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A salsicha € um produto de elevado consumo, porém devido ao seu processo
tecnoldgico de fabricacdo, torna-se susceptivel a contaminacdo microbiolégica.
Garantir a vida U0til da salsicha e a sua seguranga microbiolégica, implica em
minimizar niveis de contaminacdo, limitando ou impedindo o crescimento
microbiano. Portanto, o objetivo deste trabalho foi adicionar antimicrobianos na
formulagéo e no poés-tratamento térmico, e avaliar os efeitos no desenvolvimento das
bactérias aerdbias mesofilas, laticas e da Listeria monocytogenes em salsichas
embaladas a vacuo, armazenadas a temperatura de 5°C durante o periodo de
armazenamento de 35 dias. Avaliaram-se quatro tratamentos: (T1- 2,5% de solucao
de lactato de sédio na formulagao e imersdao em 200 mg/I de solugéao de nisina;T2 -
2,5% de solucado de lactato de sddio na formulagdo e imersdo em 200 mg/l de
solucdo de nisina seguida de 2,5% de solucao de acido latico;T3 - 2,5% de solucao
de lactato de potassio e diacetato de sédio na formulacao e imersdo em 200 mg/l de
solucdo de nisina;T4- 2,5% de solucédo de lactato de potassio e diacetato de sodio
na formulacédo e imersdo em 200 mg/l de solugdo de nisina seguida de 2,5% de
solucdo de acido latico) e um controle (ndo foi adicionado antimicrobianos na
formulagio e no  pés-processamento  térmico).Realizaram-se  analises
microbiolégicas (bactérias laticas, aerdbias meséfilas e Listeria monocytogenes) e
fisico-quimica (pH). Ao final de 35 dias de armazenamento verificou-se uma sinergia
entre os antimicrobianos utilizados na formulacdo e no pés-tratamento térmico,
reduzindo a contagem total de microrganismos mesoéfilos e bactérias laticas, em
relacdo ao controle, sendo o (T4), que utilizou na formulagdo a mistura de lactato de
potassio e diacetato de sbédio, com a posterior imersdo em nisina seguida de acido
latico o mais eficaz. Os tratamentos em que foram utilizados a nisina (T1 e T3), no
pds-tratamento térmico, ndo foram eficazes no controle de bactérias aerdbias
mesofilas e laticas. A Listeria monocytogenes, foi identificada em todas as amostras
controle, durante os 35 dias de armazenamento. Porém, os antimicrobianos
adicionados na formulagao e no pés-tratamento térmico foram eficazes para prevenir
o crescimento do patégeno, com excecédo do T1. Desta forma a acao sinergistica de
antimicrobianos adicionados na formulacédo, e no pés-processamento térmico sao
obstaculos que apresentaram um potencial no controle do crescimento de bactérias
aerébias mesbfilas e bactérias laticas e principalmente capazes de inibir o
crescimento de Listeria monocytogenes em salsichas embaladas a vacuo e
armazenadas a 5°C por 35 dias de armazenamento.

Palavras-chave: salsicha; acidos orgéanicos e seus sais; nisina.
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The sausage is a product of high consumption, but due to its manufacturing process
technology, it becomes susceptible to microbiological contamination. To ensure the
life of the sausage and their microbiological safety, means of minimizing
contamination levels, limiting or preventing microbial growth. Therefore, the objective
of this study was to add antimicrobials in the formulation and post-heat treatment,
and evaluate their effects on growth of mesophilic aerobic bacteria, lactic acid
bacteria and Listeria monocytogenes in sausages vacuum packed, stored at 5 ¢ C
during storage of 35 days. We evaluated four treatments: (T1-2.5% solution of
sodium lactate in the formulation and immersion in 200 mg / | of nisin solution, T2 -
2.5% solution of sodium lactate in the formulation and immersion 200 mg / | of nisin
solution followed by 2.5% solution of lactic acid, T3 - 2.5% solution of potassium
lactate and sodium diacetate in formulation and immersion in 200 mg / | of nisin
solution; T4-2.5% solution of potassium lactate and sodium diacetate in formulation
and immersion in 200 mg / | of nisin solution followed by 2.5% lactic acid solution)
and a control (no antimicrobial was added in formulation and post-thermal
processing). There were microbiological (lactic acid bacteria, aerobic mesophilic, and
Listeria monocytogenes) and physico-chemical (pH). At the end of 35 days storage
there was a synergy between antimicrobials used in the formulation and post-heat
treatment, reducing the total count of mesophilic and lactic acid bacteria, as
compared to control, and the (T4), who used the formulating a mixture of potassium
lactate and sodium diacetate, with the subsequent nisin followed by immersion in
lactic acid more effective. The treatments that were used nisin (T1 e T3), after the
heat treatment, were not effective in controlling aerobic mesophilic and lactic acid
bacteria. Listeria monocytogenes was identified in all control samples during the 35
days of storage. Thus, the synergistic action of antibiotics added to the formulation,
and post-thermal processing are obstacles that had a potential to control the growth
of mesophilic aerobic bacteria and lactic acid bacteria and especially able to inhibit
the growth of Listeria monocytogenes in vacuum-packed sausages and stored at 5 °
C for 35 days of storage.

Keywords: sausage, organic acids and their salts, diacetate, nisin,
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1 INTRODUCAO

Os produtos cérneos de salsicharia ocupam posicao de destaque na industria
alimenticia, sendo que no ano de 2010 a venda de salsichas no mercado brasileiro
atingiu a faixa de 1,17 bilhdes de reais (PARMIGIANI, 2011). Este produto,
considerado pronto para o consumo, apresenta um amplo consumo popular, com
tendéncia a um continuo crescimento, devido a praticidade de preparo e o baixo
custo (MARTINS, 2006).

Um aspecto importante a se considerar nos produtos prontos para 0 consumo
€ a seguranca do alimento no que se refere a sua inocuidade (MARTINS, 2009). A
salsicha tem uma vida de prateleira limitada, embora seja submetida ao cozimento
durante a sua producdo, torna-se um produto altamente manipulado apés o
cozimento, devido ao seu processo tecnolégico de producdo (BINGOL; BOSTAN,
2007).

Muitos microrganismos que causam alteragdes indesejaveis na salsicha
podem continuar a sobreviver apdés o tratamento térmico e multiplicar-se ap6s o
armazenamento, sendo que, a contaminacdo com bactérias laticas e Listeria
monocytogenes ocorre principalmente no pés-tratamento térmico (MBANDI;
SHELEF, 2002; GEORNARAS et al., 2006).

As bactérias lacticas sao identificadas como a maior populacao deteriorante
em produtos embalados a vacuo, desenvolvendo-se facilmente apdés o seu
processamento térmico e sob temperatura de refrigeracdo, levando a percepcao de
gosto azedo, exsudado leitoso, producdo de limo e inchamento da embalagem
(SAMELIS; KAKOURI; REMENTZIS, 2000).

No Brasil, nenhum foco foi relatado, contudo, varios estudos apontam a
existéncia da Listeria monocytogenes em produtos prontos para o0 consumo
(FRANCO, 2005; CEZAR, 2008). Pettinati; Telles; Ballian (2006) verificaram a
presencga de Listeria monocytogenes em 218 (55,4%) das 394 amostras de salsichas
tipo hot dog comercializada na cidade de Sao Paulo. Lapenda (2010) verificou na
cidade do Recife que, entre os embutidos analisados, as salsichas apresentaram os
maiores indices de contaminacdo para Listeria monocytogenes com 16,67%. A
Listeria monocytogenes caracteriza-se por ser patogénica para individuos com
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algum comprometimento do sistema imunoldgico, tais como idosos e gestantes,
podendo apresentar infec¢ao do sistema nervoso central (JAY, 2005).

Considerando-se a patogénicidade da Listeria monocytogenes, bem como a
facilidade de sobreviver e se multiplicar em ampla faixa de pH, concentracao de sal
e temperatura e, a alta ocorréncia de bactérias laticas associadas com produtos
embalados a vacuo, faz-se necesséario as industrias produtoras, desenvolver
medidas de controle para garantia de atendimento da seguranga microbiolégica até
o final da vida de prateleira do produto (MARTINS, 2009).

Garantir a vida util dos alimentos e a sua segurang¢a microbiologica, implica
em minimizar niveis de contaminacao, limitando ou impedindo a taxa de crescimento
microbiano (Mc MEEKIN et al., 1987).

Muitas estratégias sdo adotadas pelas industrias processadoras de alimentos,
e estas tém contribuido para tal finalidade, como a inclusdo de antimicrobianos na
formulacéo e no poés-tratamento térmico.

A nisina € um exemplo de antimicrobiano com efeito inibitério sobre varios
tipos de bactérias (PERIAGO; MOEZELAR, 2001). E uma bacteriocina produzida por
Lactococcus lactis subsp lactis, que possui acao inibitéria comprovada contra
bactérias gram-positivas, incluindo Listeria monocytogenes. E a Unica bacteriocina
considerada pelo comité de aditivos de alimentos do Codex Alimentarius, da Food
and Agriculture Organization (FAQO), como GRAS (Generally Recognized as Safe) e
tem uso liberado como aditivo alimentar para controle antimicrobiano em cerca de 50
paises, sendo a Unica autorizada no Brasil para utilizacao na superficie de salsichas
(DE MARTINIS, et al., 2001).

Varios trabalhos tém utilizado nisina em produtos carneos, com o objetivo de
inibir o crescimento de microrganismos deteriorantes e patogénicos (GEORNARAS
et al.,2006; LOPEZ-MENDOZA; RUIZ; MATA,2007; JOFRE; GARRIDA; AYMERICH,
2008).

O &cido latico e seus sais também sao agentes antimicrobianos utilizados
para o controle de bactérias deteriorantes e patogénicas. Sao produtos naturais
obtidos pela fermentacdo do acucar, sendo reconhecido como seguro (GRAS) e
também por ndo afetar as caracteristicas sensoriais (RODRIGUES, 1998).
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A inclusdo de acidos organicos e seus sais na formulacdo de produtos
prontos para o consumo tém sido estudados (STEKELEMBRUG, 2003; BARMPALIA
et al., 2005; DIEZ et al., 2008).

Outros trabalhos, também mostraram que a utilizacdo em conjunto de
antimicrobianos como &cidos organicos e seus sais e bacteriocinas aplicados na
forma de imersdo ou pulverizacao apresentam um potencial para o controle de
Listeria monocytogenes e bactérias deteriorantes em produtos carneos (SAMELIS et
al., 2001 e 2005; ISLAM et al., 2002; LU et al., 2005).

Porém poucos estudos avaliaram o efeito da combinacédo de antimicrobianos
na formulacdo seguido de um pds-tratamento térmico (BARMPALIA et al., 2004;
GEORNARAS et al.,2006).

Este tipo de estratégia poderia trazer um sinergismo, de acordo com a teoria
dos obstaculos, usando duas ou mais estratégias, cada uma de baixa intensidade,
de modo a nao afetar as propriedades sensoriais do produto, mas individualmente
atacando alvos celulares, que pode levar a morte da célula alvo (LEISTNER,;
GOULD, 2002).

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo, adicionar
antimicrobianos na formulacéo e no pds-tratamento térmico de salsichas e avaliar os
efeitos destes antimicrobianos (4cidos organicos e seus sais e nisina) no
desenvolvimento das bactérias aerdbias mesodfilas, laticas e da Listeria
monocytogenes em salsichas embaladas a vacuo, armazenadas a temperatura de

5°C durante o periodo de armazenamento de 35 dias.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Embutidos

Agregar valor & matéria-prima, esta é a expressao de ordem para a industria
da carne. Em um mercado cada vez mais competitivo e com o aumento da exigéncia
dos consumidores por qualidade, o melhoramento continuo dos produtos torna-se
imperativo para a sobrevivéncia das empresas no setor. A producdao de embutidos
apresenta-se como uma das solucdes para atender a demanda por qualidade (ODA
et al., 2003).

