UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
PROGRAMA MESTRADO EM CIENCIA ANIMAL

EFEITO DO USO DO NITRATO E NITRITO NA INIBICAO
DE C. perfringens TIPO A EM LINGUICA BOVINA CURADA

Melissa Amin

CAMPO GRANDE
MATO GROSSO DO SUL - BRASIL
OUTUBRO DE 2005



UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
MESTRADO EM CIENCIA ANIMAL

EFEITO DO USO DO NITRATO E NITRITO NA INIBICAO
DE C. perfringens TIPO A EM LINGUICA BOVINA CURADA

Melissa Amin

Orientador: Prof. Dr. Jair Vicente de Oliveira

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul, como requisito a obtencdo do
titulo de Mestre em Ciéncia Animal. Area de
concentracdo: Saude Animal.

CAMPO GRANDE
MATO GROSSO DO SUL - BRASIL
2005



O que sabemos é uma gota.
O que ignoramos é um oceano.

Isaac Newton
(1643-1727)
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1. INTRODUCAO

Aos alimentos preparados industrialmente sdo adicionados aditivos que podem
proporcionar uma variedade de subprodutos e aumentar o tempo de vida dtil. A criacdo de
novos produtos possibilita escolhas alternativas para 0 mercado consumidor e uma possivel
adicional fonte de renda aos pequenos produtores.

Um dos produtos de maior comercializacdo pela facilidade do processo de
elaboracdo e preco acessivel de mercado, é a linguica. Segundo Fernandez et. al. (2005),
muitas vezes esse embutido é produzido irregularmente em nivel doméstico, sem
autorizacdo dos drgdos competentes utilizando aditivos de forma inadequada. Entre os
aditivos utilizados como conservantes na lingiica, estdo os nitratos e nitritos, 0s quais séo
adicionados com objetivos de conservar as caracteristicas sensoriais, como a coloracdo
avermelhada ou rosea que é resultado da reacdo entre a mioglobina e o Oxido nitrico
(proveniente da reducdo do nitrito), além de impedir alteragdes provocadas por
microrganismos, principalmente os clostridios (O’LEARY & SOLBERG, 1976; GREVER
& RUITER, 2001).

Das muitas espécies de clostridios, destaca-se o Clostridium perfringens,
responsavel por intoxicacdes alimentares classicas devido a produgdo de uma enterotoxina,
capaz de interferir no transporte de agua, sodio e cloretos através da mucosa intestinal
causando dentre os sintomas diarréia e dores abdominais agudas (BRYNESTAD &
GRANUM, 2002).

Contudo, o uso de aditivos é um tema controvertido, com alegacdes de que eles
podem ser toxicos, além de serem precursores das nitrosaminas, substancias cancerigenas
(BINSTOK et. al., 1996).

O emprego de aditivos deve ser justificado sempre que proporcionar vantagens de

ordem tecnoldgica e ndo para substituir precaucdes higiénicas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Linguica

Desde a remota antiguidade o homem vem fabricando diferentes tipos de linglica,
na busca de conservar a carne e fornecer um produto a altura das exigéncias do consumidor
(TERRA, 1998).

Entende-se por linglica, o produto cérneo industrializado elaborado a partir de
carnes de animais de acougue, adicionado ou nao de tecidos adiposos, ingredientes,
embutidos em envoltdrio natural ou artificial e submetido a processo tecnologico adequado.
Pode ter sua classificagdo varidvel de acordo com a composi¢do da matéria-prima e a
tecnologia utilizada na fabricagdo (BRASIL, 2000a).

A linglica é classificada como produto curado e embutido, de acordo com a
legislacdo, se enquadra na subcategoria 8.2.1.1, fazendo parte da Categoria 8 — Carne e
Produtos Cérneos (BRASIL, 1998b). Os embutidos de carne, em seu conjunto, ocupam
posicdo privilegiada nas estatisticas brasileiras, correspondente a 45% em relacao as demais
carnes processadas (PARDI et al., 1995).

No Brasil, a linglica € um dos produtos carneos mais fabricados (250.000 toneladas
em 1994), provavelmente porque sua elaboracéo, além de ndo exigir tecnologia sofisticada,
utiliza poucos equipamentos de baixo custo (TERRA, 1998).

Para Fernandez et al. (2005), as linglicas sdo comercializadas em grande escala por
se tratar de um produto de valor comercial acessivel a todos os setores da sociedade sendo
facilmente encontrados em supermercados, agougues, mercearias e feiras livres.

Melo Filho et al. (2004), afirmam que o preco acessivel de algumas marcas, a
praticidade do preparo e o valor protéico dos produtos embutidos, contribuem para a
reducdo do “déficit” nutricional, principalmente da populacdo de baixa renda. E importante
considerar os principais diferenciadores entre os fabricantes: a qualidade, o preco e a
apresentacdo do produto. Observa-se a comercializacdo de produtos embutidos de marcas

desconhecidas, elaborados artesanalmente, sem qualquer orientacdo ou fiscalizacdo, por



parte dos 6rgdos competentes, oferecidos indiscriminadamente, expondo os consumidores
aos riscos inerentes a ingestdo de alimentos processados em condic¢des higiénicas precarias.

Por outro lado, devido ao grande mercado consumidor, tem-se também cada vez
mais a exigéncia de produtos de qualidade, que segundo Soares et al. (2003), é um fator
decisivo para que a industria de alimentos busque continuamente a adaptacdo e
desenvolvimento de novas formulagdes que visem além da melhoria na qualidade,
principalmente, a seguranca dos produtos alimentares. As novas formulacdes e 0s processos
para obtencdo de alimentos seguros tornam-se possiveis por intermédio do advento de
novos ingredientes e aditivos.

Na fabricacdo da linglica, os principais ingredientes utilizados sdo a carne e a
gordura animal (toucinho), sendo o sal, acucar, nitrato e nitrito, os aditivos adicionados.

Roga (2005), define o processo pelo qual s&o utilizados os aditivos citados acima e
condimentos, como cura, conferindo a melhoria das caracteristicas sensoriais desejaveis na
lingiica, como sabor, aroma e cor (coloracdo vermelha ou résea mais atraente), além da
conservacao da carne por um periodo de tempo mais longo. Segundo esse mesmo autor, em
produtos de salsicharia, os ingredientes de cura sdo incorporados durante os processos de
mistura e moagem. S&o adicionados em forma seca ou como solugdo concentrada e sdo
distribuidos uniformemente por todo produto durante a trituracdo e preparo da massa. Essa
técnica é conhecida como cura direta.

Para Hwang (2001), o processo de cura impede o crescimento de bactérias
patogénicas responsaveis por graves doencas, além de melhorar a seguranga do produto.

Conforme Cheftel & Cheftel (1999), o sal de cura se caracteriza por um contetdo de
sal relativamente elevado, em torno de 4% ou mais, pela presenca de nitritos, e nitratos em
menor quantidade.

