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RESUMO

O salame é um produto tradicionalmente produzido em todo o mundo, devido a cultura
da criacdo de suinos nas pequenas propriedades para o consumo domiciliar ou para
comercializagdo. Sua matéria-prima conta com alto valor nutricional, por isso, é
propenso a contaminacdes e deterioracdes microbiolégicas. Para produzir salame
com qualidade desejavel, deve-se levar em consideracédo a qualidade das matérias-
primas, assim como, 0s aspectos higiénicos-sanitarios. A pesquisa avaliou a presenca
de microrganismos contaminantes de amostras de salames coloniais de diferentes
fornecedores, de acordo com a legislacdo vigente (IN°60/2019). As analises
microbiolégicas foram realizadas em laboratério terceirizado, quanto a presenca de
Salmonella sp., Escherichia coli B-glucuronidase positiva através e Estafilococus
coagulase positiva pelo método. Portanto, as amostras analisadas no trabalho, todas
estavam de acordo com a legislacdo vigente quanto a andlise de Salmonella sp.
Apenas uma das amostras apresentou qualidade intermediéria aceitavel quanto a
Estafilococus coagulase positiva e para Escherichia coli 3-glucuronidase positiva.

Palavras-chave: Avaliacdes microbiolégicas. Boas Préticas. Higiene. Salames
coloniais.



ABSTRACT

Salami is a product traditionally produced around the world, due to the culture of raising
pigs on small properties for home consumption or for commercialization. Its raw
material has high nutritional value; therefore, it is prone to contamination and
microbiological deterioration. To produce salami with desirable quality, the quality of
the raw materials must be taken into account, as well as the hygienic-sanitary aspects.
The research evaluated the presence of contaminating microorganisms in samples of
colonial salami from different suppliers, in accordance with current legislation
(IN°60/2019). Microbiological analyzes were performed in an outsourced laboratory,
regarding the presence of Salmonella sp., Escherichia coli 3-glucuronidase positive,
and Staphylococcus coagulase positive. Therefore, the samples analyzed in the work,
all were in agreement with the current legislation regarding the analysis of Salmonella
sp. Only one of the samples showed acceptable intermediate quality for coagulase
positive Staphylococcus and for Escherichia coli 3-glucuronidase positive.

Key-words: Microbiological assessments. Good habits. Hygiene. Colonial salamis.
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1 INTRODUCAO

Os primeiros relatos de embutidos na historia ocorreram no Império Romano
no periodo de 27 a.C. a 476 d.C. Esses produtos eram obtidos através da mistura de
carne, sangue e gordura animal, sendo embutidos em envoltérios e posteriormente
assados. A coccédo era utilizada para eliminar parte da 4gua presente no alimento,
fazendo com que obtivesse um periodo maior de validade. Essa técnica foi difundida
por toda Europa, chegando ao Brasil com os imigrantes no século XIX
(WOORTMANN; WOORTMANN, 1997).

Os imigrantes depararam-se com as intempéries das regides que colonizaram,
pois, a oferta de alimentos era baixa devido a tecnologia precaria da época, nao existia
fertilizantes nem sementes de qualidade para uma producdo abundante. As familias
eram numerosas, cultivavam a terra e armazenavam 0s graos e cereais para consumo
das pessoas do circulo familiar, assim como, os animais. Esses animais tinham
importancia para a subsisténcia e desenvolvimento das comunidades, ja que eram a
principal fonte proteica da alimentacdo (TERHORST; SCHMITZ, 2007).

Feitosa (1999), admitiram que a massa interna da carne de mamiferos ndo
apresentava microrganismos. Com excecdo, da superficie externa e dos tratos
digestivo e respiratério, os demais tecidos dos animais contém poucos
microrganismos. A contaminacdo mais relevante da carne é de origem externa,
durante o abate, a manipulacdo e também, devido aos tratamentos aos quais €
submetida. O abate dos animais e as operacfes subsequentes como sangria,
evisceragdo, desossagem, comuns a todos os animais, podem dar origem a
contaminacao dos tecidos subjacentes que antes eram estéreis.

