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RESUMO

O baixo risco dos salames em provocarem a listeriose € atribuido aos obstdculos criados durante processo de
fabricagdo e presentes no produto final. O pH e atividade 4gua baixos, alta concentracdo de sal e a presenca
de bactérias dcido-lacticas e seus metabdlitos secundarios compde barreiras que impedem o desenvolvimento
de Listeria monocytogenes. Neste trabalho avaliou-se o comportamento das curvas de sobrevivéncia deste
patégeno durante o processo de fabricacdo de salames tipo Italiano pouco 4cidos (pH final de 5,2) em trés
formulagdes: inoculada com Lactobacillus plantarum, com adi¢do de 2% lactato de sédio e uma formulacio
sem agentes inibidores intencionais. Cada formulac@o foi contaminada artificialmente com L. monocytogenes
e paralelamente acompanhada por uma testemunha de igual composi¢do. O tamanho das populacdes de L.
monocytogenes foi avaliado semanalmente através de contagem pela técnica de tubos miultiplos (NMP),
durante o periodo de fabricacdo de quatro semanas. Os salames naturalmente contaminados apresentaram
discreto aumento da populacio de L. monocytogenes no inicio do processo, seguidas por reducdo até o final
da maturacio e os salames artificialmente contaminados tiveram reducdo considerdvel da contagem de L.
monocytogenes, principalmente na formulacdo com adi¢do de L. plantarum, seguido pela formulacdo com
lactato de sédio e por dltimo a formulagdo padrio, entretanto ndo se verificou diferenga significativa entre os
tratamentos.
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ABSTRACT

The low risk of salamis in provoking listeriosis is attributed to the obstacles created during production
process and presents in the final product. The pH and low water activity, high concentration of salt and the
presence of lactic acid bacteria and their secondary metabolites compose barriers that prevent the
development of Listeria monocytogenes. In this work the behavior of the survival curves of this pathogen
was evaluated during the production process in salamis Italian type slightly acid (final pH of 5,2) in three
formulations: inoculated Lactobacillus plantarum, with addition of 2% sodium lactate and a formulation
without intentional inhibitors agents. Each formulation was contaminated artificially with L. monocytogenes
and parallel accompanied by a witness sample of equal composition. The size of the populations of L.
monocytogenes was weekly evaluated through counting by the technique of multiple tubes (NMP), during the
period of production of four weeks. The naturally contaminated sausage had presented discreet increase of
the population of L. monocytogenes in the beginning of the process, followed by reduction until the end of
the maturation and the salamis artificially contaminated had considerable reduction of the counting of L.
monocytogenes, mainly in the formulation with addition of L. plantarum, followed by the formulation with
sodium lactate and last the standard formulation, however significant difference was not verified among the
treatments.
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INTRODUCAO

O processo de fabricacdo de embutidos fermentados e dessecados foi criado em
torno do Mediterraneo a séculos, e desde entdo vem sendo aprimorado. A carne moida ou
picada temperada com sal e especiarias, seguida pela secagem em rolos, tornou o salame
uma forma efetiva de preservar a carne (Bacus, 1984). Séculos de desenvolvimento das
técnicas de salga, secagem e acidificacdo através da fermentacdo natural da carne crua
resultou em uma variedade de apreciados produtos trazidos pelos imigrantes para o novo
mundo (Baumgartner, et al., 1980). A variabilidade destes produtos decorre das
tecnologias aplicadas na sua preparacdo e nas proporcdes de carne, suina e bovina, e de
gordura suina (Astiasaram, et al., 1990).

Durante o processo de produgdo, elaboragdo, transporte, armazenamento e
distribuicao, qualquer alimento estd sujeito a contaminagdo por substancias téxicas ou por
bactérias patogénicas, virus e parasitas (Catao, 2001).

A carne e os produtos cdrneos sdo alimentos ricos em nutrientes constituindo-se em
excelentes meios de cultura para uma diversidade de microrganismos. A capacidade de
sobrevivéncia ou de multiplicagdo destes microrganismos depende de uma série de fatores,
relacionados com o préprio alimento - fatores intrinsecos - ou relacionados com as
caracteristicas do ambiente em que estes alimentos se encontram - fatores extrinsecos
(Germer, et al., 1995, Franco, et al., 1996; Jay, 2005).

Embora ao final do processo de fabricagdo de salames, estes produtos apresentem
condigdes restritas de sobrevivéncia para a maioria dos patégenos, a sobrevivéncia da
Listeria monocytogenes ainda é possivel (Borges, et al., 1999). Portanto, o objetivo deste
trabalho foi verificar a sobrevivéncia de Listeria monocytogenes no processo de fabricacdao
de salames tipo italiano de baixa acidez (5,2 — 5,4) produzido sob as condi¢des brasileiras
de fabricacdo e na presenga de Lactobacillus plantarum (HOLBAC — Danisco) e de

Lactato de Sédio intencionalmente adicionados.



CAPITULO 1 - Revisio Bibliografica

1 Padrao de Identidade de Salames

Tradicionalmente as tecnologias de produg¢do de embutidos carneos fermentados
tém sido distintas em duas grandes escolas. A escola Italiana, onde predominam os salames
produzidos principalmente na Itdlia, Espanha e Franca, e a escola Germanica, cujos
principais produtores sdo a Alemanha e paises escandinavos. Cada escola se caracteriza
pelo tipo de produto elaborado. As variedades germanicas sdo preparadas com carne suina
e bovina, levemente temperadas, mas com sabor mais picante devido a acidez maior. Sdo
embutidos semi-secos defumados e freqiientemente cozidos. As variedades italianas, por
sua vez sdo preparadas predominantemente com carne suina bem condimentada, secas e
nido defumadas (Bacus 1984; Orddnez, et al., 1999; Terra, et al., 2004).

A Instru¢ao Normativa N° 22, de 31/07/2000 que fixa os padrdes de identidade
para embutidos curados e fermentados produzidos no Brasil, determina que os salames em
geral devam ser produzidos a partir de carne predominantemente suina (minimo de 60%,
exceto o salame tipo hamburgués, no qual o teor minimo exigido de carne suina é de 50%)
e toucinho, sendo, portanto, permitido o acréscimo de carne bovina. Ao final da cura e
maturacdo devem apresentar umidade maxima de 40%, gordura méxima de 35% e proteina
minima de 20%. A atividade de d4gua (Aw) maxima deve ser de 0,92.

Os salames brasileiros se distinguem dos produzidos na Europa pela acidez mais
branda, com pH entre 5,2 e 5,4 (Terra, et al., 2004) e pelas caracteristicas da carne,
atribuidas ao manejo da criagdo, racas dos animais e caracteristicas de abate. Além destas
caracteristicas também se ressalta o desenvolvimento de tecnologia prépria pelos
fabricantes brasileiros, como a defumacdo do salame Italiano, que na Europa,

tradicionalmente ndo recebe este tipo de tratamento.



2 Processo de Fabricacao de Salames

O processo de fabricagdo de embutidos fermentados consiste em um complexo
fendmeno bioldgico provocado por microrganismos desejdveis que atuam sinergicamente

(Samelis et al. 1998).

2.1 Formulacao
O inicio da produgdo de salames ocorre com a selecdo e preparo dos ingredientes.

O emprego de matérias primas e ingredientes de boa procedéncia sdo imprescindiveis a

qualidade do produto final.

2.1.1 Carne

No processo de fabricagdo de salames a carne € cortada até a obtencdo da
granulometria desejada e que caracteriza o tipo de embutido. As fibras musculares sao
trituradas e as proteinas miofibrilares, que compreendem aproximadamente 80% dos
constituintes celulares, sdo expostas a acdo do NaCl que atua na solubilizacdo dessas
proteinas, produzindo mudangas estruturais importantes. As proteinas produzem agregados
filamentosos que interagem e contribuem para estabilidade do gel, fator necessdrio a
textura e estrutura desses produtos (Oliveira e Mendonga, 2004).

A qualidade microbiolédgica da carne € de suma importancia a obtencdo do produto

final.

2.1.2 Gordura

A gordura empregada na elaboragdo de embutidos fermentados ¢é
predominantemente a gordura subcutanea de suinos (toucinho). O toucinho € picado em
fragmentos com granulometria que caracteriza o tipo de embutido produzido. A qualidade
da gordura utilizada € fundamental para a qualidade final do produto, pois contribui
significativamente para o estabelecimento da estrutura e caracteristicas organolépticas do
salame. A qualidade microbioldgica final dos salames é fortemente influenciada pelas
condi¢des microbioldgicas do toucinho, ji que este ndo sofre acdo significativa da

fermentacao.



2.1.3 Sal

O cloreto de s6dio € um dos principais ingredientes dos sais de cura (Ordéiez,
2005). Em concentragdo adequada, o sal inibe o crescimento microbiano devido ao
aumento da pressao osmética no alimento, reduzindo conseqiientemente a atividade 4gua.
O sal em baixas concentracdes faz a carne inchar e reter 4gua, mas em altas concentragdes,
as proteinas sdo precipitadas e retém menos dgua (Pardi, et al. 2001). O sal desempenha
um papel importante na textura e aroma dos produtos cdarneos re-estruturados,
possivelmente isto € devido ao fato de que o sal facilita a solubilizagdo das proteinas
miofibrilares e atua como um pré-oxidante nos sistemas cdrneos, ativando componentes
que aceleram a auto-oxidacdo dos lipideos e interagindo com os tecidos da carne

produzindo compostos arométicos desejaveis (Ordénez, 2005).

2.1.4 Sais de Cura

O uso de nitratos e nitritos de s6dio ou potassio tem a finalidade de desenvolver a
cor caracteristica da carne curada, agir como bacteriostatico em meio 4cido, contribuir para
o desenvolvimento do aroma caracteristico da carne curada e retardar o desenvolvimento
da rancificacdo (Ordéiiez, 2005). Nas férmulas de cura, podem ser adicionados nitrito de
s6dio ou nitrito de potédssio, embora raramente este ultimo seja utilizado (Pardi, et al.
2001). O nitrato atua como fonte de nitrito, permitindo que a carne mantenha um nivel de
nitrito eficaz para sua conservacao. O nitrato € reduzido a nitrito mediante um processo
bacteriano, mas para que a quantidade reduzida seja significativa, € necessario um nimero
de bactérias razoavelmente alto, que pode ser prejudicial aos produtos cdrneos curados e
dificilmente sabe-se da quantidade de nitrito que pode formar-se. A tolerancia ao nitrito
varia amplamente entre diferentes grupos de bactérias, existindo diversas explicacdes das
propriedades bacteriostaticas do nitrito (Ordénez, 2005).

Nos sistemas bioldgicos o fon nitrito ou 4cido nitroso pode interagir em muitas
reacdes quimicas. A reag¢do de Van Slyke (RCHNH,COOH + HNO, - RCHOCOOH + N,
+ H,O) constitui um exemplo cldssico da liberagdo de nitrogénio através da reacdo do
dcido nitroso com os alfa-aminodcidos para formar os alfa-hidrodcidos correspondentes.
Como conseqiiéncia desta reagdo, o nitrito adicionado pode desaparecer durante a cura de

carnes. A presenca de dcidos nas carnes curadas faz, portanto, o nitrito desaparecer mais



rapidamente, via reagdo de Van Slyke (Lawrie, 2005).

A cor vermelha atraente das carnes curadas é aquela da nitrosomioglobina. O nitrito
reage inicialmente com a oximioglobina, formando a metamioglobina, e com o
ferrocitocromo-c formando nitrosoferrocitocromo-c. O grupo nitroso é transferido do
nitrosoferrocitocromo-c para a metamioglobina pela acdo da NADH-citocromo-c redutase,
formando a nitrosometamioglobina. A  nitrosometamioglobina € reduzida a
nitrosomioglobina pelos sistemas enzimaticos da mitocondria muscular. A
nitrosometamioglobina também se auto-reduz a nitrosomioglobina sob condig¢des

anaerdbicas, mas, aerobicamente, ela se rompe formando metamioglobina (Lawrie, 2005).