O sal (cloreto de sodio - NaCl) atua realcando o sabor, e contribuindo igualmente
para o desenvolvimento da cor. Em altas concentracbes, pode atuar como agente
conservante (BRASIL, 1998a).

De acordo com Hughes (1994), o sal é um conservante muito antigo, utilizado ha
mais de 5.000 anos. Através de décadas, a carne tem sido preservada com o emprego dele, e

prevenindo em certas concentragdes, o crescimento de alguns microrganismos responsaveis



pela deterioracdo da carne. O mecanismo de prevencdo do crescimento bacteriano inclui
também o seu efeito de reducdo da agua disponivel na carne (EPLEY et al. 1992).
Consequentemente, ocorre 0 aumento da pressdo osmotica. A solucdo de sal pode ser toxica
ao microrganismo dependendo da sua concentracdo e da tolerancia que o microrganismo
tem pelo sal. Entretanto, as concentragdes empregadas (2-3%) nas formulas de cura em
carnes, ndo exercem acdo conservadora, sendo sua principal funcédo de agente aromatizante
(ROCA, 2005).

Prandl et al. (1994), descrevem que a concentracdo de sal limitante para o
crescimento do microrganismo Clostridium perfringens é de 8%. Discordando de Jay
(1994), que afirma que a inibicdo do crescimento desse microrganismo é em torno de 5%
de cloreto de sodio. Para Silva (2000), o microrganismo pode crescer na presenca de até 2%
de NaCl. Concentragdes em torno de 10% de NaCl sdo necessarias para inibir a
multiplicacdo das cepas de C. perfringens, segundo Leitdo (1984).

O acucar € um aditivo adicionado com a fungdo de dar sabor e a de servir como
fonte de energia para as bactérias responsaveis pela reducédo do nitrato a nitrito, na primeira
etapa do processo de formagdo de cor na cura de carnes e posterior desenvolvimento das
bactérias acidolacticas responsaveis pelo abaixamento do pH no produto, devido a
transformacdo em 4cido lactico (HERSOM & HULLAND, 1985; FEHLHABER &
JANETSCHKE, 1995). As concentragdes utilizadas em cura (0,5 a 1,0%), ndo chegam a ter
alguma acédo conservadora.

O modo de acdo do acgucar e do sal sdo similares, pois quando a célula microbiana é
colocada numa concentragdo hipertonica (por exemplo, a 5%), a quantidade de agua é
maior dentro da célula. Portanto, a &gua tende a sair numa velocidade maior do que entra,
ocasionando a plasmdlise, que resulta na inibi¢do do crescimento até a sua morte. Tal fato
ocorre também na estrutura da carne, ocasionando a desidratacio (FRANCO &
LANDGRAF, 1996).

Os aditivos considerados como ingredientes principais da cura, € que tem sido
comumente utilizados em inddstria alimenticias, principalmente em produtos carneos, sao
nitrato e nitrito (HAYES, 1993; PINHO et al., 1998).



2.2. Aditivos

Em relacdo as definicbes de ingredientes e aditivos, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saide (ANVISA), por meio de Brasil (2000b),
definiu ingrediente como “qualquer substancia, empregada na fabricacdo ou preparacao de
um alimento e que permanece no produto final, ainda que de forma modificada” e aditivo
alimentar como “qualquer ingrediente adicionado intencionalmente aos alimentos, sem
proposito de nutrir, com o objetivo de modificar as caracteristicas fisicas, quimicas,
bioldgicas ou sensoriais, durante a fabricacdo, processamento, preparacdo, tratamento,
embalagem, acondicionamento, armazenagem, transporte ou manipulacéo de um alimento”.

Conforme Silva (2000), o conceito de aditivo alimentar € bastante varidvel de um
pais para outro. Uma determinada substancia podera ser utilizada como aditivo por um pais
e ter seu uso proibido em outro. Devido a esses problemas ocorridos, principalmente no
comeércio de exportacdo, verificou-se a necessidade da unificacdo do conceito de aditivos
para alimentos.

Nacionalmente, existe uma legislacdo especifica, que atribui a funcdo de aditivos e
seus limites maximos permitidos (BRASIL, 1998a).

Cunha et al. (2003), ressaltam além do emprego dos aditivos serem limitados por
legislacBes especificas, sdo apoiados em critérios restritivos que levam em consideracao
recomendac0es da Organiza¢do Mundial de Satide (OMS). No Brasil e em inimeros paises,
os aditivos alimentares sdo usados amplamente, exercendo diferentes fungdes no produto
final.

O uso de aditivos com vantagem para o consumidor pode ser tecnologicamente
justificado, desde que sirva para 0 aumento do valor nutritivo do alimento, além de sua
conservacao ou estabilidade, tornando o alimento mais atrativo ao consumidor mas sem
leva-lo a engano (GAVA 1999).



2.3. Nitrato e Nitrito

Silva (2000), define os nitritos como conservantes inorganicos que inibem ou
retardam a multiplicacdo dos microrganismos. O nitrito de sodio é um sal de um acido
relativamente fraco e de uma base forte. E uma substéancia cristalina, muito solvel em agua
(ROCA, 2005).

Nitrito de sddio e nitrato de s6dio possuem limites maximos para uso de 0,015 e
0,03 ¢/100g, respectivamente, sendo que a quantidade residual maxima é expressa como
nitrito de sddio. A mescla de aditivos com igual funcdo pode ser utilizada, desde que a
soma de todos os limites ndo seja superior ao limite maximo de nenhum deles (BRASIL,
1998a).

Segundo Heaton et al. (2000), nos Estados Unidos, o nitrito de sodio é permitido em
niveis de até 156ppm em carnes curadas. Na Franca, seu emprego esta autorizado desde
1964, mas unicamente na forma de sal nitratado (0,6%) com o objetivo de evitar acidentes
no momento da manipulacdo (GIRARD, 1991).

Oztekin et al. (2002), concordam que o nitrato e o nitrito sdo amplamente utilizados
como conservantes em produtos carneos.

Pardi et al. (1995), relatam que pesquisas tém demonstrado que o principal atributo
do nitrito € garantir a estabilidade microbiolégica das carnes curadas, inibindo o
desenvolvimento de diversas bactérias patogénicas, particularmente o Clostridium
botulinum, concordando com International Commission on Microbiological Specifications
for Foods (1980) e Hughes (1994).

Azanza & Rustia (2004), relatam que a principal finalidade do nitrato e do nitrito
sdo como agentes antimicrobianos e ndo como um aditivo para melhorias na cor, textura e
flavor.

O codigo de rotulagem para o nitrato e o nitrito sdo PVII e PVIII, respectivamente
(FRANCO & LANDGRAF, 1996), sendo o uso da letra P indicativo do codigo de

conservantes.



E reconhecido que concentracdes comercialmente aceitaveis de nitrito de sodio
podem interferir no crescimento das células bacterianas, sendo um obstaculo adicional para
0s microrganismos (CASTELLANI & NIVEN, 1955).