Entendem-se como embutidos, os produtos carneos processados ou
preparados, aqueles em que as propriedades originais da carne fresca foram
modificadas através de tratamento fisico, quimico ou bioldgico, ou ainda, através da
combinacao destes métodos. Tais processos visam o prolongamento da vida util dos
produtos, procurando manter as propriedades nutritivas e organolépticas (PARDI et
al.,2007). Além disso, visam desenvolver diferentes sabores através de
condimentacao especifica e utilizacdo de diferentes partes do animal de dificil
comercializagdo no estado fresco (TERRA, 2004).

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

Os embutidos sao produtos de grande aceitacdo no mercado consumidor e
representam uma forma saudavel e saborosa de ingestao de proteina animal (CALIL
et al.,1990). Os embutidos carneos sdo produtos alimenticios consumidos em todo o
mundo, pois apresenta alta praticidade, diversidade em seu sabor e principalmente
baixo custo (DE BARROS, 2009).

Em razao da versatilidade do uso da carne suina na alimentagdo humana,
seja no preparo de cortes in natura ou na fabricacdo de um grande numero de

embutidos, salgados e defumados, a carne suina continuard ao longo dos anos,
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liderando o consumo mundial (FAVERO, 2001). Com a modernizacdo e
diversificacdo da produgéo nos frigorificos, houve um aumento no volume de carne
embutida (ODA et al.,2003).

O setor de produtos carneos cresceu muito nos ultimos anos com o
desenvolvimento de novos produtos, mas os produtos classicos continuaram sempre
no mercado, como: mortadela, linglica, salsicha, presunto, apresuntado, salame,
hamburguer, charque, entre outros. O que mudou na verdade foi a variedade de
matérias - primas envolvidas, além de novos ingredientes, novos processos, com o
objetivo de melhorar a qualidade dos produtos neste setor (SARMENTO, 2006).

2.1.1 Salsicha

De acordo com o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade da
Salsicha (BRASIL, 2000), entende-se por salsicha o produto carneo industrializado,
obtido da emulsdo de carne de uma ou mais espécies de animais de acougue,
adicionado de ingredientes, embutido em envoltério natural ou artificial ou por
processo de extrusao, e submetido a um processo térmico adequado. Podera ter
como processo alternativo o tingimento, defumacédo e a utilizacdo de recheios e
molhos. A quantidade maxima permitida para cada ingrediente na elaboracdo da
salsicha é apresentada na tabela 1.

Em 2006, no Brasil, o volume de produgdo de salsichas nos 81
estabelecimentos produtores, sob controle do Servico de Inspecao Federal (SIF), foi
da ordem de 347 mil toneladas, sendo que os estados brasileiros que lideraram
producéo foram Santa Catarina, seguido do Rio Grande do Sul e Parana, totalizando
161.143 toneladas (CEZAR, 2008).

A tabela 2 apresenta a classificacao dos diferentes tipos de salsicha quanto a
nomenclatura e composicdo, quanto a por¢dao animal, de diferentes tipos dos
produtos denominados “salsicha”, e que séo produzidos no Brasil, de acordo com o
Regulamento técnico de qualidade de identidade de salsicha (RTQI) (BRASIL,
2000).
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Tabela 1 — Quantidade maxima permitida para cada ingrediente na elaboragdo da

salsicha.

Ingredientes Limite maximo (%)
Carnes (diferentes espécies e CMS) 60

Miudos comestiveis 10

Proteinas nao carneas 4

Amido 2

Gordura 30

Agua 10

Fonte: Instrucdo Normativa n® 4 (BRASIL, 2000)

2.2 Vida de prateleira das salsichas

O termo vida de prateleira é o tempo em que o alimento pode ser conservado
em determinadas condicbes de temperatura, umidade relativa, luz, etc, sofrendo
pequenas, mas bem estabelecidas alteracées que sao até certo ponto, consideradas
aceitaveis pelo fabricante, pelo consumidor e pela legislacdo alimentar vigente
(BATTISTELLA, 2008).

Numerosas mudangas ocorrem nos alimentos durante o processamento e a
estocagem. E sabido que as condicdes usadas para o processo e estocagem de
alimentos podem influenciar adversamente nos atributos de qualidade. Durante a
estocagem, um ou mais atributos de qualidade podem alcancar um estado
indesejavel, neste instante, o alimento é considerado improprio para 0 consumo e
isto significa ter alcancado o fim de sua vida de prateleira (MAN; ADRIAN, 2000).

O Regulamento da Inspecéo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal
(RIISPOA), em seu artigo 422, cita: “Devem ser considerados alterados e improprios
para o consumo”: (1) quando a superficie &€ Umida, pegajosa, exsudando liquido; (2)
quando a palpacgao se verifique partes ou areas flacidas ou consisténcia anormal; (3)
quando ha indicio de fermentacao putrida; (4) quando a massa apresenta manchas
esverdeadas ou coloracado sem uniformidade; (5) quando a gordura esta rangosa; (6)
guando o envoltério esta perfurado por parasitas que atingiram também a massa; (7)
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nos casos de odor e sabor estranhos, anormais; (8) quando se constatem germes

patogénicos; e (9) quando manipulados em mas condicbes de higiene (BRASIL,

1997).

Tabela 2 — Classificacao dos diferentes tipos de salsicha quanto a nomenclatura e

COmMposigao.

Denominacao do produto

Composicao

Salsicha

Carnes de diferentes espécies de animais de
acougue, carne mecanicamente separada até o
limite maximo de 60%, miudos comestiveis de
diferentes espécies de animais de agougue
(estomago, coracéo, figado, rim, lingua, miolo),

tendao, pele e gordura

Salsicha tipo Viena

Carne bovina e ou suina, carne mecanicamente
separada até o limite maximo de 40%,miudos
comestiveis de bovino e ou suino(estomago,
coracdo, figado, rim, lingua, miolo), tendao,

pele e gordura

Salsicha tipo Frankfurt

Carne bovina e ou suina, carne mecanicamente
separada até o limite maximo de 40%,miudos
comestiveis de bovino e ou suino(estomago,
coracdo, figado, rim, lingua, miolo), tendao,

pele e gordura

Salsicha Frankfurt

Porcbes musculares de carne bovina e ou

suina e gordura

Salsicha Viena

Por¢cdes musculares de carne bovina e ou

suina e gordura

Fonte: Instrucdo Normativa n® 4 (BRASIL, 2000)
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A carne devido ao seu elevado valor nutricional e a sua grande quantidade de
agua disponivel, torna-se um meio propicio ao crescimento de microrganismos
deteriorantes e patogénicos (TERRA, 2004).

A microbiota de salsichas € composta basicamente de microrganismos gram-
positivos, como Micrococcus, Bacillus, Lactobacillus, Streptococcus, Leucoostoc e
também leveduras, mas tem sido relatada, em embutidos, presenca de diferentes
tipos de patdgenos como Escherichia coli, Salmonella, Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes e outros (BARBUTI; PAROLARI, 2002; JAY, 2005).

Os padrdes microbiol6gicos para alimentos, estabelecidos pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através da Resolugdo da Diretoria
Colegiada (RDC) N? 12 de 02 de janeiro de 2001, estabelecidos para o produto
salsicha sdo apresentados na tabela 3.

Tabela 3 — Padrbes microbiolégicos legais para salsicha.

Microorganismos Tolerancia maxima (UFC/g)
Coliformes a 45°C 1 x10°

Staphylococcus coagulase positiva 3 x10°

Clostridium sulfito redutor a 46°C 5 x10°

Salmonella spp. Auséncia 25¢g

Fonte: RDC n® 12 ANVISA de 02/01/2001

Na RDC n® 12, para o produto salsicha, ndo é contemplado limites especificos
para Listeria monocytogenes. Em funcdo dos riscos inerentes a Listeria
monocytogenes em alimentos de origem animal prontos para o consumo, 0
Ministério da Agricultura (MAPA) instituiu a Instru¢do Normativa n® 09, em 08 de abril
de 2009, com o objetivo de monitorar e assegurar a inocuidade destes alimentos em
estabelecimentos que possuem o Servico de Inspecdo Federal (SIF), o qual
estabelece como padrdo, auséncia em 25 g para Listeria monocytogenes nos
produtos prontos para 0 consumo, incluindo a salsicha.
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A maioria das bactérias gram-positivas associadas com carne processada
possui certa tolerancia para alguns obstaculos presentes nestes produtos, como
baixa atividade de agua e temperatura de refrigeracao (DAVIES, et.al.,1999).

Na unidade industrial, a qualidade microbiolégica de produtos processados
depende do nivel de contaminacdo inicial, numero e tipo de 10,
eficiéncia do método de processamento, controle de temperatura, praticas higiénico-
sanitaria da planta processadora e conscientizacdo dos funcionarios, pois mesmo
que o produto passe por um processo de descontaminacdo, ele pode ser
recontaminado pelas maos dos manipuladores, no fim de seu processo colocando
em risco sua inocuidade (MARTINS, 2006).

A qualidade e a vida de prateleira de alimentos geralmente sdo determinadas
pela presenca e crescimento de bactérias (WIJTZES et al., 2001).

Nos alimentos, a multiplicacdo ou sobrevivéncia de microrganismos
patogénicos ou deteriorantes é determinada por fatores intrinsecos e extrinsecos
que podem atuar como barreiras para multiplicacdo de microrganismos. O
conhecimento e a utilizacdo combinada desses fatores em um alimento formam os
fundamentos da teoria dos obstaculos (hurdle technology), que permitem controlar a
vida de prateleira, a estabilidade microbiolégica, bem como, impedir a multiplicacdo
e/ou a producdo de toxinas por microrganismos patogénicos eventualmente
presentes (DE MARTINIS; ALVES; FRANCO, 2002).

De acordo com Frazier; Westhoff (1993), nos embutidos os microrganismos
gue os alteram podem crescer sobre a superficie da tripa, entre a tripa e a carne, ou
no seu interior. Varias espécies de bactérias sdo capazes de se multiplicar no
interior dos embutidos durante o periodo de armazenamento. Os microrganismos
e/ou seus produtos metabdlicos, em determinadas quantidades, sao indicadores da
qualidade do alimento e estdo diretamente relacionados com o prazo de vida
comercial dos mesmos, 0 que nos permite fazer avaliagcdo da qualidade e previsdo
do prazo de vida comercial dos alimentos (JAY, 2005).

As bactérias acido-lacticas foram identificadas como a maior populagéao
deteriorante em produtos embalados a vacuo, e em atmosfera modificada, além de
outros produtos carneos processados armazenados sob temperatura de
refrigeracao, influenciando significativamente na qualidade da carne e produtos
carneos e estdo associadas com a deterioracdo destes produtos. Sob condicdes
anaerdbias as bactérias acidas lacticas podem provocar modificacdes nos produtos
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carneos com o aumento da acidez, tornando-os mais azedos (&cidos), com
exsudados leitosos, promover a perda da coloragdo e, com a producdo de gas,
podem ainda provocar inchamento na embalagem (SAMELIS et al., 2000).

Segundo Nicolai et al. (1993), para carnes embaladas a vacuo, a deterioracédo
a temperaturas abaixo de 20°C é dominada pelo crescimento anaerdbio de bactérias
acido lacticas,as quais produzem, na sua maioria, acido lactico, causando um odor
forte ap6s longo tempo de estocagem. Algumas espécies heterofermentativas como
0os Lactobacillus viridescens podem produzir peroxidos que reagem com 0S
pigmentos da carne e causam o esverdeamento (NATTRESS et al., 2001)

As salsichas podem ser incluidas na categoria dos produtos carneos curados
cozidos e prontos para o consumo (read-to-eat). Esta classe de produtos ndo pode
ser considerada auto estavel, como o0s enlatados, pois alguns microrganismos
sobrevivem ao tratamento térmico normalmente aplicado (TOMPKIN, 2002).