O manejo pré-abate é um dos principais fatores que afetam a qualidade da
carne, mas as condi¢cdes dos abatedouros, tempo de exposicdo a temperatura
ambiente, condi¢cdes de estocagem e distribuicdo nos locais de comercializagao,
também séo fatores determinantes quando se diz respeito a qualidade microbiolégica
da carne (BECKER; KIEL, 2011). Devido a falta de tecnologias de conservacao
adequadas, alguns processos ja conhecidos eram realizados para minimizar possiveis
contaminagdes nos produtos. Especialmente nos embutidos, processos como
defumacdo, dessecacdo ou embutimento com envoltorios, eram realizados. Os
produtos eram curados com a finalidade de aumentar sua validade, possibilitando

melhorar a seguranca e a qualidade do alimento produzido (BORGES, 2007).
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Um dos principais produtos carneos embutidos é o salame, devido a cultura na
producdo de suinos nas pequenas propriedades, tanto para o consumo domiciliar ou
para comercializacdo. Tradicionalmente, o salame tipo colonial é produzido de
maneira artesanal, no proprio domicilio ou em pequenas industrias (MAGRO; KLEIN,
2006). Dessa maneira, o governo federal assinou no dia 18 de julho de 2019, um
decreto que institui 0 Selo Arte, previsto na Lei 13.680/18, para desburocratizar a
producdo e a venda de alimentos artesanais, ampliando esse mercado. E uma
certificacdo que permite que produtos como queijos, embutidos, pescados, mel,
possam ser vendidos livremente em qualquer parte do territério nacional. Para os
consumidores, € uma garantia de qualidade, com a seguranca de que a producao
artesanal respeita as boas praticas agropecuarias e sanitarias (EMATER, 2019).

O salame é definido como produto carneo industrializado obtido de carne suina
ou suina e bovina, adicionado de toucinho, sais de cura e condimentos, embutido em
envoltorios naturais e/ou artificiais, curado, fermentado, maturado, defumado ou ndo
e dessecado (BRASIL, 2000).

Para produzir um salame com a qualidade desejada é de suma importancia que
haja excelentes condi¢des de higiene no processamento, onde o produto final deve
apresentar as caracteristicas desejadas como 60% de carne suina, conter textura, cor,
sabor, odor caracteristico, baixa atividade de agua, ser adicionado sais de cura,
apresentar baixo pH e exibir a presenca de substancias antimicrobianas formadas
durante o processamento. A combinacao desses fatores é suficiente para impedir o
desenvolvimento de bactérias deteriorantes e da maioria dos patdgenos, que podem
causar doencas de origem alimentar (CASARIL et al., 2017).

As doencas transmitidas por alimentos (DTAsS) sao problemas enfrentados
desde a antiguidade, onde seus principais disseminadores séo os alimentos de origem
animal, em decorréncia da falta de cuidados na higiene durante a producéo. No Brasil,
entre os anos de 2009 a 2018, os agentes etioldégicos que ocuparam 0s quatro
primeiros lugares em surtos notificados de DTAs foram respectivamente, Escherichia
coli, Salmonella sp., Staphylococcus sp., e coliformes (SANTOS, 2019). Esses
microrganismos sdo potencialmente patogénicos, e sua presenca em alimentos é
indicativo da falta de praticas higiénicas, podendo acarretar danos a saude de quem
0s consome. Portanto é importante que as condi¢bes higiénico-sanitarias dos

abatedouros estejam em acordo com as Boas Praticas de Fabricagéo.
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Na regido Sul do Brasil, 0 salame possui grande importancia, sendo um produto
de grande aceitacdo, que estd associada ao preco, a conveniéncia de compra e,
principalmente, pela influéncia das culturas alema e italiana (CASARIL et al., 2017).
Sendo assim, na cidade de Panambi, Rio Grande do Sul, o salame colonial representa
aspectos culturais e econGmicos positivos, pois grande parte do produto
comercializado é produzido por agroindustrias familiares, vendidos em feiras e
supermercados da cidade, trazendo fonte de renda para as familias que produzem,
resgatando a cultura da regido.

