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A0S meus pais

“Nothing in life is to be feared, it is only to be understood.
Now is the time to understand more, so that we may fear less”

Marie Curie
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Pagina iii



Sara Margarida Prates da Conceicéo
Avaliacdo da seguranca quimica e microbioldgica de enchidos curados do Alentejo

MOA — Monoamina oxidase-A

NAD* — Nicotinamide Adenine Dinocleotide (dinucleétido de nicotinamida e adenina -

forma oxidada)

NADH — Nicotinamide Adenine Dinocleotide (dinucle6tido de nicotinamida e adenina -

forma reduzida)

OH-HPA — Metabolitos hidroxilados

OMS - Organizagdo Mundial de Saude

PCR — Polymerase Chain Reaction (Reacdo em cadeia da polimerase)
PP — Paio Preto

RFS — Recipiente de fase sélida

RNA — Ribonucleic acid (Acido ribonucleico)

Pagina iv



Sara Margarida Prates da Conceicéo
Avaliacdo da seguranca quimica e microbioldgica de enchidos curados do Alentejo

Unidades

% — Percentagem
ML — Microlitros

pum — Micrémetros

g — Grama
h — Hora
L — Litro

log ufc/g — Logaritmo de unidades formadoras de colonias por grama
M — Molar

mg/Kg — Miligrama por quilograma

mL — Mililitros

mL/min — Mililitros por minutos

mm — Milimetros

N — Normalidade

°C — Graus Celsius
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Resumo

Avaliacao da seguranca quimica e microbiologica de enchidos curados

do Alentejo

O consumo de enchidos curados € elevado, ndo s6 em Portugal, mas também noutros
paises da Europa, como a Espanha e a Italia. No entanto, ha uma preocupagdo em
relacdo a sua seguranga, uma vez que durante a cura destes enchidos pode ocorrer a
formacdo de nitrosaminas que sdo compostos quimicos considerados cancerigenos.
Neste estudo foi feita a avaliacdo das condigdes de fabrico de enchidos curados em duas
fabricas, de modo a avaliar a sua seguranca quimica e microbiolégica. Foram
observadas diferencas entre as fabricas, apesar do tipo de enchido curado ser 0 mesmo.
Tambeém foi feita a avaliacdo da eliminagdo de nitratos e nitritos da formulacdo destes
enchidos, de modo a perceber quais as consequéncias dessa eliminagédo a nivel quimico
e microbiologico. Uma vez que ndo se observaram diferencas significativas para os
diferentes parametros analisados entre os paios controlos e aqueles sem nitratos e
nitritos, podera no futuro ser proposto as salsicharias que reduzam ou eliminem estes

aditivos da formulacao deste tipo de enchidos.

Palavras-chave: enchidos; aminas biogénicas; clostridios sulfito-redutores; Salmonella;

Listeria monocytogenes
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Abstract

Evaluation of chemical and microbiological safety of dry-cured

sausages of Alentejo

The consumption of cured sausages is high, not only in Portugal, but also in other
European countries, such as Spain and Italy. However, there is a concern regarding its
safety, since during the curing of these sausages, the formation of nitrosamines,
chemical compounds considered to be carcinogenic, may occur. In this study, the
evaluation of the conditions of manufacture of cured sausages in two factories was
carried out, in order to assess their chemical and microbiological safety. Differences
were observed between manufacturing units, although the type of cured sausage is the
same. The evaluation of the elimination of nitrates and nitrites from the formulation of
these sausages was also made, in order to understand the consequences of this
elimination at the chemical and microbiological level. Since no significant differences
were observed for the different parameters analyzed between the control sausages and
those without nitrates and nitrites, in the future we could propose to the industry to

reduce or eliminate these additives in the formulation of this type of sausages.

Keywords: dry-fermented sausages; biogenic amines; sulfite-reducing clostridia;

Salmonella; Listeria monocytogenes.
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Estrutura da dissertacao

Esta dissertacdo de mestrado € constituida por sete capitulos, apresentados abaixo:

0

e

AS

Capitulo I — Introducdo: Introducdo ao tema a desenvolver ao longo da

dissertacao.
Capitulo Il — Revisio bibliografica: E realizada uma reviséo bibliografica sobre

a producdo de enchidos curados. Apresentam-se também os microrganismos de
interesse tecnoldgico, bem como alguns indicadores de higiene e segurancga dos
enchidos curados. Apresentam-se ainda o0s parametros fisico-quimicos e
quimicos que podem influenciar as caracteristicas organoléticas e de seguranca
dos mesmaos.

Capitulo 111 — Objetivos: S&o abordados os objetivos desta dissertagcdo, bem

como o seu plano de trabalhos.

Capitulo IV — Materiais e Métodos: Descricdo dos métodos utilizados na

realizacdo da dissertacdo de mestrado, nomeadamente analises microbioldgicas,
fisico-quimicas e quimicas dos enchidos curados.

Capitulo V. — Evolucdo dos enchidos ao longo do processo de fabrico: E

realizada uma pequena introducdo, de modo a explicar o ensaio realizado. S&o
apresentados os resultados obtidos, bem como a sua discussdo tendo em conta
outros trabalhos.

Capitulo VI — Eliminacdo de nitratos e nitritos da formulacdo de enchidos: E

realizada uma pequena introducdo, de modo a explicar o ensaio realizado. Séo
apresentados os resultados obtidos, bem como a sua discussdo tendo em conta
outros trabalhos.

Capitulo VIl — Conclusdes: Sédo apresentadas as consideracfes finais

relativamente ao trabalho desenvolvido. Apresentam-se também perspetivas para

trabalhos futuros.
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1. Introducao

Nos ultimos anos observou-se um aumento do consumo de produtos carneos curados,
bem como uma maior exigéncia por parte do consumidor em relacdo as caracteristicas

organoléticas e a seguranca dos produtos curados.

Devido a este aumento a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) realizou um estudo
acerca do potencial carcinogénico do consumo de carne vermelha e carne processada.
Este trabalho levou a publicagéo de um relatorio (Bouvard et al., 2015) que alerta para
0S possiveis riscos carcinogénicos que os produtos carneos curados possuem para a
salde do consumidor, devido a presenca de nitrosaminas. Estas sdo resultantes da
reacdo das aminas biogénicas com o agente nitroso que € proveniente da adicdo de

nitratos na preparacdo da massa.

Para além da possibilidade da producdo de nitrosaminas ao longo do fabrico de
enchidos, quando se trata de produtos fumados existe também a possibilidade da
producdo de Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPA). Ambos sdo considerados
compostos potencialmente cancerigenos. Assim, € necessario proceder a reducao da
utilizacao de nitratos e nitritos na producéo de enchidos curados, para que a producdo de
nitrosaminas possa ser evitada, e novos meétodos de fumagem que ndo incluam a

combustdo de madeiras para evitar a formacéo de HPA.

Contudo, existem outras preocupacfes associadas ao consumo de enchidos curados,
nomeadamente a contaminacdo dos mesmos a nivel microbioldgico. Esta contaminacgéo
pode resultar do ambiente fabril, ou seja, ocorrer ao longo do processo devido a uma ma
limpeza e desinfecdo dos equipamentos e materiais utilizados, ou uma ma higiene dos
trabalhadores. Também pode resultar de uma ma qualidade da matéria-prima, se esta
chegar a fabrica com teores microbianos superiores aos aceitaveis. Nestas condicdes,
pode haver crescimento da microbiota patogénica nos enchidos curados, como por
exemplo Salmonella spp. e Listeria monocytogenes, que ao entrarem no organismo

Humano podem causar salmonelose e listeriose, respetivamente, sendo a gravidade
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destas dependente da idade do individuo afetado ou do estado do seu sistema
imunitario. No entanto, ndo é apenas a presenca desta microbiota patogénica que leva a
complicagBes para a satde do consumidor. A presenca de bactérias do acido latico e
enterobacterias, que sdo consideradas como microbiota indicadora de higiene,
promovem a formacdo de aminas biogénicas através da descarboxilacdo de
aminodcidos. Estas, ao serem ingeridas em quantidades elevadas podem provocar toxi-
infecOes alimentares, bem como outros sintomas como nauseas, suores, diarreia,

palpitacGes cardiacas, entre outros (Pereira et al., 2018).

Assim, € necessario realizar estudos de modo a entender a formacao destes compostos
ao longo da producgdo dos enchidos curados. Para tal, serdo realizadas analises nas
diversas etapas do processo de fabrico de enchidos em diferentes lotes, primeiramente
apenas para conhecer a microbiota presente nos mesmos bem como os parametros
fisico-quimicos (pH e aw), pois, ambos os parametros afetam as caracteristicas
organoléticas dos enchidos. Apds esta avaliacdo, a segunda parte deste trabalho serad a
realizacdo de analises num processo de fabrico de enchidos com nitratos e nitritos e sem
a inclusdo destes aditivos nos enchidos. Desta forma, é possivel avaliar o seu efeito ao
longo da producdo de enchidos curados e delinear novos métodos mais seguros para a
producdo de enchidos, diminuindo a presenca de microrganismos patogénicos,

clostridios sulfito-redutores e compostos potencialmente cancerigenos.
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2. Revisdo bibliografica

2.1. Seguranca dos Alimentos

A Seguranca dos Alimentos pode ser definida como “a garantia de que 0S géneros
alimenticios ndo causardo danos ao consumidor quando preparada e/ou consumida de
acordo com o seu uso pretendido” (Motarjemi & Lelieveld, 2014). Desde o final do
século XX que existe um aumento de debates acerca da seguranca dos alimentos, pois
nessa altura houve um aumento drastico de casos de doencas relacionadas com o
consumo de produtos alimentares, bem como a descoberta de agentes patogénicos

alimentares e de perigos quimicos.

De modo a garantir a seguranca dos alimentos a industria alimentar tem como base trés
linhas de defesa (Motarjemi & Lelieveld, 2014):

» A primeira linha de defesa tem como objetivo a implementacdo de codigos e
boas praticas. Esta implementacdo é feita uma vez que com base em
experiéncias anteriores concluiu-se que estas medidas sdo necessarias para a
garantia da seguranca dos alimentos, e com algumas modificacGes poderao ser
aplicadas a qualquer tipo de produto alimentar.

» A segunda linha de defesa € a aplicacdo do sistema HACCP (Hazard Analysis
and Critical Control Point - Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controlo).
Neste processo sdo identificados quais os perigos para o produto ou processo em
causa e sdo também determinadas quais as medidas de controlo para 0s mesmos.
Sdo determinados quais 0S passos essenciais na garantia da seguranca, as
medidas de controlo, definir pontos onde se vai exercer esse controlo e
estabelecer a monitorizacdo dos registos efetuados nesses pontos e estabelecer
limites criticos e tolerancias.

> A terceira linha de defesa é a aplicacdo de atividades de verificacdo. Apesar de

estarem incluidas no sistema HACCP, é preferivel separar as etapas, pois
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existem as medidas implementadas para a prevengao e as medidas que verificam

as medidas anteriores.

Tal como foi dito anteriormente, existem diversos perigos na Seguranca dos Alimentos,
que podem dividir-se em perigos quimicos, perigos bioldgicos e perigos fisicos.

Em relacdo aos perigos quimicos, estes podem estar presentes devido a producgdo
animal, como por exemplo a presenca de residuos farmacoldgicos. Contudo, algumas
substancias sdo estritamente proibidas como é o caso de [B-agonistas, tireostaticos,
nitrofuranos e cloranfenicol. Da mesma forma que existem substancias proibidas
também existem substancias que sdo permitidas, ndo devendo ultrapassar os valores
limites estabelecidos pela legislagdo. Estas substancias sdo, por exemplo, o0s
antibidticos. No entanto existem substancias em que ndo € necessario estabelecer um
valor limite, pois sdo consideradas seguras. S&o exemplos, 0s componentes inorganicos,
como o célcio, e 0s componentes organicos como a cafeina. Dois exemplos especificos
de perigos quimicos sdo os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) e aminas
biogénicas. HPAs sdo compostos organicos gque resultam de uma combustéo incompleta
de mateéria organica, tendo como consequéncia efeitos carcinogénicos e genotoxicos. As
aminas biogénicas sdo compostos quimicos que resultam da descarboxilacdo de
aminoacidos das proteinas presentes nos produtos a base de carne por parte de
microrganismos, podendo ser prejudiciais para a salude do consumidor (Potes et al.,
2018).

No que toca aos perigos bioldgicos, poderd ocorrer a presenca de parasitas como
Toxoplasma gondii, e de bactérias patogénicas como Salmonella spp. e Listeria
monocytogenes. A incidéncia destas na carne (matéria-prima) é de 97% e 8,8%, para a
Salmonella spp. e Listeria monocytogenes, respetivamente. Contudo, no final do
processo de fabrico (produto acabado) ndo € detetada a presenca de L. monocytogenes.
No caso dos enchidos curados é detetada a presenca quer da Salmonella spp. quer de L.

monocytogenes. Uma das causas destes valores de incidéncia sdo os procedimentos nos
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matadouros, e a continuacdo da contaminagdo ao longo do processo de preparacao e
transformacéo da carne (Potes et al., 2018).

Ao longo do processo de fabrico de enchidos ha a perda de peso, resultante da etapa de
secagem, que pode influenciar a seguranca e qualidade dos mesmos. Caso haja uma
rapida secagem do produto, a tripa utilizada sofrer& um endurecimento impedindo a
perda de humidade, resultando numa deterioracdo interna pela acdo de bactérias
anaerobias. No entanto, se a secagem do produto for lenta e o produto tive um alto teor
de humidade haverd o crescimento de bolores, leveduras e bactérias na superficie do
enchido. Como consequéncia do crescimento destes microrganismos havera a

deterioracdo do produto, e este tera um sabor desagradavel (Lonergan et al., 2019).

Os perigos fisicos podem ser de diversos tipos, como inclusdo no enchido de 0ssos,
vidros, metal, pedras, etc, mas ndo se abordardo no ambito deste trabalho. Este tipo de
perigos pode ter origem em diversas situacdes, como por exemplo contaminacdo da
matéria prima; fraca manutencdo dos equipamentos utilizados ou procedimentos
inadequados (Hui, 2012).

2.2. Enchidos Tradicionais

Inicialmente a producdo de enchidos tinha como objetivo a preservacdo da carne, pois
esta é uma fonte de proteina animal importante em certas popula¢des rurais (Dias et al.,
2018). Atualmente na maioria dos paises europeus o consumo de enchidos tradicionais
aumentou. Contudo dentro do setor de produtos carneos processados existem duas
categorias principais: 0s produtos com origem numa producdo mais tradicional,
(bastante frequente no norte de Portugal) e os produtos com origem na producdo

industrializada.

Em relagdo a primeira categoria, produtos com origem numa producéo tradicional, os

animais sdo criados em quintas e o processo de producdo é realizado em pequenas
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unidades de producdo, sendo que o produto final serd vendido diretamente pelo
agricultor. Na segunda categoria, produtos com origem na producdo industrializada, a
matéria-prima pode ser de matadouros locais, nomeadamente em Portugal, Espanha e
Itdlia. O produto final serd vendido diretamente pela unidade de producdo quer no

mercado local quer para restaurantes tradicionais e gourmet (Talon et al., 2007).

Os enchidos sdo produzidos principalmente nos paises ocidentais, especialmente nos
paises mediterranicos. Nestes existe uma grande diversidade de enchidos tradicionais,
no caso de Portugal um dos enchidos mais populares é 0 “Paio do Alentejo”. Este tem
um grande valor comercial, é produzido em pequenas unidades de producdo com

recurso a tecnologias modernas (Elias et al., 2014; Alves et al., 2017).

O processo de producgédo de enchidos compreende varios passos: selecdo da matéria-
prima; miga; preparacdo da massa; maturacdo das massas das carnes; enchimento e
cura. Como matéria-prima a mais utilizada é a carne de porco seguida pela carne
bovina, esta escolha tem como objetivo a producdo de produtos carneos com as
caracteristicas organoléticas desejadas pelo consumidor. Por exemplo, caso seja
utilizada uma carne com grande quantidade de gordura podera ocorrer menor retencédo
de agua, pois, hd uma menor quantidade de proteinas (responsaveis pela retencdo de
agua) (Laranjo et al., 2017), logo o produto final ndo tera a firmeza desejada nem
haverd uma boa ligacdo das massas. Da mesma forma que existem problemas
associados a utilizacdo de carnes gordas, também existem problemas associados a
carnes magras, como por exemplo a rapida secagem do produto final, quebras de peso,
bem como problemas relacionados com a aparéncia e textura do produto final (Laranjo
& Elias, 2015).

Apos a selecdo da matéria-prima desejada segue-se 0 passo da miga da mesma, ou seja,
ha a reducdo da matéria-prima a pequenos fragmentos (as suas dimensdes ndo sdo fixas,
pois cada tipo de enchido requer tamanho diferente de fragmentos). Este passo deve ser
realizado com temperaturas entre -5 °C a 0 °C, de forma a que néo haja libertagéo da

gordura intramuscular, quando a matéria-prima € carne gorda, pois caso isso aconteca,
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durante a cura o enchido sofrerd uma alteracdo de cor. De seguida séo adicionados 0s
ingredientes necessarios para o tipo de enchido que se pretende (&gua, vinho,
condimentos e aditivos), e a mistura obtida denomina-se massa. No caso dos enchidos
com um processo tradicional é costume a adi¢do de nitritos e nitratos, que sao
conservantes. Estes tém a capacidade de estabilizar a cor do enchido. Sdo também
adicionados antioxidantes e gelificantes de modo a que haja um aumento da retencao de
agua (Laranjo & Elias, 2015).

No que toca a maturacdo das massas de carne, esta resulta da acdo do sal, agua e
microrganismos levando a interacdo dos ingredientes presentes na massa. Este processo
deverd ocorrer num ambiente cuja temperatura varie entre 0 °C e 10 °C e humidade
entre 90% e 95%. Caso se trate de um processo tradicional esta etapa tem a duracgdo de 2
a 4 dias, no entanto em processos industrializados o tempo € significativamente
reduzido, cerca de 24 horas a 48 horas. Apds a maturacdo das massas, procede-se ao
enchimento do produto utilizando um invélucro adequado e o produto resultante é
submetido a um processo de cura. Este processo é baseado na exposic¢do do enchido ao
fumo (obtido pela combustdo de madeiras nédo resinosas). Apos a fumagem, o enchido é
colocado numa camara de refrigeracdo, humidade entre 75% a 80% e ao abrigo da luz.
O objetivo deste processo é a alteracdo do aroma, sabor e cor nos enchidos, bem como o
efeito conservante e antioxidante e alteracdo da textura do enchido (Laranjo & Elias,
2015).

2.2.1. Protedlise

Ao longo do processo de fabrico de enchidos curados, ocorre a protedlise. A protedlise é
um processo feito por enzimas enddgenas a carne e por enzimas de origem microbiana
formando péptidos e aminoacidos. Este processo influencia o sabor do produto final,
pois 0s péptidos e aminoacidos formados servem como substrato para microrganismos

(como por exemplo, estafilococos coagulase-negativos, sendo por vezes utilizados como
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culturas de arranque para melhorar as caracteristicas organoléticas) onde sao
transformados em compostos de sabor. De modo a estudar a forma como ocorre a
protedlise nos enchidos curados, sdo utilizadas técnicas eletroforéticas onde séo
determinados o azoto proteico, ndo-proteico e livre. Em termos de acidez (pH) os
enchidos encontram-se divididos em dois grupos principais: os enchidos do Norte da
Europa e os enchidos do Sul da Europa. Em ambos os casos, os valores de pH
diminuem durante a fermentagéo (pH <5,0), contudo, nos enchidos do Norte os valores
de pH permanecem relativamente iguais ao longo da maturacdo, enquanto gque nos
enchidos no Sul, os valores aumentam ao longo da maturacdo resultando em valores
finais de pH entre 5,5 a 6,0 (Berardo et al., 2017).

2.2.2. Atividade da agua

No fabrico de enchidos curados existem dois passos principais para a diminui¢do da
atividade da agua (aw): 0 processo de fermentacdo e a maturacao. Nestes passos ocorre a
desidratacdo do enchido (sendo mais acentuada durante a maturagédo), onde metade do
conteudo de agua € evaporado. Como resultado ha a diminuicdo da aw, 0 que leva a uma
maior seguranc¢a do produto. Esta diminuicéo é potenciada pela fermentacao lactica que
diminui também o pH. Porém, o aumento dos valores da aw promovem o aumento do
crescimento de estafilococos coagulase-negativos que por sua vez melhoram o perfil
sensorial dos produtos através de reacfes bioquimicas contendo lipidos e aminoacidos
(Tabanelli et al., 2013; Laranjo et al., 2015).

2.2.3. Nitratos e Nitritos

Nitratos sdo anibes produzidos naturalmente pelo corpo humano através da oxidacdo do
oxido nitrico (NO), contudo sdo aplicados na producdo de alimentos carneos sendo

transformados em nitritos. Porém, a sintese enddgena, a fisiologia humana, de nitratos é
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considerada um contribuinte relevante para a exposi¢cdo do ser humano aos nitratos.
Também o consumo de vegetais é considerado como 0 maior responsavel pela ingestéo
de nitratos, uma vez que representam cerca de 80% da mesma. No entanto, apenas <5%
da ingestdo de nitrito e nitrato é devido ao consumo de enchidos curados (Bryan & van
Grinsven, 2013).

Contudo, estes compostos tém algum impacto na salde, muitas vezes dependente do
metabolismo de cada individuo, tal como da presenca de outros componentes que
podem ser ingeridos juntamente com o0s nitratos. Ao consumir alimentos aos quais
foram adicionados nitratos, estes serdo absorvidos no intestino delgado onde sé&o
misturados com 0s nitratos endogenos e apOs essa mistura torna-se possivel a sua
distribuicdo pelo corpo humano. Uma vez que os nitratos sdo considerados anides
relativamente pequenos a sua farmacocinética sugere que estes sdo reabsorvidos nos
tubulos renais e excretados diretamente pela urina ou pela conversao em ureia (Bryan &

van Grinsven, 2013).

Em relacdo aos nitritos, a sua acdo antimicrobiana foi descoberta na década de 1920 e
também possuem a capacidade de promover a cor e sabor caracteristicos de enchidos
curados. Quando aplicados nos enchidos curados com uma concentracédo de 200 mg/kg
e valor de pH igual a 6, os nitritos conseguem inibir estirpes de Escherichia,
Flavobacterium, Micrococcus, Pseudomonas e esporos de Clostridium botulinum, o que
€ muito importante uma vez que 0S esporos sobrevivem a processamentos térmicos.
Contudo esta capacidade inibitdria pode ser aumentada através da reducdo de pH. No
entanto, o uso de nitratos e nitritos na producdo de alimentos tem sido reduzido, pois
descobriu-se que a reacdo do nitrito com aminas secundarias forma N-nitrosaminas que

sdo consideradas carcinogénicas (Adams & Moss, 2009a).
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2.2.4. Aminas Biogeénicas

As aminas biogénicas (AB) sdo grupos de compostos basicos de azoto. As AB tém um
papel importante no metabolismo e para a viabilidade celular. A principal fonte de AB é
a descarboxilacdo de aminoéacidos feita por diversos microrganismos (Pereira et al.,
2018). As aminas podem ser classificadas de acordo com a sua origem como enddgenas
(por exemplo, espermina e espermidina), ou seja, sdo formadas naturalmente no
organismo humano, ou como exdgenas (por exemplo, histamina, serotonina, triptamina,
putrescina e cadaverina), resultando da descarboxilagdo de microrganismos. Consoante
a acao que tém no corpo humano, dividem-se em dois grupos: vasoativas e psicoativas.
As AB vasoativas sdo a tiramina, triptamina, B-feniletilamina, isoamilamina, histamina
e serotonina; enquanto que as psicoativas sdo norepinefrina, serotonina e dopamina
(Elias et al., 2018). De acordo com a sua estrutura quimica (Figura 1), as aminas
biogénicas podem ser classificadas como monoaminas (B-feniletilamina e tiramina),
diaminas (histamina, tiramina, cadaverina e putrescina) e poliaminas (espermidina e

espermina). (Elias et al., 2018).