Vermeiren et al. (2004) afirmam que os produtos cérneos cozidos e curados
sdo produtos refrigerados economicamente importantes com um alto consumo em
paises europeus. Como estes produtos sdo aquecidos a temperaturas de 65 — 75°C,
a maioria das células vegetativas sdo mortas e a re-contaminacdao do tratamento
pds-aquecimento € que determina a sua vida de prateleira.

De acordo com Franco (2005), os defeitos mais comuns registrados nesses
produtos no decorrer da estocagem séo:

e Liberacdo de liquido: resultado do desequilibrio entre os teores de
agua, gordura e proteinas sollveis. Esse liquido liberado podera
originar um problema ainda mais grave, isto €&, possibilitar o
desenvolvimento de microrganismos que irdo tornar a salsicha
impropria para 0 consumo humano.

e Coloracao verde: o esverdeamento é o resultado do desenvolvimento
de microrganismos que produzem agua oxigenada. Essa agua
oxigenada, ao reagir com os pigmentos da carne produz o pigmento
verde responsavel por este defeito.

e Quebra de vacuo na embalagem plastica: duas sdo as possiveis
causas desse problema. Uma delas € a ocorréncia de microfuros na
termosoldagem e a outra é o desenvolvimento de bactérias laticas

heterofermentativas que, ao produzir gas carbbnico, provocam a
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quebra do vacuo. As bactérias laticas heterofermentativas sao
resultantes de contaminacao de superficies;

e Estufamento do saco plastico: a produgdo de gas é o resultado da
multiplicacdo de microrganismos aderidos a superficie da salsicha, face
a contaminagéo.

e Formacdo de exsudado (viscosidade): é um liquido viscoso formado,
geralmente, por bactérias laticas originando uma ma impressdao do

consumidor.

2.2.1 Embutidos contaminados com Listeria monocytogenes

A Listeria monocytogenes é uma bactéria gram-positiva que ndo forma
esporos. Cresce em temperatura de 0 a 45 °C, em pH de 6 a 8, considerada a faixa
6tima de crescimento, embora algumas pesquisas tenham demonstrado o seu
crescimento em pH de 4,1 a 9,6. Pode crescer em atividade de agua = 0,93 e resiste
bem aos efeitos do congelamento e secagem, ao tratamento com nitrato de sédio
(120 mg/kg) e cloreto de sodio (3%), a literatura preconiza que a pasteurizacao é o
suficiente para destrui - la. (JAY, 2005).

E composta por seis espécies, entre as quais a Listeria monocytogenes, é o
agente causador da listeriose em homens e animais (SILVA et al., 2004). Pode ser
isolada de diversas fontes incluindo solo, silagem, planta processadora de alimentos,
carnes cruas e fezes de animais e humanos (BENKERROUM et al. 2005).

Uma importante caracteristica deste patégeno é sua capacidade para
multiplicar-se em temperaturas de refrigeracdo, sobreviver em varios tipos de
superficie de contato e, por ser micro-aerébia ou anaerobia facultativa, também pode
se desenvolver em atmosfera modificada podendo assim proliferar em alimentos
mantidos nesta condicao (FRANCO; LANDGRAF, 2005).

A Listeria monocytogenes caracteriza-se por ser patogénica para individuos
com algum comprometimento do sistema imunoldgico, tais como idosos e gestantes,
que podem apresentar infeccao do sistema nervoso central (JAY, 2005).

Segundo Benkerroum et al.,(2005), a Listeria monocytogenes continua

comprometendo a seguranca dos alimentos, principalmente de alimentos prontos
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para o consumo. Este microrganismo é freqlentemente encontrado em carnes e
produtos carneos e embora se apresente, geralmente, em baixas contagens em
carnes frescas, a medida que aumenta o seu grau de processamento, 0 risco de
contaminacao também é aumentado (CASTELLANO; HOLZAPFRL; VIGNOLO,
2004; JAY, 2005). Listeria monocytogenes apresenta alta resisténcia a ambientes
desfavoraveis, e formacao de biofilme, fato que constitui um problema para a sua
eliminacdo na industria alimenticia sendo comum a presenca do patbégeno no
ambiente industrial (CASTELLANO; HOLZAPFRL; VIGNOLO, 2004).

Jay (2005) pesquisando a prevaléncia de Listeria spp. em amostras de carne
de diversos paises, encontrou uma prevaléncia global de aproximadamente 20%
para este microrganismo em carne suina, 16% em carne bovina e 17% em carne de
aves. Mead et al.,(2006) relataram a ocorréncia de um surto envolvendo Listeria
monocytogenes em produtos carneos processados que atingiu 108 pessoas nos
Estados Unidos, resultando em 14 mortes.

Destro; Kabuki; Serrano (1991) pesquisaram a incidéncia deste patégeno em
carne, linglica, salsicha, leite in natura e queijo minas frescal, encontrando uma
incidéncia média de 32%, sendo que as amostras de linglica foram as que
apresentaram a maior incidéncia do microrganismo (80%) seguidas pelas amostras
de salsicha (70%), carne (65%) e queijo minas frescal (10%), no leite nada foi
encontrado.

Em seus estudos, Silva et al., (1998), concluem que a Listeria monocytogenes
€ um halo tolerante de altas concentracbes de NaCl, sendo capaz de crescer em
10% de NaCl e atividade de agua (aw) de 0,93. Algumas linhagens podem tolerar
ambientes de 20% de NaCl e de 0,83 de atividade de agua. Segundo estes mesmos
autores, a Listeria monocytogenes em ambientes com 25,5% de NaCl, sobrevive por
132 dias a 4°C, 32 dias a 22°C e 5 dias a 37°C.

Araujo et al., (2002) propéem a tolerancia zero para a presenca de Listeria em
alimentos e a rigida adocdo de técnicas preventivas de higienizacao, pois é
justamente a capacidade de se sobrepor as condigcdes ambientais que faz com que
a Listeria monocytogenes seja atualmente de grande interesse na area de alimentos
e explica o destaque que estes microrganismos vém ocupando na industria de
alimentos, visto as dificuldades de sua eliminagao.

Araujo et al., (2002), ressaltam que o0 aumento de surtos de listeriose humana

a partir dos anos oitenta e a possivel relacdo com alimentos contaminados vem
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preocupando as autoridades sanitarias. Segundo estes autores, sS40 numerosos 0s
casos individuais esporadicos de listeriose, provocados pela ingestdo de produtos
tais como, queijo macio, carne de frango mal cozida, salsicha inadequadamente
reaquecida.

A emergéncia de Listeria monocytogenes como patégeno alimentar data da
década de 1980, com a ocorréncia de diversos surtos e casos esporadicos de
listeriose em produtos carneos ligados a mudanca de habitos alimentares, como a
maior ingestdo de alimentos industrializados e ao consumo de alimentos
contaminados (SILVA et al., 2004; JAY, 2005).

No Brasil e em alguns paises ndo existem surtos de listeriose documentados
causados por alimentos, entretanto, isto ndo significa que estejam livres deste
problema emergente. O que vem ocorrendo é a sub notificacdo, uma vez que
trabalhos publicados recentemente relatam a presenca do microrganismo em
alimentos, tornando-se uma preocupacgao devido a ingestdo de produtos de origem
animal ser considerada a principal fonte de transmissao para o homem (LOVETT;
TWEDT, 1988).

Silva et al., (2004) isolaram Listeria spp. em 100% das quarenta e uma
amostras de lingligas mistas do tipo frescal analisadas em Pelotas/RS. Dentre as
diferentes espécies, Listeria innocua foi isolada com maior freqiéncia (97,6% das
amostras) seguida por Listeria monocytogenes (29,3%) e Listeria welshimeri
(24,4%).

De acordo com os resultados obtidos por Bersot et al., (2001), das trinta
amostras de mortadela analisadas, onze (36,7%) foram positivas para Listeria spp.,
sendo oito (26,7%) para Listeria monocytogenes.

Comi et al., (1992) encontraram em cento e oitenta e nove amostras de
salsichas comercializadas na ltalia, vinte e sete (14,2%) amostras contaminadas por
Listeria monocytogenes.

Mottin et al.,(2006), detectaram 3,99 (13,3%) amostras contaminadas por
Listeria monocytogenes dos trinta apresuntados de carne suina, fracionados e
embalados e prontos para o consumo em Porto Alegre.

A presenca de Listeria spp. e Listeria monocytogenes em salsichas
fermentadas na Turquia foi detectado em sessenta e trés (21%) e trinta e cinco
(11,6%) respectivamente, em estudos de Colak et al.,(2007).



23

Segundo Barretto et al.,(2001) o maior risco de contaminagcdo com Listeria
monocytogenes provém da contaminacao pés-processamento depois da cocgao,
quando nao observados os cuidados necessarios, no que se refere a manipulacao

de alimentos.

2.3 Bacteriocinas

As bacteriocinas sao peptideos ou proteinas sintetizados no ribossomo e
liberados no meio extracelular que apresentam acao bactericida ou bacteriostatica
sobre bactérias gram-positivas, dentre elas, importantes patégenos de veiculacao
alimentar como Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum, Bacillus cereus e
Staphylococcus aureus (HERNANDEZ; CARDELL; ZARATE, 2005).

Em geral as bacteriocinas exercem seus efeitos inibitérios pela formacao de
poros na membrana celular, desestabilizando e alterando a permeabilidade das
células sensiveis (LUCKE, 2000).

A interacdo entre a bacteriocina e a célula ocorre em dois estagios. O
primeiro consiste na adsorcdo da bacteriocina na membrana celular de uma célula
sensivel. Nesta etapa, nenhum dano é causado a célula e a adsorcao é reversivel.
No segundo estagio, a bacteriocina causa alteracdes letais a célula, com danos
irreversiveis. Dessa forma, a atividade inibitéria desses metabdlitos esta restrita a
bactérias gram-positivas, visto que as bactérias gram-negativas apresentam uma
membrana externa impermeavel a maioria das moléculas (ABEE; KROCKEL; HILL,
1995).

As diferentes bacteriocinas apresentam variagdes no espectro de atividade,
modo de acao, peso molecular, origem genética e propriedades bioquimicas
(DEEGAN et al.,2006).

Hanlin et al.,, (1993) e Samelis et al.,, (2005) comentam que existe trés
limitagbes para o uso de bacteriocinas produzidas por bactérias laticas como
conservadores em alimentos: ndo s&o ativas contra bactérias deteriorantes e
patogénicas gram- negativas, bolores e leveduras, nao sao ativas contra todas as
células e ou esporos de bactérias gram- positivas e existem variantes de cepas de
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células sensiveis que sao resistentes e podem multiplicar-se na presenca da

bacteriocina.

Segundo Drider et al., (2006), as bacteriocinas estdo distribuidas em 3

classes de acordo com suas caracteristicas bioquimicas e genéticas:

a)

Classe | (lantibidticos): é constituida por peptideos de baixo peso
molecular (19 a 38 residuos de aminoacidos) que apresentam em sua
composicao aminoacidos raramente encontrados na natureza como
lantionina. A principal representante desta classe € a nisina, produzida por
algumas linhagens de Lactococcus lactis subsp. lactis.