O objetivo geral do trabalho € avaliar a qualidade microbiolégica em salames
coloniais comercializados na cidade de Panambi, Rio Grande do Sul. Como objetivo
especifico, analisar a carga microbiana presente nas amostras através da contagem
de Escherichia 3-glucuronidase positiva, Estafilococus coagulase positiva e presenca

de Salmonella sp.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PRODUTOS CARNEOS EMBUTIDOS

A producgédo de embutidos cresceu em vérias partes da Europa durante a Idade
Média (476 d.C. a 1453), por isso, muitos desses produtos tem os nomes dos lugares
de origem. Assim, as receitas e formas de preparo foram aprimorando-se, pois nao se
conhecia o motivo dessas transformacdes que hoje chamamos de fermentacdo. Com
0 avanco tecnologico do século XX, desenvolveu-se maquinarios e utensilios que
otimizaram a fabricacdo, obtendo produtos de melhor qualidade e maior vida util
(PENAHERRERA, 2018).

Os embutidos carneos surgiram influenciados pelos tipos de clima em cada
regido. Climas frios intensificaram as variedades frescais cruas ou defumadas,
enquanto climas mais quentes como na Italia, parte Sul da Franca e Espanha, levaram
aos embutidos desidratados, como os diferentes tipos de salames. Entende-se por
embutido, todo o produto elaborado com carne ou érgdos comestiveis, curado ou néo,
condimentado, cozido ou ndo, defumado e dessecado ou ndo. Tendo como envoltorio
tripa, bexiga, outra membrana animal ou peliculas artificiais. Os embutidos
tradicionalmente séo feitos de carne de porco, mas, também podem ser produzidos a
partir de carne de gado, frango e peru (FORTUNA; FRANCO, 2005). Por serem
matérias primas de alto valor nutricional e propicias a contamina¢des microbiolégicas,
recomenda-se 0 uso de culturas iniciadoras, pois favorecem a fermentacao latica.

Para producdo de embutidos carneos com qualidade aceitavel sédo utilizadas
bactérias viaveis, as quais sdo adicionadas ao alimento, com a finalidade de melhorar
a conservacdo, a seguranca e as caracteristicas sensoriais. Sdo denominadas
culturas "starter" ou iniciadoras. Como cultura iniciadora, as bactérias laticas podem
acelerar o processo de maturacao, visto que dominam o processo fermentativo. Em
adicdo, as bactérias acido laticas podem produzir substancias antimicrobianas, como
bacteriocinas, conferindo aos produtos maturados e frescais melhor qualidade
sanitaria. A cultura iniciadora produz &cido latico no inicio da fermentacéo, que diminui
o pH e pode inibir microrganismos indesejaveis como Salmonella sp. e Escherichia
coli enteropatogénica, além de conferir sabor &cido caracteristico de produtos
fermentados (BALDUINO et al., 1999).
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Ainda de acordo com Balduino et al. (1999), dois aspectos devem ser
considerados quando se utiliza cultura iniciadora na industria de carnes, a
fermentacao e a antibiose. No caso da fermentacéo, a cultura iniciadora adicionada
age sobre o substrato, resultando em beneficios a carne. No caso da antibiose, a
cultura iniciadora deve inibir o desenvolvimento de microrganismos indesejaveis que
causam danos ao produto ou a saude humana.

O uso de culturas em produtos carneos visa principalmente melhorar a
qualidade final do produto, complementando ou substituindo em parte o uso de
aditivos e conservantes quimicos. A fermentacao latica € uma das mais importantes
fermentacdes da industria alimenticia, que além de atuar na conservacdo dos

alimentos, também confere caracteristicas sensoriais agradaveis (FELDMANN, 2015).

2.2 SALAMES

O salame, segundo a Instrucdo Normativa 22 de 31 de julho de 2000, € definido
como produto carneo industrializado obtido de carne suina ou suina e bovina,
adicionado de toucinho, ingredientes, embutido em envoltérios naturais e/ou artificiais,
curado, fermentado, maturado, defumado ou ndo e dessecado. A Instrucdo define
ainda, as caracteristicas de identidade e qualidade da Linguica Colonial, popularmente
denominada Salame Colonial. Pode ter a denominacéo de venda segundo sua origem
e fabricacédo, ou seja, o tipo de processo de producdo (BRASIL, 2000).