H NHE NH2 NH;I
M HO
N H

Histamin Triptamina Tiramina
NH,
A~ AH:
HENMNHE HzN
Cadaverin Putrescin B-feniletilamina

NH
HENMNHW -] HENMNHWNHWNHE

Espermidin Espermina

Figura 1. Estrutura quimica das aminas biogénicas em estudo (adaptado de (Bover-Cid et al., 2014)).
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Para que as AB possam ser formadas nos produtos alimentares existem caracteristicas
que necessitam ser satisfeitas, por norma ao longo do processamento de alimentos uma
vez que tém alto teor de aminodcidos livres (Pereira et al., 2018). Como no caso dos
enchidos curados estes sofrem protedlise (Berardo et al., 2017), que leva a formacéo
aminoacidos livres que por sua vez ddo origem as AB. Os enchidos sdo alimentos
fermentados, de acordo com (Pereira et al., 2018) as AB com maior prevaléncia neste
tipo de alimentos sao: histamina, triptamina, B-feniletilamina, tiramina, putrescina e
cadaverina. Apesar de as AB terem um papel importante na viabilidade celular, os
mamiferos tém a capacidade de metabolizar as AB que resultam de uma ingestdo
normal diéria, pois possuem um sistema de desintoxicacdo eficiente. Contudo quando
ocorre uma ingestdo elevada de aminas podem ocorrer efeitos toxicos, nomeadamente
reacOes de intolerancia, intoxicagdo ou envenenamento. No entanto, as AB mais
preocupantes em relacdo a salde humana sdo: histamina, tiramina e putrescina (Pereira
et al., 2018).

A nivel fisiolégico as AB sdo consideradas neurotransmissores, desempenhando
funcBes no comportamento emocional e na regulacdo do reldgio biologico. Estas podem
ser quebradas pelo corpo humano através da enzima monoamina oxidase-A (MOA),
contudo em casos de depressdo sdo receitados inibidores de MOA para impedir a
destruicdo de aminas importantes no comportamento emocional (Fiedorowicz &
Swartz, 2004; Youdim et al., 2006; Elias et al., 2018).

2.2.5. Nitrosaminas

Durante o fabrico de quase todos os enchidos curados ha a adicdo de nitratos e nitritos
com o0 objetivo de evitar o crescimento de microrganismos patogénicos, como por
exemplo Clostridium botulinum. No entanto, os nitritos podem ser convertidos no
agente nitrosante NO™, que reage com aminas biogénicas formando N-nitrosaminas (De
Mey et al., 2014).
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Em 1864 foi observado, pela primeira vez, a interacdo do &cido nitroso com aminas
primérias aromaticas dando origem a N-nitrosaminas. Estas sd0 compostos quimicos,
onde um grupo nitroso estd ligado a uma amina. Estes compostos sdo hidrofilicos, e
encontram-se documentados cerca de 300 congéneres, sendo também monitorizados
devido ao seu impacto cancerigeno em 30 espécies animais, onde foram descritos
tumores no figado, pulmdes, es6fago, mucosa nasal, bexiga, lingua, estbmago e
pancreas (Gushgari & Halden, 2018).

Existem trés processos de formacdo de N-nitrosaminas atraves de aminas primarias,
secundarias e terciarias. Quando formadas através de aminas primarias as N-
nitrosaminas séo instaveis, e de curta duracdo, uma vez que tém uma baixa densidade de
eletrbes no espaco circundante do atomo de nitrogénio, e consequentemente ha uma

rapida decomposicao em gas nitrogénio e carbono.

Em relacdo a formacéo através de aminas secundarias, as N-nitrosaminas resultantes sao
mais estaveis quimicamente, em comparacdo as N-nitrosaminas formadas a partir das
aminas primarias. Neste processo o carbonilo de carbamato € um nucledfilo ligado ao
ido nitrito, sendo que a ligacdo N-nitrosamina é formada em solventes a base de aminas
secundarias. De modo a fortalecer a ligacdo N-N, os eletrbes N-amino “lone pair” sao
deslocalizados com o sistema eletrdo-n do nitroso. No que respeita a formagao de N-
nitrosaminas através de aminas terciarias, este € um processo indireto, pois as aminas
terciarias ndo formam diretamente N-nitrosaminas por falta de hidrogénio amina.
Assim, as aminas terciarias sofrem degradacao a altas temperaturas e reacbes com 0s
componentes do gas de combustdo, resultando em aminas secundarias. Também
existem as alcanolaminas terciarias com capacidade de formacdo de N-nitrosaminas,
mas como ha um impedimento estéreo ha menor formacdo de N-nitrosaminas e menor
rendimento de acordo com o consumo de nitrito, 0 que ndo acontece com as aminas
secundarias (Chen et al., 2018).
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2.2.6. Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPA)

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) sdo compostos quimicos constituidos
por dois anéis aromaticos fundidos, pertencem a uma classe de quimicos composta por
mais de 100 combinacgdes diferentes (Crawford & Quinn, 2017; Santos et al., 2019).
Recentemente os HPA foram incluidos numa lista de potenciais cancerigenos pela
Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancro (IARC — International Agency for
Research on Cancer) (Santos et al., 2019).

Os HPA sdo produzidos nos enchidos curados durante a etapa de fumagem, pois sdo
resultantes da combustdo incompleta de matéria organica. Assim, de modo a evitar a
producdo de HPA é aconselhado a ndo exposi¢cdo dos enchidos curados a temperaturas
de combustdo superiores a 750 °C (Alves et al., 2017; Santos et al., 2019). A sua
absorcdo no organismo € feita maioritariamente através da digestdo, contudo também
pode ocorrer por inalacdo e por contacto com a pele (Santos et al., 2019). Os niveis
elevados de HPA em alimentos fumados podem ter origem nas mas praticas de
fumagem, como por exemplo o contacto direto do alimento com o fumo quente e a

intensidade da fumagem (Wenzl & Zelinkova, 2018).

De modo a se prever quais as populacdes em risco pela exposicdo a HPA séo utilizados
biomarcadores em triagens rapidas de populacgdes vulneraveis, bem como a aplicacao as
medidas de prevencdo adequadas. Em relacdo aos biomarcadores de exposi¢ao existem
os metabolitos hidroxilados, aductos de DNA e aductos proteicos. No que respeita aos
metabolitos hidroxilados (OH-HPA), estes sdo os mais utilizados como biomarcadores e
sdo produzidos através da biotransformacdo dos HPA. Assim, para a avaliacdo da
concentracdo dos OH-HPA no organismo sdo efetuadas analises urinarias. Deste modo
é possivel perceber quais os locais com maior exposicdo, bem como as profissfes (ex:
trabalhadores metallrgicos). Estima-se que a meia-vida de HPA, em individuos com
elevadas concentracbes na urina, seja entre 12h a 18h. Os aductos de DNA sdo
metabolitos altamente reativos, como tal é importante a sua monitorizacdo para a

exposicdo das populacdes a HPA carcinogénicos, sendo também utilizados em estudos
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epidemioldgicos. Por Gltimo, os aductos proteicos sdo formados de modo similar aos
aductos de DNA, ou seja, ha a reagdo de um metabolito dio ep6xido com uma molécula
de proteina. Assim, os aductos de DNA tém sido substituidos pelos aductos proteicos,
uma vez que os metabolitos carcinogénicos de HPA ligam-se com uma cinética dose-
resposta similar tanto no DNA como nas proteinas, e 0s aductos proteicos sdo mais
estaveis e ndo sdo removidos por processos de reparacao (Banks et al., 2019).

2.3. Microbiota de interesse tecnoldgico

2.3.1. Bactérias do acido latico

As Bactérias do &cido latico (BAL) sdo bactérias com morfologia de bastonetes
(bacilos) ou cocos Gram-positivo, ndo esporulados, catalase e oxidase negativas e a
maioria séo consideradas anaerdbias aerotolerantes. Assim, as BAL tém a capacidade de
absorver oxigénio atraves das flavoproteinas oxidases transformando o oxigénio em
peréxido de hidrogénio e/ou reoxidam o NADH (que é produzido durante a

desidrogenacéo de agucares).

Através da fermentacdo de hidratos de carbono é possivel obter energia celular para a
producdo de &cido lactico, e através do tipo de fermentacdo as BAL sdo divididas em
dois grupos: as homolacticas e as heterolacticas (Figura 2). As primeiras produzem
maioritariamente lactacto a partir da fermentacdo de glicose e a producdo da-se pela via
glicolitica Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) comecando pela fosforilacdo e
isomerizacdo da molécula de seis carbonos, depois da-se a clivagem da mesma com
recurso a enzima adolase resultando em triose-3-fosfato, de seguida da-se a sua
conversao em piruvato, durante esta conversdo é produzido ATP por fosforilacdo em
dois locais resultando num rendimento de duas moléculas de ATP. De modo a regenerar
o NAD! consumido no processo, o piruvato é reduzido a lactato com recurso a uma
molécula de NADH (Adams & Moss, 2009b).
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Figura 2. Mapa metabdlico das Bactérias do &cido latico (adaptado de Adams, M. R. & Moss, M. O,
2009).

Em relacdo as BAL heterolacticas, estas produzem de forma equimolar lactato,
acetato/etanol e didxido de carbono, como ndo possuem aldose transformam a glicose
(hexose) em pentose com recurso a uma sequéncia de oxidacdo e descarboxilagdo. Apds
esta transformacdo, a pentose é clivada com o auxilio da enzima fosfocetolase em
triose-3-fosfato e acetil fosfato. A triose-3-fosfato sera convertida em piruvato através
da via glicolitica (processo idéntico as homolacticas), resultando em duas moléculas de
ATP. Contudo, quando na presenca de oxigénio é possivel regenerar o NAD™ através de
NADH oxigenase e peroxidase, desta forma o acetil fosfato fica disponivel para ser

convertido em acetato. Como resultado had um maior rendimento de moléculas de ATP
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em relagdo as bactérias homolacticas, bem como uma maior taxa de crescimento
(Adams & Moss, 2009D).

Atualmente as BAL sdo muito usadas em processos alimentares com o objetivo de
melhorar a qualidade e seguranca dos alimentos, uma vez que tém a capacidade de
inibir outros microrganismos. Esta inibicdo deve-se a diminuicdo de pH, bem como a
producdo de &cidos lactico e acético. Também existe a producdo de bacteriocinas
(proteinas ou péptidos bactericidas que atuam contra espécies proximas ao organismo
produtor, neste caso as BAL), como sdo consideradas “produtos naturais” sao utilizadas
como conservantes alimentares de forma mais aceitavel. A Unica bacteriocina produzida
pelas BAL com aplicabilidade na industria alimentar designa-se de nisina (Adams &
Moss, 2009b) e e produzida por estirpes de Lactococcus lactis, esta disponivel a nivel
comercial como conservante alimentar desde o inicio de 1950, exceto nos Estados
Unidos que apenas ficou disponivel em 1988. Esta € um polipéptido anfifilico
constituido por 34 aminodcidos, resistente ao calor, pH &cido e pertence a um grupo de

antimicrobianos designado por lantibidticos (Adams & Moss, 2009b).

Em comparacdo com outras bacteriocinas produzidas por BAL, a nisina possui um
espetro de acdo relativamente amplo contra bactérias Gram-positivo, uma vez que esta
cria poros ao longo da membrana plasmatica levando a perda dos componentes
citoplasmaticos e consequente quebra do potencial de transmembrana. No caso das
bactérias Gram-negativo, estes possuem uma membrana externa que impende a chegada
da nisina ao local de acdo, tornando-se resistentes a mesma. No entanto, a nisina
também tem a capacidade de inibir o crescimento de esporos em diversos alimentos,
como por exemplo o queijo processado, o que leva a um aumento do prazo de validade
do alimento e também permite um processamento térmico mais leve, ndao havendo a

perda de propriedades do alimento que sdo sensiveis ao calor (Adams & Moss, 2009b).
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2.3.2. Estafilococos

Os estafilococos sdo cocos Gram-positivo, catalase positiva, anaerébios facultativos,
imdveis, comensais das membranas mucosas de humanos e animais de sangue quente,
em agar sangue sdo [3-hemoliticos, a excecdo de algumas estirpes de S. aureus gque sao
a- ou y-hemoliticos (Smyth & McNamee, 2008; Podkowik et al., 2013).

Quando os estafilococos ndo possuem a capacidade de produzir coagulase livre, séo
considerados coagulase negativos, como por exemplo S. albus e S. epidermidis. Apesar
de ndo serem considerados, normalmente, patogénicos uma vez que estabelecem
relagbes comensais com humanos e animais, cada vez mais tém sido reconhecidos como
causadores de diversas infecGes (Rogers et al., 2009; Podkowik et al., 2013). Nos anos
de 1960 os estafilococos coagulase negativos (ECN) eram identificados de acordo com
a sua morfologia colonial e testes bioguimicos, sendo mais tarde utilizados também
testes fisioldgicos, de suscetibilidade e caracterizacdo da parede celular. Atualmente a
identificacdo € feita com métodos moleculares, como por exemplo, reacdo de
polimerase em cadeia (PCR), eletroforese em gel de campo pulsado e sequenciacdo do
DNA gendmico (Rogers et al., 2009). Como os ECN séo considerados flora positiva em
alimentos tém sido aplicados na inddstria alimentar como culturas de arranque. Esta
aplicacdo deve-se ao facto de os ECN possuirem um impacto positivo na fermentacéo e
nas caracteristicas sensoriais nos alimentos, como produtos carneos e queijos
(Podkowik et al., 2013).

2.4. Microbiota indicadora de higiene

2.4.1. Enterobactérias

As enterobactérias sdo bactérias ubiquitarias, ou seja, os membros da familia
Enterobacteriaceae podem ser encontrados no solo, em vegetais e em animais. As

espécies provenientes da microbiota humana muitas vezes sdo patogénicas, causando
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infecBes intestinais (diarreia) e infecdes extraintestinais, sdo exemplos destas espécies a
Salmonella enterica serotipo Typhi, Shigella e Escherichia coli. No caso de infecéo
intestinal a transmissdo é, normalmente, fecal-oral podendo acontecer através de contato

direto com animais, com o0 ambiente ou de pessoa para pessoa (Jenkins et al., 2017).

A familia Enterobacteriaceae é constituida por bactérias Gram-negativo, bacilos ndo
esporulados, oxidase negativa, catalase positiva, méveis com o auxilio de flagelos (a
excecdo da Klebsiella granulomatis), reduzem nitratos a nitritos, fermentadoras de
glucose e a temperatura 6tima de crescimento € 37 °C, podendo crescer em atmosfera
aerobica e anaerdbica. A identificacdo laboratorial de enterobactérias pode ser feita
atraveés da atividade bioquimica, com recurso a um teste bioquimico comercial, como
por exemplo as galerias APl 20E da BioMérieux, onde os resultados obtidos sdo
comparados com uma base de dados de referéncia que contém a percentagem dos
resultados positivos para cada par espécie/substrato. Para algumas espécies a
identificacdo é feita por serotipagem, por norma este método é aplicado a espécies com
alta patogenicidade e elevado significado clinico, nomeadamente estirpes de
Salmonella, Shigella e E. coli. A serotipagem é baseada na variacdo serotipica de
antigénios superficiais O (somatico, corresponde a cadeia lateral do polissacarideo do
lipopolissacarideo), H (flagelar) e K (capsular). Contudo, existem espécies que nao

possuem capsula como é o caso da E. coli e Salmonella (Jenkins et al., 2017).

2.5. Microbiota patogenica

2.5.1. Clostridios

O género Clostridium spp. é considerado bastante grande, pois nele encontram-se cerca
de 100 espécies e foi descrito pela primeira vez em 1880. Contudo, este grupo mostra
uma heterogeneidade a nivel filogenético, sdo considerados omnipresentes e podem ser
encontrados, normalmente, no solo, sedimentos marinhos, produtos animais e vegetais,

trato intestinal humano e feridas de infe¢Ges nos tecidos moles de animais e humanos.
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Para que um microrganismo possa ser inserido neste género devera possuir
caracteristicas como: ser anaer6bio ou microaerofilico; capacidade para produzir
endodsporos; ser Gram-positivo; ter incapacidade para realizar a reducdo dissimilatoria
do sulfato e na maioria dos casos ter mobilidade (Blaschek, 2014).

No entanto, os clostridios podem estar presentes em diversos produtos carneos, como
por exemplo os enchidos curados. De modo a determinar a sua presenca sdo realizadas
analises para avaliar a qualidade do produto utilizando dois indicadores microbianos
(anaerobios redutores de sulfito e Clostridium perfringens). Atraves dos anaerébios
redutores de sulfito é possivel estimar a quantidade de clostridios ou bactérias

formadoras de esporos (Prevost et al., 2013).

Em relacdo a producdo de esporos, esta apenas acontece em condic¢es anaerdbias, no
entanto em algumas espécies a producdo ocorre com alguma dificuldade, sendo
necessarios meios de cultura especiais. Consoante a espécie de clostridios o local de
producdo de esporo também muda, podendo ocorrer numa posicao central, subterminal
e terminal, esta localizacdo possui um valor taxonomico importante. No que toca ao
metabolismo, as espécies de clostridios podem ser classificadas como sacaroliticas ou
como proteoliticos, no entanto as estirpes pertencentes a0 mesmo grupo ndo possuem
similaridade a nivel genético (DNA) (Blaschek, 2014).

2.5.2. Listeria

De entre as seis espécies conhecidas do género Listeria, a L. monocytogenes € a Unica
espécie patogénica importante para a satde do ser humano, contudo outras trés espécies
(nomeadamente a L. seeligeri, L. welshimeri e L. ivanovii) tém sido associadas a varios
casos de doenca em seres humanos. Em 1926 a L. monocytogenes causou uma infecéo
em ratos de laboratorio que tera sido associada aos mondcitos do sangue periférico por

ser um patogénico intracelular, tendo sido entdo descrito primeiramente como

Pagina 23



Sara Margarida Prates da Conceicéo
Avaliacdo da seguranca quimica e microbiolégica de enchidos curados do Alentejo

Bacterium monocytogenes bem como um agente patogénico quer para 0s animais quer

para o ser humano.

L. monocytogenes é uma bactéria com as seguintes caracteristicas: coco-bacilos Gram-
positivo contendo flagelos periféricos, anaerébia facultativa, catalase positiva, oxidase
negativa, ndo esporulada, possui uma mobilidade em modo cambalhota. Ao ser
cultivada em agar sangue é caracterizada pela B-hemolise, libertando também
listeriolisina que atua com a hemolisina produzida pelos Staphylococcus aureus
aumentando a sua hemdlise em agar sangue. Esta reacdo € utilizada para diferenciar
duas espécies de Listeria (L. monocytogenes e L. innocua). Esta bactéria tem a
capacidade de crescer num largo espectro de condi¢des, como por exemplo, consegue
crescer com temperatura entre 0°C e 42°C sendo a temperatura 0tima de crescimento
entre 30°C e 35 °C, caso esta seja cultivada a uma temperatura inferior a 5°C ira crescer
de forma lenta (com um tempo de geracdo de 13h a 130h). Como cresce dentro de um
largo espectro de temperatura € um microrganismo que recebe alguma atencdo por parte
das entidades responsaveis, pois é contaminadora de varios alimentos como o leite ndo

pasteurizado e produtos carneos (Adams & Moss, 2009c¢).

Contudo, uma forma de inibir o seu crescimento nos alimentos ¢ através da alteracéo do
pH dos mesmos, uma vez que a Listeria ndo tem a capacidade de crescer em ambientes
com valores de pH abaixo de 5,5. No caso da L. monocytogenes esta também ¢ haléfila,
ou seja, cresce na presenca do sal (10% a 16% NaCl) e com valor de pH igual a 6,0
(Adams & Moss, 2009c).

Do ponto de vista clinico L. monocytogenes, como dito anteriormente, € um patogénico
intracelular (facultativo) que de forma a sobreviver necessita de se multiplicar no
interior de células, neste caso de células que pertencem ao sistema mondcito-macrofago.
Para tal, é necessario que a bactéria invada as células através da endocitose (processo
promovido pelos varios fatores de viruléncia, tais como internalina, proteina de
superficie bacteriana e proteina extracelular). A internalizacdo faz com que a bactéria

seja envolvida num fagossoma, e para sobreviver tera de sair dele o mais rapido
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possivel, pois caso a bactéria se funda com um lisossoma ndo conseguira sobreviver. A
L. monocytogenes também produz listeriolisina O (LLO) que decompfe a bicamada
lipidica da membrana dos fagossomas, permitindo a sua saida do mesmo. Assim, 0s
sujeitos mais suscetiveis a infecGes sdo mulheres gravidas, idosos, criangas e
imunocomprometidos. Estas infecbes podem causar septicemia, meningite,

meningoencefalite e endocardite (Adams & Moss, 2009c¢).

2.5.3. Salmonella spp.

A maioria das salmonelas sdo consideradas patogéenicas para o ser humano, no entanto
entre as mesmas existem diferencas quanto as suas caracteristicas, bem como a
severidade das doencas que causam. Atualmente sdo consideradas como a principal
causa de doengas alimentares. No ano de 1989 a incidéncia de salmoneloses na Europa
era cerca de 50 em cada 100 000 habitantes (Adams & Moss, 2009c¢). Em 2017 foram
registados 92 642 casos de salmonelose em 30 paises da Europa, sendo a incidéncia de
19,6 em cada 100 000 habitantes (ECDC, 2020). O estudo de ECDC-EFSA (2020)
mostrou que desde Fevereiro de 2017 até 14 de Janeiro de 2020, foram confirmados 656
casos de salmonelose, sendo a espécie responsavel a Salmonella Enteritidis, através do

consumo de ovos.

A Salmonella spp. pertence ao grupo das Enterobacteriaceae, sdo Gram-negativo,
bacilos ndo esporulados, anaerobios facultativos, catalase positiva, oxidase negativa e
geralmente moveis com o auxilio de flagelos peritricos. A sua temperatura de
crescimento Otima € de 37°C, mas pode crescer com temperaturas entre 5°C e 47°C.
contudo podem ser facilmente destruidas com os processos de pasteurizacdo, uma vez
que sdo sensiveis ao calor. Apesar de o valor minimo da aw para o crescimento de
Salmonella spp. ser de 0,93, esta tem a capacidade de sobreviver em alimentos secos, e

o valor 6timo de pH para crescimento é de 7. No que respeita a sua patogenicidade,
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Salmonella spp. provoca diversas patologias clinicas como a enterite e a doenga
sistémica (Adams & Moss, 2009c).