Classe II: é composta por pequenos peptideos (< 10 kDa) termoestaveis.
Geralmente apresentam uma estrutura helicoidal anfifilica, a qual permite
sua insercao na célula alvo, promovendo a despolarizacdo da membrana e
morte celular (NASCIMENTO; MORENO; KUAYE, 2008). As bacteriocinas
pertencentes a esta classe encontram-se susbdivididas em: - Classe Il a: é
composta por bacteriocinas que apresentam alta especificidade contra
Listeria monocytogenes. Seus representantes possuem 37 a 48 residuos
de aminoacidos. Esta classe também é conhecida por familia das
pediocinas, porque a pediocina foi a primeira bacteriocina a ser
identificada e a mais estudada (AYMERICH; HUGAS; MONFORT, 1998).
Estudos tém relatado a inibicdo de Listeria monocytogenes por pediocina
ou pela utilizacdo de culturas produtoras de pediocina em embutidos
fermentados (CAPLICE; FITZGERALD, 1999). - Classe Il b: é constituida
por bacteriocinas que requerem a atividade combinada de dois peptideos,
com um mecanismo de acdo que envolve a dissipagdo do potencial de
membrana e diminuigdo da concentragado intracelular de ATP. Estes
peptideos apresentam atividade bacteriocinogénica muito baixa se forem
empregados individualmente (COTTER; HILL; ROSS, 2005). Classe Il c:
as bacteriocinas pertencentes a esta classe apresentam uma unido
covalente das terminacdes C e N, resultando em uma estrutura ciclica.
Sao representantes desta classe: a enterocina AS-48, a circularina A e a
reutericina (NASCIMENTO; MORENO; KUAYE, 2008).

Classe lll: esta classe € comporta por grandes proteinas (> 30 kDa) que
sao sensiveis ao tratamento térmico (60-100°C por 15 minutos) e
complexas quanto a atividade e a estrutura protéica. O mecanismo de
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acao destas bacteriocinas se diferencia das demais classes por promover
a lise celular através da lise da parede celular do micro-organismo alvo
(COTTER; HILL; ROSS, 2005).

Em geral, para que uma bacteriocina possa ser empregada na industria de
alimentos deve cumprir alguns requisitos como: a linhagem produtora deve ter status
GRAS, a bacteriocina deve apresentar amplo espectro de inibicdo sobre os
principais patégenos de alimentos ou ser altamente especifica sobre algum deles,
deve ser termoestavel, nao pode apresentar risco a saude do consumidor, deve ter
efeito benéfico sobre o produto, aumentando sua seguranca, sem afetar a qualidade
nutricional e sensorial (HOLZAPFEL; GEINSEN; SCHILLINGER, 1995).

2.3.1 Nisina

A nisina é um polipeptideo produzida por certas linhagens de Lactococcus
lactis subsp. Lactis. Foi descoberta na Inglaterra em 1928, durante observacédo do
metabolismo de uma linhagem especial de Streptococcus lactis (atualmente
reclassificado como Lactococcus lactis) que apresenta inibicdo sobre certas
bactérias laticas (McAULIFFE; ROSS; HILL, 2001).

Em 1969 a nisina foi aprovada pela FAO (Food and Agriculture Organization)
e pela WHO (World Health Organization) como aditivo em alimentos. (DE MARTINIS
et al., 2002).Cerca de 50 paises permitem o uso de nisina em alimentos em maior ou
menor grau. No Brasil a aplicacao de nisina é permitida em queijos pasteurizados na
concentracdo maxima de 12,5 mg/Kg na massa (BRASIL, 1996). Em 1998 o MAPA,
autorizou a utilizacao do produto comercial Nisaplin (200 ppm de nisina em solugao
de 4cido fosforico), na superficie externa de salsichas (CASTRO, 2002).

Recentemente foi verificada que a nisina apresenta duplo modo de agéo: 1)
impede a sintese do peptideoglicano na parede celular, neste processo a nisina se
liga ao lipideo Il da membrana celular, responsavel pelo transporte de
peptideoglicano do citoplasma para a parede celular, impedindo a reconstrucao da
parede celular. Il) Formagao de poro na parede celular, neste processo a nisina se
liga ao lipideo Il para iniciar um processo de insercdo na membrana celular e
formacao de poro que conduz a rapida morte celular (COTTER; HILL; ROSS, 2005).
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A nisina apresenta acdo antimicrobiana sobre varios microrganismos gram-
positivos, mas néo é eficaz contra gram-negativos, leveduras e bolores (FRANCO;
DE MARTINIS; ALVES, 2006). Sua atividade ja foi demostrada sobre Listeria
monocytogenes, Brochothrix thermosphacta, Staphylococcus aureus, Lactobacillus
curvatus entre outros (LEE et al., 2004; COOKSEY, 2005; HAMPIKYAN;UGUR,
2007).

A nisina é mais soluvel em substrato acido e torna-se menos soluvel em pH
préximos da neutralidade. A estabilidade da nisina em alimentos durante a
estocagem depende de trés fatores: temperatura de armazenamento, tempo de
estocagem e pH. A maior retencdo da atividade de nisina ocorre em baixa
temperatura, portanto se o alimento for estocado em temperatura ambiente sera
necessaria uma alta concentracao de nisina para compensar a reducao na atividade
em fungéo da temperatura. (DELVES-BROUGHTON, 2005).

2.3.2 Aplicagao de nisina em produtos carneos

Varios estudos tém demonstrado que a aplicacdo de nisina em produtos
carneos pode aumentar a vida de prateleira do produto ou torna-lo mais seguro (DE
BARROS, 2009). Em salsichas cozidas tipo continental embalada a vacuo e
armazenada sob refrigeracdo, a adicdo de 1,25 a 6,25 mg de nisina por Kg de
produto, ou imersao da salsicha cozida em uma solucao de 5,0 a 25,0 mg de nisina
por litro, aumentou a vida Gtil do produto (DELVES-BROUGHTON, 2005).

Pereira, (2004) avaliou a influencia da nisina em salsichas, durante o
armazenamento e seu papel na vida de prateleira do produto. A nisina foi aplicada
utilizando o produto comercial Chrisin, o qual contém nisina na concentragéo de 10°
Ul/g. As salsichas foram tratadas com adicdo de nisina ha massa na concentragao
de 200Ul/g e 500Ul/g e ou por imersdao em solucao de acido fosforico 0,1%,
contendo 200Ul/g e 500Ul/g. Os resultados mostraram que embora nao tenha
ocorrido degradacdo da nisina durante o armazenamento, ndo houve inibicado do
crescimento de bactérias mesofilas, portanto a utilizagdo de nisina nao resultou em

beneficio a vida de prateleira das salsichas.
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De Barros, (2009) observou que a aplicagdo conjunta de nisina e acido
fosférico na etapa de hidratacdo da tripa, somando ao armazenamento em baixa
temperatura (4°C) sao obstaculos que apresentam potencial no controle do
crescimento de bactérias laticas em salsichas.

A inibicdo de Listeria monocytogenes (10° UFC/g) também foi verificada em
salsichas fermentadas tipicas da Turquia, durante 20 e 25 dias quando foi utilizada
nisina na concentracao de 50 e 100 Ul/g respectivamente (HAMPIKYAN; UGUR,
2007).

Embora muitos resultados comprovem beneficios do uso de nisina como
conservante em produtos carneos, sua aplicacdo tem apresentadc 30 5
problemas. Segundo Davies et al., (1999), a eficiéncia da nisina depende da
natureza do sistema carneo e do organismo alvo. Baixa eficacia pode ser resultado
da ligacdo da nisina com proteinas da carne, mistura irregular, pouca absorcéo
dentro da matriz de carne, interferéncia do fosfolipideo e instabilidade da nisina ao
aquecimento em condi¢des de pH neutro.

Diversos estudos tém comprovado que a acdo antimicrobiana da nisina é
potencializada quando utilizada em sinergia com outros tratamentos. Entre os
tratamentos utilizados pode-se citar: a adicdo de acidos organicos, adicdo de outra
bacteriocina ou a adigdo de outros conservantes naturais. (DE BARROS, 20 31

Geornaras et al.,(2006) verificaram que a aplicacao de acido acético, acido
latico ou benzoato de potassio individualmente em salsichas defumadas embaladas
a vacuo e estocadas a 10°C reduziu a populacao de Listeria monocytogenes em 0,4
a 1,5 log/UFC/cm?, porém quando aplicados em conjunto com nisina (500 Ul/ml) a
reducdo foi de 2,1 a 3,3 log/lUFC/cm? demostrando que o efeito da nisina é
potencializado na presenca de acido.

O efeito da combinagdo de nisina com lactato de sédio ou citrato de sddio,
aplicados em salsichas de suino armazenadas a 4°C por 10 dias foi avaliada por
Scannell et al.,(1997). Os resultados indicaram que a combinacao de 2% de lactato
de s6dio e nisina (500UL/ml) foi a mais efetiva no controle da contagem total de
bactérias aerdbias meséfilas, onde ndo houve nenhum crescimento até o 7°dia.

Os varios estudos apresentados mostram que o uso de bacteriocinas como
uma Unica barreira no crescimento microbiano em alimentos ndo é a melhor escolha,
reforcando a concepcdo que métodos combinados de conservacao podem ser
usados como garantia de alimento seguro (DE MARTINIS et al., 2002).
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2.4 Acidos organicos e seus sais

O lactato de sédio e potassio sdo amplamente utilizado na industria carnea
para melhorar a seguranca alimentar e estender a vida de prateleira de produtos
carneos. O mecanismo especifico antimicrobiano é bastante complexo. Em primeiro
lugar o lactato diminui a atividade de agua, que é um parametro importante no
controle do crescimento microbiano. Além disso, o lactato apresenta especifica
atividade antimicrobiana, o chamado efeito do ion lactato. Esta atividade € devido ao
fato de que na solugdo existe um equilibrio entre as formas dissociadas e nao
dissociadas. A forma nao dissociada é capaz de passar facilmente através da
membrana celular e dissociar-se dentro dela e conseqientemente acidificar o seu
interior, provocando até a morte do microrganismo (FERREIRA, 1999).

O é&cido latico € um acido organico comestivel que tem caracteristicas
semelhantes ao sal comum, com excecao ao que se refere ao sabor. O seu uso é
apreciado na alimentacao pelo seu sabor acido e por ndo mascarar outros
componentes (PARDI et al.,2007). A temperatura ambiente, o &cido latico é um
liquido incolor ou ligeiramente amarelado, miscivel com agua em todas as
proporcoes. Grande parte de sua atividade antimicrobiana € devida a queda do pH
que ele provoca. Lactato de sédio e potassio podem ser utilizados em produtos
carneos em niveis variando em 2 e 4% sem interferir negativamente na qualidade
sensorial ( STEKELENBURG, 2003).

Um desenvolvimento bastante novo nesse campo é uso de uma
combinacao de lactato de sodio ou de potassio e de diacetato de sédio. Como os
lactatos, o diacetato de sodio € um (GRAS) substancia segura e ja utilizado em
alimentos para controle de pH e como agente antimicrobiano (KALINOWSKI ;
TOMPKIN 1999).

Usando combinacdes de lactatos com diacetato de sodio trés obstaculos
adicionais sao incorporados em produtos carneos. A combinacao reduz a atividade
de agua do produto e € composto por dois ingredientes antimicrobianos: acido latico
e acido acético. Stekelenburg (2003) j& mostravam a vantagem do uso de uma
combinacdo de lactato e diacetato de em salsicha e presunto cozido para inibir a
desenvolvimento de Listeria monocytogene e outros patogenos (MBANDI; SHELEF,
2002; BARMPALIA et al.,2005).
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Os acidos organicos sado bacteriostaticos mais eficientes, normalmente, a
baixas temperaturas. O &cido latico, produto caracteristico da fermentagdo por
bactérias laticas, pode reduzir o pH em niveis em que o desenvolvimento de micro-
organismos deteriorantes (Pseudomonas), patogénicos (Salmonella) e toxigénicos
(Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum) é inibido (HOLZAPFEL; GEINSEN;
SCHILLINGER, 1995).