De acordo com Magnani (2001) por mais que exista uma grande variedade de
salames produzidos em todo o mundo, a tecnologia empregada na fabricacdo desses
produtos é, essencialmente, similar. Os salames fermentados sdo alimentos
tradicionais na Europa central e meridional-central e resultam da fermentacao latica
da mistura de carne, gordura, sal, agentes de cura, como nitrato e ou nitrito e
condimentos. O produto, submetido a diferentes processos de fermentacéo e
secagem, apresenta caracteristicas finais dependentes das condi¢bes
termohigrométricas de cada regido e dos ingredientes utilizados (BALDINI et al.,
2000). A classificacdo desses produtos é realizada de acordo com alguns critérios,
tais como composicao, calibre, grau de moagem dos ingredientes, condimentos e
temperos adicionados, defumacdo ou ndo, e duracdo do periodo de maturacdo

(ORDONEZ et al., 1999 apud MAGNANI, 2001).
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Como ndo sao submetidos a tratamento térmico, a seguranca microbioldgica
desses produtos depende da combinagéo de fatores como pH baixo, atividade de
agua baixa, presenca de cloreto e nitrato de sédio e outros agentes antimicrobianos
adicionados durante o processamento ou produzidos durante o processo fermentativo
(BACCUS, 1984 apud MAGNANI, 2001).

No Brasil sdo produzidos salame tipo Italiano, salame tipo Milano, salame tipo
Hamburgués, salame tipo Friolano, salame tipo Calabrés, salame tipo Aleméo e
Salaminho. A diferenciacdo entre os tipos de salame baseia-se na matéria-prima
(exclusivamente carne suina ou juncao de carnes suina e bovina), na granulometria
da carne e do toucinho (fina, média ou grossa), na condimentacao e na aplicacéo ou
nao de defumacao (BRASIL, 2000).

Dentre estes, o tipo Italiano € um dos mais consumidos, e de acordo com a
legislacéo, este produto deve ter no maximo 35% de umidade, 32% de gordura, 4%
de carboidratos, 0,90 de atividade de 4gua e no minimo 25% de proteina. Pela
legislacao, a linguica colonial possui definicdo apenas para teor de gordura (maximo
30%), proteina (minimo 18%) e carboidratos totais (maximo 1,5%). A legislacdo néo
faz referéncia a umidade e a atividade de agua para este produto, por isso, geralmente
a linguica colonial apresenta elevado teor de umidade, fator que pode propiciar ao
desenvolvimento de microrganismos (BONACINA et al., 2020). Alguns aspectos
devem ser considerados quanto a qualidade sanitaria dos salames, a fermentacéo é
apontada a etapa mais importante para gerar a estabilidade e seguranca do embutido
fermentado.

Os alimentos fermentados séo preservados pela conversdo dos agucares em
acidos organicos, diminuindo o pH e removendo carboidratos como fonte de nutriente,
fazendo com que se estenda a vida de prateleira e melhore a seguranca do produto
final (MORENO, 1999 apud DEGENHARDT, 2006).

Durante a fermentacao, ocorre producéo de acido lactico e consequentemente
0 abaixamento do pH do produto. A fermentacdo € uma importante fase do processo
de elaboracdo de salames devido as transformagbes fisicas, quimicas e
microbiolégicas que ocorrem. Permite ao produto uma liberacdo mais rapida e
uniforme de agua durante a secagem. Essas mudancas sédo influenciadas pelas
caracteristicas da carne crua e as condigcbes de processamento, alcancando as
caracteristicas organolépticas do produto final (flavor, cor e textura). As principais

transformacdes que ocorrem sdo a mudancga na microbiota inicial, diminuicdo do pH,
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reducdo de nitratos a nitritos e a Oxido nitrico e a formag&o de nitrosomioglobina,
solubilizagéo e gelificacdo de proteinas miofibrilares e sarcoplasméticas, fenbmenos
proteoliticos, lipoliticos e oxidativos (DEGENHARDT, 2006).