NITRITO N ACIDO NITROSO — — — OXIDO NITRICO

reducdo

OXIDO NITRICO  + MIOBLOBINA — NITROSO-MIOGLOBINA

(vermelho purpura) (pigmento vermelho)

Figura 1 — Formacéo de cor em produtos carneos (segundo Terra, et al., 2004)

2.1.5 Acgucares

O agucar também € um aditivo do processo de cura, proporcionando aroma a carne
curada e permitindo o desenvolvimento de algumas bactérias desejdveis, produtoras do
aroma. O actcar evita o salgamento excessivo, moderando o sabor, a0 mesmo tempo em
que ajuda na diminui¢do da umidade. H4 indicios que favorece a formacdo da cor durante a
defumacdo, sendo a adi¢do de actcar a formulagdo dos embutidos fermentados uma prética
rotineira. A presenca de agucar cria condi¢des redutoras durante o processo de cura, o que
previne o desenvolvimento de aromas de oxida¢do. O ambiente redutor formado influi na

cor da carne curada porque estabiliza o Fe2+ (Ordéiiez, et al., 2005).

2.1.6 Culturas Microbianas

Os cultivos iniciadores vém sendo utilizados em larga escala pela inddstria na



preparagao de produtos carneos fermentados (Bacus, 1984).
Segundo Liicke (2000) a adi¢cdo de microrganismos desejdveis nas carnes possui
quatro diferentes propdsitos:

a) Promover a seguranga do alimento pela inativacdo de microrganismos patogénicos;

b) Promover a estabilidade do produto, aumentando sua vida de prateleira pela inibi¢ao de
alteragcOes indesejdveis por microrganismos indesejdveis ou reagdes abiodticas;

¢) Diversificacdo de produtos por alteracdes na matéria prima crua obtendo novas

propriedades sensoriais;

d) Promover beneficios a saide através dos efeitos positivos sobre a microbiota intestinal.

No processo de fabricacdo de salames pelo menos as trés primeiras premissas sao
alcancadas (Liicke, 2000).
A CHR Hansen (1987) destaca que as principais vantagens das culturas iniciadoras

Sa0:

a) Reducdo do uso de sais de cura: a acdo de enzimas nitrato redutase e a correcdo do pH,
provocado pela acdo das culturas torna possivel o uso mais racional dos sais de cura,
evitando-se assim o emprego deste aditivo em excesso;

b) Redug¢do do uso de antioxidantes: as culturas microbianas possuem atividades

cataldsicas na presenca de mioglobina (catalase +), reduzindo o indice de perdxido de
hidrogénio livre no produto evitando desta forma este tipo de oxidagdo, agindo dessa forma
como um antioxidante complementar ou auxiliar. O Micrococcus violagabriella, além da
enzima nitrato redutase, contém a enzima catalase evitando assim a concentra¢do de dgua
oxigenada no produto. O peréxido de hidrogénio é um pré-oxidante, que além de provocar
a oxidacdo da nitroso-mioglobia (vermelho-rosado) em meta-mioglobina (marrom
esverdeado), acelera a rancificacdo das gorduras. O Lactobacillus plantarum e o
Pediococcus pentosaceus, quando utilizados em sistemas cdrneos sdo incapazes de
acumular o peréxido de hidrogénio e possuem atividade cataldsica quando em presenca de

mioglobia.

¢) Produtos com sabor e aromas naturais: a producdo de 4dcido lactico e compostos voléteis,
liberados pela flora inoculada, aliado a enzimas proteoliticas e lipoliticas, proporcionam ao
produto final consisténcia, aroma e sabor mais natural. Os carboidratos estdo naturalmente
presentes na matéria-prima (carnes) na forma de glicogénio, mas também podem ser

adicionados na formulacdo, para se obter uma maior acidificagdo. Pode-se adicionar a



glicose, lactose, maltose, etc. A diminui¢do do pH (acidificacdo) € desejavel para obter
coloracdo, aromas e textura consistente, como também inibir a flora de microrganismos
contaminantes naturais da matéria-prima. O Lactobacillus plantarum e Pediococcus
pentosaceus, sdo bactérias homofermentativas, isto é, produzem apenas acido lactico, ao
contrario de bactérias heterofermentativas que produzem a partir do agtcar, outros
subprodutos como alcoois, cetonas, dcido acético, etc.

d) Produtos com maior vida de prateleira: o conjunto destas reacdes enzimaticas, aliado a

um controle de microrganismos patogénicos e deteriorantes, que apresentardo um
desenvolvimento reduzido pela ac@o da flora microbiana inoculada, conferindo ao produto
final uma maior vida de prateleira.

e) Inibicdo da microbiota indesejdvel: sdo contaminantes indesejdveis, bactérias

patogénicas, putrefativas, bactérias que produzem compostos quimicos, gases e
subprodutos indesejdveis e alguns fungos que podem conferir sabores estranhos ao
produto. A inibicdo de contaminantes indesejaveis acontece devido aos seguintes fatores:
predominio da cultura inoculada; acidificacio do produto; producdo de lactoflavina e
substancias que inibem o crescimento de contaminantes. A contagem dos microrganismos
adicionados a formulacdo € superior a flora natural da carne, conseqiientemente estes
predominam na competicdo biolégica pelo substrato. A producdo de &cido lactico,
substancias inibidoras, abaixamento do pH d4 melhores condicdes de sobrevivéncia para as
bactérias desejdveis e dificultard o crescimento das patogénicas. A maioria das bactérias
patogénicas necessita de um pH elevado para se desenvolver, em pH mais baixo o
desenvolvimento é mais lento deixando de produzir toxinas.

O uso das culturas starter como recurso biotecnolégico € baseado na adi¢do de
microrganismos vivos a carne e, portanto € necessdrio que certas condi¢des sejam
fornecidas para que estes possam se desenvolver e predominem sobre a flora natural
presente na matéria-prima. Estas condi¢des devem permitir que os microrganismos
produzam compostos ou provoquem reacdes que confiram ao produto final uma qualidade
superior. O conhecimento e o controle de todos os elementos que regem estes parametros
permitem direcionar o desenvolvimento dos microrganismos para obter vantagens no
processamento e produtos em melhores condi¢des de qualidade e conservacdo (Bacus,

1984).



2.2 Preparacao da Massa
A preparagdo da massa consiste na moagem da carne e do toucinho até a

granulometria desejada e mistura dos demais componentes da formulacdo. Nesta etapa
ocorre a adi¢do do sal que ird atuar na extracdo das proteinas e formagdo da liga da
massa.
Esta etapa pode ser conduzida de duas formas:

a) Em cutter onde a moagem e mistura dos ingredientes ocorre simultaneamente ou
consecutivamente,

b) Ou entdo as matérias primas cdrneas sdo previamente moidas na granulometria
desejavel e depois os componentes sao homogeneizados em misturadeira. Este modelo de
preparacdo de massa apresenta o inconveniente de provocar o esmagamento dos granulos

de carne e gordura comprometendo a estrutura final do produto.

2.3 Embutimento
O embutimento consiste na introdu¢do da massa nos envoltérios que irdo conferir

a forma do salame. Nesta etapa é importante observar a pressdo com que a massa €
acondicionada na tripa evitando a introducdo de bolhas de ar e que a pega tenha
consisténcia firme.

O calibre da tripa utilizada determina o tempo de duracdo do processo, pois estd
diretamente correlacionado com a secagem do produto.

Outra caracteristica a ser observada € a permeabilidade da tripa. Esta caracteristica
estd envolvida no processo de secagem e também na penetracdo de oxigé€nio no interior

da peca.

2.3.1 Envoltorios Naturais
Os envoltérios naturais utilizados sdo intestinos de suinos, bovinos ou caprinos.
Seu uso tem sido abolido devido a caracteristicas como a despadronizagdo do calibre,

permeabilidade alta e questdes higiénicas.

2.3.2 Envoltorios Artificiais

Os envoltorios artificiais sdo confeccionados a partir de celulose ou coldgeno e



ttm como vantagens a padronizagdo do calibre, permeabilidade determinada e nao

apresentar problemas higi€nicos na sua obtengao.

2.4 Cura, Fermentacao e Maturacao

2.4.1 Cura

O termo cura de carnes se refere a conservacdo da mesma por adicdo de sal,
compostos fixadores de cor (nitratos e/ou nitritos), agicar e condimentos, onde também ¢é
obtida a melhora das propriedades sensoriais (Pardi, et al. 2001).

O reconhecimento do valor do nitrato de s6dio na producdo de cor atrativa pode
muito bem ter sido devido as impurezas acidentais do cloreto de sédio empregado. No final
do século XIX, reconheceu-se que as salmouras de carnes possuiam nitritos e que este era
o agente fixador da cor e que o mesmo era produzido pela redugado do nitrato. A eficicia do
processo e das muitas variantes que foram desenvolvidas (incluindo o uso do acticar) tem
origem, basicamente, na manuten¢do do crescimento microbiano causado pelo aumento da
pressdo osmdética em tais produtos. No transcorrer dos anos, as carnes curadas se tornaram
valorizadas por sua qualidade organoléptica em si e houve, assim, a tendéncia para
diminuir a concentracdo dos ingredientes de cura. Isso fez com que esses produtos
levemente curados ou semi-preservados se tornassem mais sujeitos a contaminacao,

fazendo-se necessdrio o uso de algum grau de refrigeracdo. (Lawrie, 2005).

2.4.2 Fermentagao

Os alimentos fermentados sdo preservados em primeira mao pela conversao dos
actcares em acidos organicos, diminui¢cdo do pH e remog¢do de carboidratos como fonte de
nutriente, estendendo a vida de prateleira e a seguranca do produto final (Moreno, 1999).

Os principais objetivos da fermentacdo, em produtos cdrneos, sao a formacao de
sabor caracteristico, desenvolvimento de um produto firme com caracteristicas de
fatiabilidade, além da inibicdo de bactérias deteriorantes e patogénicas. Estes objetivos
podem ser alcancados por meio de uma interacdo microbioldgica complexa, por reacdes
quimicas e por fatores fisicos (Hammes et al., 1990).

A fermentacdo é uma importante fase do processo de elaboracdo de salames devido



as transformagdes fisicas, quimicas e microbioldgicas que ocorrem. Essas mudangas sdo
influenciadas pelas caracteristicas da carne crua e as condi¢des de processamento,
culminando nas caracteristicas organolépticas do produto final (flavor, cor e textura). As
principais transformacdes que ocorrem sao a mudanca na microbiota inicial, diminui¢cdo do
pH, reducdo de nitratos a nitritos e a 6xido nitrico e a formagao de nitrosomioglobina,
solubilizacdo e gelificacdo de proteinas miofibrilares e sarcoplasmaticas, fendmenos

proteoliticos, lipoliticos e oxidativos (Lizaso, et al., 1999).

2.4.2.1 Fermentagdo bioldgica

O uso de culturas em produtos carneos visa principalmente melhorar a qualidade
final do produto, complementando ou substituindo em parte o uso de aditivos e
conservantes quimicos (CHR. Hansen, 1987).

A fermentacdo lactica é uma das mais importantes fermentacdes da industria
alimenticia, que além de atuar na conservacdo dos alimentos, também confere
caracteristicas sensoriais agraddveis. Todos os microrganismos envolvidos neste tipo de
fermentagcdo sdo bactérias, que produzem predominantemente acido lactico a partir de
acucares. Os acucares utilizados sdo principalmente a lactose, glicose e sacarose. As
bactérias envolvidas neste processo sdo geralmente dos géneros Streptococcus,
Pediococccus, Leuconostoc e Lactobacillus, as quais sio homofermentativas, ou seja,

produzem principalmente acido lactico (Prado, 1996).

2.4.2.2 Fermentagao quimica

A glucona-delta-lactona (GDL) € uma substancia neutra e segundo a Resolu¢do n°
386, de 05 de agosto de 1999 € classificada como acidulante, fermento quimico e regulador
de acidez. Quando é adicionada a mistura de carnes reage com a dgua presente e &
transformada em dcido gluconico. Como conseqiiéncia o pH da carne diminui. O uso de
GDL permite a padronizagdo do processo de acidificac@o e o inicio da mesma logo apds a
sua adi¢do na massa do produto.

Altas concentragdes de GDL podem afetar negativamente o flavor e a consisténcia
dos embutidos. Durante o armazenamento o dcido glucdnico pode ser quebrado resultando

em um sabor amargo ou metdlico e consisténcia esfarelada. A adicdo de culturas de

estafilococos pode minimizar e aumentar o tempo para a ocorréncia dessas caracteristicas
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indesejaveis (CHR — Hansen, 2001).