Sua acao antibacteriana é, sobretudo, em relacdo aos anaerobios. O acido
latico € muito estavel em relacdo ao calor, resistindo a temperaturas elevadas. O
acido latico atua sobre um variado espectro de microrganismos, possibilitando um
controle microbiol6gico, ndo s6 durante a fase de processamento, como também
durante a fase de distribuicdo e comercializacdo do produto. Desta forma, podemos
dizer que o acido latico é possuidor tanto de um efeito bacteriostatico quanto
bactericida. O aumento de vida de prateleira usualmente observados com adicéo de
1,8% esta entre 50 a 110% em produtos cozidos (FERREIRA, 1999).

A natureza lipofilica dos &cidos nao dissociados permite a difusdo pela
membrana celular, causando desnaturacdo crescente da membrana e das enzimas
de transporte (AMMOR; MAYO, 2007).

Diante do exposto nesta revisdo bibliografica, a contaminacao por bactérias
aerdbias mesofilas, bactérias laticas e Listeria monocytogenes adquiridos durante o
processo de producdo de salsichas pode ser controlado, através da aplicacdo da
teoria dos obstaculos, usando duas ou mais estratégias, cada uma de baixa
intensidade, de modo a néo afetar as propriedades sensoriais do produto, mas
individualmente atacando alvos celulares, que pode levar a morte da célula alvo
(LEISTNER & GOULD, 2002).

A inclusdo de acidos organicos e seus sais na formulacdo de produtos
prontos para o consumo tém sido estudados e tem sido eficaz (STEKELEMBRUG,
2003; BARMPALIA et al., 2005; DIEZ et al., 2008).

Outros trabalhos, também mostraram que a utilizacdo em conjunto de
antimicrobianos como acidos organicos e seus sais e bacteriocinas aplicados na
forma de imersdo ou pulverizacao apresentam um potencial para o controle de
Listeria monocytogenes e bactérias deteriorantes em produtos carneos (SAMELIS et
al., 2001 e 2005; ISLAM et al., 2002; LU et al., 2005).
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Porém poucos estudos avaliaram o efeito da combinacédo de antimicrobianos
na formulacdo seguido de um pds-tratamento térmico (BARMPALIA et al., 2004;
GEORNARAS et al.,2006).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Preparacao das salsichas

As salsichas foram elaboradas em uma industria Frigorifica, sob regime de
fiscalizacdo SIF, localizada no estado do Rio Grande do Sul. A industria, onde foi
realizado o estudo, possui implantado na linha de producéo da salsicha, ferramentas
da qualidade, como BPF (Boas praticas de fabricacao), APPCC (Analises de perigos
e pontos criticos de controle) e PPHO (Procedimento padrao de higiene
operacional).

Para a elaboracado da salsicha foi utilizada a seguinte formulag@o sugerida por
Terra (1998) com adaptacdes da industria: Carne mecanicamente separada de aves
(CMS), (44%), agua (12%), carne bovina (15%), carne suina (13%), emulsao de pele
(6,5%), proteina texturizada de soja (PTS) (5%), fécula (1,9%), sal (1%), condimento
de salsicha (0,8%), acucar (0,25%), eritorbato de sodio (0,2%), polifostato de sodio
(0,2%), nitrito e nitrato de sédio (0,1%) e corante (0,05%).

O fluxograma do processo de fabricagdo da salsicha utilizada na empresa em
que foi realizado o estudo esta apresentado na figura 1.

A elaboragdo das salsichas iniciou-se com a moagem da carne suina e

bovina, o CMS foi triturado no quebrador de blocos. Posteriormente as matérias-
primas carneas foram levadas para o cutter e adicionadas dos demais ingredientes
até a formacao de uma massa homogénea. A massa obtida foi divida em trés lotes
de 10 kg cada. Em dois lotes, foi acrescentada, uma quantidade pré-definida de sais
de acidos organicos e misturado por mais um minuto no cutter.
A um lote de massa foi adicionado 2,5% de solucao de lactato de sédio e em outro
lote foi adicionado uma mistura de 2,5% de solucdo de lactato de potassio e
diacetato de sddio. A solucao de lactato de potassio e diacetato de sédio possuem
uma concentracdao de 56% de lactato de potassio e 4% de diacetato de sédio. A
solucdo de lactato de s6dio possui uma concentracao de 60% de lactato de sédio.
No lote controle ndo foi adicionado sais de acidos organicos na formulagao.
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Pesagem das matérias-primas

ﬂ

Homogeneizagéo - cutter

|

Embutimento

|

Cozimento- 74°C (interno) — PCC  (B)

|

Resfriamento- Banho de aspersao

|

Resfriamento — camara fria 5°C (interno)

{

Retirada do envoltério

!

Imersdo nas solugdes de tratamento

!

Embalagem priméaria (vacuo)

|

Embalagem secundaria

{

Expedi¢céo- 5°C

Figura 1 — Fluxograma do processo de fabricacdo da salsicha utilizada na empresa
em que foi realizado o estudo.

Apés, os lotes de massa obtidos, foram levadas a sala de embutimento, onde
foram embutidas em tripa artificial de coldgeno com a ajuda da embutideira. Em
seguida, foram encaminhadas a estufa para o cozimento até atingir temperatura
interna de = 74°C, o que resultou em torno de 4 a 5 horas. As salsichas cozidas



33

foram resfriadas em agua potavel a temperatura de 15°C através de chuveiros de
aspersao por 15 minutos, e posteriormente armazenadas em camara fria a
temperatura de 0° C por 4 horas, até a salsicha atingir a temperatura interna de
< 5°C.

Posteriormente as salsichas foram direcionadas a sala de retirada de
embalagem, onde foram removidas manualmente as tripas de colageno. Apés a
remocao das tripas de colageno, os lotes de salsichas produzidos foram imersos por
2 minutos em diferentes solugcdes de antimicrobianos, a temperatura de 0°C,
gerando os tratamentos apresentados na tabela 4. Para os tratamentos T2 e T4,
apds os 2 minutos de imersdo na primeira solucdo (nisina), as salsichas foram
removidas do banho, deixando escorrer a solucdo por 1 minuto, sendo
posteriormente imersa na outra solucao proposta para os tratamentos (acido latico).
Apés os tratamentos de imersao, deixou-se escorrer por cerca de 1 minuto a solugcéo
das salsichas, antes de serem embaladas manualmente a vacuo e armazenadas a
temperatura de 5°C. As solucdes foram preparadas em agua destilada a 0°C, exceto
para a solucdo de nisina que foi preparada com acido fosférico 0,1% grau
alimenticio, mas também a 0°C. Os valores de pH das solu¢des de imersao foram:
3,0 para a solucéao de nisina e de 2,30 para solucao de acido latico.

A Nisina utilizada neste experimento possui uma concentracdo de 200 mg/L.
Esta concentracao utilizada foi baseada nos estudos de Castro ( 2002) .Os demais
antimicrobianos utilizados neste estudo foram utilizados baseado no estudo
realizado por Geornaras et al.,( 2006).

3.2 Analises Microbioldgicas

A analise microbiolégica constou da determinacdo da contagem do numero de
colénias de bactérias aerdbias mesofilas, laticas e da pesquisa de Listeria
monocytogenes, nos dias 0, 7, 14, 21, 28, 35 do periodo de armazenamento da
salsicha a temperatura de 5°C. Uma unidade analitica de 25 g foi retirada
assepticamente de cada amostra das salsichas e homogeneizadas com 225 ml de
agua peptonada a 0,1% em saco estéril. A amostra foi homogeneizada em
Stomacher 400 (Seward Medical) por 1 minuto e diluicdes decimais seriadas foram
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realizadas em agua peptonada 0,1%. Essas anélises foram realizadas em duplicata,
com excecao da pesquisa de Listeria monocytogenes que foi analisada somente
uma amostra de salsicha de cada tratamento, mais o controle, para cada dia de

armazenamento.

Tabela 4 — Tratamentos aplicados a salsicha no presente estudo.

Tratamentos Formulacao Pds-tratamento térmico
C sem antimicrobiano sem antimicrobiano
T1 2,5% de solucao de lactato de sodio | 200 mg/L de solucdo de
nisina
T2 2,5% de solucéao de lactato de sodio | 200 mg/L de solugcdo de

nisina, seguida de imerséo
em 2,5% de solucdo de

acido latico
T3 2,5% solucao de lactato de potassio | 200 mg/L de solugcdo de
e diacetato de sddio nisina
T4 2,5% solucao de lactato de potassio | 200 mg/L de solucao de
e diacetato de sddio nisina, seguida de imersao
em 2,5% de solugdo de
acido latico

3.2.1 Contagem do numero de colbnias de bactérias aerdbias mesofilas

A partir das diluicbes decimais seriadas, aliquotas de 1 ml de cada diluicao
foram transferidas para placas de petri. A seguir, foram adicionados cerca de 20 ml
de Agar padrdao para contagem (PCA- Merck) previamente fundido e resfriado a
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45°C. Apdés homogeneizacdo e completa solidificacdo do Agar, as placas foram
incubadas invertidas a 35°C por 48 horas, conforme metodologia descrita por
BRASIL (2003). O numero de unidades formadoras de colénia (UFC) foi
determinado nas placas de diluicdes adequadas e os resultados expressos em logio
UFC/g.

3.2.2 Contagem do numero de colbnias de bactérias laticas

A partir das diluicoes decimais seriadas, aliquotas de 1 ml de diluigdes foram
transferidas para placas de petri. A seguir, adicionou-se cerca de 20 ml de Agar De
Man,Rogosa e Sharpe (MRS-Merck) previamente fundido e resfriado a 45°C. Apés
homogeneizacdo e completa solidificacdo do meio de cultura, as placas foram
incubadas a 30°C, por 48 horas em jarra de anaerobiose (Oxoid) com sistema de
exaustao de oxigénio (Anaerogen — Oxoid), conforme metodologia proposta por (De
BARROS, 2009). O numero de unidades formadoras de colénia (UFC) foi
determinado nas placas de diluicoes adequadas e os resultados expressos em logio
UFC/g.

3.2.3 Pesquisa de Listeria monocytogenes

Para a pesquisa de Listeria monocytogenes foi seguida a metodologia
proposta de acordo com Lapenda (2010), através do método VIDAS.

As amostras foram homogeneizadas usando duplo enriquecimento,
inicialmente com Caldo LX (enriquecimento primario) em Stomacher e incubadas a
30°C + 1°C por 24h e posteriormente, foram aliquotadas 0,1ml das amostras para
tubos com Caldo LX (enriquecimento secundario) e incubadas a 30°C + 1°C por 24h.
Em seguida, foi retirada aliquota de 2ml da amostra em caldo LX para aquecimento
a 95°C por 5 minutos; e posteriormente, 0,5ml de cada amostra foi inoculado no
“barrete” e colocado no equipamento mini VIDAS® para realizagdo do ensaio, que

tem duracao de 127 minutos, ocorrendo, ao término, a impressao do resultado.
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Os resultados foram interpretados como auséncia e ou presenca de Listéria

monocytogenes.

3.3 Analise fisico-quimica

A analise fisico-quimicas de pH foi realizada em triplicata no dia 0, 7, 14,
21,28 e 35 dias de armazenamento da salsicha a temperatura de 5°C.

3.3.1 Determinacéo do pH

A determinacao do pH foi realizada em potenciémetro (Testo 205), de acordo
com a metodologia proposta por TERRA & BRUM (1988).

