH obtidos durante estocagem nas duas temperaturas e para
os trés tratamentos mantiveram-se constantes (entre 5,93 e 6,37), podendo se dizer
que nao houve interferéncia deste parametro na multiplicagdo dos microrganismos

avaliados.
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ANEXO 1 — FICHA TECNICA ERITORBATO DE SODIO
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APRESENTACAC ASPECTOS
O ERITORBATO DE SODIO & um agente redutor Cor branca
gue guando adicionado em um produto cameo Sabor caracteristico
apresenta as seguintes vantagens: proeporciona a Cdor caracteristico
completa redugdc do niliitc em &ddo nitrico; Forma cristais granulados
processa a conversdo da metamioglobina em pH 58280
miogiobina;, eiimina as reagdes lentas e Selubilidade 15g/100m!

incompletas; reduz o fempo de cozimento e

defumacao, permitindo que o produte che UTILIZACAC

cor desejada antes de alcangar

interna de pasteurizacdo. O resi de carne: 550 mg de

de Sodio proporciona a fixa IO para 1 kg de came.

€agno ;i:roduto
final. £ em 1L de agus,

n anies de témmine

INDICACAO

fo em recipiente de
E indicade na conservagagide carne e subprodutos niguel, ferr
{presuntos, salames), armazenamento de

na consenagao : LARMAZENAMENTC

congelados e predutos pe

de frutas, verduras, bebit
utilizado também em prodif ssco e fresco.

fratados para melhorar a cof e aceke

de cura. EMBALAGEM
COMPOS!C&O a0, ondutado com peso liquide
Pureza 89 7K 100 %
Metais pesados Max. 10 ppm PRAZO DE VALIDADE
Chumbo Max. 1 ppm

24 meses a partir da data de fabricagao.

ANALISES MICROBIOL OGICAS

Auséncia de microrganismos patogénicos e

haléfilos em 25g.

NUTRI.COM TECNOLOGIA LTDA.
Tet: 55(11) 4076-1510 — Fax: 55(11) 467 1-6358
weang.nutTt. com. be
comercial@nutri.com.br



ANEXO 2 — FICHA TECNICA SAIS DE CURA
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EP 0533 -L7
FICHA TECNICA DE PRODUTO
PO PRAGUE
Sal de cura para carne
CARACTERISTICAS FiSICO - QUIMICAS
Aspecto : cristais finos de coloragéo branca
pH(solucao a 10%) 1652105
Teor de Nitrito de Sédio(%) - :56a6,2
Teor de Nitrato de Sodio(%) :3,5a41
Teor de Cloreto de Sédio(%) :87a90
Metais pesados : menor que 10 ppm
Arsénico : menor que 3 ppm
Contém -sal refinado, conservadores Nitrato e Nitrito de Sodio.
MODO DE USO

Na massa: 300 gramas para cada 100 quilos de carne; na salmoura: 3,3 quilos para 100
litros de agua; para cura seca: 600 a 800 gramas para 100 quilos de carne misturado com

sal refinado e actcar. Indicado para uso em produtos carneos curados e cozidos.

EMBALAGEM
A granel, em saco multifolhado revestido internamente com polietileno, contendo 30 kg

do produto; ou em sacos multifolhados de 40 kg, contendo pacotes de 1 kg em

polipropileno.

ARMAZENAMENTO
Conservar a embalagem fechada, em local seco e arejado, protegida do calor e da luz

solar direta.

VALIDADE DO PRODUTO
6 meses ap6s a data de fabricacao.