GDL + H,0 —  Acido Glucénico — H" —  pH|

Figura 2 — Esquema de diminuicdo do pH via fermentag¢do quimica.

2.4.3 Maturacdo

Segundo Baumgartner et al. (1980) a maturacdo consiste em todas as mudancas
quimicas, fisicas, microbioldgicas e enzimadticas que ocorrem nos salames sob condi¢des
de temperatura e umidade controladas.

A principal alteragdo que ocorre seguida a etapa de fermentacdo é a secagem do
embutido. A atividade de dgua € reduzida (<0,88), contribuindo desta forma para o
desenvolvimento da textura do embutido e tornando-se um fator primordial de conservacao
e estabilidade. O processo de secagem ¢ afetado pela presenca de NaCl devido ao seu
efeito na solubilidade e capacidade de ligar proteinas. Além da secagem ocorrem processos

de protedlise e lipdlise, que permitem o desenvolvimento do aroma tipico e a estabilizacao

da cor, finalizando a preparacdo para o armazenamento do produto (Galli, 1993).
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2.4.4 Parametros de Processo

O uso das culturas starter como recurso biotecnoldgico exige o fornecimento de
certas condi¢des para que estas possam se desenvolver e predominar sobre a flora natural
presente na matéria-prima. Estas condi¢des devem permitir que os microrganismos
produzam compostos ou provoquem reacdes que confiram ao produto final uma qualidade
superior. O conhecimento e controle de todos os elementos que regem estes parimetros
permitem direcionar o desenvolvimento dos microrganismos para obter vantagens no

processamento e produtos em melhores condicdes de qualidade e conservagao.

2.4.4.1 Tempo e Temperatura

O tempo e a temperatura representam um bindmio importante no controle do
desempenho de culturas microbianas. A temperatura de fermentacao pode variar de 25°C
até 43°C. Estas condic¢des selecionam bactérias ldcticas que chegam a contagens de 10°
UFC/g e provocam a acidificagdo do produto. Durante a fase inicial da fermentacao
também ocorre o crescimento de micrococos (estafilococos coagulase negativa)
responsaveis pela reduc¢do do nitrato a nitrito, contribuindo ainda para o desenvolvimento
do sabor e aroma (ICMSF, 1998).

As linhagens de Lactobacillus plantarum se desenvolvem dentro da faixa de 15°C
até 40°C apresentando, porém atividade em temperaturas em torno de 5°C. O Pediococcus
pentosaceus desenvolve-se normalmente na faixa de 15°C até 48°C apresentando atividade
até 55°C, enquanto o Staphylococcus carnosus desenvolve-se normalmente na faixa de
10°C até 45°C, apresentando atividade em temperatura de refrigeracdo (4 a 8°C) (Bacus,
1984).

Porém, a temperatura 6tima para o desenvolvimento destes microrganismos, onde
apresentam maior crescimento, estd na faixa de 30°C e 35°C. Desta forma, em fun¢ao da
temperatura, deve-se trabalhar com tempos adequados para obter-se o desenvolvimento
microbiano nos niveis desejados (Bacus, 1984).

Nos produtos fermentados, empregam-se inicialmente temperaturas mais elevadas
(24°C a 27°C), a fim de se obter uma rdpida atividade das culturas inoculadas nas
primeiras 24 ou 36 horas (UR = 90 a 95% e velocidade do ar = 0,5 a 0,8 m/s). Nestas
condi¢des ocorre uma ripida acidificacdo no produto, onde seu pH, atinge 5,1 a 5,3. Este

procedimento permite o controle sobre o desenvolvimento da microbiota indesejavel e
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permite a secagem e formacdo de cor homogénea durante as etapas de cura e maturacao do

produto (Bacus, 1984).

2.4.4.2 Umidade Relativa

A secagem do salame € uma etapa que deve ser muito bem controlada. Se as
condi¢des de secagem forem muito drésticas, ocorrerd formacdo de uma crosta seca na
superficie que contribuird para a manuten¢do da umidade no interior do produto, o que
pode causar problemas de conservacao devido a alta atividade de d4gua na por¢ao central do
salame (Galli, 1993).

A umidade relativa do ar na camara climadtica interfere na desidratagdao do produto,
j4 que uma relacdo de equilibrio das massas de dgua € estabelecida entre o ar e o produto
(Silva, 2000).

Os parametros de umidade variam consideravelmente entre as vérias linhas de
tecnologia de producdo. Baumgartner et al. (1980) utilizaram valores de 90% de umidade
na primeira semana, seguida por 88% na segunda e 80% nas duas ultimas semanas do
processo de fabricacao.

Astiasaram et al. (1990) citam pardmetros de umidade de 95% nos trés primeiros
dias de cura seguidos por 4 semanas a uma umidade relativa de 78% na produgdo de
Chorizo, Saucisson e Salame.

Samelis et al. (1998) empregaram uma redugdo gradativa umidade relativa de 94%
a 90% nos primeiros 7 dias de fermentacdo e 80% de umidade nas trés ultimas semanas do
processo.

Encinas et al. (1999) citam a produgdo de Chorizo sob condi¢des de umidade de 70
a 80%.

Tyopponen et al. (2003) prepararam salames estabelecendo como umidade inicial
de 93% no primeiro dia, reduzindo para 84% no segundo dia diminuindo gradualmente 2%
a umidade até o quarto dia de fermentacdo. Apds a defumacgdo a secagem foi fixada em
75%.

Terra et al. (2004) empregaram uma redugdo crescente de umidade de 95% a 75%
nos primeiros 7 dias de fermentacao e a secagem até o 30° dia a 95% de umidade.

Thévenot et al. (2005) estabeleceram como parametros de umidade em seus

experimentos uma reducao gradual nos primeiros 5 dias de 96-94% a 88-93% e no periodo
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de secagem (30 dias) uma faixa de umidade de 80 a 82%.

2.4.4.3 Velocidade do Ar

O fluxo da corrente de ar influencia diretamente na secagem do produto e € um dos
principais parametros de processo que sdo controlados na fabricacdo de salames. A
velocidade de secagem depende das propriedades do ar (temperatura, umidade e
velocidade).

Segundo Silva (2000), a velocidade da secagem € regida pela rapidez com que o ar
transfere calor a 4gua da pelicula superficial do alimento e a eliminacdo do vapor de dgua
produzido. Inicialmente a dgua migra para a superficie na mesma velocidade de sua
evaporacao. No decorrer do processo de secagem alcanga-se um ponto, no qual a 4gua nao
consegue difundir-se para a superficie na mesma velocidade que € evaporada, deste ponto
em diante a secagem é controlada pela velocidade de difusdo da umidade. A medida que o
teor de umidade diminui, reduz-se também a velocidade de difusdo e consequentemente a
velocidade de secagem.

No processo de fabricacdo de salame italiano Terra et al., (2004) utilizaram
inicialmente como parametro de velocidade do ar 0,5 m/s do primeiro ao sexto dia, € uma

velocidade do ar de 0,2 m/s no restante do periodo.
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3 Microbiologia da Carne Curada e Fermentada

A microbiota da carne curada € totalmente diferente da carne fresca. Os sais de cura
e as etapas do processo de fabricacdo alteram o microambiente da carne favorecendo o
crescimento de bactérias Gram-positivas em detrimento dos inicialmente presentes, em
geral aerébios Gram-negativos. Este fenomeno € conhecido como inversao microbiana,
que pode inclusive contribuir para o aumento da vida de prateleira do produto final (Bacus,
1984; Forsythe, 2002).

Os microrganismos presentes na carne curada incluem membros dos géneros
Micrococcus, Streptococcus, Leuconostoc € Microbacterium, além de leveduras e bolores
(Franco et al., 1996).

Muitos patégenos de alimentos ndo se desenvolvem em carnes curadas devido ao
sal e ao nitrito serem eficientes inibidores (Forsythe, 2002). Em contrapartida, o ambiente
seletivo favorece o rdpido desenvolvimento de bactérias 4cido-lacticas, comparado aos
potenciais competidores. Este crescimento geralmente ¢ acompanhado pela producdo de
acido o qual reduz o pH, inibindo consequentemente patdégenos. Contudo intoxicagdes
alimentares provocadas por cepas de Staphylococcus podem ocorrer pelo desenvolvimento
da bactéria antes da reducao do pH. Produtos curados e maturados t€m sido associados a
muitos casos de intoxicagcdo alimentar e nestes casos isto é resultado de contaminagdo e

maus cuidados anteriores a producdo (ICMSF, 1998).

3.1 Importancia das leveduras e mofos em produtos carneos fermentados
Segundo Vieira et al., (2005), as leveduras estdo presentes em pequeno nimero na

microbiota da carne e, sua capacidade de crescimento a baixas temperaturas, altas
concentracoes de sal e baixa tensdo de oxigénio, as habilita a multiplicar em carnes e
produtos refrigerados, curados e embalados a vacuo, sendo consideradas deteriorantes
importantes neste tipo de produtos. Portanto, nos produtos céarneos curados e/ou
fermentados, os valores baixos de atividade dgua e pH sdo os principais fatores de selecao
da microbiota leveduriforme. A levedura Debaryomyces hansenii, é caracterizada pela sua
tolerancia ao sal e ao nitrato, e elevada demanda de oxigénio, sendo a principal levedura

utilizada como cultivo iniciador em produtos carneos.
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Vieira et al.,, (2005) citam diversos trabalhos que tratam da participagdo de
leveduras na maturacdo de produtos carneos secos, contribuindo para as caracteristicas
organolépticas destes produtos. As leveduras metabolizam édcidos organicos como o acido
lactico, acético e citrico e producdo de amonia decorrente da protedlise, em funcdo disso,
ocorre a elevacdo do pH. Isto pode ocasionar a reducdo da concentracao das substancias
protetoras do alimento, favorecendo o crescimento de microrganismos indesejaveis.
Estudos realizados com a utiliza¢do de diferentes leveduras como starter, principalmente
Debaryomyces hansenii, mostraram a contribuicdo destas no desenvolvimento da cor e
flavor, pela remocdo do oxigénio, habilidade em degradar perdxidos, atividade lipolitica e
em menor grau, atividade proteolitica. Quando presentes na superficie, as leveduras
protegem os salames do efeito adverso da luz.

Os mofos superficiais desenvolvem-se ao longo do processo de maturacdo dos
salames e tanto podem ocorrer naturalmente decorrentes da contaminacdo do ar como
podem ser inoculados na superficie do produto. Na primeira situacdo podem se
desenvolver bolores indesejdveis que comprometem a aparéncia final do produto e
exigem a lavagem das pecas no final da fabricac@o. A inoculagdo de bolores na superficie
do produto permite a utilizacdo de espécies desejaveis que promovem prote¢do quanto a

penetracdo do ar e a incidéncia de luz.

3.2 Microrganismos deteriorantes
Devido sua composicdo quimica, a carne € um excelente meio de cultura. A

quantidade e os tipos de microrganismos que se desenvolverdo na carne dependerdo das
condig¢des de produgdo. Os tipos de deterioragao mais comuns sao classificados de acordo
com a atmosfera que envolve os produtos e a temperatura de conservacdo (Franco et al,
1996).

As alteragdes bacterianas em embutidos fermentados podem ocorrer durante sua
fabricagdo, antes que a atividade dgua e o pH sejam suficientemente baixos para impedir o
desenvolvimento microbiano. O desenvolvimento de mofos em produtos prontos origina
um aspecto desagraddvel e algumas vezes com aromas estranhos. Evita-se este
desenvolvimento embalando-se os produtos em atmosferas modificadas ou a vécuo

(ICMSF, 1998)
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Segundo Franco, et al., (1996), Pardi, et al., (2001) e Forsythe (2002) os tipos de
deterioracdo em carnes curadas sdo:

a) Deterioracdo da superficie: externamente a carne ou embutido apresenta aspecto limoso,

resultante do crescimento de grandes quantidades de microrganismos na superficie e
contendo misturas das bactérias e leveduras;

b) Acidificacdo: a partir do extensivo desenvolvimento de microrganismos dcido-l4cticos
ocorre a producao de 4cidos (lactico, férmico, acético e propidnico) e queda consideravel
do pH;

c) Estufamento: ¢é provocado por bactérias d4cido ldcticas heterofermentativas
(Lactobacillus e Leuconostoc) e algumas leveduras que produzem gias a partir da
fermentacdo de agucares;

d) Esverdeamento dos pigmentos da carne: como resultado da oxidacdo quimica ou

producdo de dgua oxigenada, a coloracdo os hemepigmentos € alterada por vérios tipos de
bactérias 4cido lacticas (especialmente L. viridescens).
A descoloragdo interna de origem microbiolégica também ocorre no processamento

de carnes curadas pela ndo elimina¢do dos microrganismos responsaveis por esta alteracao.