Um dos métodos de isolamento e identificacdo de salmonelas é um processo de 5 passos
com recurso a técnicas de cultura tradicionais. Este processo comegca com um pré-
enriquecimento num meio de cultura ndo seletivo. Este passo permite a recuperagédo de
salmonela, pois ha a recuperacdo das células que foram danificadas. De seguida hd um
enriquecimento seletivo com o objetivo de aumentar o nimero de células de salmonela,
neste processo é maioritariamente usado o caldo de selenito-cistina, pois a cistina
promove o crescimento de salmonela. Apds este processo € necessario confirmar os

resultados através de testes bioquimicos (Adams & Moss, 2009c¢).

2.6. Estudos realizados

Ao longo dos anos tém sido feitos estudos em diferentes enchidos curados com diversos
objetivos, sendo o principal conhecer a sua microbiota (de interesse tecnoldgico,
indicadora de higiene e patogénica) para que Sse possa promover a sua seguranca bem
como a sua qualidade. Assim, apesar de nesta dissertacdo o enchido estudado ser o paio,
no Quadro 1 é possivel observar os diversos enchidos ja estudados, como por exemplo
0 sucuk da Turquia ou o fuet da Espanha. Deste modo é possivel perceber como
melhorar a seguranca dos enchidos curados, uma vez que existem mais estudos
previamente realizados. Apesar de os enchidos no Quadro 1 ndo serem paio, este
proporciona uma informacao relevante, pois é possivel observar algumas diferencas
bem como semelhancas entre diferentes enchidos quer no mesmo pais quer de paises

diferentes.

Pagina 26



Sara Margarida Prates da Conceicéo

Avaliacdo da seguranca quimica e microbiolégica de enchidos curados do Alentejo

Quadro 1. Estudos realizados no &mbito do tema desta dissertagdo de mestrado.

Pais

Turquia

China

(Italiae
Estados
Unidos

Turquia

Espanha

Franga

Produto

Soudjouck

Salame e
Lachang
(Linguiga
curada a
seco chinesa
e Salsicha
defumada
chinesa)

Enchidos
curados

Sucuk

Enchidos
curados

Enchidos
fermentados

Analises realizadas

Niveis de nitratos e
nitritos, pH e
microbiologia

Niveis de nitrato,
pH aw

Microbiologia, pH e
aw

Microbiologia, pH e
aw

Microbiologia,
nitrato e nitrito, pH
€ adw

pH, aw, nitrato e
nitrito

Resultados

Microbiologia: >107 ufc/g bactérias aerdbias,
>108 ufc/g Lactobacillus, >10° ufc/g
Micrococcus/  estafilococos, >10*  ufc/g
enterobactérias, coliformes e enterococos, 102
ufc/g estafilococos coagulase-positiva e E. coli
em 73%, 40%, 23%, 15%, 11%, 41%, 9% e 5%
das amostras, respetivamente.

Niveis de nitratos, nitritos e pH, 18%, 11% e
32% das amostras continham valores acima dos
permitidos.

Niveis de nitratos: 1.82 mgKg?, 4.31 mgKg* e
3.48 mgKg?, para salame, linguica curada a seco
e salsicha defumada, respetivamente.

Andlise de pH: 5.02, 5.92, 5.73, para salame,
linguica curada a seco e salsicha defumada,
respetivamente.

Andlise da aw: 0.93, 0.85, 0.83, para salame,
linguica curada a seco e salsicha defumada,
respetivamente.

Microbiologia: 6.68 log ufc/g de bactérias
mesofilas  totais, 5.08 log ufc/g de
enterobactérias e 3.38 ufc/g de Staphylococcus
aureus presumido. Foram detetadas Salmonella
spp. e Listeria spp. em 6 e 8 amostras em 15,
respetivamente.

Andlise de pH e aw 658 e 0.968,
respetivamente.

Microbiologia: 6.81 log ufc/g de bactérias
mesofilas totais, 6.20 log ufc/g de BAL, 4.81 log
ufc/g de enterobactérias e 4.83 log ufc/g de
Micrococcaceae.

Anaélise de pH e aw: 5.73 € 0.98, respetivamente.
Analise de pH: 5.09, 5.03 e 4.96, ao primeiro,
segundo e terceiro més de armazenamento,
respetivamente.

Andlise da aw: 0.887, 0.883 e 0.876, ao primeiro,
segundo e terceiro més de armazenamento,
respetivamente.

Reducdo de nitrato: aos 15% de reducédo
registou-se um valor de pH de 5.04 e de aw de
0.881. Aos 25% de reducdo registou-se um valor
de pH de 5.00 e de aw de 0.881.

Microbiologia: bactérias mesdfilas totais 7.6 log
ufc/g, 7.5 log ufc/g e 6.5 log ufc/g; BAL 6.6 log
ufc/g, 6.5 log ufc/g e 5.6 log ufc/g e cocos Gram-
positivo 3.7 log ufc/g, 2.0 log ufc/g e 5.6 log
ufc/g ao primeiro, segundo e terceiro més de
armazenamento, respetivamente.

Reducdo de nitrato: aos 15% de redugdo
registou-se um valor de bactérias mesdfilas totais
de 7.3 log ufc/g, BAL de 6.3 log ufc/g e cocos
Gram-positivo de 2.9 log ufc/g. Aos 25% de
reducdo registou-se um valor de bactérias
mesofilas totais de 7.2 log ufc/g, BAL de 6.3 log
ufc/g e cocos Gram-positivo de 2.9 log ufc/g
Anélise de pH: massa pré-enchimento entre 5.85
e 5.94; fermentacdo decréscimo para 5.05 e na
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Enchidos

Espanha fermentados

Enchidos

Espanha fermentados

Enchidos

e fermentados

Enchidos
fermentados
(salchichon

e fuet)

Espanha

Reducao de nitrato,
microbiologia, pH e
aw

Microbiologia, pH,
aw,

Microbiologia, pH e
aw. efeito de nitratos

Microbiologia, pH e
aw. efeito de nitratos

secagem aumento para valores entre 5.30 a 5.40.
Andlise da aw: massa pré-enchimento igual a
0.97, fase da secagem varia 0.89 a 0.90.

Analises de nitrato e nitrito: nitrato é convertido
gradualmente em nitrito ao longo do processo.
Ndo teve efeito inibitério em Salmonella
Typhimurium e em Listeria monocytogenes.
Inicio do processo

Analise de pH: 5.85, 5.83 e 5.88, no controlo,
reducdo de 15 % de nitratos e redugdo de 25 %
de nitratos, respetivamente.

Analise da aw: 0.981, 0.974, 0.975, no controlo,
reducdo de 15 % de nitratos e redugdo de 25 %
de nitratos, respetivamente.

Microbiologia: bactérias mesdfilas totais 6.84
log ufc/g, 6.88 log ufc/g e 6.87 log ufc/g; BAL
5.85 log ufc/g, 5.83 log ufc/g e 5.75 log ufc/g;
enterobactérias 4.84 log ufc/g, 4.83 log ufc/g e
4.81 log ufc/g; cocos Gram-positivo 5.47 log
ufc/g, 5.41 log ufc/g e 5.28 log ufc/g, no
controlo, reducédo de 15 % de nitratos e reducdo
de 25 % de nitratos, respetivamente.

Final do processo

Andlise de pH: 4.99, 4.95 e 4.93, no controlo,
reducdo de 15 % de nitratos e reducdo de 25 %
de nitratos, respetivamente.

Analise da aw: 0.890, 0.894, 0.895, no controlo,
reducdo de 15 % de nitratos e reducdo de 25 %
de nitratos, respetivamente.

Microbiologia: bactérias mesdfilas totais 8.89
log ufc/g, 8.83 log ufc/g e 8.96 log ufc/g; BAL
6.98 log ufc/g, 6.94 log ufc/g e 6.96 log ufc/g;
enterobactérias 2.39 log ufc/g, 3.24 log ufc/g e
3.33 log ufc/g; cocos Gram-positivo 4.49 log
ufc/g, 4.33 log ufc/lg e 4.39 log ufc/g, no
controlo, reducédo de 15 % de nitratos e reducao
de 25 % de nitratos, respetivamente.

Andlise de pH: Diminuicdo dos valores na
fermentagdo de 6.0 para 4.8, e aumento na
maturagdo atingindo valores entre 5.0 € 5.2.
Andlise da aw: inicio do processo igual a 0.96 e
no final 0.89.

Microbiologia: As BAL aumentaram cerca de
2.5 log ufc/g durante a fermentagdo, sendo
também a microbiota predominante até ao final
da maturacgdo. Foi observado um efeito inibitorio
dos nitratos/nitritos em relagdo ao crescimento
de enterobactérias.

Anélise de pH: entre 5.7 e 6.3.

Anélise da aw: entre 0.96 e 0.98.

Microbiologia: na fermentagdo houve aumento
na contagem de BAL, de 8 log ufc/g para 9 log
ufc/g. Observou-se um efeito inibitério dos
nitratos no crescimento de  Salmonella
Typhimurium no inicio da maturacéo.

Anédlise de pH: diminuiu de 5.6 para 5.0 no
salsichdo e para 5.2 no fuet.

Anélise da aw: diminuiu de 0.96 para valores
entre 0.88 a 0.90 no final da maturacéo.
Microbiologia: Houve uma contagem de BAL
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Enchido
fermentado
(salchichon)

Espanha

Enchido
fermentado
(salami)

Italia

Enchidos
curados
(Chourigo
Preto - CP e
Paio Preto —
PP)

Portugal

Enchidos
curados
(Catalao e
Salsichao)

Portugal

Microbiologia, pH e
aw. efeito de nitratos

Microbiologia e pH

Microbiologia, pH,
awe aminas
biogénicas

Microbiologia, pH,
aw e aminas
biogénicas

entre 8 log ufc/g a 9 log ufc/g apdés a
fermentagéo. Contudo nédo foi detetado alteracéo
no crescimento de Clostridium botulinum.
Microbiologia: a contagem de Listeria innocua
no produto final foi de 1.5 log ufc/g inferior no
lote  com concentragio  maxima  de
nitratos/nitritos ao comparar com os lotes de
controlo e reducdo de nitratos/nitritos em 15 % e
25 %. A contagem de enterobactérias foi entre 1
log ufc/g a 2 log ufc/g nos lotes controlo e
reducdo de nitratos/nitritos em 15 % e 25 %,
enquanto que no lote com a concentragdo
maxima de nitratos/nitritos ndo  houve
crescimento.

Analise de pH: valor final de 4.8.

Analise da aw: decréscimo de 0.95 para 0.86-0.87
no produto final.

Andlise de pH: 6.02, 5.75, 5.85, 6.20 e 6.75, aos
0, 3, 7, 30 e 45 dias de fermentacéo.
Microbiologia: BAL - 4.29 log ufc/g, 8.07 log
ufc/g, 8.04 log ufc/g, 8.28 log ufc/g e 7.84 log
ufc/g; estafilococos - 3.79 log ufc/g, 4.42 log
ufc/g, 5.01 log ufc/g, 5.43 log ufc/g e 7.01 log
ufc/g; enterobactérias - 2.19 log ufc/g, 2.06 log
ufc/g, 1.59 log ufc/g, 1.98 log ufc/g e 1.74 log
ufc/g; bactérias totais - 5.21 log ufc/g, 6.93 log
ufc/g, 7.67 log ufc/g, 6.91 log ufc/g e 7.90 log
ufc/g, aos 0, 3, 7, 30 e 45 dias de fermentacao.
Analise de pH: 4.96 para massa de carne, 5.17 e
5.4 para produto acabado (PP e CP)

Andlise da aw: 0.96 para massa de carne, € nos
produtos acabados com reducdo de sal e no

controlo foram observadas diferencas
significativas.
Microbiologia: CP obteve-se as seguintes

contagens: meso6filos — 7,16 log ufc/g, 6,39 log
ufc/g e 7,59 log ufc/g; BAL — 6,78 log ufc/g,
7,13 log ufc/g e 8,24 log ufc/g; enterobactérias —
4,80 log ufc/g, 4,41 log ufc/g e 2,71 log ufc/g e
estafilococos — 3,50 log ufc/g, 4,57 log ufc/g e
4,49 log ufc/g; no PP obteve-se as seguintes
contagens: mesoéfilos — 7,16 log ufc/g, 6,35 log
ufc/g e 6,42 log ufc/g; BAL — 6,78 log ufc/g,
8,12 log ufc/g e 6,75 log ufc/g; enterobactérias —
4,80 log ufc/g e 3,09 log ufc/g e estafilococos —
3,50 log ufc/g, 4,18 log ufc/g e 4,04 log ufc/g.
Aminas biogénicas: o contetdo total é de 88,86
mg/kg a 332,13 mg/kg. A putrescina corresponde
a 40% do teor total, a triptamina corresponde a
20% e a tiramina corresponde a 15%.

Anélise de pH: diferencas significativas entre os
produtos com reducdo de sal e o controlo

Andlise da aw: diferencas significativas entre os
produtos com redugdo de sal e o controlo, aos
35% de perda de peso no Cataldo e aos 20% e
35% no Salsichdo.

Microbiologia: Cataldo obteve-se as seguintes
contagens: mesofilos — 6,70 log ufc/g, 4,42 log
ufc/g e 4,92 log ufc/g; BAL — 4,91 log ufc/g,
6,25 log ufc/g e 5,23 log ufc/g; enterobactérias —
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6,40 log ufc/g, 5,00 log ufc/g e 0,43 log ufc/g e
estafilococos coagulase negativos — 3,65 log
ufc/g, 5,65 log ufc/lg e 4,21 log ufc/g; no
Salsichdo obteve-se as seguintes contagens:
mesofilos — 6,70 log ufc/g, 6,50 log ufc/g e 6,21
log ufc/g; BAL — 4,91 log ufc/g, 8,26 log ufc/g e
7,44 log ufc/g; enterobactérias — 6,40 log ufc/g,
3,96 log ufc/g e 3,96 log ufc/g e estafilococos
coagulase negativos — 3,65 log ufc/g, 6,14 log
ufc/g e 2,96 log ufc/g.

Aminas biogénicas: o seu conteldo total no
controlo é de 378,01 mg/kg e 390,14 mg/kg para
0 Cataldo e Salsichdo, respetivamente.
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3. Objetivos

O principal objetivo deste trabalho é construir conhecimento que permita melhorar a

seguranga de enchidos curados. Para tal foram delineados os seguintes objetivos:

% Auvaliar a evolucao dos enchidos curados ao longo do fabrico para validar a sua
seguranc¢a, nomeadamente a potencial multiplicacdo de C. botulinum entre
outros microrganismos patogénicos.

% Auvaliar as consequéncias da eliminacdo de nitratos e nitritos em relacdo a

seguranca sanitaria dos enchidos curados.

O material bioldgico utilizado neste trabalho é o paio, onde na sua massa séo utilizados
ingredientes semelhantes aos de outros produtos carneos. Deste modo, é possivel fazer

uma comparacao de resultados entre os varios produtos curados.

Assim, realizar-se-d0 analises quimicas (aw, pH e perfil de aminas biogénicas) e
microbiologicas (detecdo e enumeracdo de clostridios sulfito-redutores, pesquisa de
Salmonella spp., pesquisa e contagem de L. monocytogenes, enterobactérias,

estafilococos e BAL):

++ Para a avaliacdo da evolucédo dos enchidos ao longo do fabrico, as analises serdo
realizadas atraveés do seguimento de trés lotes de fabrico em duas fabricas
diferentes, cujas amostras compreendem as diversas etapas de fabrico (carne,

massa pré-enchimento, meia cura e produto acabado).

e

*

Em relacdo a avaliacdo das consequéncias da eliminacdo de nitratos e nitritos
serdo realizadas analises ao longo de trés lotes de fabrico numa fabrica, cujas
amostras recolhidas serdo com e sem nitratos/nitritos. Estas também
compreendem as diversas etapas de fabrico (carne, massa pré-enchimento, meia

cura e produto acabado).

Pagina 33






CAPITULO IV
Materiais e
Métodos






Sara Margarida Prates da Conceicéo
Avaliacdo da seguranca quimica e microbiolégica de enchidos curados do Alentejo

4. Materiais e Métodos

4.1. Amostras

Neste estudo o material biolégico, como dito anteriormente, é o paio. Para a realizagdo
deste estudo a colheita das amostras foi feita em duplicado e ao longo do processo de
fabrico, ou seja, carne fresca, massa pré enchimento (carne fresca com os condimentos
utilizados no fabrico do paio para cada fabrica), meia cura e produto acabado. Numa
primeira fase do estudo foram feitas avaliagdes da evolucdo dos enchidos ao longo do
fabrico em duas fabricas distintas, designadas fabrica A e fabrica B. De notar, que como
se trata de duas fabricas distintas o processo e 0 tempo de cada etapa também diferem.
Na segunda fase do estudo foram realizadas avaliagcdes as consequéncias da eliminacao
de nitratos e nitritos na formulacdo dos enchidos. Este trabalho apenas foi realizado na
fabrica A, sendo que a colheita de amostras se realizou em duplicado e ao longo do
processo de fabrico para as amostras com nitratos/nitritos, bem como para as amostras
sem nitratos/nitritos, ou seja, quatro amostras por etapa. Para ambas as fases o estudo

decorreu ao longo de trés lotes independentes.

4.2. Analises microbioldgicas

As analises microbiologicas foram feitas no dia da colheita das amostras. O
procedimento realizado foi adaptado de Laranjo et al. (2015) e das normas ISO para a

microbiota analisada.

4.2.1. Pesquisa de Salmonella spp.

Foram pesadas 25 g de amostra (sem tripa) numa balanca (Mettler Toledo PB1502,

Columbus, Ohio, EUA), transferidas para um saco de homogeneizagcdo onde s&o
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adicionados 225 mL de 4&gua peptonada tamponadas (Scharlau Microbiology,
Barcelona, Espanha) pré-aquecida a 37°C. Foi adicionado o suplemento (para o
crescimento de Salmonella spp.) em forma de comprimido a mistura que foi
homogeneizada num homogeneizador de laboratério (Masticator) (IUL Instruments,
Barcelona, Espanha). A mistura foi incubada a 41,5°C durante 18h-24h de forma a
evitar falsos negativos. Apds esta incubacdo a pesquisa de Salmonella spp. foi feita com
recurso a um kit de imunodete¢do de salmonelas (miniVIDAS; BioMérieux, Marcy
I'Etoile, Franga). Assim, foram colocados 500 pL da mistura incubada numa barrete
(Figura 4B), e a mesma foi colocada no Heat & GO (Figura 3B) durante 5 min a
131°C. De seguida, a barrete arrefeceu até a temperatura ambiente para se proceder a
analise no miniVIDAS (Figura 3A). Os resultados positivos foram confirmados de
acordo com a norma 1SO 6579 (2002).

Figura 3. Equipamentos utilizados para a pesquisa de Salmonella spp.:
miniVIDAS (A) e Heat & GO (B).

O kit de imunodetecdo de salmonelas utilizado neste estudo foi o kit VIDAS® UP
Salmonella (BioMérieux, Marcy I'Etoile, Franca) que junta a automatizagdo com o
método ELISA. Apesar de o ELFA ser muito idéntico ao ELISA, o primeiro utiliza
substratos fluorogénicos como o fosfato de 4-metilumbelliferil que se converte num
produto fluorescente (fosfato de 4-metilumbelliferona). Este produto tem a capacidade

de detetar niveis muito baixos de fosfatase alcalina (Dwivedi et al., 2014).
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Figura 4. Componentes do kit de imunodetecéo
para Salmonella spp.: barrete de reagentes (A) e
recipiente (B).

O kit em questdo tem um recipiente (em formato de cone) de fase solida (RFS) (Figura
4B) e uma barrete de reagentes para cada amostra (Figura 4A). O RFS tem como
funcdo a pipetagem automatica (transporte da amostra ao longo dos reagentes) e, como
0 nome indica, também tem como fungé@o ser um recipiente de fase solida. Caso haja
antigénio de Salmonella nas amostras, eles vao-se ligar as paredes interiores do RFS,
pois, estas estdo revestidas com anticorpos anti-Salmonella. A amostra que ndo ficar
ligada é entdo removida por lavagem. A amostra que ficou ligada a RFS é transferida
para dentro e fora de um poco com anticorpos marcados com fosfatase alcalina, que se
ligam a Salmonella ligada a RFS. Por altimo, a enzima conjugada converte o fosfato de
4-metilumbelliferil em fosfato de 4-metilumbelliferona, cuja fluorescéncia serd medida
a 450nm (Sewell et al., 2003).

4.2.2. Pesquisa e contagem de clostridios sulfito-redutores, L.

monocytogenes, enterobactérias, bactérias do acido latico e estafilococos

A pesquisa e contagem de clostridios sulfitos-redutores foi feita de acordo com a norma
NP 2262 (1986), a contagem de L. monocytogenes de acordo com a norma I1ISO 11290-2
(2015), a contagem de enterobactérias de acordo com a norma ISO 21528 (2017) e a

contagem de bactérias do acido lactico de acordo com a norma 1SO 15214 (1998).
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Foram pesadas 10 g de amostra (sem tripa) numa balanca (Mettler Toledo PB1502,
Columbus, Ohio, EUA), transferidas para um saco de homogeneizacdo onde s&o
adicionados 90 mL de agua peptonada tamponada (Scharlau Microbiology, Barcelona,
Espanha) e a mistura foi homogeneizada num homogeneizador de laboratério
(Masticator) (IUL Instruments, Barcelona, Espanha). De seguida foram realizadas
diluicbes decimais seriadas e inoculado 1 mL de cada diluicdo por incorporacdo nos
meios adequados (Quadro 2). Para a pesquisa e contagem de L. monocytogenes foram
inoculados 100 uL das dilui¢cGes apropriadas no meio ALOA.

Quadro 2. Meios de cultura utilizados nas analises microbiol6gicas com as respetivas condices de
incubacao.
Microrganismos Meio de Cultura Temperatura | Tempo de | Metabolismo respiratério
de incubacdo | incubacao
Mesofilos Totais Extrato de  Glicose 30°C 48 h Aerdbio
Triptona (Tryptone
Glucose Extract — TGE)
(Scharlau Microbiology,
Barcelona, Espanha)
Clostridios sulfito-redutores | SPS (Merck = 37°C 48 h Anaerébio
Mikrobiologie,
Darmstadt, Alemanha)
Enterobactérias Glicose  lactose  hile 30°C 48 h Aerdbio
vermelho violeta (Violet
red bile lactose glucose —
VRBG) (Scharlau
Microbiology, Barcelona,
Espanha)
BAL De Man, Rogosa e 30°C 48 h Anaerébio
Sharpe (MRS) (Scharlau
Microbiology, Barcelona,
Espanha)
Estafilococos Agar Sal Manitol 37°C 48 h Aerobio
(Mannitol Salt Agar -
MSA) (Scharlau
Microbiology, Barcelona,
Espanha)
Listeria monocytogenes ALOA (Biomériux, = 37°C 24 h-48h | Aerbbio
Craponne, Franca)

Relativamente aos meios de cultura utilizados para a pesquisa e contagem dos
microrganismos apresentados no Quadro 2, o TGE é um meio de cultura geral utilizado
para a contagem de microrganismos aerobios em produtos alimentares M. O SPS é um

meio de cultura utilizado para detecdo, isolamento e enumeracdo de Clostridium
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perfringens e Clostridium botulinum em produtos alimentares 2. Os meios VRBG,
MRS e MSA séo meios de cultura seletivos (sendo que o0 VRBG e MSA sdo também
meios de cultura diferenciais), permitindo apenas o crescimento de enterobactérias,
bactérias do 4cido latico e estafilococos, respetivamente 2. Por Gltimo, 0 ALOA é um
meio de cultura seletivo e diferencial que permite o crescimento e detecdo de Listeria
monocytogenes . Apés o tempo de incubagdo adequado a cada anélise, s30 contadas as
unidades formadoras de colénias.