O nitrato atua como fonte de nitrito, permitindo que a carne mantenha um nivel
eficaz para a sua conservacao, conforme Frazier & Westhoff (1993) e Silva (2000), sendo a
quantidade de nitrito formada dificilmente determinada. Azanza & Rustia (2004), relatam
que a utilizacdo do nitrato resulta em uma cura da carne mais lenta e menos previsivel.

Para Jay (1994), além de seu efeito antimicrobiano contra o Clostridium botulinum,
0 nitrito também se mostra eficaz em relacdo a outros clostridios, como o Clostridium
perfringens. Este € um microrganismo utilizado com freqiiéncia em estudos laboratoriais
para determinar o possivel efeito antibotulinico.

MANHOSO & RUDGE (1999) concordam com a afirmacgédo acima, sendo que a
principal justificativa para o emprego do nitrito na elaboracdo de produtos carneos se baseia
no fato de prevenir o aparecimento de formas vegetativas e impedindo tanto a germinagéo
quanto a multiplicacdo dos esporos de Clostridium sp.

O nitrito de sédio tem sido reconhecido como inibidor do crescimento de esporos de
clostridios em bacon e outras carnes curadas (CHRISTIANSEN et al., 1973;
CHRISTIANSEN et al., 1974). Concordando com Hayes (1993), que afirma como sendo a
principal funcdo previnir a germinacgéo e crescimento dos esporos.

O nitrito € uma molécula reativa a qual pode modificar diversos componentes
celulares, entretanto as modificagcdes que realmente contribuem para a agdo conservante
dele nédo séo tao simples de serem compreendidas (BUCHMAN & HANSEN, 1987).

De acordo com os Elementos de Apoio em Boas Préticas e Sistema APPCC (2001),
a acdo consevadora do nitrito é devido a sua combinagdo com as enzimas respiratorias das
bactérias anaerdbicas, inativando-as.

Carpenter et al. (1987), analisando os efeitos do nitrito sobre o microrganismo C.
botulinum in vivo e in vitro, concluiram que os efeitos inibitérios foram, ao menos, em
parte da inativacdo da piruvato ferredoxina oxidoredutase (PFO) e da ferredoxina. Esses
autores concluiram que a inibicdo foi resultado da destruicdo dos centros de ferro-enxofre

das enzimas, devido a formacdo de complexos ferro-enxofre-0xido nitrico (Fe-S-NO),



concordando com a teoria proposta anos antes por Tompkin et al. (1979). Os sitios de ferro
ndo heme sdo caracterizados pela presenca de atomos de enxofre e é de interesse que
complexos Fe-S-NO estejam supostamente ligados em aumentar a atividade do nitrito em
sistemas aquecidos, particularmente na inibi¢do do Clostridium (MORAN et al., 1975).

Jay (1994) e Franco & Landgraf (1996), reafirmam que o nitrito inibe os clostridios
ao interferir com enzimas que apresentam ferro e enxofre em sua estrutura, impedindo
desse modo a sintese de ATP (adenosina trifosfato) a partir do piruvato (essas enzimas
atuam sobre o transporte de elétrons, na quebra do piruvato, originando ATP, H, e CO,).
As bactérias lacticas sdo resistente devido a falta de ferredoxina.

McMindes & Siedler (1988) citados por Nunes (2003), investigando os efeitos do
nitrito e do éxido nitrico na enzima piruvato ferredoxina oxidoredutase no C. perfringens,
verificaram que as concentracGes de 6xido nitrico inibiram a PFO.

Além das finalidades da utilizacdo de nitrato de sodio e nitrito de s6dio como
bacteriostaticos em meio acido, inibindo alguns microrganismos deteriorantes e produtores
de toxinfeccdo alimentar, o nitrito como um agente estabilizante da cor vermelha,
conferindo o flavor (sabor e aroma), textura (melhoria das caracteristicas sensoriais), que
sdo propriedades apreciadas pelos consumidores (ROCA, 2005; PINHO et al., 1998;
FRANCO & LANDGRAF, 1996; PARDI et al., 1995; MANHOSO & RUDGE, 1999).
Pardi et al (1995) ainda afirmam que o fenébmeno da fixacdo da cor, é bastante complexo e
nédo inteiramente esclarecido, mas exclui a hemoglobina.

Zanardi et al. (2002a), afirmam que o nitrato é reduzido a nitrito em carnes, por
bactérias que normalmente ocorrem na microbiota da carne, e o nitrito é reduzido a éxido
nitrico (NO), que é o componente que vai reagir com a mioglobina (principal pigmento da
carne), para formar a coloragdo tipica dos produtos curados (nitrosomioglobina) sem acéo
do calor, gerando uma cor mais avermelhada. O nitrosohemocromo é o pigmento final,
roseo, que devem ter todas as carnes submetidas ao aquecimento (desnaturacdo da parte
protéica, mas a estrutura hemo unida ao 6xido nitrico fica intacta), sendo mais estavel ao
calor, porém instavel a luz e oxidagdes.

A reacgdo da mioglobina com o nitrito sob condig¢des de reducdo, estabelecida em

produtos curados, promove estabilidade a nitrosomioglobina, na qual o oxido nitrico é



ligado a porcdo heme e torna-o indisponivel para a oxidagéo lipidica (ZANARDI et al.,
2002b). Considera-se também como efeito, o retardo na rancidez das carnes curadas
(FORREST et al., 1979).

A conversdo do nitrato de sodio a nitrito de s6dio pode ser esquematizada da

seguinte maneira:

2NaND; bactérias  ,  oNaND, + O»
[mitrato de sadio) [mitrito de s0aa)
NaND, + H,0 PHS4-60 . pNo, + NaGH

{doida nitroso)

3 HNO, substaéncias redutoras . 5NO + HNOg + Ha0

{dxido mitrieg)

Figura 1. Conversdo do nitrato de sddio a nitrito de sddio de acordo com Roca (2005).

De acordo com Melo Filho et al. (2004), apesar dos aditivos contribuirem, de forma
significativa, para a conservacdo de embutidos, sua utilizacdo deve ser devidamente
inspecionada, pois ha riscos associados ao emprego indiscriminado desses aditivos.

Segundo Forest et al. (1979), uma dose de nitrito que supere 15 a 20 mg por quilo
de peso corporal pode ser letal; todavia 0 nivel maximo permitido nos alimentos curados
situe-se entre 20 a 40 vezes abaixo da dose letal.

Menos de 10% do nitrito permanece no produto apds sete dias. Desta forma, a
quantidade de nitrito adquirida por uma pessoa consumindo carnes curadas € muito menor
que a quantidade adicionada (PARDI et al., 1995).