3.3 Microrganismos patogénicos
Devido as caracteristicas fisico-quimicas dos embutidos fermentados e do processo

de fabricacdo, como o salame, este grupo de alimentos cdrneos € considerado de
severidade alta, mas com risco moderado embora ndo existam estudos epidemioldgicos
suficientes (Liicke, 2000).

Grande parte dos trabalhos realizados no Brasil sobre a qualidade microbiologica
de salames foi desenvolvida na regido Sul do Pais, focando principalmente a producdo
artesanal ou colonial (Pereira, 2004).

Entre os levantamentos realizados cita-se o realizado por Lobo, et al., (2001) que
avaliou 60 amostras de salames coloniais coletadas em Santa Maria (RS), considerando
improprias para o consumo 66,67% delas. Em 65% das amostras a contagem de
Staphylococcus aureus foi maior ou igual a 10° UFC/ g.

Magnani, et al., (2000) analisaram 50 amostras de salames coloniais em Chapecd,

Estado de Santa Catarina. Destas, 6% apresentaram Salmonella e 84% contaminag¢io por
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Escherichia coli.

Ritter, et al., (2003) realizaram um estudo no Rio Grande do Sul, com 13 amostras
de salames coloniais, revelando a presenca de coliformes fecais em mais de 50% das
amostras e também uma amostra com contagem de Staphylococcus aureus da ordem de
10°.

Hoffman, et al., (1997) avaliaram amostras de salames industriais detectando
Salmonella sp em 25% das amostras e em outras 25% as contagens de S. aureus foram da

ordem de 10* UEC/g

3.4 Listeria
Listeria monocytogenes tem sido reconhecido como um importante patdgeno por

mais de sessenta anos. Contudo s6 foi identificada como um patdégeno transmitido por
alimentos apds os anos 80, em decorréncia de varios surtos de listeriose (Pelisser, et al.,
2001). Esta bactéria tem ainda a capacidade de sobreviver em condi¢des adversas de
temperatura e pH (Jagannath, et al., 2001) e a deteccao de células estressadas em alimentos
¢ importante, pois injurias sub-letais as células podem provocar aumento de sua
patogenicidade (Zhinong, et al., 2006).

Segundo o Bacteriologycal Analytical Manual (FDA, 2004), o género Listeria é
formado por seis espécies: L. monocytogenes, L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeri, L.
ivanovii (subespécies L. ivanovii ivanovii e L. ivanovii londoniensis) e L. grayi
(subespécies L. grayi grayi e L. grayi murrayi). Das seis espécies apenas L. monocytogenes
€ reconhecidamente patogénica para o homem e a listeriose associada a infeccdo por L.
ivanovii e L. seeligeri, ¢ extremamente rara em humanos.

Listeria monocytogenes foi inicialmente estudada e descrita por Murray e seus
colaboradores de Cambridge em 1926, e relacionada com enfermidades em animais
domésticos. Os autores propuseram inicialmente o nome Bacterium monocytogenes porque
0 “novo” microrganismo provocava alteracdes nas células sangiiineas de animais
aumentando o nimero de leucdcitos mononucleados (Bell e Kyriakides, 1998).

Com relagdo a estrutura celular e metabolismo, L. monocytogenes € um bacilo
Gram-positivo, ndo-esporulado, anaerébio facultativo a microaerébio e de natureza

psicrotréfica. E uma bactéria parasita intracelular, cuja transmissdo, amplamente
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reconhecida, se da através de alimentos contaminados (Almeida et al., 1999).

A listeriose € uma infec¢do oportunista que atinge principalmente os individuos
mais vulnerdveis da populacdo (recém nascidos, ancidos, imunodeprimidos e mulheres
gravidas, bem como seus fetos). Apds a ingestdo, a bactéria penetra pela parede
gastrintestinal e entdo infecta tecidos normalmente estéreis. A invasao do tecido intestinal
depende de varios fatores, incluindo o nimero de organismos consumidos, susceptibilidade
do hospedeiro, e viruléncia da cepa ingerida. Todas as cepas de L. monocytogenes sao
patogénicas, porém a viruléncia, definida em estudos com animais, varia substancialmente
(FAO/WHO, 2002).

Atualmente verifica-se que este microrganismo estd envolvido com vérios quadros
clinicos graves como a meningite, abortos e septicemia com uma taxa de letalidade de 20 a
30% dos casos dependendo do grupo de risco os quais sdo mais bem relatados nos paises
mais industrializados (Rocourt, 1996).

Alguns estudos sugerem que até 21% dos humanos sejam portadores de L.
monocytogenes nos intestinos, sendo encontrada mundialmente em pelo menos 42 espécies
de mamiferos, tanto domésticos quanto silvestres, assim como em pelo menos 22 espécies
de aves e também em algumas espécies de peixes e moluscos (Sakate, et al., 2003).
Estima-se que 15% da populacdo pertence ao grupo de risco da listeriose (Sofos e Yoon,
2006).

Estudos de Buchanan, et al., (1997), Chen, et al., (2004), citados por Sofos e Yoon
(2006) indicam que se a contagem de células contaminastes em um alimento € inferior a
100 ufc/g a chance de infeccdo € considerada muito baixa. No mesmo trabalho Sofos e
Yoon citam um trabalho de Houben e Eckenhausen (2006) que admite que mesmo para
individuos do grupo de risco, a chance de desenvolvimento de listeriose é muito baixa
quando a contagem de L. monocytogenes € inferior a 100 ufc/g.

As primeiras evidéncias de que a L. monocytogenes é um importante patégeno
veiculado por alimentos foram levantadas e relatadas no inicio da década de 1980, quando
ocorreram importantes surtos de listeriose humana, com altos indices de mortalidade. Até
entdo este microrganismo ndo era tomado como importante patdégeno relacionado com
alimentos, principalmente porque os casos de surtos com outros microrganismos mais
conhecidos eram muito mais freqiientes. Os alimentos envolvidos em tais surtos eram

vegetais, laticinios, patés e frutos do mar (Harwing et al., 1991; McLauchlin, 1996 ab; Bell
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e Kyriakides, 1998).

Dados do Centro de Controle de Doencas (CDC) dos Estados Unidos informam que
a incidéncia de listeriose diminuiu 32% no periodo de 1998 a 2005, sendo a taxa de
ocorréncia de 0,27 por 100.000 habitantes, entretanto a incidéncia aumentou em 2005
quando comparado com 2002. Em linhas gerais a taxa de ocorréncia de listeriose € baixa,
mas com uma taxa de mortalidade alta (CDC, 2006).

Os dados epidemioldgicos brasileiros correlacionando o desencadeamento de
doencas provocadas por Listeria monocytogenes através de alimentos sdao bastante
escassos, mas as evidéncias da importancia deste microrganismo como patégeno humano
jé sdo relatadas (Hofer, et al., 1998; Hofer, et al., 1999; Chesky, et al., 2000; Schwab e
Edelweiss, 2003ab).

A andlise das ocorréncias de listeriose indica que os alimentos mais susceptiveis a
presenca de Listeria sdo: os preparados a partir de ingredientes crus nao submetidos a
coccdo; que permitem a contaminacdo apds o processamento; os armazenados sob
refrigeracdo; cuja formulagdo permite o desenvolvimento deste microrganismo; com tempo
de conservacao prolongado, e alimentos prontos para o consumo (Bell e Kyriakides, 1998).

Segundo Sofos e Yoon (2006) a Andlise de Riscos do “Center for Food Safety na
Applied Nutrition” (CFSAN) do FDA e USDA-FSIS (2003) apresenta cinco categorias
de risco:

a) Risco muito alto: inclui produtos carneos de delicatesse e salsichas que ndo sdo

reaquecidas antes do consumo (estes produtos tém uma taxa de contaminacdo
relativamente alta e permite o rapido crescimento de L. monocytogenes sob temperatura
de refrigeracdo);

b) Risco alto: inclui produtos muito gordurosos e outros produtos lacticos, leite
pasteurizado, paté e “meat spread”, queijos moles ndo curados, frutos do mar defumados,
leite ndo pasteurizado (estes produtos permitem o crescimento de L. monocytogenes
durante o periodo de armazenamento sob refrigeracdo);

¢) Risco moderado: inclui crusticeos cozidos prontos para consumo; ‘“deli salads”,

embutidos fermentados secos e semi-secos, salsichas reaquecidas, queijos meio-duros,
queijos curados moles, frutas e vegetais (muitos alimentos desta categoria sao tratados
com anti-microbianos no processamento e preparacdo ou frequentemente contém

compostos capazes de inibir L. monocytogenes);
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d) Risco baixo: inclui peixe preservado (salgado ou fermentado) e frutos do mar crus
(este tipo de produtos tétm uma contaminacdo moderada, vida de prateleira curta e sdo
acidificados);

e) Risco muito baixo: inclui culturas lacteas, queijos duros, sorvetes e produtos lacteos

congelados e queijos processados estes produtos sao tratados com antimicrobianos e tém
uma taxa de contaminacao muito baixa).

Sofos e Yoon (2006) citam ainda o parecer de um grupo de especialistas do
INTERNATIONAL LIFE SCIENCES INSTITUTE E DO RISCK SCIENCE
INSTITUTE, que classificou como alimentos de alto risco de contaminagdo por L.
monocytogenes aqueles com as seguintes propriedades:

a) Possuem potencial para a contaminagdo por L. monocytogenes;

b) Permitem o crescimento de L. monocytogenes a grandes nimeros;
¢) Sdo prontos para consumo;

d) Requerem refrigeracao;

e) Sdo armazenados por um longo periodo.

3.5 Presenca de Listeria em plantas de processamento de alimentos carneos
Listeria monocytogenes € um microrganismo amplamente encontrado em ambiente

agricola (solo, vegetacdo, silagem, esterco, esgotos, dgua) como em ambiente de
processamento de alimentos. E resistente a vérias condicdes ambientais, tais como altas
concentracoes de sal e 4cido, crescendo em baixas tensdes de oxigénio e baixas
temperaturas (FAO/WHO, 2003).  Segundo Almeida et al., (1999) este patégeno é
resistente a muitos agentes antimicrobianos e conservadores como sal (10%) e meios
acidos ou dlcalinos (pH 5-9).

Sofos e Yoon (2006) relata que L. monocytogenes pode ser introduzida
contaminando e estabelecendo-se em nichos e plantas de processamento de carnes
prontas para consumo, onde pode sobreviver e persistir por longos periodos, inclusive
anos, promovendo a contaminagdo cruzada em produtos apropriadamente cozidos,
durante o corte ou embalamento. Portanto o controle deste patdgeno € bastante dificil.

Em virtude dos esforcos no controle de L. monocytogenes em produtos prontos

para consumo o patégeno tem sido encontrado em plantas de processamento
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contaminando alimentos prontos para consumo como carnes e aves cozidos onde
equipamentos e superficies de contado com alimentos podem servir como vetores para L.
monocytogenes propagando-se durante a fabricagdo dos alimentos (Sofos e Yoon, 2006).
Sobrevivendo por longos periodos no ambiente, nos alimentos, nas plantas de
processamento, € nos refrigeradores domésticos, é praticamente impossivel garantir a
auséncia deste microrganismo no ambiente de fabricacdo, e a fim de produzir alimentos
seguros, medidas devem ser tomadas para evitar que a L. monocytogenes se multiplique a

niveis potencialmente perigosos (Bell e Kyriakides, 1998; FAO/WHO, 2002).

3.6 Presenca de Listeria em embutidos crus fermentados
L. monocytogenes tem sido também isolada em alimentos como leite cru ou

pasteurizado, queijos (particularmente nos queijos frescos), sorvete, vegetais crus, salames,
carne de frango crua ou cozida, carnes cruas (todos os tipos) e em peixes crus ou
defumados. Até mesmo quando presente inicialmente em baixos niveis em alimentos
contaminados, o microrganismo pode se multiplicar durante o armazenamento, incluindo
sob refrigeracdo, quando o alimento permite o crescimento (FAO/WHO, 2002).