4.3. Analises fisico-quimicas

O procedimento realizado foi adaptado de Laranjo et al. (2017). A tripa do produto
carneo foi retirada, o produto foi picado e o pH medido com um medidor de pH (VWR
pHenomenal, pH 1100L; Radnor, Pensilvania, EUA) (Figura 5A) de acordo com a
norma (ISO 2917, 1999) e a atividade da agua (aw) foi medida com um higrémetro

(HygroLab) (Rotronic, Bassersdorf, Suica) (Figura 5B).

Figura 5. Equipamentos utilizados para as analises fisico-quimicas: medidor de pH (A) e
higrometro (B).
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4.4. Analise do perfil de aminas biogénicas

O perfil de aminas biogénicas foi analisado com recurso ao método de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC). Este € um método que consiste na separacdo de
constituintes das amostras através da sua afinidade através da migracdo dos analitos. A
migragdo é efetuada numa coluna onde os analitos passam a diferentes velocidades,
eluindo em diferentes tempos. O método € constituido por duas fases: fase estacionéria
e fase movel. Os analitos que tém uma maior interagdo com a fase estacionaria vao ser
eluidos mais tarde (Gika et al., 2015).

Neste estudo as andlises foram feitas em fase reversa. Sendo que a fase estacionaria tem
uma menor polaridade que a fase movel. Deste modo, os analitos interagem
maioritariamente com a fase movel, resultando numa elui¢cdo mais rapida. Este tipo de
cromatografia é indicado para amostras aquosas e compostos de massa molecular e
polaridade médios, como por exemplo aminas, acidos organicos, aminoacidos e
nucledtidos. Contudo, quando a andlise a moléculas polares, estas podem ser
derivatizadas de forma a modifica-las e melhorar a sua retencao e detetabilidade (Gika
et al., 2015). Assim, procedeu-se a derivatizacdo das aminas biogénicas. Neste trabalho
a derivatizacdo é feita com cloreto de dansilo, com dois objetivos: separacdo das aminas

na amostra e torna-las fluorescentes (Pereira et al., 2018).

O procedimento realizado foi adaptado de Laranjo et al. (2017) e de Roseiro et al.
(2006). Foram quantificadas oito aminas diferentes: triptamina, B-feniletilamina,
putrescina, cadaverina, histamina, tiramina, espermidina e espermina. Foram calculados
0 teor total em aminas e o teor em aminas vasoativas. Para cada amostra foi feita uma
extracdo, e dessa extracdo foram feitas duas derivatizacbes. De cada derivatizacdo

foram feitas duas injecdes no HPLC-DAD.

Comecou-se pela extracdo onde foram pesadas 8 g de amostra picada e homogeneizada
para um copo de centrifuga Nalgene e adicionou-se 40 mL de solu¢do de é&cido
perclérico 0,4M (VWR Chemicals, Radnor, Pensilvania, EUA). A mistura foi

Pagina 42



Sara Margarida Prates da Conceicéo
Avaliacdo da seguranca quimica e microbiolégica de enchidos curados do Alentejo

homogeneizada com o auxilio de um homogeneizador (T25 digital Ultra Turrax com a
respetiva sonda) (IKA, Staufen, Alemanha) a 6000 rpm durante 1 minuto e centrifugou-
se a 3836 g durante 10 minutos a 4 °C numa centrifuga (Thermo Scientific Sorvall;
Waltham, Massachusetts, EUA), modelo Lynx 4000 com um rotor Fiberlite F14-6x250y
da mesma. Filtrou-se o sobrenadante para um baldo volumétrico de 100 mL com um
papel de filtro Whatman n°2. Repetiu-se a extracdo com 40 mL de solugdo de acido
perclérico 0,4M. Centrifugou-se, novamente, a 3836 g durante 10 minutos a 4 °C.
Juntaram-se 0s sobrenadantes obtidos e adicionou-se 0,5 mL de padréo interno (1,7-
diaminoheptano, 1mg/mL agua MiliQ; Merck, Darmstadt, Alemanha) e perfez-se o

volume, a 100 mL, com &cido perclorico 0,4M.

De seguida, prosseguiu-se a derivatizagdo onde foi alcalinizado 1 mL de extrato da
amostra através da adicdo de 200 pL de solucdo de hidroxido de sédio 2N (VWR
Chemicals, Radnor, Pensilvania, EUA) e tamponou-se pela adicdo de 300 uL de
bicarbonato de sodio saturado (Honeywell Fluka, Bucharest, Romania). Adicionou-se 2
mL de solucdo de cloreto de dansilo (cloreto de 5-dimetilaminonaftaleno-1-sulfonilo)
(PanReac AppliChem, Darmstadt, Alemanha), esta foi preparada no proprio dia da
analise em acetona (5 mg / 1 mL de acetona) (VWR Chemicals, Radnor, Pensilvania,
EUA) e colocou-se a mistura em estufa a 40 °C durante 45 minutos. Removeu-se 0
cloreto de dansilo, adicionando 100 pL de amonia a 25% (PanReac Quimica, Barcelona,
Espanha). Apds 30 minutos, ajustou-se a 5 mL com acetonitrilo (VWR Chemicals,
Radnor, Pensilvania, EUA), ou seja, adicionou-se 1400 pL. Centrifugou-se a 957 g
durante 5 min numa centrifuga Hettich, Universal 32R, filtrou-se o sobrenadante com
recurso de uma seringa descartavel e filtro de seringa com 13 mm e 0,45 um para vials
roscados (VWR Chemicals, Radnor, Pensilvania, EUA) e injetou-se 20 uL. em HPLC-
DAD (Thermo Scientific Dionex, Ultimate 3000; Waltham, Massachusetts, EUA)
(Figura 6).
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Figura 6. Equipamento utilizado para a separacao e identificacdo das aminas biogénicas em estudo
(UHPLC Ultimate 3000).

A separacdo das aminas biogénicas foi realizada atraves de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (High Performance Liquid Chromatography - HPLC), com bomba
quaternaria (HPLC Ultimate 3000 pump), detetor de matriz de diodo (DAD) (Ultimate
3000 RS Diode Array detetor) e extrator automatico (Ultimate 3000 Autosampler). Foi
utilizada uma coluna de fase reversa (RP-18, 5 um de 4.0 x 125 mm e 100A°) (Merck,
Darmstadt, Alemanha) e um comprimento de onda de 254 nm. O processo de separacao
das aminas biogénicas foi feito através de um programa de eluicdo com a mistura de
dois solventes, o solvente A que é o acetato de aménio 0,1M e o solvente B que é o
acetonitrilo. O gradiente foi iniciado com uma proporcao de 50% de ambos 0s solventes

e ap0s 23 minutos terminou com 90% de acetonitrilo, onde foi utilizado um fluxo de 1

mL/min a 25 °C.

Os reagentes utilizados nas fases moveis do HPLC-DAD tinham o grau de pureza
indicado para HPLC e agua ultrapura do tipo I (Millipore, Direc-Q ® 5UV, Guyancourt,

France). Foi utilizado um HPLC-DAD com amostrador automatico para a determinagéo

e quantificagdo das aminas biogénicas.
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A quantificagdo das aminas foi realizada pelo método do padrdo externo, atraves da
interpolacdo das areas obtidas para cada amina na curva de calibragdo correspondente.

4.5. Analise estatistica dos dados

Os resultados obtidos foram analisados por analise de variancia (ANOVA) utilizando o
software SPSS™ v.20 (IBM, Armonk, Nova York, EUA) e as diferencas entre grupos
foram identificadas com base no teste de Diferenca Significativa Honesta de Tukey
(p<0,05). A eliminagio de valores outliers foi efetuada com o teste de Grubbs [
(0=0,05). O teste de Grubbs também é conhecido como teste residual normalizado, tem
como funcdo a detecdo de valores discrepantes num conjunto de dados cuja origem é

considerada como uma populacao de distribuicdo normal (Grubbs, 1950).
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5. Evolugao dos enchidos ao longo do processo de

fabrico

De acordo com o que se encontra no Capitulo 1, o principal objetivo deste estudo €
melhorar a seguranga dos enchidos, neste caso o paio. Contudo também é necessario
que a qualidade ndo seja comprometida. Assim € necessario conhecer a evolucdo dos
enchidos ao longo do fabrico, nomeadamente a microbiota e as caracteristicas fisico-
quimicas (aw e pH). Com base nestes resultados sera possivel proceder a avaliagdo da
eliminacdo de nitratos e nitritos, e se a mesma afetard ou ndo as caracteristicas dos
enchidos curados em comparagdo com um procedimento onde é feita a adicdo de

nitratos.

Neste capitulo serd realizada a avaliacdo microbiologica e fisico-quimica de paio. O
ensaio foi realizado em duas fabricas (fabrica A e B), localizadas no sul do pais, na
regido do Alentejo. Esta avaliagdo tem como objetivo conhecer a microbiota e as
caracteristicas fisico-quimicas de cada paio, nos diferentes lotes, e também a diferenca
entre as duas empresas em estudo. Para além do registo dos resultados obtidos, neste
capitulo também seréa feito o tratamento de resultados, bem como a sua discusséo tendo

em conta trabalhos de outros autores no mesmo ambito desta dissertacéo.

5.1. Parametros fisico-quimicos

A evolucdo dos parametros fisico-quimicos ao longo do processo de fabrico de enchidos
é um fator importante para a determinacdo da seguranca dos mesmos. Pois com a
bactérias patogénicas (Ferreira et al., 2006).

Ap0s a andlise estatistica dos resultados obtidos, observou-se a existéncia de diferengas
significativas (P <0,05) (Quadro 3) para as diferentes etapas (pH e aw); entre as duas

fabricas (pH) e para a interacdo entre os fatores etapa e fabrica (pH).
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Quadro 3. Anélise de variancia para a evolugdo do pH e aw ao longo do processo nas duas fabricas em estudo.

Fatores
Etapa Fabrica Interacdo Etapa*Fabrica
pH F =6,949 F=9,330 F=2,956
valor de p = 0,000 valor de p = 0,003 valor de p = 0,037
aw F =190,648 F=3,292 F=0,930
valor de p = 0,000 valor de p = 0,073 valor de p = 0,430

Quadro 4. Evolucéo do pH e aw em diferentes etapas ao longo do processo nas duas fabricas em estudo.

Fabrica A Fabrica B
Etapa 0 1 2 3 0 1 2 3
pH 6,18°4+0,38 547~ +0,22 5,974+ 143 507 +0,09 6,23°8+0,42 5,83%B + 0,98 5,73 B + 0,06 5,652 + 0,31
aw 0,958 4+ 0,007 0,941°+0,008 0,915°+0,005 0,8332+0,021 0,961°+0,006 0,943 + 0,007 0,919° + 0,099 0,850% + 0,045

Os resultados sdo apresentados como médias + desvio-padrdo. Etapas: 0 — carne; 1 — massa pré-enchimento; 2 — meia cura e 3 — produto acabado. Na mesma
linha, diferentes letras representam diferentes grupos de médias aritméticas (P <0,05). Letras mailsculas representam diferengas entre a mesma etapa de
fabricas diferentes. Letras minusculas representam diferencas na mesma etapa nas duas fabricas.
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De modo geral, ambos os parametros fisico-quimicos se encontram de acordo com o

esperado, ou seja, ha a diminuicdo de ambos ao longo do processo de fabrico.

Na fabrica B foram registados os valores de pH mais elevados (Quadro 4). Para a carne
foi obtido um valor de pH igual a 6,18 e 6,23, para a fabrica A e B, respetivamente. Para
a massa pré-enchimento os valores de pH diminuiram para ambas as fabricas, sendo a
diferenca de 0,7 e 0,4 para a fabrica A e B, respetivamente. Contudo para a meia cura
apenas houve declinio dos valores de pH para a fabrica B. O aumento do pH na fabrica
A pode dever-se a um menor crescimento de bactérias responsaveis pela acidificacdo do
produto. Contudo para o produto acabado houve um declinio para ambas as fabricas,
onde o processo de fabrico terminou com valores de 5,07 e 5,65 para a fabrica A e B,
respetivamente. Esta diminuicdo do pH ao longo do processo de fabrico de enchidos
curados possui vantagens a nivel da seguranca microbioldgica, pois promove a inibicéo
de algumas bactérias. No entanto, também tem outras vantagens como uma secagem
mais rapida e melhor textura (Wang et al., 2018), atingindo mais facilmente as
caracteristicas organoléticas desejadas. Relativamente a aw, foi registada uma
diminuicao ao longo do processo de fabrico (Quadro 4). A matéria-prima teve valores
de aw semelhantes para ambas as fabricas (0,958 e 0,961 para a fabrica A e B,
respetivamente). ApoOs a adicdo dos condimentos na matéria-prima (massa pré-
enchimento) houve uma ligeira reducdo da aw. Esta diminuicédo da aw foi observada até
ao final do processo atingindo valores finais de 0,833 e 0,850 para a fabrica A e B,
respetivamente. A aw é vista como um fator para a estabilidade microbiana de enchidos
curados, podendo também ser um obstaculo para a mesma (Park & Lee, 2012). De
acordo com Park & Lee (2012) os enchidos curados podem ser classificados como
“semi-secos” e ‘“secos”, consoante os valores finais da aw. Ambos 0s enchidos em
estudo possuem valores da aw inferior a 0,90, sendo considerados como “secos”. Siriken
et al. (2006) classifica os produtos a base de carne em trés categorias diferentes
“facilmente pereciveis; pereciveis e estdveis em prateleira”. Quando os produtos
possuem um pH superior a 5,2 e aw superior a 0,95 sdo considerados como “facilmente

pereciveis”; quando possuem pH superior a 5,2 — 5,0 ou aw entre 0,95 — 0,91 sdo
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considerados “pereciveis”; quando possuem pH inferior a 5,2 e aw inferior a 0,95 ou
apenas pH inferior a 5,0 ou aw inferior a 0,91 sdo considerados como “estaveis em
prateleiras”. Deste modo, ¢é possivel afirmar que os enchidos em estudos séo
classificados como “‘estaveis em prateleiras”. Uma vez que ambos os valores da aw S80
baixos ha a inibicdo de microrganismos patogénicos, no entanto se a aw atingir valores
demasiado baixos as caracteristicas sensoriais serdo afetadas negativamente (Sun et al.,
2018).

Assim, pode-se afirmar que tanto para a fabrica A como para a fabrica B os valores
finais dos parametros fisico-quimicos em estudo (pH e aw) demonstram uma seguranca
e estabilidade microbiana. Contudo, também o crescimento microbiano influencia a

evolucéo do pH e da aw ao longo do processo de fabrico e de cura dos enchidos.

Os valores obtidos neste estudo estdo de acordo com os resultados obtidos por Wang et
al. (2018), cujos valores obtidos para o pH foram 5,02, 5,92 e 5,73 e os valores para a
aw foram 0,93, 0,85 e 0,83 para salame, linguica curada a seco e salsicha defumada,
respetivamente. No estudo de Perea-Sanz et al. (2019) foram obtidos no primeiro més
de armazenamento para o pH um valor de 5,09 e da aw um valor de 0,887. Enquanto que
Christieans et al. (2018) e Hospital et al. (2015) obtiveram uma diminuicéo dos valores
de pH e aw ao longo do processo de fabrico (produto acabado inclusive). No entanto,
este comportamento ndo foi registado nos parametros fisico-quimicos do presente
estudo uma vez que, os tipos de enchidos em estudo séo diferentes. Deste modo também
a formulacdo dos enchidos serd diferente, como por exemplo o teor de sal, os
ingredientes/condimentos utilizados, bem como a utilizacdo ou ndo de culturas de

arranque.

Comparando os resultados do presente estudo com os resultados de Wang et al. (2018),
realizado em salame, linguica curada a seco e salsicha defumada, encontra-se uma
semelhanca dos valores de pH do presente estudo com os resultados referentes ao
salame (5,02). Para os valores da aw ha uma semelhanca com os resultados referentes a

salsicha defumada (0,83). De notar que os resultados do presente estudo a comparar
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com os de Wang et al. (2018) s&o do produto acabado. Ferreira et al. (2006) obteve um
valor final de pH igual a 5,11 para a alheira; Chen et al. (2019) obteve resultados de
ambos os pardmetros fisico-quimicos para a massa pré-enchimento e para o produto
final, cujos valores para o pH sdo 6,14 e 581 e para a aw sdo 0,97 e 0,78,
respetivamente. Garcia Fontan et al. (2007b) realizou um estudo em androlla tendo
obtido valores de pH igual a 5,39 e da aw igual a 0,902, sendo estes valores respetivos
ao produto acabado. Outros estudos realizados no produto acabado foram feitos,
nomeadamente por Garcia Fontan et al. (2007a), Ambrosiadis et al. (2004), Ferreira et
al. (2007b), Spaziani et al. (2009), Coloretti et al. (2014), Riel et al. (2017) e Cenci-
Goga et al. (2012). Para o estudo de Garcia Fontan et al. (2007a) em botillo, foram
obtidos para o pH valores de 5,54 e para a aw valores de 0,956. Para o estudo de
Ambrosiadis et al. (2004) em enchidos tradicionais gregos, foram obtidos para o pH
valores de 5,48 e para a aw valores de 0,959. Para o estudo de Ferreira et al. (2007b) em
salpicdo e chourica, foram apenas obtidos valores para o pH iguais a 5,3 e 5,4,
respetivamente. Para o estudo de Spaziani et al. (2009) em enchidos com baixo teor
acido, foram obtidos apenas valores para a aw entre 0,87 e 0,88. Para o estudo de
Coloretti et al. (2014) em enchidos fermentados, foram apenas obtidos valores para o
pH de 5,7. Para o estudo de Riel et al. (2017) em enchidos semelhantes a mortadela,
foram obtidos para o pH valores de 6,29 e para a aw valores de 0,98. Para o estudo de
Cenci-Goga et al. (2012) em enchidos curados (ndo especificado) foram obtidos valores

para o pH de 6,81 e para a aw valores de 0,834.

No entanto, também foram feitos estudos diversas etapas do processo de fabrico de
enchidos, como os estudos de Ferreira et al. (2009), Casquete et al. (2012), Gonzales-
Barron et al. (2015), e Laranjo et al. (2017). Para o estudo de Ferreira et al. (2009) em
salpicdo e chourica, foram feitas analises (apenas para o pH) a trés lotes diferentes para
ambos os enchidos. As analises foram feitas na matéria-prima, massa pré-enchimento,
meia cura e produto acabado. Para o salpicdo foram obtidos valores de 5,6, 5,4 e 5,6 na
matéria-prima; 5,7, 5,5 e 5,5 na massa pré-enchimento; 5,3, 5,2 e 5,4 na meia cura e 5,3,

5,3 e 5,4 no produto acabado. Para a chouriga foram obtidos valores de 5,6, 5,5 e 5,7 na
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matéria-prima; 5,7, 5,6 e 5,6 na massa pré-enchimento; 5,4, 5,3 e 5,4 na meia cura e 5,4,
5,3 e 5,4 no produto acabado.

Para o estudo de Casquete et al. (2012) em chorizo e salchichén, foram feitas analises
para ambos os parametros fisico-quimicos ao longo do processo de fabrico em duas
fabricas. Em relacdo aos valores para o pH foram obtidos os seguintes resultados para o
chorizo: 6,38 e 5,93; 6,22 e 5,84; 5,27; 5,95: 5,77 e 5,83, para a matéria-prima, massa
pré-enchimento, meia cura e produto acabado na primeira e segunda fabrica,
respetivamente. Para o salchichon foram obtidos os seguintes resultados: 6,38 e 6,17;
6,36 e 6,12; 5,34 e 5,39; 5,27 e 5,55, para a matéria-prima, massa pré-enchimento, meia
cura e produto acabado na primeira e segunda fabrica, respetivamente. Em relacdo aos
valores para a aw foram obtidos os seguintes resultados para o chorizo: 0,99 e 0,96; 0,99
e 0,96; 0,95 e 0,99: 0,83 e 0,80, para a matéria-prima, massa pré-enchimento, meia cura
e produto acabado na primeira e segunda fabrica, respetivamente. Para o salchichdn
foram obtidos os seguintes resultados: 0,98 e 0,96; 0,98 e 0,96; 0,95 e 0,91; 0,80 e 0,83,
para a matéria-prima, massa pré-enchimento, meia cura e produto acabado na primeira e

segunda fabrica, respetivamente.

Para o estudo de Gonzales-Barron et al. (2015) em linguica, foram feitas analises para
ambos os parametros fisico-quimicos. Para o pH foram obtidos os seguintes valores:
6,103, 5,972, 5,565 e 5,439 para a matéria-prima, massa pré-enchimento, meia cura e
produto acabado, respetivamente. Para a aw foram obtidos os seguintes valores: 0,978,
0,961, 0,936 e 0,923 para a matéria-prima, massa pré-enchimento, meia cura e produto

acabado, respetivamente.

No estudo de Laranjo et al. (2017) em enchidos curados (chourico preto e paio preto),
ambos os parametros fisico-quimicos foram analisados. Em relacdo ao pH, na massa
pré-enchimento foi obtido um valor de 4,96 para ambos os produtos, tendo os valores
deste parametro aumentado ao longo do processo, sendo que no produto acabado foi de

5,17 e 5,4 para o chouri¢o preto e o paio preto, respetivamente. Relativamente a aw, na
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massa pré-enchimento foi obtido um valor de 0,96. Ao longo do processo a aw diminuiu,
tendo o produto acabado valores inferiores a 0,85 para ambos os enchidos.

Ap6s uma comparacdo dos resultados acima citados com os resultados obtidos neste
estudo, é possivel observar que existem algumas semelhancas entre resultados. Uma
dessas semelhancas é perante o estudo de Hospital et al. (2015) onde a semelhanca de
resultados é relativa aos valores do pH, uma vez que tanto no presente estudo como no
estudo de Hospital et al. (2015) houve um decréscimo do pH ao longo da fermentacao,
voltando a aumentar na maturacdo. Este aumento € o resultado de uma acumulacéo de

compostos resultantes da quebra de proteinas presentes na matéria-prima.

Contudo, os resultados obtidos no presente estudo também estdo em discordancia com
alguns dos resultados que foram apresentados de outros autores, nomeadamente 0s
resultados de Laranjo et al. (2015), onde a fabrica com o maior valor final do pH
deveria ter o menor valor final da aw. Visto que a fabrica B tem o maior valor final para
0 pH, bem como o maior valor final para a aw (Quadro 4), este fenOmeno podera ser
explicado por um menor crescimento de bactérias responsaveis pelo decréscimo dos
valores do pH. Um exemplo desse tipo de bactérias sdo as BAL, pois ao longo do

processo produzem acido lactico que leva a diminuicao do pH (Laranjo et al., 2016).