Os autores Manhoso & Rudge (1999), Pinho et al. (1998), enfatizam que o emprego
incorreto ou indiscriminado do nitrito no processamento das carnes apresenta riscos
toxicologicos com efeitos seriamente indesejaveis a saude dos consumidores, podendo

levar a metemoglobinemia e apresentar efeitos carcinogénicos, pois € um importante



precursor de nitrosaminas. O nitrato possui menor efeito toxico, representando um perigo
quando ingerido em grandes quantidades ou se convertidos a nitrito.

Silva (2000), acrescenta que a metemoglobinemia ocorre ap6s a ingestdo do
alimento, que contem excessivas quantidades de nitrito. Essas doses elevadas podem ser
transferidas para a corrente sangiiinea e converter a hemoglobina em metahemioglobina
que ndo faz o transporte do oxigénio. A concentracdo de metahemoglobina no sangue é de
aproximadamente 1,0% contra 99% de hemoglobina. Se a concentracdo de
metahemoglobina no sangue for maior do que 20%, o transporte de oxigénio fica
prejudicado dificultando a respiracdo e provocando a palidez no individuo. Teores acima de
70% podem levar o individuo a morte, principalmente criancas, o que justifica a proibicéo
do uso do nitrito em alimentos infantis.

Para esse mesmo autor, pode ocorrer também a formagdo de nitrosaminas, que séo
compostos formados pela reagdo a quente do &cido nitroso, derivado do nitrito com as
aminas secundarias e terciarias. Novamente, a ingestdo de doses elevadas desse composto
pode provocar o surgimento de neoplasias. Algumas delas sdo consideradas teratogénicas.
Porém nas doses permitidas em legislacdo, o teor de nitrito residual é muito inferior a
dosagem necessaria para o surgimento desses problemas.

Devido a esses efeitos toxicos, alguns autores concluiram em suas pesquisas sobre
algumas alternativas em relacdo a substituicdo parcial ou total do nitrato e nitrito. Robach et
al. (1978), reportaram que uma combinacéo de 20ppm de nitrito e 0,2% de &cido ascorbico
é pelo menos tdo efetiva quanto 156ppm de nitrito, em relacdo ao retardo no crescimento do
Clostridium botulinum em produtos carneos curados de aves. Os mesmo autores também
mostraram que uma combinacdo de 40ppm de nitrito e 0,2% de &cido ascorbico possui
efeito superior a 156ppm de nitrito, em relagdo ao retardo no crescimento de Clostridium
sporogenes PA 3679 e esporos de Clostridium perfringens em produtos carneos curados de
suinos.

Al-Shuibi & Al-Abdullah (2002), comentaram que a completa substituicdo do
nitrito de sédio pelo sorbato de sodio ndo é possivel, devido ao fato deste Gltimo ndo

substituir totalmente as fungdes do nitrito, como o desenvolvimento da cor.



2.4. Clostridium perfringens tipo A

Em relacdo as caracteristicas do microrganismo Clostridium perfringens tipo A,
Frazier & Westhoff (1993), Franco & Landgraf (1996), Silva (2000), Brynestad & Granum
(2002), relatam que é um bacilo Gram-positivo bastante espesso e reto (Figura 2), com 0,6
a 2,4um de largura e 1,3 a 19um de comprimento, anaerdbio, esporulado e imdvel. De
acordo com as toxinas que produz, as linhagens recebem uma classificacdo por letras
mailsculas do nosso alfabeto de A a E. O tipo A, produz toxina oo que tem atividade
fosfolipasica (lecitinase) e € hemolitica, sendo relatado em quase todos os casos de
intoxicacdo alimentar. Este microrganismo tem capacidade de produzir grande variedade de
enzimas hidroliticas extracelulares e é capaz de fermentar um grande nimero de
carboidratos, com producdo de gas (H, e CO,) e de produtos finais &cidos. Para a sua

multiplicacdo € indispensavel a presenca de vitaminas e nucleotideos.

Esporos

Figura 2. Bacilos de Clostridium perfringens segundo Hayes (1993).

Durante o processamento de varios produtos de origem animal ou vegetal, a
presenga do microrganismo e dos esporos de Clostridium perfringens deve ser presumida,
pois conforme Juneja et al. (2003), essa bactéria possui ampla distribuicdo. Entdo, o
tratamento térmico aplicado aos alimentos deve ser adequado para destruir 0s esporos ou
sua germinacdo, e o crescimento de células vegetativas, pois assim teremos uma seguranga
em relacdo ao alimento. O tratamento térmico que possui a finalidade de destruir os
microrganismos patogénicos, € considerado como ponto critico de controle para a
seguranca microbioldgica dos alimentos. De acordo com esses autores, a resposta ao

choque térmico e a inducdo a termotolerancia dos esporos devem ser considerados; o tempo



e a temperatura empregados devem ser adequados para destruir os esporos de C.
perfringens que possuem termotolerancia devido a uma exposicdo em condicdes
estressantes de ambientes.

Para Hayes (1993), o problema do controle da temperatura para evitar as
toxinfecgdes por C. perfringens, requer uma explicagdo: os alimentos foram submetidos ao
aquecimento inadequadamente, pois as células vegetativas foram destruidas mas os esporos
permaneceram viaveis. Durante o aguecimento deficiente ha eliminacdo do oxigénio,
tornando o meio anaeroébico, permitindo a germinacdo dos esporos quando o produto (a
carne) é resfriada a 50°C.

Jay (1994) relata que na temperatura de 100°C, temos valores D de 0,31 para
Clostridium perfringens (linhagem 3624 de origem ATCC). Para Leitdo (1984), na
temperatura 100°C, o valor D varia de 0,3 - 0,4 e 0 valor Z € equivalente a 10. O valor D é
definido por GAVA (1999) como tempo de reducdo decimal, é o tempo em minutos a uma
certa temperatura, necessario para destruir 90% dos organismos de uma populacdo. O valor
Z é definido por esse mesmo autor como o intervalo de temperatura necessario para que a
curva de destruicdo térmica atravesse um ciclo logaritmico. Os fatores limitantes para o

crescimento do microrganismo Clostridium perfringens serdo descritos no Quadro 1.

Quadro 1. Fatores limitantes do crescimento do microrganismo C. perfringens.

Fatores limitantes para o crescimento de Clostridium perfringens

Limites de | Temperatura | Oxigénio pH Atividade
Temperatura Otima de agua

Segundo Board 6,5°-53°C 45°C Anaerobio | 4,5-9,0 0,95
(1988)

Segundo Frazier & 15°-55°C 43°-47°C Anaerdbio | 5,0-9,0 0,97
Westhoff (1993)

Segundo Jay (1994) 20°-50°C 37°-45°C Néo é 5,5-8,0 | 0,95-0,97
anaerdbio
estrito
Segundo Franco & 15°-51,7°C 40°-45°C Né&o é 6,0-7,0 | 0,95-0,97
Landgraf (1996) anaerdbio
estrito

Segundo Silva (2000) | 15°-50°C 45°C Anaerdbio | 5,5-5,8 0,94




2.5. Intoxicacéo alimentar por Clostridium perfringens

A gastroenterite produzida pelo Clostridium perfringens, foi diagnosticada pela
primeira vez nos Estados Unidos no ano de 1945 (FRAZIER & WESTHOFF, 1993), sendo

suas principais caracteristicas relatadas a seguir no Quadro 2.