A ocorréncia de L. monocytogenes e outras espécies do género em produtos carneos
ja € bem documentada. Segundo Johnson, et al., (1990) a incidéncia de Listeria em carne
fresca pode variar de 0 a 68%, enquanto que em carne processada, incluindo produtos
prontos para consumo, a contaminacao € de 8 a 92%.

Jay (1996) compilou estudos realizados entre 1971 e 1994 por varios
pesquisadores, obtendo os seguintes dados: na carne suina fresca ou congelada
provenientes de doze paises a taxa de positividade para L. monocytogenes variou de 0 a
94,7%, dependendo do pais, sendo a taxa mais alta encontrada em amostras analisadas no
Canada. O total geral de positividade em carnes foi de 20%. A carne bovina e ovina teve
presenca de 16% no total geral, sendo 77% dos casos positivos provenientes de amostras
exclusivamente bovinas do Canadd. As carnes de frango resfriadas e congeladas de 10
paises apresentaram 17% de positividade para L. monocytogenes, sendo o maior indice
(63%) de amostras da Maldsia. No mesmo trabalho Jay relata que a presenca deste
patégeno em produtos carneos processados varia consideravelmente entre os diversos tipos

e origens, mas em torno de 13% eram positivas.
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Hoffer e colaboradores (2000) realizaram um trabalho semelhante ao de JAY
(1996), reavaliando cepas do género Listeria isoladas de diferentes fontes (humanos,
animais, alimentos e ambiente, em um total de 3.112 amostras) entre 1971 a 1997, e
verificaram que 74,9% das cepas isoladas em alimentos (n=2.330), 12,3% eram L.
monocytogenes, 80,9% eram L. innocua, 1,58% L. seeligeri, 0,9% L. welsshimeri e 0,1% L.
grayi. Entre as cepas isoladas em alimentos 9,7% foram a partir de laticinios, 89,9% a
partir de produtos cdrneos, submetidos ou ndo a processos industriais e 0,25% a partir de
vegetais. Grande parte das amostras provenientes de ambiente (88,8%) consistia de
efluentes de plantas industrializadoras de carnes.

Em salames a ocorréncia varia de 5 a 23% (Farber et al., 1988; Farber et al., 1991;
Borges et al., 1999). Borges et al. (1999) cita que Simon Serra (1992) observou a
incidéncia de 14,3% de L. innoccua em amostras de embutidos crus curados enquanto nao
detectou a presenca de L. monocytogenes. Benezet et al., (1993) reportam a ocorréncia de
12,0% L. monocytogenes enquanto Gunasinghe et al., (1994) encontraram em 17,5% das
amostras por eles analisadas.

Pouco se sabe, no Brasil e na América do Sul, sobre a ocorréncia de L.
monocytogenes em embutidos carneos fermentados, fatiados, embalados a vacuo. Por suas
caracteristicas de producdo e armazenamento, estes produtos sdo potenciais veiculadores
deste patdgeno ao ser humano (Sakate et al., 2003).

Pesquisadores brasileiros (Destro et al., 1991) estudaram produtos cédrneos e
laticinios e verificaram a presenga de Listeria em 100% das amostras de embutidos crus
sendo que 80% das amostras apresentaram L. monocytogenes € 85% L. innocua. Borges et
al., (1999) indicam a presenca de 14,8% de Listeria sp nas amostras (n=81) por eles
analisadas, onde 50% das amostras positivas apresentaram a presenca de L. monocytogenes
e 50% apresentaram a presenca de L. innocua (salame tipo Italiano 13,3% de L.
monocytogenes € 6,7% L. innocua e salame Tipo Milano 16,6% de L. innocua, as amostras

de salame tipo Hamburgués e Friolano foram negativas para Listeria sp).
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4 Medidas de controle de Listeria monocytogenes em produtos carneos curados e
fermentados

A habilidade dos microrganismos em sobreviver nos alimentos depende de varios
parametros combinados tais como a temperatura, pH, sal e atividade dgua (Vialette et al.,
2003).

Bactérias do género Listeria tém a capacidade de se multiplicar em matrizes
simples, ndo apresentando exigéncias nutricionais especificas. O perigo de L.
monocytogenes como risco associado com os alimentos, ¢ em grande parte, devido a sua
capacidade de se adaptar a condicdes indspitas, tanto ao nivel do ambiente exterior que
antecede a ingestdo dos alimentos, como também no interior do hospedeiro (Guerra e
Bernardo, 2006).

A estabilidade microbioldgica dos produtos cirneos fermentados, e o baixo risco de
provocar doengas de origem alimentar sdo atribuidos a combinacdo e atuagdo dos
diferentes fatores criados pelas culturas iniciadoras (produ¢do de metabdlitos secundarios,
diminui¢do do pH e do potencial redox), a alteragdes fisicas que ocorrem devido as
mudangas que ocorrem durante o processo de manufatura dos salames (diminuicdo da
umidade e da atividade dgua) e presenca cloreto de sédio e nitrato e/ou nitrito de sédio, que
causam a inativacdo dos patégenos e deteriorantes durante o tempo de estocagem (Liicke,
2000; Prado, et al., 2000; Dabés, et al., 2001; Tyopponen, et al., 2003; WHO/FAO, 2004;
Thévenot et al., 2005).

Virios estudos tém sido desenvolvidos com o intuito de verificar a acdo de
modificagdes de Aw, pH e a producdo de metabdlitos de bactérias dcido lacticas sobre a
sobrevivéncia da Listeria monocytogenes € outros microrganismos patogénicos e

deteriorantes.

4.1 Diminuicao do pH
A concentracio dos fons H+ e OH- exercem um papel significativo no

funcionamento celular e na interagdo célula-ambiente (Jay, 2005).

A acdo do pH sobre células microbianas vivas reside no efeito sobre o
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funcionamento das enzimas e no transporte de nutrientes para o interior da célula. A
membrana citoplasmatica € relativamente impermeavel aos ions H+ e OH-. Dessa forma,
sua concentracdo no citoplasma permanece razoavelmente constante, apesar da grande
variacdo de pH que pode ocorrer no meio que cerca a célula. Quando os microrganismos
sdo expostos a um ambiente com pH abaixo ou acima da neutralidade, sua capacidade de
proliferar depende da capacidade de modificar o pH do meio para um valor ou faixa 6tima.
Quando colocadas em ambientes dcidos, as células precisam evitar que ions H+ entrem ou
expeli-los numa velocidade maior que a de entrada. Em relacdo ao transporte de nutrientes,
a célula bacteriana tende a possuir uma carga residual negativa. Desse modo, compostos
nao-ionizados conseguem entrar na célula, enquanto compostos ionizados ndo conseguem
(Jay, 2005).

A resposta acido-tolerante (ATR) € definida como a aquisi¢do de resisténcia a
condigdes 4cidas letais depois de ser exposta a condi¢des mediamente 4cidas, portanto a
ATR € um mecanismo de protecdo induzido que aumenta a tolerancia ao meio acido
(Bonnet e Montville, 2005).

Phan-Thanh et al., (2000) argumentam que devido a Listeria ser um microrganismo
neutréfilo, seu crescimento nos alimentos € limitado pelo meio, e pela cepa e seu estado
fisioldgico.

Segundo Lou e Yousef (1999), embora ndo existam estudos que confirmem a
capacidade de multiplicacdo de L. monocytogenes em pH inferior a 4.3, este
microrganismo apresenta uma boa tolerancia a acidez. Estudos sobre a sobrevivéncia de L.
monocytogenes em pH inferior a 3,5 foram citados por Guerra e Bernardo (2006).

A capacidade de se multiplicar em pHs extremos € dependente de fatores como a
temperatura de incubacdo, a natureza do agente acidificante e a composicao do substrato
(Koustsoumanis et al., 2005).

A relacdo entre a natureza quimica e concentracdo do agente acidificante
adicionado ao meio e a capacidade de L. monocytogenes se multiplicar e sobreviver em
meios com pH baixos tem sido largamente evidenciado. Os dcidos organicos fracos, como
o acético, o citrico, o lactico, o malico e o tartdrico possuem uma a¢do bactericida
relacionada com o grau de dissociacao (pKa), sendo a forma nao dissociada com maior
acdo bactericida (Guerra e Bernardo, 2006).

Os estudos de Wang e Johnson (1997) apontam o valor do pH como o fator
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ambiental mais importante para o controle de L. monocytogenes nos alimentos. Em seus
trabalhos verificaram que a taxa de sobrevivéncia e a multiplicagdo de L. monocytogenes
estd relacionada com o pH inicial do produto. As taxas mais altas de crescimento
populacional ocorreram em pH igual ou superior a pH 6,0. Em pH abaixo de 5,0 ndo foi
observado desenvolvimento e, em alguns casos o crescimento observado foi em escala
inferior. Em alimentos 4cidos (pH < 4,5) observa-se que este patégeno ndo sobrevive
durante muitas semanas ao passo que em alimentos com menor acidez a tendéncia € para a
sobrevivéncia ou crescimento.

Phan-Thanh et al., (2000) demonstraram o desenvolvimento de resisténcia de cepas
de L. monocytogenes expostas inicialmente a condigdes dcidas sub-letais por algumas
horas, e que, a extensdo dessa adaptacdo adquirida depende do tempo de exposi¢do as
condig¢des sub-letais.

Virios estudos demonstram que a viruléncia de cepas de L. monocytogenes pode
diferir e que a patogenicidade deste microrganismo € afetada por varios fatores do
substrato, neste caso alimentos e ambiente de processamento (Vialette et al., 2003).

O mecanismo de resposta 4cido-tolerante € muito importante para a saide publica,
porque ela aumenta a capacidade de sobrevivéncia celular sob condi¢des 4cidas letais em
habitats naturais, alimentos e hospedeiros e, aumentando dessa forma a viruléncia destas
cepas (Bonnet e Montville, 2005).

Nissen e Holck (1998) citam que o baixo pH (4,6 — 5,0) e a baixa atividade dgua
(0,87-0,90) inibem o crescimento da maioria das bactérias patogénicas, contudo estas
bactérias podem nao ser eliminadas, o que possibilita o isolamento de varios patdgenos em
embutidos fermentados. No mesmo trabalho os autores citam um levantamento
empreendido no Canadéd onde 24% das amostras de salames (n = 42) foram positivas para
L. monocytogenes antes da fermentagcdo, das quais 12% continuaram positivas apds a

maturacao.

4.2 Atividade Agua
Para seu metabolismo e multiplicacdo, os microrganismos exigem a presenga de

dgua na forma livre. A 4gua ligada a macromoléculas por forgas fisicas ndo estd livre para

agir como solvente ou para participar de reacdes quimicas e, portanto, nao pode ser
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aproveitada pelos microrganismos (Franco et al., 1996), assim os microrganismos devem
competir com as moléculas de soluto pela dgua livre (Forsythe, 2002).

A atividade dgua (Aw) de um alimento representa a quantidade de agua livre
disponivel aos microrganismos e é definida como a relacdo entre a pressdo de vapor da
dgua do substrato alimenticio (P) e a pressio de vapor do solvente (PO) a mesma
temperatura, ou seja, Aw = P/P0 (Silva, 2000).

O efeito procurado quando se diminui a atividade dgua de um alimento a um valor
abaixo do 6timo é aumentar a duracdo da fase lag, reduzir a velocidade de crescimento e o
tamanho da populacdo final. Esses efeitos sdo resultantes da influéncia adversa da baixa
quantidade de 4gua sobre as atividades metabdlicas, pois todas as reagdes quimicas das
células necessitam de um meio aquoso (Jay, 2005).

L. monocytogenes apresenta um crescimento populacional 6timo com Aw préoximo
de 0,97 e minima de 0,92 (Forsythe, 2000). Guerra e Bernardo (2006) citam estudos que
evidenciam a capacidade deste patégeno em se desenvolver em condi¢gdes menos
favordveis e que o limite minimo para seu desenvolvimento estéd relacionado como outros
fatores de desenvolvimento, como a composi¢do quimica do meio, temperatura e pH.