Portanto, de um modo geral pode-se afirmar que tanto para as semelhancas como para
as diferencas entre resultados o tipo de produto € um fator importante. Uma vez que
existem enchidos curados e enchidos fermentados, e como tal, os seus processos de
fabrico diferem entre si. Contudo, apesar de 0s processos serem diferentes é possivel
obter semelhancas entre resultados, como visto anteriormente com o estudo de Hospital
et al., (2015), cujo estudo foi realizado em enchidos fermentados e o presente estudo foi

realizado em enchidos curados.

Assim, com os resultados obtidos neste estudo, para além de se ter uma melhor ideia da
evolucdo dos parametros fisico-quimicos ao longo do processo de fabrico, também é
possivel conhecer as diferencas entre fabricas para o mesmo produto. Pois, caso 0s

resultados do produto acabado ndo assegurassem uma estabilidade e seguranca a nivel
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alimentar seria mais facil perceber onde se poderia alterar o processo de fabrico, de
modo a melhorar a qualidade do produto.

5.2. Parametros microbiologicos

As caracteristicas organoléticas dos enchidos séo obtidas através de alteragfes quimicas,
bioguimicas, fisicas e microbiol6gicas. Estas alteracdes ocorrem ao longo do
amadurecimento. No entanto, é essencial uma escolha de condigfes favoraveis para
promover o crescimento da microflora desejavel e segura, bem como o controlo
rigoroso do crescimento de bactérias deteriorantes. Deste modo, ha uma estabilidade

microbiana e uma extensao do prazo de validade dos enchidos (Park & Lee, 2012).

Ao fazer a avaliacdo microbioldgica é possivel conhecer, de forma parcial, as condigdes
em que é realizada a producdo de enchidos nas fabricas em estudo. Apos a analise a
ambas as fabricas é possivel afirmar que bactérias patogénicas como clostridios sulfito-
redutores ndo foram detetados nas amostras analisadas. Contudo, para a fabrica A foi
detetada Salmonella spp. numa amostra (massa pré-enchimento) num total de 24
amostras. A analise estatistica realizada aos resultados obtidos (Quadro 5) apresentou a
existéncia de diferencas significativas (P <0,05). Estas diferencas significativas foram
observadas para o fator etapa, para o fator fabrica e para a interacdo entre os fatores
etapa e fabrica. Contudo existem algumas excecBes, nomeadamente a contagem de
Listeria spp.; de estafilococos; de mesofilos totais, estafilococos e L. monocytogenes,

para o fator etapa, fabrica e a interacdo dos fatores etapa e fabrica, respetivamente.
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Quadro 5. Anlise de variancia para as contagens microbianas.

Fatores
Etapa Fabrica Interacdo Etapa*Fabrica

Mesofilos totais F =15,433 F =137,207 F=3,292

valor de p = 0,000 valor de p = 0,000 valor de p = 0,030
BAL F =10,364 F=19,784 F =0,690

valor de p = 0,000 valor de p = 0,000 valor de p = 0,563
Estafilococos F=36,130 F=1,075 F =66,430

valor de p = 0,000 valor de p = 0,306 valor de p = 0,000
Enterobactérias F =57,245 F =70,508 F=0,397

valor de p = 0,000 valor de p = 0,000 valor de p= 0,756
L. monocytogenes F=7573 F=11,746 F=7573

valor de p = 0,000 valor de p = 0,001 valor de p = 0,000
Listeria spp. F=2,164 F=12,961 F=1,672

valor de p = 0,107

valor de p = 0,001

valor de p= 0,188

Quadro 6. Contagens microbianas em diferentes etapas ao longo do processo nas duas fabricas em estudo. Valores para mesofilos, BAL, estafilococos e
enterobactérias expressos em log ufc/g e para L. monocytogenes e Listeria spp. expressos em ufg/g.

Fabrica A Fabrica B

Etapa 2 3 0 1 2 3
Mesofilos 8,8°A +0,6 9,1 +0,5 55%+0,6 6,08 + 04 5,98 + (3 6,82+ 10
BAL 6,4” +26 6,82 +1,0 29%8+04 32%8+05 4998 +07 6,08+17
Estafilococos 5,40 +0,4 422+0,3 3,42+0,2 3,82+0,1 48°+0,8 7,0¢+0,4
Enterobactérias 6,6"4+0,7 414 +04 5,1P8+0,8 5,88 + 0,6 4,98 +0,6 2,238 +0,0
L. monocytogenes 424+ 34 438+ 7 <LD"B <LD®B <LD® <LD®
Listeria spp. 3A+2 3A+4 <LD"B 18+1 <LD® <LD®

Os resultados séo apresentados como médias + desvio-padrdo. Etapas: 0 — carne; 1 — massa pré-enchimento; 2 — meia cura e 3 — produto acabado. Na mesma
linha, diferentes letras representam diferentes grupos de médias aritméticas (P <0,05). Letras maiusculas representam diferencas entre a mesma etapa de
fabricas diferentes. Letras mintsculas representam diferengas entre as etapas de cada fabrica. LD: limite de detecdo do método.
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Através do Quadro 6 pode-se inferir que de um modo geral ha uma maior contagem
microbiana na fabrica A. Tendo em conta que as analises de enchidos foram feitas em
duas fabricas locais € normal que haja diferencas entre os enchidos, incluindo a sua
qualidade e seguranca microbioldgica (Gonzales-Barron et al., 2015). Estas diferencas
podem dever-se a matéria-prima utilizada, e se esta se encontrava contaminada ou ndo
ao chegar a fabrica. Assim, é necessaria uma selecdo rigorosa da matéria-prima a
utilizar no fabrico de enchidos curados (Casquete et al., 2012), pois em ambas as
fabricas hé a presenca de Listeria spp. na matéria-prima.

Com base nos resultados apresentados no Quadro 6 é possivel observar que as
contagens de mesofilos totais aumentam ao longo do processo de fabrico dos enchidos
para ambas as fabricas. No entanto, na fabrica B had uma diminuicdo de 0,1 log ufc/g
para a etapa da meia cura. Este aumento das contagens microbianas esta de acordo com
a evolucdo das restantes bactérias em estudo, a excecdo da L. monocytogenes e da

Listeria spp. que diminuem apds a massa pré-enchimento (Quadro 6).

Relativamente ao crescimento das BAL ha um aumento ao longo do processo de
fabrico. Para a carne na fabrica A obtiveram-se contagens de 5 log ufc/g enquanto que
na fabrica B obtiveram-se 2,9 log ufc/g. Apds a adicdo dos condimentos (massa pré-
enchimento) hd um aumento de 0,2 log ufc/g e de 0,3 log ufc/g; para a meia cura houve
aumento de 1,4 log ufc/g e 1 log ufc/g para a fabrica A e B, respetivamente. Para o
produto acabado obtiveram-se contagens finais de 6,8 log ufc/g na fabrica A e 6,0 log

ufc/g na fabrica B.

Como dito anteriormente, de um modo geral ha um maior crescimento microbiologico
na fabrica A, o que ndo seria de se esperar para as BAL. Uma vez, que os valores da aw
sdo superiores para a fabrica B deveria haver um maior crescimento das BAL, pois 0s
valores da aw S8o diretamente proporcionais ao crescimento das BAL (Laranjo et al.,
2015). As BAL representam um papel importante no desenvolvimento das
caracteristicas organoléticas; garantem a seguranga dos enchidos curados através da

producdo de compostos antimicrobianos (&cido latico e bacteriocinas) e inibem o
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crescimento de microrganismos indesejaveis através da diminuicdo do pH (Ferreira et
al., 2006; Garcia Fontan et al., 2007a). Como ja foi referido, as BAL tém influéncia nas
caracteristicas organoléticas dos enchidos curados. Esta influéncia é devida a formacéo
de &cido latico que leva a diminuicdo dos valores do pH e consequentemente leva a
coagulacdo das proteinas sollveis dando origem a textura desejada (Ferreira et al.,
2007b). A reducédo do pH através do crescimento das BAL para além de ter um efeito
inibitério em algumas bactérias como demonstrado no Quadro 6 também promove a
estabilidade microbiana (Pavli et al., 2019). Por outras palavras, a capacidade inibitéria
das BAL leva a uma alteracdo da microbiota endégena da matriz alimentar que origina
uma extensdo do prazo de validade dos enchidos curados (Prado et al., 2019).

No que toca ao crescimento dos estafilococos, na carne houve uma contagem de 4,6 log
ufc/g e de 3,4 log ufc/g, tendo aumento 0,5 log ufc/g e 0,4 log ufc/g na massa pre-
enchimento, para a fabrica A e B, respetivamente. Para a meia cura obtiveram-se
contagens de 5,4 log ufc/g e 4,8 log ufc/g, tendo o processo terminado com 4,2 log ufc/g
e 7,0 log ufc/g, para a fabrica A e B, respetivamente. Contudo, é possivel afirmar que
com o aumento do crescimento das BAL ao longo do processo o crescimento de
estafilococos da fabrica A € inibido (Quadro 6), estando de acordo com o estudo de
Perea-Sanz et al. (2018). No entanto, 0 mesmo deveria acontecer para a fabrica B uma
vez que os estafilococos ndo possuem uma grande capacidade de competicdo com as
BAL (Pavli et al., 2019). Aléem disso, os estafilococos desempenham um papel
importante nas caracteristicas organoléticas e higiénicas dos enchidos curados,
nomeadamente a estabilizacdo da cor, acidificacdo, proteolise e lipolise (Gallego et al.,
2018; Hu et al., 2019).

Em relacdo ao crescimento de enterobactérias € possivel observar que houve um
aumento da carne (6,9 log ufc/g e 5,1 log ufc/g) para a massa pré-enchimento (7,1 log
ufc/g e 5,8 log ufc/g) para as fabricas A e B, respetivamente. Durante o resto do
processo observou-se uma inibicdo do crescimento de enterobactérias, tendo sido
obtidas contagens de 6,6 log ufc/g e 4,9 log ufc/g para a meia cura e contagens de 4,1

log ufc/g e 2,2 log ufc/g para o produto acabado para a fabrica A e B, respetivamente.
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Deste modo, é possivel inferir que ao longo do processo de fabrico dos enchidos houve
uma maior contagem de enterobactérias na fabrica A. Também € possivel observar que
com o aumento do crescimento das BAL ha uma diminuicdo das enterobactérias. Esta
diminuigdo pode ser devida a reducdo do pH (Quadro 4) derivada do crescimento das
BAL, pois estas ao longo do processo acidificam o produto (Lorenzo et al., 2014;
Dominguez et al., 2016a). As enterobactérias sdo consideradas bactérias indicadoras de
higiene e com base nos resultados obtidos é possivel inferir que a matéria-prima bem

como o produto acabado da fabrica B sdo mais seguros a nivel microbiolégico.

A presenca destas bactérias nos enchidos curados (matéria-prima incluida) deve-se ao
facto de as enterobactérias se encontrarem no trato intestinal (Garcia Fontan et al.,
2007a). No entanto, também pode ocorrer contaminacdo ao longo do processo de
fabrico através dos utensilios utilizados, bem como o meio ambiente e a manipulagéo
feita pelos produtores (Garcia Fontan et al., 2007a; Fernandez-Lopez et al., 2008).
Contudo, a presenca de enterobactérias nos enchidos curados deve ser controlada de
forma rigorosa, pois este grupo bacteriano inclui bactérias patogénicas e deteriorantes
(Wang et al., 2018). O consumo de enchidos curados com elevado crescimento de
enterobactérias € considerado perigoso, uma vez que o consumidor podera sofrer de

infecOes e intoxicagdes alimentares (Gonzalez & Diez, 2002).

Através do Quadro 6 € possivel observar que apenas a fabrica A teve crescimento de L.
monocytogenes. Sendo que inicialmente (na carne e massa pré-enchimento) obtiveram-
se contagens de 3 ufc/g e 1 ufc/g, no entanto para a meia cura houve um elevado
crescimento resultando em contagens de 42 ufc/g. Contudo para o produto acabado
obtiveram-se contagens de 4 ufc/g. O aumento no crescimento de L. monocytogenes na
meia cura deve-se as caracteristicas fisico-quimicas desta etapa. Por outras palavras,
relnem-se as caracteristicas ideais para o crescimento de L. monocytogenes. De acordo
com Jay et al. (2005), o pH ideal sera de 4,6 e a aw menor que 0,93, no entanto o pH
obtido (Quadro 4) é superior a 4,6, mas proporcionou-se um ambiente indicado para o
crescimento desta bactéria. Através do Quadro 6 € possivel observar que houve

crescimento de Listeria spp. para ambas as fabricas, sendo as contagens mais elevadas

Pagina 60



Sara Margarida Prates da Conceigdo
Avaliacdo da seguranca quimica e microbiolégica de enchidos curados do Alentejo

obtidas para a fabrica A. Também para a fabrica A o crescimento de Listeria spp. é
diferente do crescimento na fabrica B. Pois apesar de haver um aumento das contagens
para a massa pré-enchimento tanto na fabrica A como na fabrica B este crescimento
apenas foi inibido até ao final do processo na fabrica B. Estas diferencas podem estar
relacionadas com o modo de cura que é realizado em cada fabrica, pois, como dito
anteriormente o processo de fabrico difere entre as duas fabricas em estudo. O
crescimento de Listeria spp. é considerado um bom indicador de higiene, uma vez que
sdo bactérias ubiquitarias e podem resultar na contaminacgdo dos enchidos com espécies
patogénicas como a L. monocytogenes (Ferreira et al., 2006). A L. monocytogenes €
uma bactéria considerada como uma das mais patogénicas de origem alimentar que é
encontrada nos enchidos. E frequentemente detetada em matérias-primas e durante o
processo de fabrico. A sua evolucdo do seu crescimento ao longo do processo é
determinada pela existéncia ou ndo de contaminagdes cruzadas, medidas de higiene e
dos parametros do processo de fabrico (Ferreira et al., 2007b). A L. monocytogenes
como dito anteriormente, € uma bactéria patogénica que é responsavel pela listeriose.
Esta doenca pode afetar principalmente idosos, criancas e individuos
imunocomprometidos, e também esta relacionada com abortos tardios em mulheres
gravidas (Ferreira et al., 2007a). O crescimento de L. monocytogenes apenas na fabrica
A e 0 maior crescimento de Listeria spp. pode dever-se a uma possivel contaminagédo da
matéria-prima (carne) no ambiente do matadouro ou no transporte do mesmo para a
fabrica A. Outra justificacdo para o crescimento de L. monocytogenes sera o fraco
cuidado das regras de higiene, limpeza e desinfecdo dos equipamentos e materiais
utilizados na fabrica A. O facto de ndo haver crescimento na fabrica B, podera dever-se

a um maior cuidado ao longo do fabrico ou uma melhor qualidade de matéria-prima.

Ao comparar os resultados obtidos neste estudo com ensaios de outros autores pode-se
concluir que em relacdo aos resultados de Cenci-Goga et al. (2012) a contagem de
mesofilos (5,08 log ufc/g) é semelhante aos resultados da etapa 3 para a fabrica B.
Contudo, os autores obtiveram uma maior quantidade de amostras com Salmonella spp.

(6 amostras num total de 15) face aos resultados do presente estudo. Os resultados de
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Cenci-Goga et al. (2012) séo relativos ao produto acabado havendo semelhanga, como
dito anteriormente, para a contagem de mesdéfilos da fabrica B, no entanto, a contagem
de enterobactérias para a mesma féabrica possui valores mais baixos (cerca de 3 log

ufg/g).

Face ao estudo de Soncu et al. (2018), realizado em sucuk (mesofilos totais: 6,81 log
ufc/g; BAL: 6,20 log ufc/g; enterobactérias: 4,81 log ufc/g), é possivel afirmar que os
resultados da fabrica B sdo mais idénticos, exceto para a contagem de enterobactérias
onde ha uma diferenca de 2,6 log ufc/g, sendo a contagem inferior pertencente a fabrica
B.

Em relacdo aos resultados obtidos por Laranjo et al. (2017), cujo estudo foi realizado
em Chourico Preto (CP) e Paio Preto (PP), pode-se afirmar que para ambos ha uma
proximidade da contagem de mesofilos (CP: 7,16 log ufc/g, 6,39 log ufc/g e 7,59 ufc/g;
PP: 7,16 log ufc/g, 6,35 log ufc/g e 6,42 log ufc/g) face a obtida pela fabrica B.
Enquanto que para estafilococos (CP: 3,50 log ufc/g, 4,57 log ufc/g e 4,49 ufc/g; PP:
3,50 log ufc/g, 4,18 log ufc/g e 4,04 log ufc/g) e enterobactérias (CP: 4,80 log ufc/g,
4,41 log ufc/g e 2,71 ufc/g; PP: 4,80 log ufc/g e 3,09 log ufc/g) ha uma proximidade
relativamente as contagens obtidas na fabrica A. No que toca ao estudo realizado por
Laranjo et al. (2016), os produtos analisados foram cataldo e salsichdo. Para o primeiro
existe uma semelhanca na contagem de estafilococos a obtida na fabrica A. Para a
contagem de enterobactérias existe uma parecenca com a contagem obtida na fabrica B
na meia cura, enquanto que no produto acabado a contagem do presente estudo é
superior. Para o Salsichdo, observou-se uma proximidade na contagem de
enterobactérias com a fabrica A para o produto acabado, enquanto que para a meia cura
a contagem obtida no presente estudo € superior. Na contagem de estafilococos ha
semelhanca com a contagem obtida na fabrica A, contudo observou-se uma maior

diminuicdo ao longo da cura no estudo de (Laranjo et al., 2016).

Alfaia et al. (2015) realizou um estudo em chourigo, onde obteve contagens para

enterobactérias de 4,49 log ufc/g e para BAL de 7,54 log ufc/g. Ambos os resultados
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foram para o produto acabado, estando de acordo com os valores obtidos para a fabrica
A. No entanto, esta apresenta valores ligeiramente mais baixos, cerca de 1 log ufc/g.

Dias et al. (2018) também realizou um estudo em paio, onde obteve contagens para
mesdéfilos, BAL, estafilococos, enterobactérias e L. monocytogenes, cujos valores séo
7,38 log ufc/g, 8,06 log ufc/g, 8,68 log ufc/g, 2,75 log ufc/g e 5,83 ufc/g,
respetivamente. Estes resultados, tal como no estudo de Alfaia et al. (2015), foram
obtidos para o produto acabado. Comparando os resultados de Dias et al. (2018) com o0s
do presente estudo, € possivel afirmar que as contagens dos mesofilos séo cerca de 2 log
ufc/g mais baixas que as obtidas na fabrica A e 0,58 log ufc/g mais baixas que as
obtidas na fabrica B. A contagens das BAL obtidas por Dias et al. (2018) sdo superiores
as obtidas neste estudo, sendo que ha uma maior proximidade com os resultados da
fabrica B (cerca de 2 log ufc/g). Em relagdo as contagens de estafilococos os autores
obtiveram contagens de 8,68 log ufc/g, que em comparacdo aos resultados do presente
estudo é possivel afirmar que para ambas as fabricas em estudo foram obtidas contagens
inferiores as de Dias et al. (2018), contudo a fabrica B possui as contagens mais
proximas com 1,68 log ufc/g de diferenca. No entanto, as fabricas do presente estudo
possuem contagens de enterobactérias mais elevadas que as do estudo de Dias et al.
(2018). Para as contagens de L. monocytogenes, onde ha uma diferenca de cerca de 2

ufc/g, sendo que o estudo de Dias et al. (2018) obteve os valores mais elevados.

Casquete et al. (2012) realizou um estudo em chorizo e salchichon. Este estudo foi
realizado ao longo do processo de fabrico dos enchidos supracitados. Para o chorizo
foram obtidas contagens de mesofilos de 8,22 log ufc/g, 8,14 log ufc/g, 7,65 log ufc/g e
8,04 log ufc/g para carne, massa pré-enchimento, meia cura e produto acabado,
respetivamente. As contagens para as BAL foram de 6,47 log ufc/g, 6,71 log ufc/g, 7,57
log ufc/g e 7,89 log ufc/g para carne, massa pré-enchimento, meia cura e produto
acabado, respetivamente. Para os estafilococos foram obtidas contagens de 6,08 log
ufc/g, 5,99 log ufc/g, 5,65 log ufc/g e 5,62 log ufc/g para carne, massa pré-enchimento,
meia cura e produto acabado, respetivamente. Em relacdo as contagens de

enterobactérias foram obtidas contagens de 4,95 log ufc/g, 4,89 log ufc/g, 1,78 log ufc/g
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e 1,93 log ufc/g para carne, massa pré-enchimento, meia cura e produto acabado,
respetivamente. Para o salchichon foram obtidas contagens de mesofilos de 7,05 log
ufc/g, 7,31 log ufc/g, 8,74 log ufc/g e 7,99 log ufc/g para carne, massa pré-enchimento,
meia cura e produto acabado, respetivamente. As contagens para as BAL foram de 6,04
log ufc/g, 6,44 log ufc/g, 8,05 log ufc/g e 7,57 log ufc/g para carne, massa pré-
enchimento, meia cura e produto acabado, respetivamente. Para os estafilococos foram
obtidas contagens de 5,93 log ufc/g, 6,03 log ufc/g, 6,22 log ufc/g e 4,88 log ufc/g para
carne, massa pré-enchimento, meia cura e produto acabado, respetivamente. Em relagao
as contagens de enterobactérias foram obtidas contagens de 6,18 log ufc/g, 5,95 log
ufc/g, 3,44 log ufc/g e 0,64 log ufc/g para carne, massa pré-enchimento, meia cura e
produto acabado, respetivamente. Comparando os resultados obtidos do chorizo por
Casquete et al. (2012) com os resultados obtidos neste estudo é possivel afirmar que, de
um modo geral, ha uma proximidade com os resultados obtidos na fabrica A (contagens
de mesofilos, BAL e estafilococos). Contudo, para as contagens de enterobactérias, ha
uma proximidade com os resultados obtidos na fabrica B. O mesmo se pode afirmar ao
comparar os resultados de Casquete et al. (2012) com os resultados obtidos no presente
estudo, apesar de em algumas etapas haver uma diferenca inferior a 1 log ufc/g. Esta
diferenca € observada nas contagens de mésofilos totais para a carne, massa pré-
enchimento e meia cura; nas contagens das BAL para a massa pré-enchimento; nas
contagens de estafilocos para o produto acabado e nas contagens de enterobactérias para

a massa pré-enchimento.

Omer et al. (2015) realizou um trabalho em salami e morr, onde foram realizadas
analises apenas no produto acabado. Deste modo, na analise de salami foram obtidas
contagens para mesoéfilos de 8,67 log ufc/g, para as BAL de 7,99 log ufc/g e para as
enterobactérias de 1,48 log ufc/g. Para a analise de morr foram obtidas contagens para
mesofilos de 8,52 log ufc/g, para as BAL de 8,09 log ufc/g e para as enterobactérias de
1,60 log ufc/g. Ao comparar estes resultados com os do presente estudo pode-se afirmar

que as contagens de meséfilos e das BAL para ambos os enchidos tém uma menor
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diferenca com os resultados da fabrica A. Contudo, as contagens de enterobactérias para
ambos os enchidos sdo semelhantes aos resultados obtidos na fabrica B.