Quadro 2. Caracteristicas da gastroenterite causada pelo microrganismo C. perfringens
Caracteristicas da gastroenterite causada pelo Clostridium perfringens

Periodo de Incubacéo Sintomas Fontes de
Contaminacao
Segundo 8-12 horas Dor abdominal, diarréia, Trato intestinal do
Board nausea homem e animais
(1988)
Segundo | 8-24 horas (12 horasa | Dor abdominal aguda, Solo, aguas residuais,
Frazier & média) diarréia, gases, febre, animais
Westhoff nauseas
(1993)
Segundo 8-12 horas Dor abdominal aguda, Solo, poeira, &gua,
Jay (1994) febre e nauseas alimentos, trato
intestinal do homem e
animais
Segundo 8-12 horas Dor abdominal aguda, Trato intestinal do
Franco & nausea, febre e nduseas homem e muitos
Landgraf animais, amplamente
(1996) distribuidos na natureza
Segundo 8-12 horas Dor abdominal e diarréia | Solo, poeira, agua, trato
Silva intensa intestinal do homem e
(2000) animais

Jay (1994) e Silva (2000), explicam que a causa primaria dos sintomas clinicos da
intoxicacao alimentar devido ao Clostridium perfringens tipo A € a sua toxina, originada
durante a esporulacdo das formas vegetativas no trato intestinal; especifica dos esporos.
Entretanto, € pouco provavel que a toxina pré-formada em um alimento venha a causar
intoxicacao, uma vez que grandes quantidades de toxina (8 a 10mg) séo necessarias para o
desenvolvimento dos sintomas. Além disso, a enterotoxina ndo resiste ao pH acido do trato
digestivo, é termolabil (destruida a 60°C por 10 minutos), nem a agdo das enzimas

digestivas. A enterotoxina produzida por C. perfringens, ap6s ativacao pela tripsina, liga-se



aos receptores localizados no bordo em escova da célula epitelial intestinal (irreversivel),
interage com a membrana causando 0 surgimento de poros pelos quais extravasa 0
conteddo celular, no momento de ruptura do esporangio, induzindo a secrecdo de grande
quantidade de liquidos, resultando em diarréia. Ha grande eliminac&o de sddio e potassio, e
a absorcao de glicose é inibida. Por se tratar de uma toxina citotoxica, a morte celular é em
conseqiiéncia das lesdes de membrana.

Em pessoas sensiveis (criancas e idosos) provoca crises de vomito e febre, o que
pode ocasionar desidratacdo, nos casos de diarréias graves.

O homem deve ingerir um nimero elevado de células vegetativas (5 x 10° células
vegetativas) para que se produza uma dose toxica (BOARD, 1988).

Hayes (1993) comenta que os sintomas aparecem mais freqientemente apds a
ingestdo de alimentos contendo niimero elevado de células (10° a 10” células por grama de
alimento ou mais). Normalmente essa intoxicagdo alimentar é branda, raramente causando
a morte do individuo.

Silva (2000) destaca gue a ingestdo de grandes quantidades de células, em torno de
10® células, de uma populacéo de C. perfringens do tipo A é suficiente para provocar uma
toxinfeccdo alimentar. Mossel & Garcia (1985), relatam que a essa intoxicacdo pode ser
ocasionada ap6s a ingest&o de 10° células vegetativas ou mais.

C. perfringens é facilmente isolado de alimentos. Uma caracteristica curiosa desses
surtos € o numero alto de individuos afetados. Isto deve certamente ao fato de serem
causados pelo consumo de alimentos preparados em grandes quantidades e consumidos
varias horas apds. Neste periodo o microrganismo se multiplica nos alimentos quando
mantidos em temperatura inadequada (estufas ou temperatura ambiente), em vez de
refrigerados. Mesmo quando refrigerados, o frio pode demorar a alcancar o interior dos
produtos, devido ao seu grande volume, e a multiplicagdo existe. Nestes casos, 0S eSporos
ndo sdo destruidos pelo calor. Alimentos a base de carne bovina tém sido relatados como
sendo um dos principais alimentos causadores de intoxicacdo alimentar.

Jong et al. (2004), reafirmam que as intoxicagOes alimentares envolvendo o
microrganismo C. perfringens envolvem erros no processamento, tanto no cozimento

quanto no resfriamento do produto, que sdo insuficientes. Considerando a manutencédo



inadequada em refrigerados domeésticos, algumas situacdes de perigo podem ocorrer. Com
isso, 0s alimentos devem ser aquecidos em temperaturas superiores a 60°C, limitando assim
0 surgimento de toxinfeccdes.

Conforme International Commission on Microbiological Specifications for Foods
(1980), as células vegetativas do Clostridium perfringens sdo sensiveis a baixas
temperaturas e o0 armazenamento prolongado dos alimentos em temperaturas de
refrigeracdo provavelmente resulta em destruicdo lenta, sendo os esporos menos afetados.

Segundo Silva (2000), se os esporos ndo forem destruidos durante a cocgdo sdo
capazes de germinar durante o resfriamento. As condi¢des do centro do alimento podem
favorecer o crescimento explosivo e alcancar valores como 10°-10" de bactérias por grama
de alimento em pouco tempo, dosagem suficiente para causar uma gastroenterite alimentar.

Os inquéritos epidemioldgicos mostram, que geralmente, o alimento responsavel
pela intoxicacdo é um produto carneo conservado por longos periodos, sem refrigeracéo ou
sob refrigeracdo inadequada. Sendo a carne contaminada durante o abate, pelos
microrganismos do préprio animal, pelo manipulador ou ainda pela poeira do meio
ambiente. Esse mesmo autor afirma que o indice de letalidade é baixo, concordando com
Jay (1994).

Frazier & Westhoff (1993), ratificam que os alimentos envolvidos séo as carnes que
sofreram processo de cozimento, resfriamento lento, e que apds esse periodo foram
conservadas durante algum tempo antes de serem consumidas. Como 0S esporos sao
freqlientemente encontrados nos alimentos crus e sdo termorresistentes, € inevitavel sua
presenca em muitos alimentos. A existéncia de uma grande quantidade de microrganismos
da espécie Clostridium perfringens em um alimento que sofreu o processo de cozimento,
indica uma manipulacdo incorreta do mesmao.

Angelotti et al. (1962), Jay (1994), concordam com o0s autores acima, de que a
intoxicacdo deve-se a alimentos carneos preparados e consumidos somente no dia seguinte
ao processo e resfriados lentamente.

Frazier & Westhoff (1993) indicam como forma de prevencdo o rapido resfriamento
da carne cozida e dos outros alimentos, a manutengdo dos alimentos em temperaturas

superiores a 60°C e a higiene pessoal.