O cloreto de sddio e a sacarose s@o os dois compostos mais largamente utilizados
para forcar a diminuicao da atividade 4gua, o sal adicionado as carnes e peixes e a sacarose
em frutas (Forsythe, 2000). L. monocytogenes é um microrganismo halotolerante e
sobrevive em elevadas concentracdes de sal. Segundo Guerra e Bernardo (2006) estudos
conduzidos por Seeliger (1961) demonstraram que algumas estirpes deste patégeno
toleravam até 20% de NaCl (Aw = 0,86) durante curtos periodos de tempo mas que podiam

permanecer vidveis apds um ano em 16% de NaCl.

4.3 Atuacao do Cloreto de Sédio
O cloreto de sédio atua desidratando e modificando a pressdo osmdtica na carne.

Os efeitos dos niveis de sal no crescimento microbiano podem ser resumidos indicando
que 5% de NaCl inibe completamente o desenvolvimento de bactérias anaerdbias, ao passo
que ndo tem um efeito significativo nos aerdbios (p. ex. micrococos) e anaerdbios
facultativos (p. ex. os estafilococos). A 10% de NaCl, o crescimento da maioria das

bactérias € inibido, ainda que algumas espécies halotolerantes possam crescer em meios
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que contenham até 15% de sal. Em salmouras com grandes quantidades de tecidos animais,
o crescimento bacteriano ocorre principalmente na interface carne/salmoura (Ordéiiez,
2005).

Listeria monocytogenes demonstra uma grande tolerdncia em altas concentracdes
de sal (Nightingale, 2006). Samelis e Metaxopolulos (1999) registram a sobrevivéncia de

L. monocytogenes em concentracdes de 12 a 13% de cloreto de s6dio em matrizes cirneas.

4.4 Atuacao de Nitratos e Nitritos
Os nitratos tém agdo antimicrobiana contra as bactérias anaerdbias, representando

para muitos microrganismos aerébios uma fonte de nitrogénio. Entretanto, o nitrato por si
s6 ndo possui um efeito bactericida/bacteriostdtico significativo, sua acdo deve-se em
maior parte aos nitritos resultantes, ao 4cido nitroso gerado e aos dcidos que sdo
produzidos a partir dele. A adi¢do de acidos fracos, glucona-delta-lactona e inoculacdo de

lactobacilos potencializam a atividade dos nitritos (Ordéiez, 2005).

4.5 Interferéncia Microbiana
A Interferéncia Microbiana consiste na inibi¢do ou destrui¢cao geral ndo especifica

de um microrganismo por outros do mesmo hdbitat ou meio. O mecanismo geral de
funcionamento da interferéncia microbiana ndo é completamente definido, mas alguns
principios ja s@o aceitos. Primeiro, a biota natural deve ser maior em termos de células
vidveis que o microrganismo a ser inibido, e segundo, a biota interferente normalmente ndo
€ homogénea, e os papéis especificos de cada espécie em particular ndo sao esclarecidos. A
interferéncia microbiana pode ser explicada pela competicdo por nutrientes, competicao
por sitios de adesdo, alteracdo desfavordvel do ambiente e pela combinac¢do dos fatores
anteriores (Jay, 2005).

Yokoyama et al., (1998) estudaram a interferéncia microbiana provocada por cepas
de L. innocua sobre a sobrevivéncia e crescimento de populacdes de L. monocytogenes,
verificando a produgdo de substancias pela L. innocua que tem efeito inibitério sobre L.
monocytogenes.

O antagosnismo lactico é um exemplo especifico da interferéncia microbiana e é

definido como o fendmeno em que bactérias produtoras de 4cido lactico inibem ou matam
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bactérias relacionadas ou organismos causadores de deterioragdo em alimentos, quando em
culturas mistas. Entre os fatores identificados estdo antibidticos, per6xido de hidrogénio,
diminui¢do do pH, reducdo de nutrientes, produ¢do de diacetil, bacteriocinas e fatores tipo
bacteriocinas (Jay, 2005).

As bacteriocinas sao substancias antimicrobianas de natureza protéica, semelhantes
aos antibidticos e altamente especificas (tanto pelo organismo produtor, quanto sobre os
microrganismos sobre os quais sdo letais) (Pelczar Jr 1997; Barreto et al. 2004). Uma
espécie que produz uma determinada bacteriocina ndo € morta pela mesma, apesar de
poder ser sensivel a outras bacteriocinas (Pelczar Jr., 1997). Uma definicio mais recente
das bacteriocinas sugere que as mesmas poderiam ser consideradas como produtos
primdrios ou substancias modificadas no ambiente extracelular, liberadas a partir da sintese
ribossomal bacteriana (Caplice e Fitzgerald, 1999). A maioria das bacteriocinas sio
moléculas pequenas, t€m um alto ponto isoelétrico e contém propriedades hidrofébicas e
hidrofilicas (Barreto et al. 2004).

As bacteriocinas podem ser divididas em quatro grupos. O grupo 1, dos
lantibioticos, € caracterizado por possuir aminodcidos nao usuais como a dehidroalanina,
deidrobutirina, lantonina e b-metilantiona. O grupo II € dividido em quatro subgrupos
caracterizados pequenos peptidios (>5 kDa) termoestdveis. No subgrupo Ila é que se
enquadram as pediocinas PA-1 e AcH, sacacinas A e P, leucocina A, bavaricina MNe
curvacina A, que possuem atividade contra Listeria monocytogenes. Os grupos III e IV
diferem das demais bacteriocinas por serem formados por grandes proteinas termoldbeis
(>30 kDa). As bacteriocinas do grupo IV tém partes compostas por lipideos ou
carboidratos, porém sua fungdo € desconhecida (Barreto et al., 2004).

Kosminsky et al., (1999) cita que a nisina € classificada como antibidtico,
entretanto Meghrauset al., (1999) esclarece que ao contrario dos antibidticos, a nisina tem a
vantagem de ndo induzir efeitos de resisténcia e ser tdxica, porque qualquer residuo
remanescente no alimento € digerido.

Isoladas ou em combinacdo com outros agentes antimicrobianos, as bacteriocinas
atuam como ferramentas tuteis na implantacdo de técnicas para a reducdo da carga de
patégenos e/ou bactérias deteriorantes dos alimentos (Abriouel, 1998). A inclusdo de
culturas produtoras de bacteriocinas em alimentos fermentados € mais aceita do que o uso

de preparacdes puras, visto que estas podem ser consideradas como aditivos alimentares
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(McAuliffe, et al., 1998).

O uso de bacteriocinas em produtos cdrneos fermentados tem mostrado resultados
bastante satisfatorios, onde a sinergia com o nitrito de sédio tem efeito inibitério sobre
esporos de Clostridium perfringens (Barreto, et al., 2004).

O uso de pediocina no controle da multiplicagdo e sobrevivéncia de Listeria
monocytogenes em carnes fermentadas tem sido bastante relatado (Ross et al., 2002;
Barreto et al., 2004).

Montville e Winkowski (1997) citados por Barreto, et a., (2004), mergulhando
carne crua em uma solucdo de pediocina PA-1 na concentragdo de 5000 UA por mililitro
observaram uma diminui¢do da viabilidade de L. monocytogenes em 100 vezes. Jack et al.
(1996) inocularam Listeria monocytogenes em uma pasta de presunto contendo piscicolina
126, obtendo completa inibi¢ao do patdégeno por até 14 dias de estocagem a 10°C. Vignolo
et al. (2000) usando uma combinag¢do de trés bacteriocinas em um sistema de carne,
preveniram o desenvolvimento de uma populacdo de Listeria-bacteriocina-resistente.
Martins e Franco (1997) estudaram o comportamento de cepas de Leuconostoc spp e
Lactobacillus sake em lingiiicas frescais, observando a atividade bacteriocina contra
Bacillus cereus, Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus.

Tyopponen e colaboradores (2003) estudaram a agdo bioprotetora que as culturas
iniciadoras t€ém sobre embutidos cdrneos fermentados obtendo bons resultados na
diminuicdo da populacdo de L. monocytogenes, entretanto os mesmos autores concluem
que a reducdo da contagem deste patégeno ndo se deve apenas a produgdo de substancias
inibidoras, mas a um conjunto de fatores ambientais e ecoldgicos, requerendo maiores
estudos. Estudos semelhantes foram conduzidos por Benkerroum et al., (2003) obtendo
resultados também satisfatorios e verificando que os sais de cura (nitrato e nitrito)
interferem na atividade das bacteriocinas produzidas por algumas bactérias dcido-lacticas.

Muitos estudos in vitro (Rodrigues et al., 1994; Nascimento, et al., 1994; Moreno et
al., 1999; Prado et al., 2000; Moreno et al., 2000; Dabés et al., 2001; Alexandre et al.,
2002) tém demonstrado que cepas de bactérias dcido-lacticas s@o capazes de inibir ndo
somente a Listeria monocytogenes, como também outros patégenos de interesse na
inddstria de alimentos. Cabe ressaltar que tais cepas sdo obtidas em sua maioria de
produtos que apresentam alta susceptibilidade a contaminagdo por L. monocytogenes, ou

seja, produtos cdrneos fermentados e laticinios fermentados.
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O desenvolvimento de bactérias l4cticas inibe diversos microrganismos
indesejdveis e patogénicos, estendendo a vida util, melhorando a qualidade higiénica e
conferindo caracteristicas sensoriais desejaveis nos alimentos. O aumento da seguranca do
produto € atribuido aos metabdlitos desses microrganismos (4cidos organicos, peréxido de
hidrogénio, etc) e as substancias produzidas, como os antibiéticos e bacteriocinas (Prado et

al., 2000).

4.6 Lactato de Sodio
A principal funcao dos conservantes € evitar o desenvolvimento e multiplicacdo de

microrganismos que resultam nos processos de deterioracdo. O lactato de sédio é um sal
produzido pela fermentacdo do agicar, que vem sendo estudado como conservante para
produtos cérneos e carcagas de frangos. E reconhecido como seguro e recomendado nos
Estados Unidos pela Food and Drug Administration - FDA. No Brasil foi aprovado e
registrado pelos Ministérios da Saide e da Agricultura como aditivo umectante (Rodrigues
et al., 2000).

Os efeitos bactericida e bacteriostitico do lactato de sédio e lactato de potdssio
sobre L. monocytogenes t€m sido avaliados e demonstrados.

Porto et al., (2002) avaliaram o efeito do lactato de potdssio em salsichas durante
sua vida de prateleira, verificando acentuada redugdo de L. monocytogenes.

Kathleen et al., (2002) avaliaram da mesma forma o efeito do lactato de sédio
combinado ao diacetato de s6dio em salsichas Viena e lingiiica Bratwurst, verificando um
aumento na seguranca microbioldgica desses produtos principalmente em embutidos
defumados.

Samelis et al., (2002) avaliaram a combina¢do de acetato de sédio, diacetato de
sodio, glucona-delta-lactona e lactato de sdédio sobre a contaminagdo superficial de
salsichas por L. monocytogenes, obtendo resultados semelhantes e superiores aos obtidos
com tratamento térmico.

Mbandi e Shelef (2002) observaram o efeito do lactato de sodio sobre L.
monocytogenes e Salmonella spp. Stekelenburg (2003) observou o retardamento do
desenvolvimento de L. monocytogenes em salsichas adicionadas de lactato de sédio e

diacetato de sddio.
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ABSTRACT:
Salamis have been considered products ready for consuming with low risk of causing

listeriosis due to hurdles created during the manufacturing process and its low values in pH
and ay, high salt concentration and the presence of lactic acid bacteria (LAB). Even so, the
survival of Listeria monocytogenes in these products have been reported and studies
aiming the decreasing of this pathogen contamination give evidence that the ranging of
process parameters, LAB and L. monocytogenes strains directly influence the results. In
this work, three formulations (one standard formulation, one formulation added of L.
plantarum and one added of 2% sodium lactate) using the manufacturing process usually
employed in Brazil were evaluated. Naturally contamined sausages presented a small
increasing in L. monocytogenes population on the first days of the process, followed by a
decreasing until the end of the process. The artificially contaminated salamis had
considerable reduction of the initial and final counting of L. monocytogenes not having

significant differences between the treatments.