3.4 Analise estatistica

Os dados das analises microbiolégicas (bactérias aerébias mesbfilas e
laticas) foram coletados em duplicata, sendo que cada amostra foi inoculada em
duas placas, totalizando 4 contagens. As determinacdes fisico-quimicas de pH foram
realizadas em triplicata. Todos os dados obtidos foram submetidos a analise de
Variancia (ANOVA), sendo que as médias foram comparadas pelo teste de Tukey,
considerando o nivel de significancia de 5% (p<0,05) através do programa de

estatistico Bioestatic. 5.0.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analises microbioldgicas

4.1.1 NUmero de colbnias de bactérias aerdbias mesdfilas

A tabela 5 apresenta os valores médios e o desvio padrdo do numero de
colénias de bactérias aerdbias meséfilas em salsichas, submetidas a adigcdo de
antimicrobianos na formulacdo e no pés-tratamento térmico, embaladas a vacuo
durante o periodo de armazenamento de 35 dias a temperatura de 5°C. Os
resultados sugerem que a contagem total de bactérias aerdbias mesofilas seja
decorrente da multiplicacdo das bactérias laticas (tabela 6), pois, os valores dos
ensaios microbiolégicos seguem uma tendéncia, ou seja, tendem a um mesmo

comportamento.

Tabela 5 — Valores médios e desvio padrdo do nuimero de colénias de bactérias
aerébias mesofilas em salsichas submetidas a adicdo de
antimicrobianos na formulacdo e no pés-tratamento térmico, embaladas
a vacuo durante o periodo de armazenamento de 35 dias a temperatura
de 5°C.

Dias de armazenamento

0 7 14 21 28 35

C 35+0,20®° 45+0,45° 58+0,51® 6,0+0,40° 6,85+0,37° 7,0+0,50°

T1 29+0,31° 3,0+039° 40+037° 48+0,11° 55+0,25° 6,5+0,50°

T2 2,48+0,58° 2,5+0,25° 3,50+0,40° 4,0+0,18° 4,2+0,25° 45+0,3°

T3 26+0,45° 27+0,31° 39+021° 45+0,30° 50+0,29° 6,0+0,5°

T4 2,15+050% 22+0,40° 3,0+035% 33+0,279 34+0279 35+0,25°

Médias acompanhadas por letras diferentes na mesma coluna e no mesmo dia apresentam diferenga
significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey.C: controle (sem adigdo de antimicrobianos na formulagéo e
no pods-tratamento térmico); T1: 2,5% de solucdo de lactato de sédio na formulagdo e imersdo em
200 mg/l de solugéo de nisina; T2: 2,5% de soluc¢do de lactato de sédio na formulagdo e imersao em
200 mg/l de solugéo de nisina seguida de 2,5% de solug¢do de acido latico; T3: 2,5% de solugcédo de
lactato de potéssio e diacetato de sddio na formulagéo e imersdo em 200 mg/l de solugdo de nisina;
T4: 2,5% de solucdo de lactato de potassio e diacetato de sédio na formulagédo e imersdao em 200
mg/l de solucao de nisina seguida de 2,5% de solugao de acido latico.
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Observa-se que os valores das contagens do dia zero (0) em todos os
tratamentos foram significativamente (p< 0,05) menores do que a amostra controle.
Até o sétimo dia de armazenamento, o crescimento do numero de colbnias de
bactérias aerdbias mesdfilas, manteve-se praticamente inalterado em relagéo ao dia

zero, com excegao do controle, como pode ser visto na figura 2.
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Figura 2 — Valores médios e desvio padrdo do numero de colénias de bactérias
aerébias mesofilas em salsichas submetidas a adicdo de
antimicrobianos na formulacdo e no pés-tratamento térmico, embaladas
a vacuo durante o periodo de armazenamento de 35 dias a temperatura
de 5°C.

Sendo:

C: controle (sem adigao de antimicrobianos na formulagao e no pés-tratamento térmico); T1: 2,5% de
solucéo de lactato de sédio na formulagéo e imersdao em 200 mg/l de solugao de nisina; T2: 2,5% de
solucéo de lactato de sédio na formulagdo e imersdao em 200 mg/l de solugdo de nisina seguida de
2,5% de solugéo de acido latico; T3: 2,5% de solucado de lactato de potassio e diacetato de sédio na
formulagao e imersdo em 200 mg/l de solugéo de nisina; T4: 2,5% de solugao de lactato de potassio e
diacetato de sodio na formulacao e imersdao em 200 mg/l de solugao de nisina seguida de 2,5% de
solucao de &cido latico

Tais resultados mostram uma sinergia inicial entre os antimicrobianos
adicionados na formulacdo e no pés-tratamento térmico. Essa reducédo inicial,

observada nos tratamentos T1, T2, T3 e T4, em relagdo ao controle, sugerem uma
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acao bactericida tanto dos sais de acidos organicos adicionados na formulacao
como também uma agéo bactericida da nisina sozinha ou em seqiéncia com o acido
latico no pdés-tratamento térmico, pois, de acordo com Stekelenburg (2003), os ions
lactato apresentam tanto um efeito bacteriostatico como bactericida devido a sua
capacidade de provocar um desequilibrio celular, reduzindo o pH e retardando o
crescimento celular e, em alguns casos até levando a morte dos microrganismos, e,
de acordo com Lucke (2000) a nisina exerce seu efeito inibitorio pela formacao de
poros na membrana celular, desestabilizando e alterando a permeabilidade das
células sensiveis.

Porém, este efeito bactericida foi verificado somente até o sétimo dia de
armazenamento. No 14° dia de armazenamento observou-se um crescimento no
namero de colénias de bactérias aer6bias mesdbfilas, para todos os tratamentos,
seguindo esta tendéncia até o final do periodo de armazenamento.

No entanto, verificou-se que, os tratamentos T2 e T4 apresentaram uma
reducao significativa (p< 0,05) na contagem total de microrganismos aerdbios
mesdfilos, apds 35 dias de armazenamento em relagéo ao controle (figura 2).

Esses resultados estao de acordo com Martinez et al.,(2002), que verificaram
que, a aplicacdo conjunta de nisina e acido latico apresentou maior eficiéncia na
reducdo de bactérias aerdbias mesédfilas que a adicdo dos compostos
separadamente, quando utilizado na superficie de carcacas bovina, confirmando
desta forma, a acao sinergistica entre o acido latico e a nisina. A agcao sinergistica
entre a nisina e diferentes acidos na inibicdo de microrganismos gram-positivos ja foi
comprovado por outros autores (GEORNARAS et al., 2006; LOPEZ-
MENDOZA;RUIZ;MATA, 2007).

Porém, os tratamentos T2 e T4 apresentaram entre si diferencas estatisticas
(p< 0,05), onde o banho de imersdo em nisina seguida de &cido latico foi mais eficaz
quando foi utilizada na formulagédo da salsicha a mistura de lactato de potassio com
diacetato de sédio (T4), obtendo as maiores redugdo no numero de colbnias de
bactérias aerdbias mesdfilas, 3,5 logio UFC/g em comparacdo com 2,5 log1oUFC/g
do tratamento T2, ap6s 35 dias de armazenamento em relacdo ao controle. Este
resultado pode estar relacionado a mistura de lactato de potassio com diacetato de
sédio conter dois ingredientes antimicrobianos: acido latico e acido acético
(STEKELENBURG, 2003).
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Resultados semelhantes a este trabalho foram encontrados por Mbandie e
Shelef, (2002) que mostraram que a combinagdo de lactato e diacetato de sodio
apresentou o maior efeito se comparado a adicdo somente de lactato de sédio na
reducao de bactérias aerdbias mesdfilas, quando aplicado na superficie de carcacga
bovina. Diferentemente, Diez et al.,(2008), utilizando a mesma concentracao
utilizada neste estudo, da mistura de lactato de potassio e diacetato de sédio em
linglica cozida (chouri¢o), ndo apresentou um efeito significativo na reducao das
bactérias aer6bias mesdbfilas, porém nesse estudo, os referidos antimicrobianos s6
foram adicionados na massa, nao sofrendo nenhum tratamento no pos-
processamento térmico, sendo que as bactérias deteriorantes crescem
principalmente na superficie do produto.

Os tratamentos T1 e T3 apresentaram respectivamente 0,5 e 1 logio UFC/g
de reducao no crescimento do numero de colénias de bactérias aerébias mesofilas,
em relacdo ao controle apds 35 dias de armazenamento, ndo apresentando uma
reducao significativa (p< 0,05). Também, ndao houve diferenca estatistica entre os
tratamentos T1 e T3, mostrando que a imersao em nisina, no pds-tratamento térmico
nao apresentou diferengcas quanto ao antimicrobiano adicionado na formulagao.
Sugerindo desta forma, que esses tratamentos apresentaram somente um efeito
bacteriostatico (em relagdo ao dia 0), mas nao bactericida, pois ao final do periodo
de armazenamento as contagens foram préximas ao controle.

A incapacidade da nisina em manter a sua atividade durante o
armazenamento esta na quantidade insuficiente de nisina, para agir com todas as
células-alvo, a inativagdo por componentes alimentares, o desenvolvimento de
microrganismos resistentes a nisina e, demonstrando também, que a nisina nao é
efetiva para todo o grupo de bactéria gram-positiva (MURIANA, 1996). Confirmando
que o efeito da nisina precisa ser reforcado pela combinacdo com outros
tratamentos, como os antimicrobianos, utilizados no tratamento T4.

Resultados deste trabalho, estdo de acordo com Castro (2002), que observou
que o tratamento superficial de salsichas com nisina (200 ppm de Nisaplin, em
solucdo de acido fosférico 0,1% grau alimenticio), ndo causou reducgao significativa
na populacéao de bactérias aerdbias meséfilas a temperaturas de 8° ou 12°C. Pereira
(2004) também nao observou atividade antimicrobiana da nisina sobre bactérias

mesofilas, em salsichas imersas nesta solugao.
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Como a legislacao, RDC n?® 12 de 02 de janeiro de 2001 da ANVISA, néo
apresenta padrdes microbioldgicos de bactérias aerdbias meséfilas para a salsicha,
foi considerado como limite o valor de < 4 log1o UFC/g, adotado pela empresa, para
verificar o final da vida de prateleira. Assim, a amostra controle, no sétimo dia, ja nao
estava dentro dos padrées microbiolégicos estipulados para tal produto, sendo
considerada inadequada para o consumo, do ponto de vista microbiolégico. O
tratamento T1 e T3 apresentaram uma vida de prateleira de somente 14 dias, mas
acrescentaram ao produto 7 dias a mais na vida de prateleira em relacdo ao
controle. O tratamento T2 apresentou uma vida de prateleira de 21 dias
acrescentaram ao produto 14 dias a mais na vida de prateleira em relacdo ao
controle. Porém o tratamento T4, no final da vida de prateleira estipuladora pela
industria, ndo atingiu o valor de <4 logio UFC/g, sendo assegurada a sua qualidade
em termos microbiolégicos, acrescentando 28 dias a mais na vida de prateleira da
salsicha em relacdao ao controle. Esses resultados mostraram que as salsichas
submetidas ao tratamento T4, apresentaram uma maior vida Gtil comparada aos
outros tratamentos utilizados neste estudo (T1, T2 e T3), quando considerado os
microrganismos aerobios mesofilos, sugerindo-se, portanto, um aumento para a vida

util da salsicha além da proposta pela empresa.

4.1.2 NUmero de colbnias de bactérias laticas

A tabela 6 apresenta os valores médios e o desvio padrdo do numero de
colénias de bactérias laticas em salsichas, submetidas a adicado de antimicrobianos
na formulacdo e no pés-tratamento térmico, embaladas a vacuo durante o periodo
de armazenamento de 35 dias a temperatura de 5°C.