Para Brynestad & Granum (2002), a intoxicacdo alimentar por Clostridium
perfringens tipo A, é uma das mais comuns no mundo industrializado (restaurantes,
hospitais e asilos), que preparam grandes quantidades de comidas resfriadas lentamente ou
insuficientemente reaquecidas, aumentando o0 numero de bactérias. Os esporos
sobreviventes sdo responsaveis pela rara, mas severa enterite necrotica, devido a producéo
no intestino delgado da enterotoxina (ingestdo de pelo menos 10" células bacterianas),
causando um colapso nas propriedades de permeabilidade da membrana. A doenca é na
maioria das vezes auto limitante com duracdo cerca de 24 horas, e o Obito pode ocorrer
devido a desidratacéo, visto principalmente em idosos e pacientes mais novos. Devido ao
carater suave da doenca e do tempo curto de duracdo dos sintomas, a maioria das pessoas
ndo entra em contato com as autoridades sanitarias, e provavelmente o nimero de casos ndo
é corretamente estimado. Somente adequadas rotinas de desinfeccdo e atencdo as boas

praticas de fabricagcdo e manipulacéo irdo eliminar esse problema.
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4. ARTIGO CIENTIFICO

EFEITO DO USO DO NITRATO E NITRITO NA INIBICAO DE C. perfringens
TIPO A EM LINGUICA BOVINA CURADA

Resumo

A lingiica, € um dos produtos carneos embutidos mais comercializados do Brasil,
devido ao processo simples de fabricagdo e ao seu valor comercial acessivel a toda
populacdo. A producdo sem critérios quanto a qualidade higiénico sanitaria nas etapas de
processamento representam risco para o consumidor de contrair doencas através de
microrganismos ou intoxicacgoes alimentares, pelo uso excessivo de aditivos. O presente
trabalho teve como objetivo verificar a eficiéncia dos aditivos classificados como
conservantes, nitrato e nitrito, para impedir o desenvolvimento do Clostridium perfringens
tipo A, responsavel por toxinfeccao alimentar, ao longo do periodo de vida atil do produto.
As lingligas de carne bovina curada foram elaboradas partindo de uma massa, sendo
dividida em grupo controle e grupo tratamento, inoculados com a cultura de C. perfringens
(6 x 10° UFC). No grupo tratamento, houve a adicdo do sal de cura de formulacéo propria.
Através de anélises microbioldgicas, utilizou-se 0 meio SFP (Agar Shahidi Fergunson
Perfringens) para quantificacdo da bactéria, e 0 método descrito por Lara et al. (1978), para
a determinacdo dos niveis residuais de nitrato e nitrito. Os resultados demonstraram que
durante o periodo de vida util do produto (44 dias) ndo houve desenvolvimento do
microrganismo nas linglicas que receberam tratamento, mesmo em niveis baixos de nitrato
e nitrito, enquanto que no grupo controle obteve-se crescimento do microrganismo, mas
permanecendo dentro do limite exigido pela legislagdo (3x10° UFC). As quantidades de
nitrato e nitrito de soédio adicionados (200ppm), indicaram um periodo de reducdo dos
niveis de no minimo quatro dias apds o processo de elaboracdo, permanecendo entdo
abaixo dos limites permitidos pela legislacdo (150ppm). De acordo com os resultados
obtidos, observamos a eficiéncia dos conservantes nitrato e nitrito sobre o microrganismo

Clostridium perfringens tipo A.

Palavras-chave: Nitrato, nitrito, Clostridium perfringens



Abstract

The sausage is large-scale commercialized in Brazil due to this simple process, besides it is
a product of accessible commercial value to all the sectors of the society. The
commercialization without control of quality in the processing of these sausages
representing risk to the consumer to contract food poisoning by microrganisms and not only
for containing high levels of nitrites. The objective of this study was to verify the efficiency
of nitrate and nitrite, during these levels reductions on the shelf life of the bovine cured
sausage, inhibiting the development of the microorganism responsable for food poisoning,
Clostridium perfringens type A. The sausages were elaborated from a basic mixture, which
was divided in two samples (control group and treatment group) and inoculated with the
culture of C. perfringens (6 x 10° UFC) . On the group which was aplicated the treatment,
the cure salt formulated on the laboratory was added. By microbiological analysis with
Agar Shahidi Fergunson Perfringens, the bacteria was quantified besides the residual levels
of nitrate and nitrite were determined based on the method described by Lara et al. (1978).
The results showed that on the period of shelf life (44 days), C. perfringens didn’t growth
on the treated samples even in reduced levels, while in the control group the
microorganisms have growing up, but within the limits (3x10° UFC). The amount of
sodium nitrate and sodium nitrite added (200ppm), shows that a period of reduction of four
days before processing were necessarily to get to the limits based on the law (150ppm). On
the basis of this research’s findings it can be concluded that the nitrate and nitrite were

efficient on the growth and germination of C. perfringens type A.

Keywords: Nitrate, nitrite, Clostridium perfringens



Introducéo

Desde a remota antiguidade o homem vem fabricando diferentes tipos de linglica,
na busca de conservar a carne e fornecer um produto a altura das aspira¢ées do consumidor
(TERRA, 1998).

Entende-se por linguica, o produto cérneo industrializado elaborado a partir de
carnes de animais de acougue, adicionado ou ndo de tecidos adiposos, ingredientes,
embutidos em envoltério natural ou artificial e submetido a processo tecnologico adequado.
Este produto tem sua classificacdo variavel de acordo com a composi¢do da matéria-prima
e a tecnologia utilizada na fabricacdo (BRASIL, 2000), sendo classificada como produto
curado e embutido, na subcategoria 8.2.1.1, da Portaria n°1002 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria do Ministério da Satde (BRASIL, 1998b).

Segundo Fernandez et al. (2005), a auséncia de critérios em relacdo a qualidade
higiénico sanitaria nas etapas de processamento e a falta de controle pelos 6rgaos de Saude
Publica representam risco para o consumidor de contrair doengas transmitidas por
alimentos, ou ainda intoxicacdes alimentares, pelo uso excessivo de aditivos.

Os aditivos considerados como ingredientes principais da cura, € que tem sido
comumente utilizados em industria alimenticias como conservantes, principalmente em
produtos carneos, sdo o nitrato e o nitrito (HAYES, 1993; PINHO et al., 1998; OZTEKIN
etal., 2002, SOARES et al., 2003).

Para Jay (1994), além de seu efeito antimicrobiano contra o Clostridium botulinum,
0 nitrito também se mostra eficaz em relacdo a outros clostridios, como o Clostridium
perfringens, e inclusive este € um microrganismo utilizado com frequéncia em estudos
laboratoriais para determinar o efeito antibotulinico.