Lorenzo et al. (2014) realizou um estudo em enchidos curados de poltro, e as suas
andlises foram feitas no produto acabado. Assim, foram obtidas contagens para
mesofilos, BAL, estafilococos e enterobactérias. Para os meséfilos foram obtidas
contagens de 8,61 log ufc/g, para as BAL 8,55 log ufc/g, para os estafilococos 6,01 log
ufc/g e para as enterobactérias 2,41 log ufc/g. Comparando estes resultados com o0s
obtidos no presente estudo € possivel afirmar que, para as contagens de mesoéfilos e das
BAL ha uma proximidade aos resultados obtidos na fabrica A, com diferencas de 0,49
log ufc/g e de 1,75 log ufc/g, respetivamente. Sendo que para a contagem de mesofilos,
a maior contagem foi obtida no presente estudo. Para as contagens de estafilococos e
enterobactérias ha uma proximidade aos resultados obtidos na fabrica B, com diferencas
de 0,99 log ufc/g e de 0,21 log ufc/g, respetivamente. Sendo que as contagens
superiores sdo relativas ao presente estudo para os estafilococos e ao estudo de Lorenzo

et al. (2014) para as enterobactérias.

Prado et al. (2019) realizou um estudo em Austrian chorizo, cujos resultados sdo
referentes ao produto acabado. Deste modo foram obtidas contagens para mesofilos,
BAL e enterobactérias. Para os mesofilos foram obtidas contagens de 8,55 log ufc/g,
para as BAL 8,39 log ufc/g e para as enterobactérias 1,62 log ufc/g. Ao comparar estes
resultados com os obtidos no presente estudo € possivel afirmar que ha uma semelhanca
nas contagens de mesofilos e das BAL com a fabrica A, enquanto que para a contagem

das enterobactérias ha uma semelhanca com a fabrica B.

ApGs comparar os resultados do presente estudo com resultados de outros autores, foi
possivel observar diferencas entre os resultados bem como semelhancas. As diferencas
entre resultados podem ser devidas a diversos fatores. Para comegar, o tipo de enchido
em estudo € um dos principais fatores para a existéncia de discrepancias entre 0s
resultados, quer ao comparar os resultados dos outros autores com o do presente estudo.

Também ao comparar os resultados dos estudos supracitados entre si, é possivel
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observar que existem algumas diferengas. A razdo para que o tipo de enchido ser um
fator importante para as discrepancias de resultados, é o seu processo de fabrico, ou
seja, ha diferencas nos ingredientes usados para o fabrico dos diversos enchidos, bem
como as quantidades de cada ingrediente. Também os tempos entre cada etapa de
fabrico é um fator determinante, pois para cada tipo de enchido existem, por exemplo,
diversos tempos de cura que vao influenciar os resultados para o produto acabado.

Contudo, também existem discrepancias quando o tipo de enchido é igual, ou seja, a
fabrica tambem é considerada um fator para a discrepancia de resultados. Isto acontece,
pois, apesar de o tipo de enchido ser o mesmo, estes s&o provenientes de diferentes
fabricas resultando em diferencas entre si. Pois, também o processo de fabrico entre
cada fabrica difere, como mencionado no Capitulo 1. Outro fator para a existéncia de
discrepancias entre os resultados podera ser o tipo de carne utilizada para o fabrico de
enchidos, pois podera influenciar a aw através da estrutura das proteinas e a sua
capacidade de ligacdo a 4gua. Como ha influéncia na aw, ha4 consequentemente uma
influéncia no crescimento microbioldgico ao longo do processo, por exemplo, um valor
de aw elevado ha um maior crescimento de bactérias como as BAL (Laranjo et al.,
2015). No entanto, também o estado da matéria-prima ao chegar a fabrica influencia os
resultados do produto acabado, independentemente do tipo de enchido em estudo. Caso
esta esteja contaminada havera um crescimento microbiano mais elevado, podendo
afetar a seguranca e a qualidade do produto acabado. Contudo, também é possivel que
haja contaminacdo cruzada, de uma fraca higiene ao longo do processo de fabrico, que
resultam de métodos de limpeza e desinfecdo ineficazes. Deste modo, uma forma de
evitar possiveis contaminac6es na fabrica sera a variacdo dos detergentes e desinfetantes

utilizados na limpeza e desinfecdo dos materiais e equipamentos utilizados pela mesma.

Pagina 66



CAPITULO VI
Eliminacao de
nitratos e nitritos
da formulacao de
enchidos






Sara Margarida Prates da Conceigdo
Avaliacdo da seguranca quimica e microbiolégica de enchidos curados do Alentejo

6. Eliminacdo de nitratos e nitritos da formulacao de

enchidos

Neste capitulo seré realizada a avaliagdo microbiolégica, fisico-quimica e do perfil de
aminas de enchidos curados, neste caso, paio. O ensaio foi realizado apenas na fabrica
A. As andlises foram realizadas ao longo do processo de fabrico do paio e em trés lotes
independentes. Esta avaliacdo tem como objetivo conhecer o efeito da eliminacdo de
nitratos e nitritos da formulagéo de enchidos em relagdo a microbiota e as caracteristicas
fisico-quimicas de paio, nos diferentes lotes. Assim, serdo efetuadas analises em paios
controlo (com adicdo de 0,06% de sal nitrificante, contendo 5 ppm de nitratos e 5 ppm
de nitritos) e em paios sem nitratos e nitritos, de modo a ser possivel entender quais as
consequéncias da eliminacdo de nitratos e nitritos nos enchidos. Isto porque a sua
adicdo leva, indiretamente, a formacéo de nitrosaminas que sdo consideradas compostos
quimicos potencialmente cancerigenos. Para além do registo dos resultados obtidos,
neste capitulo também serd feito o tratamento de resultados, bem como a sua discussao

tendo em conta outros trabalhos.

6.1. Parametros fisico-quimicos

As caracteristicas organoléticas dos enchidos sdo o resultado de alteracdes quimicas,
bioquimicas, fisicas e microbioldgicas. Dentro destas alteracdes, duas desempenham um
papel importante nas caracteristicas organoléticas do produto final, nhomeadamente a
degradacdo de lipidos e proteinas (Dominguez et al., 2016b). Os parametros fisico-
quimicos em estudo (pH e aw) sdo fatores importantes para uma estabilidade e
seguranca microbiana (Park & Lee, 2012).

Através da andlise estatistica (Quadro 7) e possivel verificar que existem diferengas

significativas (P <0,05) para ambas as variaveis em estudo. No entanto para o fator
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presenga/auséncia de nitratos/nitritos apenas existem diferengas significativas para a
varidvel aw. Relativamente ao pH, existem diferencas significativas para o fator etapa e

para a interacdo dos fatores etapa e presenca/auséncia de nitratos/nitritos.

Quadro 7. Anélise de variancia para a evolugéo do pH e aw ao longo do processo nas diferentes etapas e
na presenca/auséncia de nitratos/nitritos.

Fatores
Etapa Presenca/auséncia Interacdo Etapa*
de nitratos/nitritos Presenca/auséncia de
nitratos/nitritos
pH F =263,762 F =0,000 F=0,648
valor de p = 0,000 valor de p = 0,993 valor de p = 0,586
aw F =590,770 F=12,336 F=12510

valor de p = 0,000 valor de p = 0,001 valor de p = 0,000
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Quadro 8. Evolucdo do pH e aw em diferentes etapas ao longo do processo e na presenca/auséncia de nitratos/nitritos.

Etapa 0 1 2 3

Nitratos/ nitritos Controlo Sem Controlo Sem nitratos/ Controlo Sem
nitratos/nitritos nitritos nitratos/nitritos

pH 5,988 + 0,255 5,928 + 0,033 5,928 + 0,100 4,97 + 0,078 5,04~ + 0,034 5,14~ + 0,088 5,07~ + 0,089

aw 0,958P + 0,008 0,940+ 0,010 0,943°° +0,005 0,920%2+0,008 0,916%°+ 0,008 0,825*+0,021 0,856"" + 0,019

Os resultados séo apresentados como média + desvio-padrdo. Etapas: 0 — carne; 1 — massa antes do enchimento; 2 — meia cura e 3 — produto acabado. Para a
carne ndo ha tratamento. Na mesma linha, diferentes letras representam diferentes grupos de médias aritméticas (P <0,05). Letras maiusculas representam

diferencas das etapas. Letras minUsculas: a, b — representam diferencas da presenca/auséncia de nitratos/nitritos.
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Ao analisar as Quadro 8 é possivel afirmar que os valores obtidos ao longo do processo
se encontram de acordo com o esperado, ou seja, ha uma diminuicdo dos valores do pH
e da aw ao longo do processo. Comparando os resultados obtidos para o controlo (com
nitratos/nitritos) e quando o produto ndo tem nitratos/nitritos, pode-se inferir que ndo ha

uma diferenga de valores muito elevada.

Relativamente aos resultados para o pH, sdo observados, de um modo geral, valores
mais elevados para as amostras controlo. Para a carne foram obtidos valores de 5,98.
Para a massa pre-enchimento foram obtidos valores de 5,92 para ambos os tipos de
paios (controlo e sem nitratos/nitritos). Deste modo, € possivel observar que houve um
aumento de 0,02 para o pH nos paios sem nitratos/nitritos. Em relacdo a meia cura,
houve um declinio do pH, onde foram obtidos valores de 4,97 e 5,04; para o produto
final foram obtidos valores de 5,14 e 5,07 para 0s paios controlo e para 0s paios sem

nitratos/nitritos, respetivamente.

A diminuicdo do pH ao longo do processo pode estar relacionada com o aumento do
crescimento das BAL (Quadro 10), uma vez que estas produzem acido latico
resultando na diminuicdo do pH (Fernandez-Lopez et al., 2008; Walz et al., 2019). Esta
diminuicao resultante da presenca de acido latico é derivada da hidrélise de hidratos de
carbono. A diminuicdo do pH é fundamental, pois para aléem de contribui para a inibi¢éo
de microrganismos indesejaveis, também contribui para o desenvolvimento rapido da
cor vermelha dos enchidos curados, bem como o desenvolvimento do sabor e a
capacidade de ligacdo da agua as proteinas (Lorenzo et al., 2014), resultando nas
caracteristicas organoléticas desejadas. No entanto, € possivel observar um ligeiro
aumento do pH no produto acabado. Este aumento pode ser resultado da atividade
proteolitica dos microrganismos presentes no produto acabado. A atividade proteolitica
é induzida por enzimas enddgenas e proteases bacterianas que resultam na degradacédo
proteolitica, dando origem a péptidos, aminoacidos e aminas que exercem um efeito
tampdo nos acidos organicos produzidos pelas BAL (Lorenzo et al., 2014; Sun et al.,

2019). De acordo com Gallego et al. (2018) as BAL e os estafilococos sdo 0s

Pagina 72



Sara Margarida Prates da Conceicéo
Avaliacdo da seguranca quimica e microbioldgica de enchidos curados do Alentejo

microrganismos mais ativos na protedlise, bem como na lipdlise, acidificacdo e

desnitrificacdo.

Em relagcdo aos resultados para a aw, € possivel inferir que ha uma diminuicdo dos
valores ao longo do processo para 0s paios controlo e os paios sem nitratos/nitritos. No
inicio do processo (carne) foram obtidos valores de 0,958. Apl6s a adicdo dos
condimentos (massa pré-enchimento) foram obtidos valores de 0,940 e 0,943; para a
meia cura foram obtidos valores de 0,920 e 0,916 e para 0 produto acabado foram
obtidos valores de 0,825 e 0,857 para 0s paios controlo e 0s paios sem nitratos/nitritos,
respetivamente. De um modo geral, € possivel afirmar que para os paios controlo foram

obtidos valores para a aw mais elevados, com exce¢édo do produto acabado.

A aw é considerada um fator importante para a estabilidade e seguranca microbiologica
dos enchidos, uma vez que baixos valores da aw tém a capacidade de inibir o
crescimento de bactérias patogénicas (como o S. aureus). No entanto, para que haja a
inibicdo do crescimento bacteriano é necessario que os valores da aw sejam inferiores a
0,83 (Park & Lee, 2012; Sun et al., 2018). Infelizmente ha a possibilidade de as
bactérias patogénicas ndo terem o seu crescimento inibido com os baixos valores da aw,
pois quando a matéria-prima (carne) se encontra contaminada algumas bactérias
patogénicas conseguem-se desenvolver de modo a crescer no ambiente antimicrobiano
imposto pela aw (Ferreira et al., 2007a). Contudo, caso a aw tenha valores muito baixos
ird afetar algumas caracteristicas organoléticas do produto, nomeadamente o sabor, que
sera forte e pouco agradavel. As alteracGes na aw ao longo do processo devem-se as
alteracdes no pH, ou seja, uma diminuicdo dos valores de pH resulta na desnaturacao
das proteinas musculares e reduz a capacidade da proteina para a retencdo de dgua (Sun
et al., 2018).

Para além da aw existem mais fatores (intrinsecos e extrinsecos) que promovem a
estabilidade e seguranca microbioldgica dos enchidos. Os fatores intrinsecos
responsaveis pela estabilidade e seguranca microbioldgica sdo a composic¢éo quimica do

produto, a aw, 0 pH e o potencial redox. Em relacdo aos fatores extrinsecos, estes sdo a
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temperatura, humidade e duragdo do processo tecnoldgico. Assim, é possivel obter uma
estabilidade do produto quando ha uma diminui¢do do pH e da aw ao longo do processo
de fabrico. Deste modo, os produtos sé&o considerados seguros (Pavli et al., 2019).
Através da combinacdo de fatores € possivel preservar o produto durante mais tempo,
ou seja, o tempo de vida atil do produto é prolongado (Riel et al., 2017; Wang et al.,
2018). Estes fatores sdo valores baixos de pH e aw, a adicdo de nitrato/nitrito e a
temperatura de refrigeracdo (Wang et al., 2018). De acordo com Park & Lee (2012) é
possivel classificar os enchidos de acordo com o seu valor final da aw, sendo que
quando a aw se encontra entre 0,90 ¢ 0,95 o enchido ¢ considerado “semi-seco” e
quando a aw ¢ inferior a 0,90 o enchido é considerado “seco”. Deste modo, ¢ possivel
afirmar que os enchidos em estudo s3o considerados “secos”. Também € possivel
afirmar que de acordo com os valores finais de ambos 0s parametros fisico-quimicos
(Quadro 8) que os enchidos em estudo possuem uma estabilidade e seguranca
microbiologica para ambos 0s tipos de paio (com e sem nitratos/nitritos) (Ben Slima et
al., 2017).

No entanto, existem outros trabalhos onde foi estudada a reducdo de nitratos/nitritos na
producdo de enchidos (curados e fermentados), nomeadamente Perea-Sanz et al. (2019),
Perea-Sanz et al. (2018), Hospital et al. (2012), Hospital et al. (2014), Hospital et al.
(2015), Hospital et al. (2016) e Christieans et al. (2018).

Em relacdo ao estudo de Perea-Sanz et al. (2019), realizado em enchidos fermentados
(ndo especificado), este demonstra uma diminuic¢do dos valores de pH e aw a medida
que a quantidade de adicdo de nitratos diminui. No entanto, no estudo de Perea-Sanz et
al. (2018), também realizado em enchidos fermentados (ndo especificado) apenas 0s

valores da aw diminuem com a diminuigdo da adi¢do de nitratos.

No estudo de Hospital et al. (2012) que foi realizado em salchichon, foram efetuadas
analises para ambos os parametros fisico-quimicos (pH e aw). O estudo foi efetuado em
quatro lotes diferentes: sem nitratos/nitritos, com baixa, média e alta concentragdo de

nitratos/nitritos. Em relacdo ao pH ndo foram observadas diferencas nos valores do
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produto acabado, enquanto que para a aw foram registadas diferengas entre grupos de
dois lotes. Tendo sido observados valores da aw mais baixos para os lotes de baixa e alta
concentragdo de nitratos/nitritos. Ou seja, nas amostras sem nitratos/nitritos foi

registada uma atividade da 4gua mais elevada.

Em relacdo ao Hospital et al. (2014), este estudo foi realizado em salchichon e as
andlises efetuadas foram para ambos os parametros fisico-quimicos. Este estudo foi
realizado em quatro lotes diferentes: sem nitratos/nitritos e com baixa, média e alta
concentracdo de nitratos/nitritos. Para o pH ndo foram registadas diferencas entre os
lotes, enquanto que para aw apenas foram registadas diferencas para o lote sem

nitratos/nitritos, cujos valores sdo 0s mais baixos.

No estudo de Hospital et al. (2016) realizado em salchichdn e fuet, as analises fisico-
quimicas foram feitas para o pH e para a aw em quatro lotes diferentes: sem
nitratos/nitritos e com baixa, média e alta concentracdo de nitratos/nitritos. Tanto para o
salchichon como para o fuet ndo foram observadas diferencas para ambos 0s parametros

fisico-quimicos entre os quatro lotes em estudo.

Relativamente ao estudo de Christieans et al. (2018) efetuado em enchidos fermentados
franceses (ndo especificado), ambos os parametros fisico-quimicos foram analisados em
diferentes concentracdes de nitratos/nitritos. Os autores observaram que a evolucdo de
ambos os parametros fisico-quimicos ao longo do processo ndo depende da

concentragdes de nitratos/nitritos.

Neste capitulo foi avaliada o efeito da reducéo de nitratos/nitritos em enchidos curados,
nomeadamente o paio. Os nitratos/nitritos ttm como funcédo principal a conservacao do
produto, bem como o desenvolvimento do sabor e cor caracteristicos dos enchidos, e
também possuem efeito antioxidante (Perea-Sanz et al., 2019). Contudo, a utilizacdo de
nitratos/nitritos no fabrico de enchidos leva a formacdo de nitrosaminas. Esta formacao
pode ocorrer apds a ingestdo do produto, durante a digestdo, ou mesmo no processo de
fabrico. Portanto, ha a necessidade de reduzir ou eliminar a adi¢do de nitratos/nitritos

nos enchidos, ou substitui-los por aditivos naturais (Riel et al., 2017).
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Ao comparar os resultados obtidos neste trabalho com os resultados de outros autores,
anteriormente citados, é possivel observar que existem semelhancas e discrepancias.
Tanto as diferencas como as semelhancas devem-se a diversos fatores, como por
exemplo o tipo de enchido em estudo. Isto é, cada enchido tem o seu processo de
fabrico proprio, deste modo diferentes tipos de enchidos tém um processo de fabrico
diferente. Estas diferencas vado influenciar todas as caracteristicas dos enchidos, quer a
nivel fisico-quimico, microbiol6gico ou a nivel sensorial (a sua cor, sabor e textura). As
diferencas nos processos de fabrico sdo principalmente a duracdo de cada etapa, como
comprovado no ensaio do capitulo anterior. Para alem da duracdo das etapas, a forma
como cada etapa é realizada também se torna um fator para possiveis semelhangas ou
discrepancias entre resultados de diferentes estudos. Outro fator serd o tipo de

ingredientes utilizados no fabrico dos enchidos, bem como os conservantes.

Como dito anteriormente, o objetivo deste capitulo é avaliar as consequéncias da
eliminacéo de nitratos/nitritos na formulacdo dos enchidos, como o paio. Neste estudo,
foram analisadas amostras com a formulacdo normal do paio e amostras sem qualquer
adicdo de nitratos/nitritos. Ao analisar os resultados obtidos (Quadro 8) é possivel
afirmar que apesar de existirem diferencas significativas para a presenga/auséncia de
nitratos/nitritos na aw, essas diferencas ndo sdo muito elevadas. Em relag&o ao pH, como
ja foi referido, ndo ha diferencas significativas para a presenca/auséncia de
nitratos/nitritos. No entanto, é ainda necessario conhecer os efeitos que a eliminacéo de
nitratos/nitritos tem nos parametros microbiolégicos, bem como no perfil de aminas
biogénicas. Contudo, ja atraves dos resultados dos parametros fisico-quimicos pode
afirmar-se que parece ser seguro eliminar os nitratos/nitritos da formulacdo do enchido
curado em estudo, uma vez que as amostras sem nitratos/nitritos do produto acabado

podem ser consideradas seguras tendo em conta os seus valores de pH e aw.
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6.2. Parametros microbiologicos

As caracteristicas do produto acabado séo estabelecidas pela qualidade da matéria-prima
utilizada, bem como os ingredientes e as condi¢Ges do processo de fabrico. Através, do
conhecimento da biodiversidade microbiana € possivel realizar um melhor controlo da
qualidade, com o objetivo de tornar o produto mais seguro, com qualidade elevada e
caracteristicas organoléticas Unicas (Prado et al., 2019).

Ao realizar as analises microbioldgicas aos paios controlo e paios sem nitratos/nitritos é
possivel conhecer quais os efeitos da eliminacdo dos nitratos/nitritos na biodiversidade
microbiana do paio ao longo do processo de fabrico. Apos as analises microbiologicas €
possivel afirmar que ndo houve crescimento de bactérias patogénicas como Salmonella
spp. e clostridios sulfito-redutores. A analise estatistica feita aos resultados obtidos
(Quadro 9) ndo demonstrou a existéncia de diferencas significativas para o fator
presenca/auséncia de nitratos/nitritos, enquanto que para o fator etapa houve diferencas

significativas, com exce¢do da contagem de Listeria spp..

Quadro 9. Anélise de variancia para a evolugdo das contagens microbianas ao longo do processo nas
diferentes etapas e na presenca/auséncia de nitratos/nitritos.

Fatores

Etapa Presenca/auséncia
de nitratos/nitritos

Interacdo Etapa*
Presenca/auséncia de
nitratos/nitritos

Mesofilos F=41,939 F=0,144 F=0,051

valorde p=0,000 valor de p=0,706 valor de p = 0,984
BAL F = 93,467 F=0,024 F=0,043

valorde p=0,000 valorde p=0,877 valor de p = 0,988
Estafilococos F=4,113 F=0,464 F=0,085

valorde p=0,011 valor de p= 0,499 valor de p = 0,968
Enterobactérias F =108,542 F=1,394 F=1,008

valor de p=0,000  valorde p=0,243 valor de p = 0,968
L. monocytogenes F =20,340 F =0,024 F =0,090

valor de p=0,000  valorde p=0,877 valor de p = 0,965
Listeria spp. F=0,707 F=1,402 F=0,612

valor de p = 0,552

valor de p = 0,242

valor de p = 0,610
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Quadro 10. Contagens microbianas em diferentes etapas ao longo do processo e na presenca/auséncia de nitratos/nitritos. Valores para mesofilos, estafilococos
e enterobactérias expressos em log ufc/g e para L. monocytogenes e Listeria spp. expressos em ufg/g.