Observa-se que os valores das contagens do dia zero (0) em todos os
tratamentos foram significativamente (p< 0,05) menores do que a amostra controle.
Até o sétimo dia de armazenamento, o crescimento do numero de colbnias de
bactérias laticas, manteve-se praticamente inalterado em relacdo ao dia zero, com
excecdo do controle, semelhantemente ao comportamento dos microrganismos

aerébios mesodfilos, sugerindo as mesmas razdes para tal comportamento. Tais
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resultados mostraram uma sinergia inicial entre antimicrobianos adicionados na
formulacéo e no p6s-tratamento térmico, também para as bactérias laticas.
Semelhante ao comportamento dos microrganismos aerébios mesofilos, este
efeito bactericida, foi verificado somente até o sétimo dia de armazenamento, como
pode ser verificado na figura 3. No 14° dia de armazenamento observou-se um
crescimento no numero de colbénias de bactérias laticas, para todos os tratamentos,
seguindo esta tendéncia até o final do periodo de armazenamento.
Verificou-se que, os tratamentos T2 e T4 apresentaram uma reducao significativa
(p< 0,05) no numero de bactérias laticas, apdés 35 dias de armazenamento em
relagdo ao controle, semelhante aos microrganismos aerobios meséfilos. Porém, os
tratamentos T2 e T4 apresentaram entre si diferencas estatisticas (p< 0,05), onde o
banho de imersao em nisina seguida de acido latico foi mais eficaz quando utilizada
na formulagdo da salsicha a mistura de lactato de potassio com diacetato de sédio
(T4), obtendo as maiores reducdo no numero de colénias de bactérias laticas, 4,5
logio UFC/g em comparagéo com 3,2 log1oUFC/g do tratamento T2 ap6s 35 dias de
armazenamento em semelhante aos

relacdo ao controle, resultados para

microrganismos aerobios mesofilos.

Tabela 6 — Valores médios e desvio padrdo do numero de colénias de bactérias
laticas em salsichas submetidas a adicdo de antimicrobianos na
formulagdo e no pos-tratamento térmico, embaladas a vacuo durante o
periodo de armazenamento de 35 dias a temperatura de 5°C.

Dias de armazenamento

0 7 14 21 28 35

C 38+050® 45+0,29%° 51+0,44%® 6,1+0,90° 7,0+0,33% 7,5+0,782
T1 2,7+0,11° 3,0+0,33° 3,7+0,30° 4,0+0,41° 5,0+0,45° 6,6+0,26°
T2 2,3+0,19° 25+0,60° 3,1+0,18° 3,2+0,50° 3,4+0,22° 4,3+0,26°
T3 25+0,14° 27+0,52° 3,4+0,45° 4,0+0,39° 5,0+0,20° 6,8+0,22°
T4 2,05+0,22° 2,09+0,39° 2,6+0,27° 3,2+0,48° 3,3+0,29° 3,0+ 0,67°

Médias acompanhadas por letras diferentes na mesma coluna e no mesmo dia apresentam diferenga
significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey.C: controle (sem adi¢do de antimicrobianos na formulagao e
no pods-tratamento térmico); T1: 2,5% de solucdo de lactato de sédio na formulagdo e imersdo em
200 mg/l de solugao de nisina; T2: 2,5% de solugdo de lactato de sédio na formulagdo e imersao em
200 mg/l de solugao de nisina seguida de 2,5% de solugédo de acido latico; T3: 2,5% de solugcédo de
lactato de potassio e diacetato de sodio na formulagéo e imersdo em 200 mg/l de solugdo de nisina;
T4: 2,5% de solugdo de lactato de potassio e diacetato de sédio na formulagdo e imersdao em 200
mg/l de solugéo de nisina seguida de 2,5% de solugéo de acido latico
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A acado sinergistica entre a nisina e diferentes acidos na inibicdo de
microrganismos gram-positivos ja foi comprovado por outros autores (GEORNARAS
et al., 2006; LOPEZ-MENDOZA; RUIZ; MATA, 2007).

log UFC/g

[
wu
|

[y
(5]

Dias de armazenamento

Figura 3 — Valores médios e desvio padrdo do numero de colbnias de bactérias
laticas em salsichas submetidas a adicdo de antimicrobianos na
formulagdo e no pos-tratamento térmico, embaladas a vacuo durante o
periodo de armazenamento de 35 dias a temperatura de 5°C.

Sendo:

C: controle (sem adigao de antimicrobianos na formulagao e no pés-tratamento térmico); T1: 2,5% de
solucéo de lactato de sédio na formulagéo e imersdao em 200 mg/l de solugao de nisina; T2: 2,5% de
solucéo de lactato de sédio na formulagdo e imersdao em 200 mg/l de solugdo de nisina seguida de
2,5% de solucao de acido latico; T3: 2,5% de solugao de lactato de potassio e diacetato de sodio na
formulagéo e imersdo em 200 mg/l de solugéo de nisina; T4: 2,5% de solugao de lactato de potassio e
diacetato de sodio na formulagao e imersdao em 200 mg/l de solugao de nisina seguida de 2,5% de
solucao de &cido latico

Os tratamentos T1 e T3 apresentaram respectivamente 0,9 e 0,7 logo UFC/g
de reducao no crescimento do nimero de colbnias de bactérias laticas, em relacao
ao controle apés 35 dias de armazenamento, nao apresentando um efeito
significativo (p< 0,05), sugerindo desta forma, que esses tratamentos apresentaram
somente um efeito bacteriostatico, (em relacdo ao dia 0) mas nao bactericida, pois
ao final do periodo de armazenamento as contagens foram préximas ao controle,

semelhante ao comportamento dos microrganismos aerdbios mesofilos.
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Porém, diferentemente dos microrganismos aerdbios meséfilos, o tratamento
T3, obteve as maiores contagens para bactéria laticas, sendo, portanto a aplicacdo
no pés-tratamento térmico de nisina, mais eficaz, utilizando na formulagéo lactato de
sédio. DIEZ et al.,(2008), utilizando lactato de potassio a 3% na formulacdo da
lingliga cozida (chourigo), apresentou uma maior redugdo no crescimento das
bactérias laticas, comparado com a mistura de lactato de potassio e diacetato de
sodio.

Resultados deste trabalho, estdo de acordo com Castro (2002), que observou
que o tratamento superficial de salsichas com nisina (200 ppm de Nisaplin, em
solucdo de acido fosférico 0,1% grau alimenticio), ndo causou reducgéo significativa
na populacao de bactérias laticas a temperaturas de 8° ou 12°C. Confirmando que o
efeito da nisina precisa ser reforcado pela combinacdo com outros tratamentos,
como os antimicrobianos, utilizados no tratamento T4, também para as bactérias
laticas.

Como a legislacao, RDC n°® 12 de 02 de janeiro de 2001 da ANVISA, nao
apresenta padrdes microbiolégicos de bactérias laticas para a salsicha, foi
considerado como limite o valor de < 4 logso UFC/g, adotado pela empresa, para
verificar o final da vida de prateleira. Assim, a amostra controle, no sétimo dia, ja ndo
estava dentro dos padrées microbiolégicos estipulados para tal produto, sendo
considerada inadequada para o consumo, do ponto de vista microbiolégico. Como
exposto por Jay (2005) e Battistella (2008) e confirmado através deste estudo, em
salsichas refrigeradas e embaladas em condi¢gées anaerdbias, as bactérias laticas
fazem parte da microbiota predominante.

Os tratamento T1e T3 apresentaram uma vida de prateleira de 21 dias,
acrescentando ao produto 14 dias a mais na vida de prateleira em relacdo ao
controle. O tratamento T2 apresentou uma vida de prateleira de 28 dias,
acrescentando ao produto 21 dias a mais na vida de prateleira em relacdo ao
controle. Porém o tratamento T4, no final da vida de prateleira estipuladora pela
industria, nao atingiu o valor de < 4 log UFC/g, sendo assegurada a sua qualidade,
em termos microbiolégicos, acrescentando 28 dias a mais na vida de prateleira da
salsicha em relagdo ao controle. Esses resultados mostraram que as salsichas
submetidas ao tratamento T4, apresentaram uma maior vida Gtil comparada aos

outros tratamentos utilizados neste estudo (T1, T2 e T3), quando considerado para
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as bactérias laticas, sugerindo-se, portanto, um aumento para a vida util da salsicha

além da proposta pela empresa.

4.1.3 Pesquisa de Listeria monocytogenes

A tabela 7 apresenta a ocorréncia de Listeria monocytogenes em salsichas
submetidas a adicdo de antimicrobianos na formulacdo e no pés-tratamento térmico
embaladas a vacuo durante o periodo de armazenamento de 35 dias a temperatura
de 5°C.

Tabela 7 — Ocorréncia de Listeria Monocytogenes em salsichas submetidas a
adicdo de antimicrobianos na formulacdo e no pés-tratamento térmico,
embaladas a vacuo durante o periodo de armazenamento de 35 dias a
temperatura de 5°C.

Dias de armazenamento

Tratamentos 0 7 14 21 28 35

Controle Presenca Presenca Presenca Presenca Presenca Presenga
T Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Presenca Presencga
T2 Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia
T3 Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia
T4 Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia

C: controle (sem adicdo de antimicrobianos na formulagdo e no pés-tratamento térmico); T1: 2,5% de
solucéo de lactato de sédio na formulagéo e imersdao em 200 mg/l de solugao de nisina; T2: 2,5% de
solugéo de lactato de sédio na formulagéo e imersdao em 200 mg/l de solugéo de nisina seguida de
2,5% de solugdo de acido latico; T3: 2,5% de solugao de lactato de potéssio e diacetato de sddio na
formulagéo e imersdo em 200 mg/l de solucédo de nisina; T4: 2,5% de solugéo de lactato de potassio
e diacetato de sodio na formulacao e imersdo em 200 mg/l de solugao de nisina seguida de 2,5% de
solucao de &cido latico

Observa-se que na amostra controle foi detectada a presenca de Listeria
monocytogenes do inicio (dia zero) ao final do periodo de armazenamento de 35
dias. Correlacionando estes resultados com os valores de pH apresentados na
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tabela 8, verificamos que houve crescimento de Listeria monocytogenes em uma
grande faixa de pH de 6,3 a 4,8. De acordo com Jay, (2005) o pH de 6 a 8, é
considerada a faixa étima de crescimento, embora algumas pesquisas tenham
demonstrado o0 seu crescimento em pH de 4,1 a 9,6, como pode ser isto no atual
estudo. Também de acordo com a Instrugdo Normativa n® 9 do MAPA, os produtos
prontos para o consumo, que apresentam risco a saude, quanto a presenca de
Listeria monocytogenes estao compreendidos na faixa de pH > 4,4.

Petinatti; Telles; Ballian, (2006) verificaram a presenga de Listeria
monocytogenes em 218 (55,4%) das 394 amostras de salsichas tipo hot dog
comercializadas na cidade de Sao Paulo. Lapenda (2010) verificou na cidade do
Recife que, entre os embutidos analisados, as salsichas apresentaram os maiores
indices de contaminacéo para Listeria spp. com 18,75% e 16,67% e para Listeria
monocytogenes.

A alta ocorréncia de Listeria monocytogenes nas salsichas controle, mesmo
ndao havendo correlacdo com dados epidemiologicos de listeriose no Brasil, é
bastante preocupante para a salde publica, em especial, para as pessoas do grupo
de risco como idosos, criangcas e imunocomprometidos, visto que, pode acarretar
graves problemas, como infec¢do do sistema nervoso central, septicemia, meningite,
infeccdo cervical ou intra-uterina em gestantes, podendo provocar aborto
(LAPENDA, 2010; JAY, 2005). Dentre as doengas transmitidas por alimentos, a
listeriose é considerada a de maior taxa de fatalidade (LAPENDA, 2010).