2.2.1 Matérias primas para elaboracdo do salame

2.2.1.1 Carne

Na selecdo de matéria-prima para producédo de salame prefere-se as carnes
mais intensamente coradas, de animais de maior idade, s&os, bem nutridos e
descansados. A coloracdo escura do salame constitui um atributo importante de
qualidade, por esse fato se emprega o0 uso de carne bovina nas formulagdes, visto
conter maior teor de mioglobina do que a carne suina (MACEDO, 2005).

Os principais fatores que determinam se a carne € ou ndao adequada, séo a
capacidade de retencéo de agua, o pH e a cor. Quando se usa carne suina, o valor
de pH deve ser de 5,6 - 6,0. Isso ajuda o inicio da fermentacdo e assegura o
decréscimo adequado do pH (RECH, 2010).

A carne escura, firme e seca (DFD) néo é adequada, porém, a carne palida,
branca e exsudativa pode ser usada na formulacdo de embutidos fermentados em até
20%. A carne também devera ser de boa qualidade microbiol6gica para reduzir a
competicdo no inicio da fermentacao (VARNAM, 1998 apud RECH, 2010).

2.2.1.2 Gordura

A gordura é fundamental na manutencdo da qualidade dos embutidos
fermentados, relacionado a textura, suculéncia e sabor por meio do alto teor de acidos
graxos. E um ingrediente importante na formulagdo de embutidos fermentados, para
conferir sabor e aroma ao produto final. Porém, pode ocorrer a oxidacao desta gordura
e levar a rancidez, o que acaba por reduzir a vida de prateleira de embutidos. Para
evitar a rancidez deve-se usar gordura que tenha alto ponto de fuséo e que tenha um
baixo contetdo de acidos graxos insaturados. Na elaboracédo de produtos carneos, a

gordura dorsal de suinos € utilizada por possuir baixo conteudo de acidos poli-
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insaturados linoleico e linolénico, que sdo propensos a oxidacdo (NASCIMENTO et
al., 2008).

A gordura empregada na elaboracdo de embutidos fermentados €
predominantemente a gordura subcutanea de suinos (toucinho). O toucinho é picado
em fragmentos com granulometria caracterizada para o tipo de embutido produzido.
A qualidade da gordura utilizada é fundamental para a qualidade final do produto, pois
contribui significativamente para o estabelecimento da estrutura e caracteristicas
sensoriais do salame (NASCIMENTO et al., 2008).

2.2.1.3 Sal (Cloreto de Sadio)

O sal € um dos aditivos mais antigos usado pelo homem para a conservacao
de carnes e peixes. Sua utilizagdo abrange uma variedade de fatores, como
prevencao de crescimento de microrganismos, reducéo da atividade de agua, controle
da acdo enzimatica, facilidade para extracdo de certas proteinas, contribuicdo para
uma fermentacdo desejavel, aditivo para o sabor salgado e que realce o flavor de
produtos alimenticios, também intervém na solubilizagdo das proteinas. Melhorando
0 aumento da estabilidade das emulsdes carneas, devido a melhor incorporacao de
gordura na massa (NASCIMENTO et al., 2008).

Em embutidos do tipo salame é adicionado nhormalmente uma concentragdo de
2,5 a 3,0%. Este, em combinac¢do com o nitrito de sédio em concentracdo de até 150

ppm e pH reduzido, formam um poderoso sistema inibidor (RECH, 2010).

2.2.1.4 Sais de cura

A adicdo de nitratos e nitritos em embutidos carneos tem como finalidade a
estabilizacdo da cor dos tecidos magros, contribuicdo com o aroma caracteristico da
carne, diminuicdo da velocidade de desenvolvimento de rancidez e a inibicdo de
diversos microrganismos patogénicos e deteriorantes. O &cido nitroso, resultante da
guebra do nitrito, reage com a mioglobina dando origem a nitrosomioglobina,
responsavel pela cor caracteristica de carnes curadas. Entretanto, a reacao do nitrito

com aminas secundarias pode dar origem a nitrosaminas, que sdo substancias
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carcinogénicas, porém, as bactérias laticas atuam na reducéo dessas substancias até
nitrogénio elementar, diminuindo a formagéao de nitrosaminas (VANZIN, 2002).