Etapa 0 1 2 3
Nitratos/nitritos Controlo Sem Controlo Sem Controlo Sem
nitratos/nitritos nitratos/nitritos nitratos/nitritos
Mesofilos 75%+0,9 7,00 +0,4 7,74+0,2 10,1B+1,1 10,18+ 1,1 10,28 +1,0 10,48+1,2
BAL 524+0,8 56°+0,1 542 +0,1 9,45+18 9,45+1,8 10,48+1,0 10,48+1,2
Estafilococos 5,008+ 0,7 5128 +0,3 5,08 +0,4 53%+0,3 528+0,3 4,5 +0,6 4,5%+0,5
Enterobactérias 7,18+ 0,5 7,38+0,3 7,68+0,3 7,88+1,0 7,68+0,3 2,77+£0,9 354+15
L. monocytogenes 3A+5 3A+2 3~ +4 598 + 52 538 + 28 207+ 16 222+ 19
Listeria spp. 15+22 14+16 109 20+ 13 5+4 8+8 6+6

Os resultados sdo apresentados como media + desvio-padrdo. Etapas: 0 — carne; 1 — massa antes do enchimento; 2 — meia cura e 3 — produto acabado. Para a
carne ndao ha tratamento. Na mesma linha, diferentes letras representam diferentes grupos de médias aritméticas (P <0,05). Letras mailsculas representam
diferencas das etapas.
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Através do Quadro 10 é possivel observar que, em relagcdo a contagem de mesofilos
totais, estas aumentam ao longo do processo de fabrico para os paios controlo e para 0s
paios sem nitratos/nitritos. Na carne foram obtidas contagens de 7,5 log ufc/g. Na massa
pré-enchimento, as contagens sofreram um pequeno aumento para 7,0 e 7,7 log ufc/g
para 0s paios controlo e para 0s paios sem nitratos/nitritos, respetivamente. Na meia
cura houve um aumento de contagens maior em comparacdo a massa pré-enchimento,
tendo sido registados valores de 10,1 log ufc/g; no final do processo de fabrico (produto
acabado) foram registados valores de 10,2 log ufc/g e 10,4 log ufc/g para os paios

controlo e para 0s paios sem nitratos/nitritos, respetivamente.

Relativamente as contagens de BAL, na carne foram registados valores de 5,2 log ufc/g.
Para a massa pré-enchimento houve um ligeiro aumento 5,6 log ufc/g e 5,4 log ufc/g,
para 0s paios controlo e para 0s paios sem nitratos/nitritos, respetivamente. Na meia
cura foram registados aumentos, obtendo-se valores de 9,4 log ufc/g para ambos o0s
tipos de paio. Este aumento continuou até ao fim do processo de fabrico, que terminou
com contagens de BAL iguais para ambos os tipos de paios (10,4 log ufc/g). Como dito
anteriormente, hd um aumento das contagens de mesofilos totais, este aumento deve-se
ao crescimento das BAL, ou seja, 0 aumento de mesofilos totais ndo é resultado de uma
possivel contaminacdo, como também foi apresentado em Prado et al. (2019). As BAL
sdo bactérias com um papel importante no processo de fabrico de enchidos, uma vez
que levam a formacdo de sabor, melhoram a textura, a cor, as propriedades sensoriais e
tém a capacidade de inibir o crescimento de bactérias indesejaveis na biodiversidade
microbiana dos enchidos (Demirok Soncu et al., 2018; Sucu & Turp, 2018; Hu et al.,
2019). Como as BAL tém a capacidade de inibir o crescimento de bactérias
indesejaveis, como por exemplo, bactérias patogénicas, pode-se afirmar que tém efeitos
na estabilidade microbiana do produto, que por sua vez afeta de forma positiva a
conservacdo do produto acabado (Dominguez et al., 2016a). Para além dos beneficios
que foram ditos anteriormente, as BAL ao produzir acido latico e acético através da
fermentacdo de hidratos de carbono conseguem diminuir o pH ao longo do processo de

fabrico originando nas caracteristicas organoléticas ideais para o produto, a0 mesmo

Pagina 79



Sara Margarida Prates da Conceicéo
Avaliacdo da seguranca quimica e microbioldgica de enchidos curados do Alentejo

tempo promovem uma seguranca higiénica no produto acabado (Park & Lee, 2012; Hu
et al., 2019; Pavli et al., 2019). Como observado no Quadro 8, h4 um aumento do pH
no produto acabado, este aumento deve-se ao facto de as BAL ndo terem uma taxa
elevada de crescimento no final do processo de fabrico, uma vez que o seu crescimento

é inibido pelos baixos valores da aw (Lorenzo et al., 2014).

Em relacdo as contagens de estafilococos, na carne foram obtidas contagens de 5,0 log
ufc/g. Na massa pré-enchimento houve um ligeiro aumento nas contagens para ambos
os tipos de paio. Deste modo para ambos os tipos de amostras foram registados valores
semelhantes: 5,1 log ufc/g para os paios controlo e 5,0 log ufc/g para os paios sem
nitratos/nitritos. Para a meia cura houve um ligeiro aumento para ambos os tipos de
paio, onde foram registados valores semelhantes: 5,3 log ufc/g para os paios controlo e
5,2 log ufc/g para os paios sem nitratos/nitritos. No produto acabado houve uma
diminuicdo das contagens, tendo o processo de fabrico terminado com um valor de 4,5
log ufc/g para ambos os tipos de paio. Os cocos catalase-positivos sdo principais
agentes de reducdo de nitrato ao longo do processo de cura dos enchidos, fazendo com
que haja um aumento da concentracao de nitritos (Gonzales-Barron et al., 2015). Apos a
meia cura ha uma diminuicdo das contagens de estafilococos, estes resultados também
foram obtidos por outros autores, nomeadamente Lorenzo et al. (2014) e Pavli et al.
(2019), reforcando a hipotese de que os estafilococos sdo fracos competidores em
relacdo as BAL e a diminuicdo do pH. Apesar de as contagens de estafilococos serem
bastante inferiores as contagens das BAL, os estafilococos tém um papel importante ndo
s6 no desenvolvimento das caracteristicas organoléticas, como o sabor, mas também
tém influéncia nas propriedades higiénicas do produto acabado (Montanari et al., 2018;
Hu et al., 2019).

Relativamente as contagens de enterobactérias, na carne foram registados valores de 7,1
log ufc/g, que aumentaram na massa pré-enchimento para 7,3 log ufc/g e 7,6 log ufc/g,
para 0s paios controlo e paios nitratos/nitritos, respetivamente. Para a meia cura, foi
registado um aumento nas contagens, onde foram obtidos valores de 7,8 log ufc/g e 7,6

log ufc/g para os paios controlo e paios sem nitratos/nitritos, respetivamente. No
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produto acabado houve uma grande diminuicdo nas contagens, sendo os valores finais
de 2,7 log ufc/g e 3,5 ufc/g, para os paios controlo os paios sem nitratos/nitritos,
respetivamente. As enterobactérias sdo bactérias indicadores de higiene, ou seja,
indicadoras de potenciais contaminagdes, uma vez que dentro deste grupo bacteriano
estdo incluidas bactérias patogénicas como a E. coli e a Salmonella spp. (Park & Lee,
2012; Chen et al., 2016). Deste modo, uma baixa contagem de enterobactérias indica
que o produto acabado é considerado um alimento seguro (Dominguez et al., 2016b).
No entanto é possivel inibir o crescimento de enterobactérias, esta inibicdo pode ser
feita através da concentracdo de sal nos enchidos, rapida diminui¢do do pH ao longo do
processo e pela producdo de bacteriocinas e propriedades antagénicas das BAL e dos
estafilococos (Dominguez et al., 2016a; Montanari et al., 2018).

Através do Quadro 10 é possivel observar que de um modo geral as contagens de L.
monocytogenes entre 0s paios controlo e os paios sem nitratos/nitritos sdo semelhantes.
Na carne foram registados valores de 3 ufc/g. Para a massa pre-enchimento houve um
ligeiro aumento das contagens em ambos os tipos de paio (3 ufc/g). Na meia cura houve
um elevado aumento nas contagens para os dois tipos de paio, sendo registados valores
de 59 ufc/g e 53 ufc/g, para os paios controlo e paios sem nitratos/nitritos,
respetivamente. Para o produto acabado foram registados valores de 20 ufc/g e 22 ufc/g
para 0s paios controlo e paios sem nitratos/nitritos, respetivamente. Ou seja, houve uma
diminuicdo do crescimento de L. monocytogenes durante a Ultima parte da cura dos

enchidos.

Em relacdo as contagens de Listeria spp. sdo, de um modo geral, superiores nas
amostras controlo. Na carne foram registados valores de 15 ufc/g. Para a massa pré-
enchimento houve uma diminuicdo nas contagens para 14 ufc/g e 10 ufc/g, para os paios
controlo e paios sem nitratos/nitritos, respetivamente. Na meia cura foi registado um
aumento nas contagens dos paios controlo (20 ufc/g) e uma diminuicdo nos paios sem
nitratos/nitritos (5 ufc/g). Para o produto acabado foram registados valores de 8 ufc/g e

6 ufc/g para os paios controlo e paios sem nitratos/nitritos, respetivamente.
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Tanto a presenca de Listeria spp. como de L. monocytogenes sdo indicadores de
contaminag&o cruzada ou fraca higiene ao longo do processo de fabrico (Ferreira et al.,
2007b; Casquete et al., 2012), sendo necessario melhorar a higiene pessoal dos
empregados da fabrica em estudo, como melhorar as técnicas de limpeza e desinfegdo
do material e equipamento fabril. A L. monocytogenes é uma bactéria patogénica de
origem alimentar, sendo uma das bactérias patogénicas mais importantes encontrada em
enchidos. Ela pode ser encontrada na matéria-prima utilizada no fabrico de enchidos,
através de contaminacgdo cruzada ao longo do processo de fabrico ou entdo através de
fracas medidas de higiene pessoal (Ferreira et al., 2007b). A L. monocytogenes € uma
bactéria patogénica importante, pois € responsavel por uma infecdo grave denominada

listeriose (Ferreira et al., 2007a).

No estudo realizado por Perea-Sanz et al. (2018) e Perea-Sanz et al. (2019), ambos
realizados em enchidos fermentados (ndo especificado) observou-se que com a
diminuicdo de nitratos nos enchidos curados as contagens de mesofilos totais, BAL e
cocos Gram-positivo também diminuem. Perea-Sanz et al. (2019) também néo
obtiveram diferencas nas contagens microbianas entre 15% e 25% de reducdo de
nitratos. Contudo, Hospital et al. (2012), realizado em salchichén obteve contagens de
enterobactérias entre 1 log ufc/g e 2 log ufc/g nas amostras de controlo e com uma
reducdo de nitratos em 15% e 25%, enquanto que nas amostras com a concentracao

maxima de nitratos ndo houve crescimento.

Em relacdo ao estudo de Hospital et al. (2014), realizado em salchichon, os autores
observaram que ndo existiam diferencas no crescimento das BAL em concentracdes
altas, médias e baixas de nitratos/nitritos e sem nitratos/nitritos. O mesmo foi observado

para as contagens de cocos Gram-positivo catalase-positiva.

No estudo de Hospital et al. (2015), realizado em chorizo, os autores observaram
diferencas no crescimento de estafilococos, provavelmente devido as suas capacidades
de reduzir nitratos em nitritos, bem como o seu potencial redox. Ao longo das contagens

de estafilococos diminuiram nos lotes com concentragdes elevadas e médias de
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nitratos/nitritos, enquanto que nos lotes com baixas concentragdes e sem nitratos/nitritos
houve aumento do crescimento. Em relacdo as contagens das BAL no produto acabado
foram observadas contagens menores para o lote com concentracdo média de
nitratos/nitritos, sendo que se obteve contagens mais altas para o lote com maior e baixa

concentragdes de nitratos/nitritos e no lote sem nitratos/nitritos.

Em relacdo ao estudo de Hospital et al. (2016), realizado em salchichon e fuet, os
autores observaram que ndo existiam diferengas nas contagens das BAL para os quatro
lotes em estudo: sem nitratos/nitritos e com baixa, méedia e alta concentracdo de

nitratos/nitritos.

No estudo de Christieans et al. (2018), realizado em enchidos fermentados franceses, 0s
autores ndo observaram diferencas nas contagens de cocos Gram-positivo catalase-
positiva e das BAL nas diferentes concentragdes de nitratos/nitritos. Em relacdo a
contagem de L. monocytogenes, foi observado um maior crescimento nas amostras com

menor concentracao de nitratos/nitritos.

A adicéo de nitritos na producéo de enchidos curados tem diversos objetivos, como por
exemplo, a formacdo de sabor e cor caracteristicos e estabilidade oxidativa dos lipidos
que influenciam o aroma (Hospital et al., 2015). No entanto, estes compostos quando
s80 sujeitos a tratamentos termicos intensivos, como a cura dos enchidos curados, levam
a formacao de nitrosaminas (Perea-Sanz et al., 2018). Estas representam um perigo para
a saude do consumidor, uma vez que sdo compostos quimicos cancerigenos. Deste
modo, tém sido realizados estudos com o objetivo de reduzir a adicdo de nitritos aos
enchidos curados, bem como o desenvolvimento de alternativas aos mesmos (por

exemplo, extratos vegetais e antimicrobianos naturais) (Hospital et al., 2015).

O objetivo deste estudo era a avaliacdo dos efeitos da eliminacdo dos nitratos/nitritos,
onde foram feitas analises a paios com e sem nitratos/nitritos. Apds as analises foi
observado que a nivel microbioldgico ndo existem diferencas significativas. Apesar de
ndo existirem muitos autores a realizar o mesmo estudo é possivel afirmar que

resultados estdo de acordo com estudos de outros autores, nomeadamente Hospital et al.
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(2014) e Christieans et al. (2018). Esta semelhanca entre estudos pode dever-se ao tipo
de fabrico, apesar de se tratar de tipos de enchidos diferentes. Apesar de serem enchidos
provenientes de outros paises, e de o tipo de enchido ser diferente, 0 método de fabrico
pode ser similar ao processo de fabrico do paio, uma vez que também ao nivel dos
parametros fisico-quimicos houve semelhancas nos resultados. Contudo, com a
eliminacdo dos nitratos/nitritos seria de esperar uma maior carga microbiana, uma vez
que os nitratos/nitritos sdo compostos com propriedades antimicrobianas (Adams &
Moss, 2009a), o que ndo foi 0 observado.

Portanto, como ndo foram detetadas diferencas significativas entre os paios controlo e
0s paios sem nitratos/nitritos, € possivel afirmar que apesar de 0s nitratos/nitritos terem
um papel importante na conservagdo dos alimentos, no paio estudado poder-se-a
proceder a sua eliminacdo. Contudo, o presente estudo apenas foi realizado até ao
produto acabado, de modo a que se possa proceder a eliminacdo de nitratos/nitritos é
necessario testar a diferenca entre paios controlo e paios sem nitratos/nitritos ao longo
do prazo de validade do produto (neste caso 180 dias). Para alem de serem necessarias
analises ao produto durante o seu prazo de validade também sdo necessarias outras
analises, nomeadamente analises sensoriais e analises de textura. Estas analises sdo
importantes, pois € necessario garantir a qualidade do produto que poderd ser
comercializado, ou seja, apesar de ser considerado um alimento microbiologicamente
seguro, ha que assegurar as suas caracteristicas organoléticas (como sabor, cor e cheiro

caracteristico) tal como séo percecionadas pelo consumidor, se se mantém inalteradas.

6.3. Perfil de aminas biogénicas

As aminas biogénicas sdo substancias com um baixo peso molecular, sendo formandas
pela descarboxilacdo de aminoacidos especificos que estdo presentes nos alimentos. A
sua presenga é resultado da acdo de enzimas bacterianas, ou seja, a formacgdo de aminas

biogénicas depende tanto do tipo de alimento como da sua carga microbiana. Deste
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modo, é possivel afirmar que as aminas biogénicas podem ser utilizadas como um

indicador de desenvolvimento microbiano (L&zaro et al., 2015).

Apols a andlise estatistica (Quadro 11) aos resultados obtidos foram observadas
diferencas significativas (P <0,05) para o fator etapa em todas as variaveis em estudo.
Para o fator presenca/auséncia de nitratos/nitritos foram observadas diferengas
significativas para a putrescina e a espermidina. Em relagdo a interacdo dos fatores
etapa e presenga/auséncia de nitratos/nitritos foram observadas diferencas significativas
para as aminas putrescina, histamina, tiramina, espermidina e espermina.

Quadro 11. Analise de variancia para a evolugdo das aminas biogénicas ao longo do processo nas
diferentes etapas e na presenca/auséncia de nitratos/nitritos.

Etapa Presenca/auséncia de Etapa*
nitratos/nitritos Presenca/auséncia de
nitratos/nitritos

Triptamina F=11,789 F=0,381 F=1,457

valor de p = 0,000 valor de p = 0,538 valor de p = 0,227
B-feniletilamina F =38,569 F=0,629 F=1,944

valor de p = 0,000 valor de p = 0,429 valor de p= 0,123
Putrescina F =10,990 F=7,341 F =6,555

valor de p = 0,000 valor de p = 0,007 valor de p = 0,000
Cadaverina F =10,787 F=0,240 F=2,618

valor de p = 0,000 valor de p = 0,624 valor de p = 0,052
Histamina F =28,155 F = 3,466 F=7,862

valor de p = 0,000 valor de p = 0,064 valor de p = 0,000
Tiramina F =397,241 F =2,605 F=7572

valor de p = 0,000 valor de p = 0,108 valor de p = 0,000
Espermidina F =60,910 F=4274 F = 4,456

valor de p = 0,000 valor de p = 0,040 valor de p = 0,005
Espermina F =317,290 F=2,654 F =9,996

valor de p = 0,000 valor de p = 0,105 valor de p = 0,000
Teor em aminas F =53,056 F=2731 F=1,639
vasoativas valor de p = 0,000 valor de p = 0,100 valor de p=0,181
Teor total de aminas F = 68,360 F =3,207 F=1,237

valor de p = 0,000

valor de p = 0,075

valor de p = 0,297
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Quadro 12. Evolugao das aminas biogénicas ao longo do processo nas diferentes etapas e na presencga/auséncia de nitratos/nitritos. Valores expressos em mg/kg

de peso fresco.

Etapa 0 1 2 3

Nitratos/nitritos Controlo Sem nitratos/nitritos Controlo Sem nitratos/nitritos Controlo Sem nitratos/nitritos

Triptamina 90,608C + 35,78~ + 53,64 + 45,92 70,9548 + 59,9178 + 38,61 108,50 + 84,62+ 34,88
63,47 18,35 32,09 61,13

B-feniletilamina 46,428 + 21,824 + 19,10 +12,10 56,588 + 45,398 + 28,10 21,93 + 28,10" + 23,30
13,26 14,48 23,00 18,86

Putrescina 33,714 + 22,44% + 19,417 + 7,60 78,3852 + 33,718 + 20,66 29,1442 + 31,2370+ 13,43
25,47 19,10 74,33 24,40

Cadaverina 52,56 + 38,92~ + 36,58 + 41,06 61,038 + 89,308 + 44,53 82,778 + 67,318+ 55,77
29,03 22,72 24,29 66,39

Histamina 2,76M + 0,60 + 0,94 0,20 +0,10 3,394 +5,22 13,02 + 28,10 52,018 + 20,378+ 29,47
6,31 56,93

Tiramina 18,10* + 30,198 + 8,49 25,678+ 6,01 72,54 + 53,56¢ + 11,01 101,65° + 111,75P + 23,86
5,57 14,30 35,33

Espermidina 10,678 + 8,572 + 0,66 8,407 + 0,75 12,3782 + 12,318 + 4,56 17,02¢ + 22,12+ 9,75
2,24 3,12 6,74

Espermina 18,18~ + 26,738+ 7,99 22,508 + 6,36 56,17¢ + 42,08 + 9,38 67,37° + 76,37° + 12,74
7,64 10,38 20,72

Aminas vasoativas 157,898 + 88,39" + 08,43” + 48,18 203,448 + 171,888 + 65,01 284,08 + 244,85¢ + 39,76
70,78 31,64 19,49 129,50

Aminas totais 273,028 + 185,05 + 185,33* + 60,80 411,39¢ + 349,27¢ + 73,07 480,38° + 441,87° + 67,91
97,40 63,23 73,91 216,14

Os resultados sdo apresentados como média + desvio-padrdo. Etapas: 0 — carne; 1 — massa antes do enchimento; 2 — meia cura e 3 — produto acabado. Para a
carne nao ha tratamento. Na mesma linha, diferentes letras representam diferentes grupos de médias aritméticas (P <0,05). Letras mailsculas representam
diferencas das etapas. Letras minUsculas: a, b — representam diferencas da presenca/auséncia de nitritos.
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Em relacdo a evolucédo da triptamina ao longo do processo, é possivel verificar que para
a carne foi obtido um valor de 90,60 mg/kg, que diminuiu na massa pré-enchimento
para valores de 35,78 mg/kg e 53,64 mg/kg para 0s paios controlo e paios sem
nitratos/nitritos, respetivamente. Estes valores aumentaram para a meia cura onde foram
obtidos valores de 70,95 mg/kg e 59,91 mg/kg, que aumentaram no produto acabado,
sendo obtidos valores de 108,50 mg/kg e 84,62 mg/kg, para 0s paios controlo e paios

sem nitratos/nitritos.

Relativamente a evolugdo da B-feniletilamina, é possivel verificar que na carne foi
obtido um valor de 46,42 mg/kg, que diminuiram na massa pré-enchimento com valores
de 21,82 mg/kg e 19,10 mg/kg, para 0s paios controlo e paios sem nitratos/nitritos. Para
a meia cura o teor de B-feniletilamina voltou a aumentar, atingindo valores de 56,58
mg/kg e 45,39 mg/kg, estes valores diminuiram no produto acabado obtendo-se valores
de 21,93 mg/kg e 28,10 mg/kg, para os paios controlo e paios sem nitratos/nitritos,

respetivamente.

No que toca ao teor da putrescina, € possivel observar que para a carne foi obtido um
valor de 33,71 mg/kg que diminuiram na massa pré-enchimento para valores de 22,44
mg/kg e 19,10 mg/kg, para 0s paios controlo e paios sem nitratos/nitritos,
respetivamente. Para a meia cura houve um aumento para ambos 0s tipos de paio, sendo
que o maior aumento foi registado nos paios controlo (78,38 mg/kg), enquanto que nos
paios sem nitratos/nitritos foi registado um valor de 33,71 mg/kg. No produto acabado
houve uma diminuicdo dos valores para 29,14 mg/kg e 31,23 mg/kg, para 0s paios

controlo e paios sem nitratos/nitritos, respetivamente.

Em relacdo ao teor da cadaverina, € possivel observar que para a carne for obtido um
valor de 52,56 mg/kg que diminuiram na massa pré-enchimento para valores de 38,92
mg/kg e 36,58 mg/kg, para 0s paios controlo e paios sem nitratos/nitritos,
respetivamente. Para a meia cura houve um aumento dos valores do teor de cadaverina
para 61,03 mg/kg e 89,30 mg/kg, para os paios controlo e paios sem nitratos/nitritos,

respetivamente. No produto acabado houve um aumento para 0s paios controlo,
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obtendo-se um valor de 82,77 mg/kg, enquanto que para 0s paios sem nitratos/nitritos
houve uma diminuigdo sendo registado um valor de 67,31 mg/kg.

Relativamente ao teor de histamina, na carne foi obtido um valor de 2,76 mg/kg, tendo
diminuido para a massa pré-enchimento tendo sido obtidos valores de 0,60 mg/kg e 0,20
mg/kg, para os paios controlo e paios sem nitratos/nitritos. Na meia cura houve um
aumento para ambos os tipos de paio, tendo sido obtidos valores de 3,39 mg/kg e 13,02
mg/kg, para os paios controlo e paios sem nitratos/nitritos. O aumento do teor de
histamina continuou até ao produto acabado, obtendo-se valores de 52,01 mg/kg e 20,37

mg/kg, para os paios controlo e as paios sem nitratos/nitritos.