Embora a avaliacdo da matéria-prima e do tratamento térmico da salsicha nao
tenha feito parte deste estudo, e, em razdo da industria onde foi realizado o trabalho
possuir implantado e monitorado na linha de producdo da salsicha a Anélise de
perigos e pontos criticos de controle (APPCC), tendo como Ponto critico de controle
(PPC) a etapa de cozimento, sugere-se que a alta contaminacdo de Listeria
monocytogenes tenha ocorrido na etapa de pés-tratamento térmico, pois segundo
Barretto et al., (2001) o maior risco de contaminacdo com Listeria monocytogenes
provém da contaminacgao pés-processamento térmico, devido a condi¢des higiénicas
deficiente em alguma etapa do processo industrial. Também de acordo com Samelis
e Metaxopoulos (1999) salsichas contaminadas com Listeria monocytogenes que
foram submetidas a temperatura de cozimento de 74°C/ 4-5 horas foi garantida a
sua destruicdo. Cezar (2008) comprovou que a Listeria monocytogenes (na industria

n® 2) isolada na matéria-prima carnea nao foi detectada no produto acabado, apo6s



47

sofrer tratamento térmico nas mesmas condicbes deste estudo, ou seja, temperatura
interna de cozimento da salsicha = 74°C.

Nos tratamentos T2, T3 e T4 nao foi detectada a presenca de Listeria
monocytogenes em salsichas durante o periodo de armazenamento de 35 dias.
Geornaras, et al.,(2006) observaram que todos os tratamentos de imersado no pos-
processamento térmico de linglica chourico (que continham dentre outros, os
mesmos utilizados neste estudo), resultaram em redugdo inicial de Listeria
monocytogenes intencionalmente contaminadas, em relacdo ao controle,
independente da utilizacdo ou ndo da mistura de lactato de potassio e diacetato de
sédio na formulacdo. A inclusdo de antimicrobianos na formulacao foi estudada por
Samelis et al., (2002) e Barpalia et al., (2004) que confirmaram a inibicdo de Listeria
monocytogenes utilizando a combinacao de lactato de sodio e diacetato de sédio em
produtos carneos.

Diante destes resultados, mesmo havendo a possibilidade de ter ocorrido
falhas no processo de higienizacao do pés-tratamento térmico, a utilizacdo de
antimicrobianos na formulacao e pés-tratamento térmico (T2, T3 e T 4) garantiram o
efeito listerial em salsichas armazenadas a temperatura de 5°C.

Ja, no tratamento T1 foi detectada a presenca de Listeria monocytogenes
durante o periodo de armazenamento, ou seja, a partir do 28° dia, até o final do
periodo de armazenamento de 35 dias. Esses dados indicam que a sinergia entre
lactato de sédio na formulacao e nisina no poés-tratamento térmico nao foi eficiente
para garantir o efeito listerial até o final do periodo de armazenamento da salsicha a
temperatura de 5°C. A incapacidade da nisina em manter a sua atividade listerial
durante o armazenamento esta de acordo com outros estudos em produtos prontos
para o consumo (LUCHANSKY; CALL, 2004; SAMELIS et al., 2005), evidenciando
que, a acao da nisina precisa ser reforcada com a acado de outros tratamentos, no
caso deste estudo do acido latico, como pode ser observado no tratamento T2.

Diferentemente, Castro (2002) observou que o tratamento superficial de
salsichas com nisina (200ppm em solucdo de &cido fosférico 0,01%) reduziu
significativamente a populacdo de Listeria monocytogenes em salsichas
artificialmente contaminadas. Corroborado por GEORNARAS et al.,, (2005) que
mostrou que a acdo sequencial de nisina seguida de acido latico resultou em
inibicdo total de Listeria monocytogenes em fatias de presunto e mortadela durante
o periodo de armazenamento de 48 dias.
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Apesar de, a RDC N° 12 da ANVISA, nao definir padrdes especificos para a
Listeria monocytogenes em salsichas, a Instrugdo Normativa n? 09, do MAPA, define
auséncia de Listeria monoctogenes em 25 g para salsichas. Desta forma, o
tratamento T1, no 28° e 35° dias de armazenamento apresentaram resultados
(salischa) que foram considerados improprios para 0 consumo, pois sdo passiveis

de causarem graves surtos de infeccdes alimentares.

4.2 Analise Fisico-quimica

4.2.1 Determinacdo do pH

Os valores de pH das salsichas submetidas aos diferentes tratamentos estao
apresentados na tabela 8. A amostra controle, apresentou valor de pH de 6,3 no dia
zero (0) e apés 35 dias de armazenamento apresentou uma reducdo significativa,
atingindo um pH de 4,8. Correlacionando este resultado com o crescimento
microbiano, a redugcédo do pH das amostras controle pode ser justificado pelo maior
crescimento da populacao de bactérias laticas (figura 3), que de acordo com DIEZ
et al.,(2008) as bactérias laticas principalmente heterofermentativas, tornam-se a
microflora predominante em salsichas, durante o armazenamento produzindo o

acido latico que consequentemente reduz o pH.
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Tabela 8 — Valores médios e desvio padrdao de pH das salsichas submetidas a
adicdo de antimicrobianos na formulacdo e no pés-tratamento térmico,
embaladas a vacuo durante o periodo de armazenamento de 35 dias a
temperatura de 5°C.

Dias de armazenamento

0 7 14 21 28 35

C 6,3+001® 58+0,02° 56+0,01° 53+0,02° 50+0,01° 4,8+0,02°
T1 59+0,01° 6,0+0,02° 59+0,01® 6,0£0,01% 6,0+0,01° 6,5+0,02
T2 57+002° 56+0,01° 55+0,03° 54+0,01° 53+0,01° 53+0,02°
T3 59+0,03° 6,0+0,01° 6,0£0,01* 6,1£0,01® 59+0,02*® 6, 4+0,02°

T4 55+0,01° 54+0,01° 52+0,01° 5,1+0,01° 5,3+0,01° 5,4+0,02°

Médias acompanhadas por letras diferentes na mesma coluna e no mesmo dia apresentam diferenga
significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey.C: controle (sem adi¢do de antimicrobianos na formulagao e
no pos-tratamento térmico); T1: 2,5% de solugao de lactato de s6dio na formulagéo e imersdo em 200
mg/l de solucédo de nisina; T2: 2,5% de solucao de lactato de sédio na formulagéo e imersdo em 200
mg/l de solugdo de nisina seguida de 2,5% de solucdo de &cido latico; T3: 2,5% de solugédo de
lactato de potéssio e diacetato de sddio na formulagéo e imersdo em 200 mg/l de solugdo de nisina;
T4: 2,5% de solucdo de lactato de potassio e diacetato de sédio na formulagédo e imersdao em 200
mg/l de solugéo de nisina seguida de 2,5% de solugéo de acido latico

Em todos os tratamentos os valores de pH apresentaram uma reducao inicial
(dia zero) comparada com o controle sendo que os tratamentos T2 e T4, os que
apresentaram as maiores reducdes, 0,6 e 0,8 unidades de pH respectivamente.
Geornaras et. al.,, (2006) em linglica formulada (chourico) ap6s o processo de
imersao em solucdo de nisina seguida de acido latico apresentou redugdes iniciais
semelhantes a este estudo, na ordem de 0,89 unidades de pH, independente da
adicdo ou ndo de antimicrobianos na formulacdo. Ja Geornaras et. al.,(2005)
aplicando os mesmos tratamentos em mortadela e presunto fatiado apresentou
redugdes superiores a este trabalho de 1,31 a 2,12 unidades de pH, provavelmente
devido a facilidade destes produtos absorverem estas solucoes.

Ja os tratamentos T1 e T3 resultaram em pequenas redugdes iniciais de 0,4
unidades de pH , e também apds 35 dias de armazenamento atingiram o0s maiores
valores de pH de 6,5 e 6,4 unidades respectivamente, independente do tipo de

antimicrobiano utilizado na formulacdo, ndo havendo uma explicacdo para o
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ocorrido, pois estes tratamentos (T1e T3) apresentaram os maiores crescimentos de
bactérias laticas. Semelhante ao presente estudo, Geornaras et. al., (2006) também
encontraram pequenas reduc¢des quando lingtica formulada (chourico), mortadela,
presunto e salsichas foram imersas em solucéo de nisina.

Independente das reducdes de pH observadas, nos diversos tratamentos as
maiores reducdes ao final de 35 dias de armazenamento foram observadas nos
tratamentos T2 e T4, com respectivamente 5,3 e 5,4 unidades de pH. Segundo Terra
et. al. (2004), a verificacao do pH dos produtos carneos é utilizada como um dos
critérios de sua qualidade, sendo que valores de pH inferiores a 6,2, tornam os
produtos carneos mais protegidos contra a acdo de microrganismos
indesejaveis.Desta forma, os valores de pH dos tratamentos (T2 e T4) apresentam-
se dentro do limite recomendado, sendo relacionado com o0 menor crescimento

microbiano observado nas tabelas 5 e 6.



5 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos e nas condicdes do presente estudo, pode-
se chegar as seguintes conclusoées:

- Houve um sinergismo entre antimicrobianos adicionados na formulagéo e no
pds-tratamento térmico, para o controle de bactérias aerdbia mesofilas, laticas e
Listeria monocytogenes.

- A adicdo da mistura de lactato de potassio e diacetato de sdédio na
formulacdo da salsicha, seguida de imersao no pés-tratamento térmico de nisina
seguida de acido latico (T4), mostrou ser o mais eficaz no controle dos
microrganismos aerébios mesofilos e das bactérias laticas, contribuindo para o
aumento da vida de prateleira da salsicha em 28 dias, em relagdo ao controle.

- O controle das bactérias aerdbias mesoéfilas e laticas, so6 foi efetivo quando
utilizado no po6s-tratamento térmico nisina seguida de acido latico, independende do
antimicrobiano utilizado na formulacao.

- N&o houve sinergismo entre os antimicrobianos adicionados na formulagéao
e a nisina (utilizada no pés-tratamento térmico), ndo sendo eficaz no controle dos
microrganismos aerdbios mesoéfilos e das bactérias laticas.

- Nao houve crescimento de Listeria monocytogenes utilizando os
antimicrobianos na formulacdo e no poés-tratamento térmico testados nos
tratamentos (T2, T3 e T4), sendo efetivos para o controle de Listeria
monocytogenes.

- A utilizacao de lactato de sddio na formulacao sé6 foi eficaz para o controle
de Listeria monocytogenes, quando utilizado no pés-tratamento térmico a nisina
seguida de &cido latico.

- Mesmo havendo crescimento de Listeria monocytogenes nas amostras
controle a utilizagdo de antimicrobianos na formulagdo e no po6s-tratamento térmico

garantiu a sua eliminacao nos demais tratamentos, com exce¢éo do T1.



6 SUGESTOES

Sugestodes para trabalhos futuros:

- Avaliar o comportamento dos microrganismos, verificados neste estudo, em
todas as etapas de producdo da salsicha, desde a matéria-prima até o produto final,
identificando possiveis fontes de contaminacao;

- Realizar o acompanhamento microbiolégico através da analise de swab de
equipamentos e instalagbes, e também a analise microbiologica do ambiente,
identificando possiveis falhas na higienizacdo que levam a contaminacdo pelos

microrganismos estudados;

- Revalidar o programa de APPCC, identificando os pontos criticos de controle

(PCC) para o controle de Listeria monocytogenes e bactérias laticas;
- Avaliar o produto (salsicha), submetida aos diferentes tratamentos avaliados
neste experimento, também, quanto a analise sensorial, avaliando se a adicdo dos

sais de acidos organicos tem interferéncia sensorial;

- Avaliar o produto (salsicha) quanto ao residual do teor de s6dio e potassio.
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