Do ponto de vista comercial, o efeito de fixacdo de uma coloracdo résea aos
produtos carneos curados, faz com que o nitrito assuma grande influéncia na
aceitacdo desses alimentos pelo consumidor, bem como, do ponto de vista de saude
publica. Atua na prevencédo da germinacao dos esporos de Clostridium botulinum e
inibicdo do crescimento de microrganismos como Salmonella e Staphylococcus. No
entanto, apesar das referidas vantagens tecnoldgicas e efeitos desejaveis obtidos no
processamento e conservacdo de alimentos, fatos historicos e trabalhos cientificos
tém evidenciado que a ingestdo de nitrito em altas quantidades podem ser
potencialmente perigosa a saude humana (OLIVEIRA et al., 2017).

O Ministério da Saude, em sua Portaria n° 1004/1998, estabeleceu um limite
maximo do teor desses conservantes em alimentos prontos para consumo, de 150
mg/Kg de nitrito de sédio ou potassio e de 300 mg/Kg de nitrato de sédio ou potassio.
A referida portaria permite ainda a mescla de nitrito e nitrato, desde que a soma das

suas concentracdes ndo seja superior a 150 mg/Kg (BRASIL, 1998).

2.2.1.5 Acucares

O acucar também € um aditivo do processo de cura, proporcionando aroma a
carne curada e permitindo o desenvolvimento de algumas bactérias desejaveis,
produtoras do aroma. O agUcar evita 0 salgamento excessivo, moderando o sabor, ao
mesmo tempo em que ajuda na diminuicdo da umidade. H& indicios que favorece a
formacdo da cor durante a defumacéo, sendo a adicado de acucar a formulacdo dos
embutidos fermentados uma pratica rotineira. A presenca de acucar cria condi¢cdes
redutoras durante o processo de cura, 0 que previne o desenvolvimento de aromas
de oxidacdo. O ambiente redutor formado influi na cor da carne curada porque
estabiliza o Fe*? (DEGENHARDT, 2006).

2.2.1.6 Culturas iniciadoras ou culturas “starters”

A fim de padronizar o produto final, passou-se a utilizagédo de culturas puras de
microrganismos, essas culturas sdo essenciais no controle de microrganismos

deteriorantes e patogénicos para a seguranca de produtos carneos fermentados, por
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serem competitivos frente a esses microrganismos indesejaveis presentes na matéria-
prima. As culturas iniciadoras comerciais consistem em uma mistura de mais de um
microrganismo, que somam suas acdes. Sao divididos em dois grupos, o primeiro
formado por Lactobacillos e Pediococcos, responsaveis pela fermentacdo dos
carboidratos para producdo de aroma e sabor dos embutidos curados e pelo
abaixamento do pH, realizando acidificacdo. O segundo grupo é formado pela familia
Micrococcaceae nos @éneros Staphylococcus, Macrococcus, por leveduras
(Debaryomyces) e bolores (Penicillium). Possuem enzimas nitrato redutase, que
reduzem o nitrato a nitrito, conferindo a coloracao dos produtos, impedindo a formacao
de compostos cancerigenos e atuando no sabor e aroma (BARBOSA, 2009).

2.3 ELABORACAO DO SALAME

O primeiro passo € a escolha da matéria-prima. Para a obtencdo de salames
com gqualidade significativa, o ideal € que a carne seja de coloracdo avermelhada de
animais mais velhos. E imprescindivel que a matéria-prima seja maturada, com baixo
pH (5,4 e 5,8) e mantida durante trés dias a 2°C (MARTINS, 2006).