Brynestad & Granum (2002), afirmam o microrganismo C. perfringens tipo A causa
uma intoxicacao alimentar muito comum no mundo industrializado (restaurantes, hospitais,
asilos), que preparam grande quantidade de comidas resfriadas lentamente ou
insuficientemente reaquecidas, aumentando o0 ndmero de bactérias. Os esporos
sobreviventes sdo responsaveis pela gastroenterite devido a producdo no intestino delgado
da enterotoxina (ingest&o de pelo menos 10’ células bacterianas) causando um colapso nas
propriedades de permeabilidade da membrana, originando a diarréia, sendo um dos



principais sintomas. Devido ao carater suave da doenca e do tempo curto de duracdo dos
sintomas (cerca de 24 horas), a maioria das pessoas nao entra em contato com as
autoridades sanitérias, e 0 nimero de casos ndo é corretamente estimado. Somente
adequadas rotinas de desinfecgdo e atencdo as boas praticas de fabricacdo e manipulagéo
irdo eliminar esse problema. De acordo com Camara (2002), no estado de Mato Grosso do
Sul, o microrganismo C. perfringens representou 12,8% dos surtos de toxinfeccdes
alimentares no periodo de 1998 a 2001.

Na presente pesquisa foi realizada uma avalia¢do da eficiéncia do nitrato e nitrito de
sodio no controle do crescimento e germinagdo do microrganismo Clostridium perfringens

tipo A, relacionado a toxinfecgdes, em linguicas artificialmente contaminadas.

Materiais e Métodos

As amostras de linglicas foram elaboradas no laboratério de Tecnologia de
Produtos de Origem Animal, do Departamento de Tecnologia de Alimentos e Saude
Publica (DTASP) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), seguindo as
Boas Préticas de Fabricacdo (BPF) de acordo com a legislacdo especifica (BRASIL, 1997).

A linhagem do microrganismo Clostridium perfringens tipo A origem ATCC 3624,
foi reidratada segundo a metodologia descrita em BRASIL (2005), utilizando o meio RCM
(Reinforced Clostridium Medium). Apds a reidratacdo, a cultura foi ativada em meio Fluido
Tioglicolato.

Para a elaboracéo das linguicas foi utilizada a formulagdo descrita na Tabela 1.



Tabela 1. Formulagéo das lingiicas bovinas.

Quantidade (kg)
Formulacéo Grupo Controle Grupo Tratamento

Carne bovina 1,745 1,745
(contra filé = Longissimus dorsi)

Toucinho 0,3079 0,3079

Sal comum (2%) 0,0349 0,0349
Nitrato (0,02%) 0,00035
Nitrito (0,02%) 0,00035
Acucar (0,7%) 0,0122 0,0122

Observacdo: formulacédo propria

Ap0s a obtencdo da massa basica (sem adi¢do do nitrato e nitrito), inoculou-se 1mi
da cultura de Clostridium perfringens tipo A, contendo 6 x 10° UFC (contagem global
obtida apo6s plaqueamento com o meio SFP), sendo entdo dividida em grupo controle e
grupo tratamento, sendo que neste Ultimo foram adicionados os aditivos (sal, nitrato,
nitrito) na forma de sal de cura. Ambos os grupos foram embutidos em tripas bovinas,
embaladas a vacuo em embalagens de nylon-polietileno, contendo quatro gomos de
lingliica com aproximadamente 50g cada. As amostras foram armazenadas em recipiente
plastico e mantidas em cdmara fria sob temperatura de 5°C, durante 44 dias.

As linguicas foram submetidas antes da anélise microbiolégica a uma temperatura
de 80°C em banho-maria, sendo resfriados posteriormente (choque térmico), em
temperatura ambiente.

De acordo com a metodologia descrita por Silva et al. (1997), antes da abertura das
embalagens, foi realizada a desinfeccdo com alcool 70%.

Para a retirada da unidade analitica da linguica, utilizaram-se pedacos menores de
diversos pontos de cada gomo, até se obter 25g. A partir de 40 gomos de linguica de cada
tratamento, foi realizada a contagem global de C. perfringens em duplicata, com o preparo
de diluigdes seriadas (10, 10 10®) das amostras do alimento. No prosseguimento da
analise, a unidade analitica foi homogeneizada em sacos estéreis, em Stomacher com

solucdo salina peptonada (225ml), para permitir diluicdo e inocula¢do no meio de cultura.



Apos o plagueamento contendo o meio seletivo para Clostridium perfringens tipo
A, Agar Shahidi Fergunson Perfringens (SFP) elaborado por Shahidi & Ferguson (1971),
suplementado com gema de ovo, incubou-se por 48 horas a 45°C, em jarras de anaerobiose.

A partir dos 40 gomos pertencentes ao grupo tratamento, foram determinadas as
concentragfes de nitrato e nitrito, em duplicata de 10g, baseado no método descrito por
Lara et al (1978).

A analise microbioldgica e a determinacdo dos niveis de nitrato e nitrito foram
realizadas em quatro dias consecutivos, seguindo um intervalo de dois, quatro, seis, oito e

dez dias, completando 44 dias no total.

Resultados e Discussao

Os resultados obtidos no presente estudo serdo apresentados a seguir, nas Tabelas 2
e 3.

Tabela 2. Contagem global de coldnias de C. perfringens tipo A obtidas das amostras de linguica bovina
durante a vida de prateleira em diferentes tratamentos

Tratamentos
Dia Grupo Controle * Grupo Tratamento *
(UFC/25) (UFC/250)
1 1,0 x 10 Auséncia
2 1,0 x 10? Auséncia
3 3,0 x 10* Auséncia
3,5 x 10°
4 1,0 x 10* Auséncia
6 3,0x 10! Auséncia
10 11,0 x 10 Auséncia
16 10,0 x 10? Auséncia
24 3,0 x 10* Auséncia
8,0 x 10°
34 1,0 x 10? Auséncia
44 1,0 x 10° Auséncia

Sem adicdo do sal de cura
2Com adicdo do sal de cura



Tabela 3. Niveis de nitrato e nitrito (ppm) determinados nas amostras de linglicas bovina curada inoculada
com C. perfringens tipo A em diferentes dias da vida de prateleira

Resultados obtidos

Dia
Nitrato (ppm)* Nitrito (ppm) Nitrato + Nitrito (ppm)
1 200 200 400
2 108,79 95,27 204,06
3 108,74 136,65 245,39
4 101,32 93,64 194,96
6 70,61 52,62 123,23
10 31,56 56,41 87,97
16 13,03 43,53 56,56
24 19,25 88,70 107,95
34 15,39 73,87 89,26
44 12,41 58,16 70,57

* Nitrato expresso em quantidade residual de nitrito

Para Silva (1997), as amostras destinadas a enumeracdo de C. perfringens nao
devem ser congeladas, devido a grande susceptibilidade desses microrganismos as injurias
pelo congelamento. Portanto, as amostras de linglica bovina curada foram submetidas ao
resfriamento (5°C) durante todo o periodo de armazenamento.