Key-words: Listeria monocytogenes; Lactobacillus plantarum; Fermented dry sausage;

Survival, Brazilian salami.
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RESUMO:
Salames tém sido considerados produtos prontos o para consumo com baixo risco de

provocar listeriose devido aos obstdculos criados no processo de fabricacdo e suas
caracteristicas de pH e atividade 4gua baixos, alta concentracdo de sal e presenca de
bactérias lacticas. Entretanto, a sobrevivéncia de Listeria monocytogenes nesta classe de
produtos € verificada e estudos de processo visando a redug¢do da contaminag@o por este
patégeno, tém demonstrado que particularidades como variagdo dos parametros de
processo, cepas de bactérias lacticas e de L. monocytogenes influenciam diretamente os
resultados. Neste estudo trés formulacdes foram avaliadas (uma padrio, uma com
inoculagdo da cultura Lactobacillus plantarum e outra com adi¢do de 2% de lactato de
s6dio) empregando pardmetros de processo comumente praticados no Brasil. Os salames
naturalmente contaminados apresentaram discreto aumento da populacio de L.
monocytogenes no inicio do processo, seguidos por reducdo até o final da maturacdo. Os
salames artificialmente contaminados tiveram redugdo considerdvel da contagem de L.

monocytogenes nao havendo diferencas significativas entre os tratamentos.

PALAVRAS CHAVE: Listeria monocytogenes; Lactobacillus plantarum; embutido seco

fermentado; sobrevivéncia, salame brasileiro.
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INTRODUCAO

Salames sdao embutidos fermentados e dessecados, preparados a partir de carne
suina, toucinho, sal, agentes de cura e especiarias, sem tratamento térmico severo, € devido
sua forma de consumo, é considerado um produto pronto para consumo, pois nao necessita
tratamento térmico posterior (5; 10; 18; 22). Os processos de fabricacdo de salames
variam consideravelmente em fun¢do da regido produtora e preferéncia do consumidor (1;
8; 25;28).

Durante a fermentagao por bactérias dcido-lacticas, o oxigénio presente na massa €
consumido, diminuindo o potencial redox, tornando o nitrito mais efetivo na inibicao das
bactérias deteriorantes e patogénicas. Além disso, a queda do pH provoca a diminui¢do da
capacidade de retencdo de dgua pelas proteinas, acelerando a secagem do salame. A
secagem por sua vez resulta em uma baixa atividade dgua do produto final e aumento na
concentracdo de NaCl (30; 31). Por estas razdes produtos carneos fermentados t€m sido
tradicionalmente considerados relativamente seguros devido a estes fatores intrinsecos e
extrinsecos (23).

Listeria monocytogenes tem sido considerado o patégeno mais importante
veiculado por alimentos devido a alta taxa de mortalidade que provoca em grupos de risco
(29) e, embora durante a fermentacdo e maturacdo, a contagem deste patégeno tende a
diminuir substancialmente devido aos obstdculos que sdo criados (8; 30), é freqiientemente
isolado em produtos cdrneos fermentados, pois € capaz de sobreviver as condig¢des
adversas do processo de fabricacdo comercial de salames (2; 12; 33) devido a um
sofisticado mecanismo de resposta ao stress acido, osmético e térmico (3).

Neste estudo foi avaliada a sobrevivéncia de L. monocytogenes em salames tipo
Italiano, de baixa acidez, fabricados sob as condi¢des brasileiras de produgdo, e em

presenca de fatores inibidores intencionalmente adicionados.

MATERIAL E METODOS

As matérias primas cdrneas, condimentos e insumos foram obtidos junto a uma
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planta de abate e industrializacdo de suinos, em Videira, SC. A cultura comercial de
Lactobacillus plantarum (Holbac 100™) foi obtida junto a Danisco Brasil LTDA.
Preparacdo dos inoculos

A cepa de Listeria monocytogenes ATCC 7644 (OXOID C3970L) foi re-
suspendida em Caldo Infusido de Cérebro e Coragdo - BHI (Brain Heart Infusion, MERCK
1.10493) e incubada em overnight a 36°C. A cultura foi repicada para Agar Tripticase de
Soja - TSA (Tryptic Soy Agar, OXOID CM 131) e mantida sob refrigeracdo (2 a 8°C). O
indculo utilizado nos testes foi preparado com antecedéncia de 12 horas, cultivando-se
preliminarmente a cepa em caldo BHI, overnight, e posteriormente diluindo-se em solugdo
salina 0,85%. Transferiu-se inicialmente 100 pL da cultura em caldo BHI para 9,9 mL de
solu¢do salina e homogeneizada por um minuto, 1000 pUL da primeira diluicdo foi
transferida para 9,0 mL de solugdo salina e homogeneizada por mais um minuto. A cultura
diluida foi mantida sob refrigeracdo até o momento do uso e a contagem de células vidveis

do inéculo foi de 10* UFC mL™.

Preparacio dos Salames
Foram elaboradas trés formulacdes de salame. Uma formulacdo padrio, sem adi¢ao

de inibidores, uma formula¢do com adicao de cultura de Lactobacillus plantarum e uma
formulacdo com adicdo de 2% de Lactato de Sédio. Cada formulagdo teve uma batelada
contaminada artificialmente com Listeria monocytogenes ATCC 7644 e uma batelada

controle, conforme a Tabela 1. Os testes foram realizados em duplicata.

Tabela 1: Codificacao das formulagdes de salame Tipo Italiano preparadas para verificar a sobrevivéncia de
Listeria monocytogenes.

Codificagdo

Formulacao dos Descri¢ao dos Tratamentos
Tratamentos

Al Formulacdo padréo
A - Controle A2 Formulacdo padrio + L. monocytogenes
. Bl Formulacdo + L. plantarum
B - Lactobacillus plant
actobactitus prantarum B2 Formulacdo + L. plantarum e L. monocytogenes
o Cl1 Formulacio + Lactato de sédio
€ - Lactato de sodio C2 Formulacdo + Lactato de s6dio e L. monocytogenes

Foram preparadas seis bateladas (Al; A2; B1; B2; C1; C2) de massa base com a
seguinte composicdo: Carne suina (paleta) 74,9%, toucinho 16,0%, sal 2,8%, p6 hiingaro

Il (nitrato de sddio e nitrito de sédio) 0,3%, eritorbato de sédio 0,04%, glutamato
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monossodico 0,25%, malto dextrina 0,5%, leite em p6 4,0%, glucona delta lactona (GDL)
1,2%, cultura de Staphylococcus carnosus (BACTOFERM SB 61 - Chr. Hansen®)
0,025%.

Uma massa-liga foi preparada com 15% da carne suina e 10% do sal total utilizados
em cutter (MADO Ganrant®). Em seguida acrescentou-se ao cutter o toucinho congelado e
moido até que atingisse a metade da granulometria desejada. Entao se adicionou o restante
da carne suina congelada, o inéculo de L. monocytogenes (bateladas A2, B2 E C2), as
culturas, temperos e aditivos, continuando-se a moagem até uma granulometria de
aproximadamente 5 mm x 5 mm. A massa foi embutida em tripas de coldgeno de 43mm
por meio de embutideira (Heinrich Frey Maschinenbau GmnH — Henry 20®) formando
pecas de 350 — 400 g. As pecas foram penduradas em varas e levadas a cura.

Nas bateladas B1 e B2 foram acrescentados 0,025% de Holbac 100™ (DANISCO),
dissolvidos em 50mL de 4dgua destilada, e nas bateladas C1 e C2 foram acrescentados 2,0%

de lactato de sddio (Purasal — PURAC).

Parametros tecnolégicos
A fermentacdo e maturacdo foram realizadas em camara climatizada (Reich®).

Para o desenvolvimento das reacOes de cura manteve-se os salames a temperatura de 22-
24°C, umidade 94-98% por 48 h. Posteriormente, para a secagem € maturacao manteve-se

nas condi¢des de temperatura e umidade conforme a Tabela 2.

Tabela 2: ParAmetros tecnolégicos de cura e maturacio

Dias Temperatura Umidade Relativa
(€ (UR %)
1°e2° 22 -24 94 - 98
3° 20-22 92 -96
4° 18 -20 90 - 94
5° 16 -18 88-92
6° 12-14 85-90
7° ao 28° 12 - 14 82 — 87

Analises microbioldgicas
Foram avaliadas amostras de cada batelada com 0, 7, 14, 21 e 28 dias de processo.

Prepararam-se unidades analiticas de 25 g diluidas em 225 mL de Agua Peptonada

Tamponada — (Buffered Peptone Water, OXOID CM 509), homogeneizadas em Stomacher
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400 (Modelo Seward Medical , Inglaterra), e as dilui¢gdes subseqiientes também foram
feitas com 4gua peptonada tamponada e homogeneizadas em agitador de tubos vortex
(PHOENIX mod. AP 56, Phoenix, Araraquara, SP, Brasil). A contagem de Listeria
monocytogenes foi determinada pelo método do Nimero Mais Provavel (NMP), (5 séries
de 3 tubos - 1,0 g, 0,1 g, 0,01 g, 0,001 g e 0,0001 g), utilizando Caldo Universidade de
Vermont - UVM (Modified Listeria Enrichment Broth, ACUMEDIA 7409A) para
enriquecimento primdrio (incubagdo a 30°C por 24 h), Caldo Fraser (ACUMEDIA 7502A)
como enriquecimento secunddrio (incubagdo a 35°C por 48 h), e Agar Listeria acc. to
Ottaviani & Agosti - ALOA (BIOLIFE céd. 401605) como meio de isolamento e
diferencial (incubagcdo a 35°C por 24-48 h) (32). As coldnias caracteristicas de L.
monocytogenes (3 a 5 coldnias) foram confirmadas através das provas de catalase,
motilidade por microscopia (32) , CAMP Test (Tryptic Soy Agar OXOID, CM 131,
adicionado de sangue de carneiro - NEWPROV), fermentacao de rhamnose (Phenol-red
Broth Base, MERCK 1.10987; L(+) Rhamnose MERCK 1.04736) e com o soro Listeria O
Antisera Types 1, 4 (DIFCO co6d. 223021). A contagem de bactérias l4cticas foi
determinada com Agar De Man, Rogosa, Sharpe - MRS (OXOID CM 361) incubado 2
temperatura de 30°C por 48-72 horas em atmosfera microaerofila (26). As coldnias tipicas

foram confirmadas através de provas de catalase.

Analises fisico-quimicas
As amostras foram moidas e homogeneizadas em moedor adequado com disco de

Smm. O pH foi determinado com potencidmetro ORION (mod. 410 — 060547). A atividade
dgua foi determinada por cdlculo entre os percentuais de dgua e sal conforme a
metodologia de Krispien, Rodel e Leistner (15). A umidade foi determinada por
evaporacdo pelo método gravimétrico a 105°C e os cloretos foram determinados pelo

Método Mercurométrico através da titulagdo com nitrato de mercurio (4).

Analise estatistica
Foram realizadas trés repeticbes de cada tratamento. Os resultados das

determinagdes de Listeria monocytogenes foram expressos em log;o NMP/g e as contagens
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de bactérias acido-lacticas expressas em logloUFCg'l. Os dados de pH, Ay, NMP de
Listeria monocytogenes e contagem de bactérias dcido-lacticas foram analisados utilizando
o software Statistica versdao 6.0 através da andlise de variancia (ANOVA) e o Teste de
Tukey foi aplicado quando detectada diferenca entre os valores ao nivel de 5% de

significancia (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

pH e Atividade Agua
Os valores de pH e atividade 4gua (Tabela 3) ndo apresentaram diferenca

significativa (P>0,05) entre os tratamentos. A queda do pH teve o desempenho
caracteristico do processo de fabricacdo de salames brasileiros com reducao acentuada até
o 14° dia seguido por uma elevacdo no 21° dia mantendo-se constante até o 28° dia da
maturagdo. Este efeito ocorre pela atividade das bactérias adcido-lacticas e a elevacdao do pH
préoximo ao final do processo € devido a protedlise e lipdlise, provocada provavelmente por
leveduras, que também sdo responsdveis pelo desenvolvimento do aroma, caracteristico da
maturagdo (19; 29, 34).

A diminui¢do de atividade 4gua de todos os tratamentos teve comportamento
semelhante, mas a partir do 14° dia a curva dos tratamentos C/ e C2 distanciaram-se das
demais, permanecendo entre o 21° e 28° dia de maturacdo com valores menores que 0S
demais tratamentos. Este fato pode estar associado ao efeito umectante do lactato de sédio,
que aumenta a capacidade de retencdo da dgua acarretando na diminui¢do da atividade

agua (24).