Apoés, ocorre a trituragdo ou moagem da matéria-prima, que € deixada em
repouso durante 24 horas a 4°C. A moagem ou trituragdo pode ser feita em um cutter
ou em um picador de came com laminas bem afiadas, para evitar qualquer
aquecimento desnecessario. Durante o armazenamento em refrigeracéo e aerobiose,
a microbiota compde-se principalmente de bacilos psicotroficos Gram negativos,
oxidase positiva. Bactérias psicrofilas, leveduras e mofos também podem ser
encontrados, enquanto as bactérias Gram positivas sdo escassas (WERLANG, 2012).

Em seguida é realizada a adicdo dos ingredientes para que ocorra a cura,
podendo ser realizada no préprio cutter ou em misturadora (MARTINS, 2006). Segue-
se para o embutimento, que possui a finalidade de dar forma ao produto cérneo,
utilizando envoltos de origem natural ou artificial, de acordo com o salame que sera
elaborado (PARDI et al., 2001 apud WERLANG, 2012).

Depois de embutido, o salame passa por um processo de secagem em
temperaturas entre 22°C e 27°C, com umidade relativa aproximadamente 90%
durante 48 horas, possibilitando o desenvolvimento de alguns microrganismos que
estavam presentes inicialmente na massa. Agentes de cura, especiarias, a acidez e

aerobiose, favorecem a inversdo microbiolégica, onde bactérias Gram negativas
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indesejadas desaparecem, favorecendo a flora Gram positiva desejada (WERLANG,
2012).

A Ultima etapa do processo € a maturacao, sendo o término da secagem, na
qual tem a formacé&o da cor, desenvolvimento de liga e aroma da massa. O embutido
€ submetido a condi¢cbes de temperatura de 12 a 14°C e umidade relativa de 75 a
85%. Nessas condi¢cbes, ndo somente o pH e atividade de &agua continuam
diminuindo, como ocorre a hidrolise enzimatica das proteinas e dos lipideos. O salame
estara pronto para o consumo quando perder 25 a 30% de seu peso (MARTINS,
2006).

A defumacdo € uma etapa opcional na producdo de salames. Geralmente é
usada a fumaca da combustdo lenta da serragem. Esse método tende a inibir o
crescimento bacteriano, retardar a oxidacao lipidica e conferir odor e sabor a carne
curada. Pode-se optar pelo tempo de exposi¢cédo do produto a fumacga, assim como, a
fumaca liquida, variando o sabor conferido ao salame (LAWRIE, 2005 apud
WERLANG, 2012).

O produto final deve ser embalado em material adequado, livre de
microrganismos, conferindo condi¢cdes de armazenamento, visando protecédo contra
contaminagdes. Podendo ser exposto nos pontos de venda em temperatura ambiente

guando embalado apropriadamente (MARTINS, 2006).

2.4 MICRORGANISMOS CONTAMINANTES EM EMBUTIDOS DO TIPO SALAME

Devido sua composicdo quimica, a carne € um excelente meio de cultura. A
guantidade e os tipos de microrganismos que se desenvolverao na carne dependerao
das condicdes de producédo. Os tipos de deterioracdo mais comuns sao classificados
de acordo com a atmosfera que envolve os produtos e a temperatura de conservacgao.
Devido as caracteristicas fisico-quimicas dos embutidos fermentados e do processo
de fabricacéo, este grupo de alimentos carneos € considerado de severidade alta, mas
com risco moderado, embora ndo existam estudos epidemiologicos suficientes
(DEGENHARDT, 2006).

A denominacdo de "coliformes a 45°C" é equivalente a denominacdo de
"coliformes de origem fecal" e de "coliformes termotolerantes”. Caso seja determinada
a presenca de Escherichia coli, deve constar no laudo analitico (BRASIL, 2001).
Entretanto, apenas a presenca de Escherichia coli em alimentos indica contaminagao
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fecal, por ser encontrada em grande quantidade no trato gastrointestinal do homem e
animais de sangue quente (SILVA et al., 2006).