Pelo fato do ambiente refrigerado favorecer a formagdo de esporos, as linguicas
foram submetidas ao choque térmico (80°C) com posterior resfriamento em temperatura
ambiente, promovendo a germinacdo e multiplicacdo dos microrganismos, concordando
com Mossel & Garcia (1985). Esses mesmos autores enfatizam que 0s esporos séo ativados
e germinam, multiplicando-se, posteriormente, quando a temperatura se situa abaixo de
50°C.

De acordo com a legislacdo Brasil (2001), a tolerancia maxima permitida em
amostra representativa em relacdo aos Clostridios Sulfito Redutores é de 3 x 10° UFC/g. A
partir da inoculacéo de 6 x 10° UFC/25g nas amostras, observamos que houve crescimento
do microrganismo Clostridium perfringens, mas permanecendo dentro dos limites padrdes
exigidos pela legislacdo. Nas amostras que receberam o tratamento (adi¢do do sal de cura),
n&o foi observado crescimento do microrganismo.

Baseado nas andlises das amostras preparadas no laboratério, pode-se verificar que

conforme a Tabela 2, obtivemos niveis de nitrato e nitrito acima dos permitidos pela



legislacdo (BRASIL, 1998a), ou seja niveis acima de 150ppm em até quatro dias apds a
elaboracdo da linglica. Devido a esse fato, os produtos elaborados devem possuir um
periodo de reducdo dos niveis até alcancarem o limite permitido em legislacéo especifica,
para posterior comercializacéo.

Para Frazier & Westhoff (1993), algumas linhagens sdo inibidas por uma
concentracdo equivalente a 2,5% de nitrato de sodio. Observou-se que a cepa de
Clostridium perfringens tipo A foi inibida em concentragdes inferiores (0,02%) de nitrato
de sddio, de acordo com os resultados obtidos nesse experimento.

De acordo com a International Commission on Microbiological Specifications for
Foods — ICMSF (1980), em condicbes 6timas, as concentragdes baixas de nitrito de sodio
produzem no maximo a cor, possuindo escasso ou nenhum efeito antibacteriano,
discordando da pesquisa realizada, que confirmou mesmo em niveis inferiores o efeito
conservante sobre o microrganismo, além da preservacdo das caracteristicas sensoriais,
inclusive aparentemente a coloracao.

Conforme Lindner (1995) e Fehlhaber & Janetschke (1995), concentracdes
superiores a 200ppm de nitrito de sodio tem acdo bacteriostatica, especialmente sobre o0s
anaerébios. Os resultados observados no presente estudo, confirmaram a inibi¢do sobre
microrganismo sobre o Clostridium perfringens tipo A em concentracao abaixo de 200ppm
de nitrito de sddio.

Segundo esses mesmos autores a inibicdo do curado sobre 0s microrganismos nédo
deve ser explicada somente pela atuacdo do nitrito, devendo ser considerado também outros
fatores como o valor de pH, atividade de &gua e a adi¢do do sal comum, concordando com
os autores Hersom & Hulland (1985). No trabalho realizado ndo houve interferéncia do pH
e atividade de agua, pois como as embalagens eram a vacuo, ndo houve perda de agua. A
concentracdo de sal utilizada (2%) ndo possui efeito antimicrobiano.

Em experimento realizado por Pérez-Rodriguez et al. (1996), os niveis de nitrato
permaneceram constantes em até duas semanas de armazenamento, divergindo dos
resultados obtidos, pois houve uma constante somente nos primeiros quatro dias de
analises, obtendo uma queda no sexto dia. Conforme os mesmos autores, 0s niveis de

nitrito obtiveram um declinio menos drastico no mesmo periodo, discordando dos



resultados obtidos da pesquisa, conforme Tabela 3. Ainda podemos destacar que apés 18
dias de armazenamento, os autores verificaram que o nitrito foi rapidamente depreciado a
um nivel bastante baixo e constante, restando apenas 50% da quantidade adicionada de
nitrato apds 17 dias. No presente estudo, houve um declinio do nitrito no quarto dia,
permanecendo em niveis baixos até o 44° dia de armazenamento, restando ap6s 17 dias
21,77% de nitrito. Em relacdo a quantidade de nitrato, houve uma queda mais acentuada,
restando somente 6,52% da quantidade total adicionada.

Pardi et al. (1995), citam que menos de 10% do nitrito permanece no produto apos
sete dias. Desta forma, a quantidade de nitrito adquirida por uma pessoa consumindo carnes
curadas € menor que a quantidade adicionada. Os resultados apresentados na Tabela 3
demonstram que apos seis dias da elaboracdo da linglica, 26,31% de nitrito de sddio ainda
permaneciam no produto.

Concordando com os autores Pinho et al. (1998), os residuos de nitrato e nitrito sdo
detectados em quantidades inferiores aquelas adicionadas no produto. Niveis altos e baixos
foram detectados devido a dificuldade de homogeneizacdo de pequenas quantidades dos
aditivos na massa.

Hersom & Hulland (1985), afirmam que em relacdo a coloracdo caracteristica da
carne curada, uma quantidade minima de nitrito (30ppm) é suficiente, em presenca de
ascorbato. Todavia, é necessario 50ppm para se obter um aroma desejado. Foi evidenciado
no experimento que, quantidades menores de nitrito do que as citadas pelos autores ainda
conservaram a coloracéo e odor caracteristicos do produto (linguica).

A partir do 16° dia, as amostras que ndo continham o sal de cura, apresentaram
alteracdes em suas caracteristicas sensoriais, como cor esverdeada e odor putrido.

Segundo Milani et al. (2002), as alteragcdes das caracteristicas sensoriais da linglica
sdo resultado da agdo dos microrganismos indesejaveis presentes. A linglica é um
embutido com elevada atividade de &gua, portanto se constitui em um meio propicio ao
rapido desenvolvimento destes microrganismos.

Dentre as alteracbes que ocorrem devido a presenca de microrganismos
contaminates, Jay (1994) afirma que o esverdecimento apresentado é derivado de alteragdes

microbiologicas. De acordo com Franco & Landgraf (1996), o esverdecimento promovido



por acdo bacteriana produtora de H,S ocorre geralmente em carnes frescas embaladas a
vacuo, mantidas em temperaturas entre 1° e 5°C. O H,S vai reagir com o pigmento da carne
(mioglobina) e vai formar a sulfomioglobina, de coloracdo verde, concordando com
Delazari (1977). Esse ultimo autor afirma também que para as carnes curadas embaladas a
vacuo, a causa do esverdecimento é a produgdo de H,O, produzido principalmente por
Pseudomonas sp., Lactobacilluus viridensis, Leuconostoc sp, que sdo contaminantes
principalmente em equipamentos. A H,O, formada, combina-se com o nitrito formando o

hemocromo nitroso, resultando na coloracéo esverdeada.

Concluséao

De acordo com os resultados obtidos, observamos a eficiéncia dos conservantes

nitrato e nitrito sobre o microrganismo Clostridium perfringens tipo A.
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