Em relagdo ao teor de tiramina, na carne foi obtido um valor de 18,10 mg/kg, tendo
havido um aumento na massa pre-enchimento para valores de 20,19 mg/kg e 25,67
mg/kg, para os paios controlo e paios sem nitratos/nitritos. O aumento dos valores do
teor de tiramina foi registado até ao produto acabado. Sendo que para a meia cura foram
obtidos valores de 72,54 mg/kg e 53,56 mg/kg e para o produto acabado foram obtidos
valores de 101,65 mg/kg e 111,75 mg/kg, para os paios controlo e as paios sem

nitratos/nitritos.

Relativamente ao teor de espermidina foi obtido um valor de 10,67 mg/kg para a carne.
Este valor aumentou durante todo o processo de fabrico, sendo que para a massa pré-
enchimento foram obtidos valores de 8,57 mg/kg e 8,40 mg/kg; para a meia cura foram
obtidos valores de 12,37 mg/kg e 12,31 mg/kg e para o produto foram obtidos valores
de 17,02 mg/kg e 22,12 mg/kg, para os paios controlo e paios sem nitratos/nitritos,

respetivamente.

No que toca ao teor de espermina foi obtido um valor de 18,18 mg/kg para a carne. Ao
longo do processo de fabrico o teor de espermina aumentou, sendo que para a massa
pré-enchimento foram obtidos valores de 26,73 mg/kg e 22,50 mg/kg; para a meia cura
foram obtidos valores de 56,17 mg/kg e 42,08 mg/kg e para o produto acabado foram
obtidos valores de 67,37 mg/kg e 76,37 mg/kg, para 0s paios controlo e paios sem

nitratos/nitritos.

Pagina 88



Sara Margarida Prates da Conceicéo
Avaliacdo da seguranca quimica e microbioldgica de enchidos curados do Alentejo

Em relagdo ao teor de aminas vasoativas (triptamina, B-feniletilamina, histamina e
tiramina), bem como o teor de aminas totais, pode-se afirmar que ambos aumentaram ao
longo do processo, tendo em conta os resultados da carne e do produto acabado. Sendo
que, relativamente ao teor de aminas vasoativas, para o produto final foram obtidos
valores de 284,08 mg/kg e 244,85 mg/kg para os paios controlo e paios sem
nitratos/nitritos, respetivamente. Para o teor de aminas totais, no produto acabado foram
obtidos valores de 480,38 mg/kg e 441,87 mg/kg, para os paios controlo e paios sem

nitratos/nitritos, respetivamente.

As aminas biogenicas tém sido investigadas como um possivel precursor mutagénico,
isto €, algumas aminas biogénicas podem reagir com o nitrato sendo nitrosadas,
resultando em nitrosaminas que representam um perigo para a saude do consumidor,
uma vez que sdo cancerigenas. O termo amina biogénica define os produtos resultantes
da descarboxilacdo de aminoacidos, sdo exemplos a histamina, tiramina, feniletilamina,
serotonina, triptamina, bem como poliaminas alifaticas. A origem das aminas
biogénicas deve-se principalmente a descarboxilacdo microbiana de aminoacidos em
alimentos, ou por aminacdo e transaminacdo de aldeidos e cetonas atraves das

transaminases dos aminoéacidos (Ekici & Omer, 2018).

Em relagdo a triptamina e B-feniletilamina, estas sdo consideradas pequenas aminas que
ocorrem nos enchidos. Ambas sdo formadas através da agregacdo de altas concentragdes
de tiramina com algumas BAL, bem como estafilococos coagulase-negativos (Ekici &
Omer, 2018). A cadaverina é formada a partir da lisina pela acdo de microrganismos
contaminantes com capacidade para descarboxilacdo. Deste modo, a cadaverina é usada
como um indicador de higiene alimentar e a putrescina é produzida através da ornitina.
Estes aminoacidos sdo ambos produzidos pelas enterobactérias, consideradas microbiota
indicadora de higiene. Assim, tanto a putrescina como a cadaverina s8o0 aminas
biogénicas indicadoras de higiene alimentar (Park & Lee, 2012; Ekici & Omer, 2018),

sendo desejavel que os seus valores ndo excedam 150 mg/kg (Elias et al., 2018).
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Para além da putrescina e da cadaverina, a tiramina também é considerada uma amina
indicadora de higiene, pois estas aminas biogénicas estdo relacionadas com a atividade
de microbiota indesejada, resultado de méas préaticas de higiene e fabricacdo. No ambito
da seguranga dos alimentos, a histamina e tiramina sdo as aminas biogénicas mais
importantes, devido aos seus efeitos toxicolégicos. A formacdo de tiramina é devida,
principalmente, a atividade das BAL, particularmente os enterococos (Alves et al.,
2017). No entanto, também existem outros fatores para a formacdo de aminas
biogénicas ao longo do processo de fabrico, nomeadamente fatores intrinsecos e
extrinsecos, como por exemplo o teor de sal e os parametros de secagem (De Mey et al.,
2014).

Para além dos fatores acima citados, a formacao de aminas biogénicas também depende
da disponibilidade de aminoéacidos especificos (como por exemplo, histidina, tirosina,
ornitina, lisina, triptofano e fenilalanina, para a formacdo de histamina, tiramina,
putrescina, cadaverina, triptamina e p-feniletilamina, respetivamente); presenca de
bactérias com genes que codificam descarboxilases e condigcdes ideais para o
crescimento bacteriano e atividade enzimatica (Lorenzo et al., 2017; Liu et al., 2018).
No entanto, também ha a formacao de poliaminas como a espermidina e a espermina,

cuja origem € a amina biogenica putrescina (Ruiz-Capillas & Herrero, 2019).

O consumo de alimentos contendo elevadas concentracGes de aminas biogénicas leva a
mas consequéncias para a saude do consumidor. Nomeadamente o consumo de
alimentos com elevadas concentracdes de histamina e tiramina, podem gerar crises de
hipertensdo e enxaquecas, que ocorrem com mais frequéncia em individuos sensiveis.
De salientar que, a presenca da putrescina e da cadaverina resulta numa intensificacdo
dos efeitos secundarios do consumo de alimentos com histamina e tiramina, pois a
putrescina e a cadaverina competem com a histamina e a tiramina pelos mesmos

mecanismos de desintoxicacdo (De Mey et al., 2014).

Como dito anteriormente, as BAL, estafilococos e enterobactérias sdo as principais

bactérias responsaveis pela formacdo de aminas. Assim, ao observar o Quadro 10
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pode-se afirmar que no produto acabado hd uma contagem relativamente elevada de
BAL, enquanto que a contagem de enterobactérias € muito menor. O mesmo acontece
com as contagens de estafilococos que s@o cerca de metade das contagens das BAL.
Contudo, no inicio do processo houve um elevado crescimento de enterobactérias e de
estafilococos, 0 que levou a formacdo das aminas biogénicas. Apesar das contagens
destas bactérias terem diminuido ao longo do processo isso ndo significa que o teor de
aminas diminua, isto porque as aminas sdo termicamente estaveis e uma vez formadas
sdo muito dificeis de destruir (Sun et al., 2018). No entanto, também ha um aumento
das contagens das BAL ao longo do processo, e assim este crescimento bacteriano
torna-se mais um fator importante no aumento do teor de aminas biogénicas ao longo do

processo de fabrico.

Ao observar o Quadro 12 pode-se inferir que de um modo geral ha uma pequena
diminuicdo dos teores de aminas biogénicas para as amostras sem nitratos/nitritos. De
acordo com Stadnik (2018) as aminas biogénicas sdo produzidas essencialmente por
bactérias Gram-positivo, sendo que a atividade da descarboxilase € encontrada
maioritariamente em estirpes de Bacillus e Staphylococcus. Apesar de produtos carneos
com perfis microbioldgicos idénticos poderem ser comparaveis, isso nao significa que
tenham um perfil de aminas biogénicas idéntico, ou seja, a producéo de aminas depende
de diversos fatores, como o teor de sal, os pardmetros de secagem do produto e
disponibilidade de aminoéacidos especificos. Kurt & Zorba (2010) obtiveram uma
diminuicao do teor de aminas biogénicas com o aumento da concentracdo de nisina. A
nisina € um antibacteriano produzido pelas BAL (Adams & Moss, 2009b). De acordo
com os resultados para os parametros microbioldgicos (Quadro 10) é possivel observar
que houve um maior desenvolvimento no crescimento das BAL ao longo do processo
para as amostras sem nitratos/nitritos. Apesar de as BAL serem responsaveis pela
formacdo de algumas aminas biogénicas e pela diminuicdo do pH ao longo do processo,
tornando o produto mais acido o que é ideal para a formacdo de aminas, também
produzem nisina. Neste estudo as BAL foram estudadas de uma forma geral, ou seja,

ndo foram estudadas estirpes de forma especifica. Ou seja, ao longo do processo a
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N

estirpes que tém a capacidade de descarboxilacdo que leva a formacdo de aminas, uma
vez que no estudo de Kurt & Zorba (2010) a nisina conseguiu inibir algumas estirpes de
BAL.

Diversos autores realizaram ensaios em enchidos de modo a conhecer o seu perfil de
aminas biogénicas. Alves et al. (2017) realizou um estudo em diversos enchidos,
nomeadamente em trés linguicas, chourigco de carne e dois paios. Os resultados obtidos

encontram-se no Quadro 13.

Quadro 13. Perfil de aminas biogénicas obtido por Alves et al. (2017). Valores expressos em mg/kg de
peso fresco.

Enchidos Linguica A LinguicaB Linguica C Chouricode carne Paio A PaioB
Triptamina 6,4 3,1 13,4 1,3 6,5 42,7
p-feniletilamina 29,4 3,3 4,8 1,1 9,2 11,1
Putrescina 26,6 144,0 101,0 34,9 181,0  334,0
Cadaverina 59,1 132,0 75,9 117,0 73,7 69,6
Histamina <0,2 47,1 <0,2 <0,2 108,0  133,0
Tiramina 75,6 149,0 73,37 143,0 124,0  206,0
Espermidina 7,8 4,2 5,6 7,5 4,1 5,5
Espermina 19,3 14,9 22,9 18,7 20,5 33,1
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Ekici & Omer (2018) realizaram um estudo em enchidos fermentados turcos (ndo
especificado) em 10 marcas diferentes. Os resultados obtidos encontram-se no Quadro
14.

Quadro 14. Perfil de aminas biogénicas obtido por Ekici & Omer (2018). Valores expressos em mg/kg
de peso fresco.

Marca A B C D E F G H | J
Triptamina 20,00 40,88 2554 22,78 3739 3336 111 16,63 3572 19,82
B- 2,473 2,329 7,588 2,622 4,297 5530 7,746 37,750 4,376 2,207

feniletilamina

Putrescina 24,602 2,318 6,570 4,278 1,008 1,050 1,073 5,093 1,278 1,168

Cadaverina 3200 2035 1621 72,2 2118 238 6306 6812 41,40 1480

Histamina 99,88 41,50 5,18 13,68 68,89 0,87 343,91 280,26 23,39 4391

Tiramina 160,67 95,78 118,55 69,42 162,40 63,61 273,91 26537 5350 56,26

Espermidina 34,41 68,71 54,05 40,66 53,41 5243 19,38 2384 26,64 1324

Espermina 7,55 19,96 10,28 2,74 38 605 3828 16,16 17,7 19,06

Ikoni¢ et al. (2013) realizaram um estudo em Petrovska klobasa, um enchido
fermentado tradicional do norte da Sérvia. Para o produto acabado foram obtidos
valores de 41,9 mg/kg, 18,7 mg/kg, 18,5 mg/kg, 13,2 mg/kg, 31,2 mg/kg e 37,8 mg/kg,
para a triptamina, B-feniletilamina, putrescina, cadaverina, tiramina e espermina,
respetivamente. A histamina e a espermidina ndo foram detetadas em nenhuma das

amostras analisadas. Todas as aminas analisadas sdo expressas em mg/kg de peso seco.

Coloretti et al. (2014) realizaram um estudo em enchidos fermentados (nao
especificado). Para o produto acabado foram obtidos os seguintes valores: 56,41 mg/kg,
75,59 mg/kg, 22,19 mg/kg, 3,70 mg/kg, 102,90 mg/kg, 190,43 mg/kg e 26,79 mg/kg,
para tiramina, histamina, P-feniletilamina, triptamina, cadaverina, putrescina e
espermina, respetivamente. A espermidina esteve abaixo do limite de detecdo. Todas as

aminas analisadas sdo expressas em mg/kg de peso fresco.

Dias et al. (2018) realizaram um estudo em paio, onde foram obtidos 0s seguintes
valores para o produto acabado: 26,21 mg/kg, 4,80 mg/kg, 329,11 mg/kg, 439,42
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mg/kg, 10,58 mg/kg, 113,99 mg/kg, 11,02 mg/kg ¢ 37,88 mg/kg, para triptamina, [-
feniletilamina, putrescina, cadaverina, histamina, tiramina, espermidina e espermina,

respetivamente. Todas as aminas analisadas sdo expressas em mg/kg de peso fresco.

Dominguez et al. (2016b) realizaram um estudo em enchidos curados de poltro. Foram
obtidos valores de 4,53 mg/kg, 3,27 mg/kg, 15,59 mg/kg, 4,12 mg/kg, 7,23 mg/kg,
11,75 mg/kg e 24,10 mg/kg, para B-feniletilamina, putrescina, cadaverina, histamina,
tiramina, espermidina e espermina, respetivamente. Todas as aminas analisadas s&o

expressas em mg/kg de peso fresco.

De Mey et al. (2014) realizaram um estudo em enchidos fermentados, nomeadamente
enchido seco e chorizo. Para o enchido seco foram obtidos os seguintes valores: 5,6
mg/kg, 6,7 mg/kg, 3,5 mg/kg, 10,0 mg/kg, 6,1 mg/kg e 0,3 mg/kg, para triptamina,
putrescina, cadaverina, tiramina, espermina e espermidina, respetivamente. A [-
feniletilamina e histamina estiveram abaixo do limite de detecdo. Todas as aminas

analisadas sdo expressas em mg/kg de peso fresco.

Laranjo et al. (2016) realizaram um estudo em catal&o e salsichdo. Para o cataldo foram
obtidos os seguintes valores: 117,22 mg/kg, 4,43 mg/kg, 103,36 mg/kg, 5,86 mg/kg,
43,31 mg/kg, 53,22 mg/kg e 50,62 mg/kg, para triptamina, putrescina, cadaverina,
histamina, tiramina, espermidina e espermina, respetivamente. A B-feniletilamina esteve
abaixo do limite de dete¢do. Para o salsichdo foram obtidos os seguintes valores: 119,87
mg/kg, 83,34 mg/kg, 9,04 mg/kg, 122,62 mg/kg, 6,39 mg/kg e 48,90 mg/kg, para
triptamina, cadaverina, histamina, tiramina, espermidina e espermina, respetivamente. A
B-feniletilamina e a putrescina encontravam-se abaixo do limite de detecdo. Todas as

aminas analisadas sdo expressas em mg/kg de peso fresco.

Através do Quadro 12 € possivel observar que para o produto acabado a amina
biogénica predominante € a tiramina. Estes resultados estdo de acordo com os resultados
de De Mey et al. (2014), Alves et al. (2017) (para duas linguigas e o chourigco de carne)
e Ekici & Omer (2018) (para trés das dez fabricas estudadas). Contudo, segundo

Ferreira et al. (2006) para além da tiramina, a B-feniletilamina também € uma das
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aminas mais abundantes nos enchidos, o que n&do se verificou no presente estudo.
Também no presente estudo existe um elevado valor de triptamina, podendo ser
resultado do crescimento microbiano, nomeadamente das BAL e dos estafilococos
(Quadro 10), pois, como foi dito anteriormente, a triptamina é o resultado da agregacgéo
de concentragdes elevadas de tiramina com as BAL e estafilococos coagulase-negativos
(Ekici & Omer, 2018).

Ao comparar os resultados obtidos no nosso estudo com os resultados de outros autores,
acima apresentados, é possivel inferir que para a maioria dos resultados de outros
autores ha uma discrepancia em relacéo aos resultados deste estudo, mais propriamente
nos teores de triptamina e -feniletilamina. A concentracdo destas aminas biogénicas é
normalmente reduzida, sendo a triptamina ¢ a B-feniletilamina consideradas como
aminas menores em enchidos. Tendo em conta que a putrescina e cadaverina sdo aminas
biogénicas utilizadas como indicadoras de higiene, pode-se afirmar que em relagdo aos
estudos de outros autores apresentados, o processo de fabrico do presente estudo indica
uma fraca higiene, sendo necessario proceder a alteracbes no processo de higiene e
desinfecdo, quer dos trabalhadores da fabrica em questdo, quer dos equipamentos e dos
materiais utilizados no fabrico do paio. Estas diferencas entre resultados de produtos
semelhantes pode dever-se a diversas razdes, como por exemplo a matéria-prima
utilizada, pois a carne é uma fonte natural do substrato utilizado para a formacao de
aminas biogénicas (Stadnik, 2018). Outro fator que podera contribuir para as diferencas
de resultados podera ser a utilizacdo ou ndo de culturas de arranque de BAL. Contudo
mesmo que a formulacdo dos enchidos seja semelhante ha que ter em consideracdo o
calibre do enchido, a temperatura ao longo do processo, o potencial redox, a evolugédo

do pH e o teor de sal utilizado, entre outros fatores.

De acordo com os resultados obtidos e tendo em consideracéo as diferencas nos teores
das aminas biogénicas em estudo, pode-se afirmar que a eliminacdo dos nitratos/nitritos
ndo tem efeito significativo. Assim, a nivel dos parametros fisico-quimicos,
microbioldgicos e do perfil de aminas biogénicas poder-se-a recomendar a eliminagédo

dos nitratos e nitritos na formulacdo do paio. Contudo sera preciso realizar mais analises
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de modo a perceber quais as alteragcdes nas caracteristicas organoléticas, ja que a nivel

de seguranca dos alimentos ndo existem diferencas significativas.
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7. ConclusoOes

Para dar cumprimento ao primeiro objetivo deste trabalho foi feita uma caracterizagio
fisico-quimica e microbiolégica de um produto carneo curado seco, o paio. Esta
caracterizacdo foi feita ao longo do processo de fabrico em duas fabricas do Alentejo.
Com base nos resultados obtidos, é possivel concluir que existem diferencas no
processo de fabrico do paio entre as duas fabricas em estudo. As diferencas entre o0s
resultados destas duas fabricas poderdo ter origem nos habitos de higiene e
limpeza/desinfecdo praticados em cada fabrica, bem como no processo tecnologico.

Em relacdo as andlises realizadas na fabrica A, foi detetada a presenca de Salmonella
spp., demonstrando que as praticas de higiene e limpeza/desinfecdo desta fabrica podem
e devem ser melhoradas, pois a Salmonella spp. € uma bactéria que pertence ao grupo
das enterobactérias, cujo habitat € o trato gastrointestinal. Assim, a presenca de
Salmonella spp. podera estar relacionada com o tipo de tripa que € utilizada no processo
de fabrico. Na mesma fabrica (fabrica A) foram obtidas contagens elevadas de Listeria
monocytogenes. A L. monocytogenes é uma bactéria ubiquitaria e o seu crescimento
pode ter origem na utilizacdo de matéria-prima (carne) contaminada (tendo ocorrido no
matadouro ou na fabrica em questdo), ou numa ma higienizacdo do ambiente fabril. Foi
ainda observada uma diminuicéo do crescimento de L. monocytogenes entre a meia cura
e 0 produto acabado, devida sobretudo a diminui¢do dos valores de aw, 0 que demonstra

um bom processo de cura/fumagem, por parte da fabrica.

Relativamente as andlises realizadas na fabrica B, ndo houve crescimento de Salmonella
spp. nem de L. monocytogenes e as contagens de enterobactérias foram também
inferiores as da fabrica A. Deste modo, parece-nos que na fabrica B ha um maior
cuidado a nivel da higiene em geral, e da limpeza/desinfecdo dos materiais e
equipamentos, que o que faz com que o produto da fabrica B seja mais seguro a nivel

microbiologico.
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Salienta-se que ambas as fabricas obtiveram valores de pH e aw que promovem a
seguranca e estabilidade do produto final, apesar das diferencas observadas entre as
duas fabricas.

O segundo objetivo deste trabalho consistiu na avaliagdo da eliminagdo de nitratos e
nitritos na formulacdo do paio. Esta avaliacdo apenas foi realizada na fabrica A, cuja
formulacdo habitual do paio tem uma concentracdo de nitratos/nitritos considerada
normal em relacdo ao que € utilizado neste tipo de produtos. Apés a realizacdo deste
estudo foi possivel observar que ndo existem diferencas significativas entre os paios
controlo e os paios sem nitratos e nitritos. No entanto, como também foi observado na
primeira parte do estudo, as contagens de L. monocytogenes foram elevadas. Tal como
foi dito no paragrafo anterior, esta contaminacao tem origem ambiental, pelo que pode
ter origem numa matéria-prima que ja vem contaminada do matadouro (por falta de
higienizacgdo ou ma higienizacdo deste) e/ou na ma pratica de higiene e
limpeza/desinfecdo na propria fabrica. Com base nos resultados obtidos, é possivel
concluir que a eliminacdo de nitratos e nitritos na formulacdo do paio ndo causa
alteracbes nos parametros fisico-quimicos estudados, nem aumento das contagens
microbiologicas ou do teor em aminas biogenicas. Consequentemente, a eliminacéo de
nitratos e nitritos na formulacdo do paio traduz-se num beneficio resultante da
eliminacédo ou reducédo do teor em nitrosaminas, uma vez que estas sao formadas a partir
da reacdo entre uma amina biogénica e um agente nitrosante como o nitrito. Ainda
assim, e apesar de se esperar um menor teor de nitrosaminas com a eliminacdo dos
nitratos e nitritos na formulacdo, deverdo ser feitas analises aos paios sem nitratos e

nitritos para se confirmar esta hipotese.

Além do mais, é necessario assegurar a manutencdo da qualidade do paio, avaliada
através de pardmetros como a cor, 0 aroma, o sabor e a textura. Os nitratos e nitritos sdo
compostos utilizados como conservantes, pelo que podem ter influéncia no
desenvolvimento destes parametros. Portanto, deverdo ser realizadas analises a cor e a

textura do paio, bem como analises sensoriais em amostras controlo e sem nitratos e
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nitritos para se perceber se ha diferencas nas caracteristicas organoléticas. A aceitacao
destes novos produtos por parte do consumidor também deve ser assegurada.

Por fim, recomenda-se a realizacdo de andlises aos parametros fisico-quimicos,
microbioldgicos e ao perfil de aminas biogénicas ao longo do periodo de validade do
produto, uma vez que no presente estudo apenas se realizaram analises ao longo do

processo de fabrico até ao produto acabado.

Com base nos resultados obtidos neste estudo e realizadas as analises adicionais
sugeridas, podera eventualmente vir a propor-se as salsicharias a redugdo ou mesmo a

eliminacéo de nitratos e nitritos da formulacéo deste tipo de produtos carneos curados.
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