Contagem de Bactérias Lacticas
As populacdes de bactérias lacticas presentes neste estudo, com excecao dos

Tratamentos B/ e B2, sdo originadas da contaminacdo da matéria prima e do ambiente de
processamento, onde a contagem € muito varidvel. A contagem oscilou entre 5,0 e 7,0
logi¢/g, ndao havendo diferenca significativa (p>0,05), com exce¢ao do Tratamento A/. A

varia¢do da contagem de bactérias dcido lacticas entre os tempos de processo demonstrou
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diferenca significativa (p< 0,05) apenas no Tempo 0, devido a populagdao ser menor em

relagdo aos demais tempos, e esta aumentar durante a fermentacdo e maturacao.

Tabela 3: Resultados de contagens de bactérias dcido-lacticas (LAB), pH and atividade dgua (Aw) durante o
periodo de cura e maturagdo de salames.

0 dias 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
Tratamento | LAB | pH | A, |LAB| pH | A, |LAB| pH | A, |LAB| pH | A, |LAB| pH | A,
Al 5,00 | 5,610,958|5,97 (4,990,938 |6,88|4,930,916|6,35|5,08 |0,895|5,80|5,16 | 0,892
A2 5,48 15,74 10,9591 6,43 5,03 |0,941|6,80|4,82(0,917|6,37|5,12 0,901 |6,40| 5,12 | 0,897
Bl 6,21 (5,620,958 6,87 | 5,08 10,939|7,34|4,89|0,917|7,05|5,03|0,898|6,95|5,17 | 0,895
B2 6,17 (5,740,958 6,85(5,07|0,940|7,24 4,91 0,917|7,03|5,06 0,899 |6,78 | 5,19 | 0,896
C1 6,00 | 5,60 0,959]6,74 | 5,06 | 0,937 6,60 | 4,76 | 0,915 6,40 | 5,07 | 0,885 | 6,00 | 5,19 | 0,883
Cc2 6,26 | 5,36 10,9591 6,98 | 5,08 |1 0,937|6,93 4,84 |0,915|6,59|5,15|0,885|6,43|5,10 | 0,883

Al: Tratamento Al = Formulacdo padrio; A2: Tratamento A2 — Formulagdo padrdo inoculada com L.
monocytogenes; B1: Tratamento B1 — Formula¢do padrdo inoculada com L. plantarum; B2: Tratamento B2:
Formulacdo padrdo inoculada com L. plantarum e L. monocytogenes; Cl: Tratamento C1 — Formulacdo
padrdo com 2% de Lactato de sédio; C2: Tratamento C2 — Formulagdo padrdo com 2 % de Lactato de sédio
inoculada com L. monocytogenes.

Sobrevivéncia de L. monocytogenes em amostras controle
Os tratamentos A/, Bl e C1, (Figura 1) representam o comportamento da populacio

de Listeria monocytogenes presente na matéria prima (contaminagdo natural) utilizada na
producdo do salame tipo Italiano.

Verificou-se neste estudo que as contagens de L. monocytogenes nos salames
controle sdo bastante baixas e estdo em acordo com trabalhos semelhantes de Peccio (20) e
Silva (27).

As curvas do tratamento A/ e Bl tiveram comportamento diferenciado entre si. O
tratamento B/ apresentou um nivel de contaminacdo inicial maior que o tratamento A/ e
Cl, e do inicio ao final do processo apresentou uma diferenca de 2,42logj. O
comportamento desta curva demonstrou uma queda constante até o 14° dia de maturacao, e
uma discreta elevacdo no 21° dia seguido de uma queda acentuada no 28° dia de
maturagdo. O tratamento A/, embora apresentando uma diferenca discretamente menor
entre o inicio e o final do processo (0,04log), teve um crescimento sensivel (1,05 logjo)
na fase de fermentacao até o 7° dia, seguido de queda ndo sendo detectado no 14° e 21°dia
e apresentando um discreto aumento no 28° dia. Este comportamento € semelhante ao
descrito por Campani et al. (6) quando compararam o efeito de duas cepas de Lactobacillus

plantarum, uma produtora de bacteriocina e outra ndo, sobre a sobrevivéncia de L.

54



monocytogenes, no processo de fabricacdo de salame Italiano. O crescimento da populacao
no tratamento A/ na primeira semana pode ser explicado por uma reagdo ao ambiente que
gradativamente tornou-se mais 4acido e pela auséncia de obsticulos fortes. Este
comportamento € esperado em cepas adaptadas ao stress ambiental provocado pelo
processo (21; 35).

O tratamento C/ nd3o apresentou contagens de L. monocytogenes, ao longo do
periodo de avaliagdo. Este comportamento pode ser decorrente da contaminacdo da matéria
prima estar abaixo dos niveis de deteccdo do método de contagem utilizado ou um efeito

preventivo do lactato de sédio que ndo permitiu o crescimento da populagao.

Sobrevivéncia de L. monocytogenes em amostras artificialmente contaminadas
O comportamento das populagdes de L. monocytogenes nos salames artificialmente

contaminados, nos tratamentos A2, B2 e C2, podem ser verificados na Figura 2. Todos os
tratamentos apresentaram curvas com diminui¢do continua da populagdo nao havendo
diferencas significativas entre elas (p>0,05). A diferenca obtida entre as populacdes
iniciais e finais no Tratamento A2 foi de 2,57 log;p, no Tratamento B2 de 3,81 logj e

Tratamento C2 de 3,3 logo.
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Figura 1: Sobrevivéncia de L. monocytogenes em salames tipo Italiano controle, ao longo da fermentagdo e
maturagdo. Al = FP: Tratamento Al — Formulagdo padrdo; B1 = FP + Lp: Tratamento B1 — Formulagdo
padrio inoculada com L. plantarum; C1 = FP + Lact. Na: Tratamento C1 — Formulacio padrao com 2% de
Lactato de sédio.

55



Comparando-se os dois tratamentos da formulagdo padrio (tratamento A/ com
contamina¢cdo natural, e tratamento A2 com contaminacdo artificial), verificou-se
comportamentos diferentes entre as duas curvas. Enquanto o tratamento A/, que teve uma
contagem de L. monocytogenes inicial menor, apresentou crescimento na primeira semana,
seguido de queda posterior, o tratamento A2, com populagdo inicial maior, teve queda mais
acentuada na primeira fase, e continua até o final do processo. Esta diferenca pode ser
devida as caracteristicas da cepa presente em cada processo. O tratamento A2 foi elaborado
com uma cepa controle (ATCC 7644) de origem humana, e no tratamento A/, estava
presente uma ou mais cepas de L. monocytogenes originaria de matéria prima carnea e/ou

ambiente de processo de carnes.
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Figura 2: Sobrevivéncia de L. monocytogenes em salames tipo Italiano artificialmente contaminados, ao
longo da fermentacao e maturacdo. A2 = FP + Lm: Tratamento A2 — Formulacao padrdo inoculada com L.
monocytogenes; B2 = FP + Lp + Lm: Tratamento B2: Formula¢do padrdo inoculada com L. plantarum e L.
monocytogenes; C2 = FP + Lact. Na + Lm: Tratamento C2 — Formulac¢do padrdo com 2 % de Lactato de
sodio inoculada com L. monocytogenes.

O tratamento B2, cuja formulacdo continha a cultura de Lactobacillus plantarum,
apresentou curva com queda continua e a partir do 14° dia passou a ter um desempenho

melhor que os demais tratamentos, atingindo a contagem de L. monocytogenes mais baixa
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que os tratamentos A2 e C2 no 21° dia de processamento, estabilizando-se a partir de
entdo. O tratamento com L. plantarum teve o melhor desempenho global, pois iniciou com
a maior populacdo e atingiu o indice de sobrevivéncia mais baixo, quando comparado aos
tratamentos A2 e C2, no final do processo.

O tratamento C2 teve comportamento semelhante aos tratamentos A2 e B2, e
apresentou a diferenca de 3,3 log;p na sobrevivéncia de L. monocytogenes, entre o inicio €
final do processo.

Muitos trabalhos t€ém avaliado a eficiéncia do processo de fabricacdo de salames no
controle de L. monocytogenes e o resultado destes estudos tém variado consideravelmente
(8; 7; 17; 18; 25; 29; 31). Estas variagdes oscilam entre a efetividade do processo na
reducdo das populagdes e o aumento das mesmas. Atribuiu-se a essas variacdes tanto os
parametros utilizados em cada estudo (17), como as caracteristicas das cepas utilizadas em
cada experimento (29)

Ao longo do processo de fabricacdo somam-se obsticulos, que sinergicamente,
tornam o ambiente indspito aos patdgenos (16). Na fase de fermentagdo apenas a queda do
pH representa um obstidculo importante ao crescimento e sobrevivéncia de Listeriae (29),
embora o crescimento destas populagdes, nesta etapa, ja tenham sido registrado por Glass e
Doyle (11) em estudos onde ndo foram utilizadas culturas de bactérias acido-lacticas, e por
Chikthimmah et al. (7) na elaboragdo de Lebanon Bologna. Na fase de secagem e
maturacdo, soma-se ao baixo pH, a diminui¢cdo da Aw e aumento da concentracdo de sais
(29). Quando presentes culturas iniciadoras de bactérias acido-l4cticas, produtoras ou nao
de bacteriocinas, mais um obstaculo € acrescentado (6).

Os principais fatores atribuidos a sobrevivéncia de L. monocytogenes ao longo do
processo e no produto final que tém sido destacados sdo sua habilidade em desenvolver
resisténcia a acidez do meio (22; 3) e segundo alguns estudos, o tamanho da populagao
inicial tem efeito sobre a sobrevivéncia da populagdo frente a estas condi¢des adversas (13;
18; 14; 17). Esta caracteristica ¢ mais comum a algumas cepas isoladas em alimentos
fermentados ou no ambiente onde estes sdo processados, e estd relacionada a sua
patogenicidade (35). Quando se comparou os tratamentos A/ e A2 (que representam
condi¢des semelhantes), o tratamento A/, com uma populacdo de L. monocytogenes menor
apresentou um leve crescimento inicial, enquanto o tratamento A2, com populacio inicial

maior de L. monocytogenes teve queda continua até o final do processo, isto pode ser
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devido a origem das cepas presentes em cada tratamento.

Concluindo, verificou-se que sob as condi¢cdes de fermentacdo e maturacao
empregadas neste estudo, a diminui¢do da contaminacao por L. monocytogenes em salames
tipo Italiano € mais lenta do que nos trabalhos desenvolvidos até entdo na Europa (8; 18;
31) que obtiveram uma diminuicdo expressiva ja no inicio do processo, provavelmente
porque a diminuicdo do pH e atividade dgua naqueles processos serem mais drasticos.
Quando ocorre aumento da populacdo de L. monocytogenes na fase inicial, esta é mais
intensa do que o observado em outros trabalhos (6).

Embora ndo tenham sido verificadas diferengas significativas (p> 0,05) entre os trés
tratamentos artificialmente contaminados, no tratamento B2 (inoculado com L. plantarum)
ocorreu um ligeiro distanciamento em relagdo a curva do tratamento padrao (A2) e a curva
do tratamento C2 (com adicdo de lactato de sédio), que foi similar a curva padrao. Desta
forma a utilizacdo de culturas bioprotetoras como Lactobacillus plantarum sao
recomenddaveis na produ¢do comercial de salame tipo Italiano e o uso de lactato de sédio,
embora apresentando resultado satisfatorio, deve ser melhor avaliado, principalmente na

possibilidade de uso concomitante com outras substancias inibidoras.
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CAPITULO 3 - CONSIDERA COES FINAIS

A capacidade de Listeria monocytogenes suportar condi¢des dcidas € uma
caracteristica que deve ser considerada na produgcdo de alimentos, ndo s por sua
sobrevivéncia nos alimentos bem como no ambiente de produgao.

Os processos de fabricagdo e sanitizacdo das instalagdes expdem a bactéria ao stress
acido podendo desencadear o mecanismo de adaptacdo aumentando sua resisténcia e
consequentemente sua viruléncia.

Estudos ja desenvolvidos indicam que, as caracteristicas das cepas e dos alimentos
parecem estar diretamente relacionadas a capacidade de resposta ao stress acido.

Estudos futuros correlacionando diferentes cepas (obtidas de fontes variadas) frente
as caracteristicas fisico-quimicas de diferentes matrizes com poderdo fornecer subsidios

para elaboracdo de estratégias para produgdo de alimentos mais seguros.
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