Os coliformes fazem parte da familia Enterobacteriaceae. Sdo capazes de
fermentar a lactose com consequente producdo de gas, quando incubados a
temperatura de 35 a 37°C. As bactérias que pertencem a este grupo séo dos géneros
Escherichia, Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella, podendo causar surtos de
diarreias, colicas, nauseas e vomito. A presenca desse grupo de bactérias esta ligada
as condi¢cdes higiénicas do local e dos manipuladores (SANTOS, 2019). Ainda de
acordo com Santos (2009), a Escherichia coli pertence ao grupo dos coliformes,
estando em primeiro lugar no que diz respeito aos agentes mais identificados nos
surtos entre 2009 e 2018, contabilizando 23,4% dos casos de 3,431 surtos. Pode
causar desinterias, levando a febre, vimito e mal estar, perdurando por até nove dias.

A Escherichia coli € a espécie anaerdbica facultativa mais abundante de
bactérias da flora intestinal humana. Geralmente parece ser uma comensal inofensiva,
porém, em algumas circunstancias, as cepas de E. coli podem ser patogénicas para
humanos, sendo agrupadas em varios patoétipos. Entre estes, a Escherichia coli
patogénica extraintestinal (EXPEC) é responsavel por infec¢cbes do trato urinario, intra-
abdominais e de tecidos moles, meningite, pneumonia e osteomielite frequentemente
associada a bacteremia. A bacteremia representa a décima maior causa de morte nos
paises desenvolvidos, sendo a E. coli responsavel por 30% do total do nimero da
doenca (JAUREGUY et al., 2008).

A Salmonella entérica, segundo Forsythe (2013) é uma espécie bacteriana em
forma de bacilo, faz parte da familia das Enterobacteriaceae, que séo relacionadas
com patologias de origem alimentar. Seu habitat natural € o trato intestinal humano e
animal, sendo transmisséo através da liberacdo de fezes contaminadas no ambiente.
E uma bactéria anaerobica facultativa fermentadora de glicose, que normalmente
nao consegue fermentar lactose e sacarose. Esta bactéria pode estar presente
também na &gua, solo, carnes bovinas, suinas, verduras e hortalicas contaminadas
com fezes (SHINOHARA et al., 2008). A salmonelose, doenca causada por bactérias
do género Salmonella, € uma das zoonoses que trazem transtorno a saude publica
mundial devido a capacidade de causar toxinfeccdo alimentar podendo levar o
individuo ao 6bito (FILHO et al., 2014).

O Staphylococcus aureus € o principal representante dos Staphylococcus

coagulase positiva. Ele produz trés toxinas (toxinas esfoliantes, leucocidina e
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enterotoxina), as quais sdo importantes por serem muito resistentes em temperaturas
elevadas e reconhecidas como responsaveis pelas intoxicacdes alimentares. A
intoxicacdo alimentar causada pelo S. aureus se d& logo apés a ingestédo do alimento
contaminado, com a toxina pré-formada, cuja dose infectante é de 100.000 células/g
de alimento. Os sintomas séo caracterizados por vomito, diarreia, dores abdominais e
eventualmente, dores de cabeca e prostracdo (NASCIMENTO et al., 2001).

Os estafilococos sdo microrganismos mesofilos com temperatura de
crescimento entre 7 e 47,8°C, que podem produzir enterotoxinas termorresistentes em
temperaturas entre 10 e 46° C, com temperatura 6tima entre 40 e 45° C. O pH ideal
para seu desenvolvimento varia entre 7 a 7,5, mas € possivel a multiplicacdo em
alimentos com pH variando entre 4,2 e 9,3. Este grupo de microrganismos ainda tem
a capacidade de sobreviver e se multiplicar em uma concentracéo de cloreto de sédio
de até 15% e a producédo de enterotoxina acontece em concentracdes de sal de até
10%, fazendo com que os alimentos curados também sejam veiculos potenciais de
intoxicagdo (SANTANA et al., 2020).

Staphylococcus aureus é a espécie mais comum ao homem. Coloniza
comensalmente a saliva, a pele, o tubo digestivo e a mucosa nasal. Cerca de 20% da
populacao estdo colonizadas com S. aureus, 60% sao portadores intermitentes e 20%
nao possuem este microrganismo. Os néo portadores podem adquirir a infeccéo a
partir dos portadores por transmissdo aerdgena ou por ingestdo de alimentos
contaminados quando manipulados por portadores. Outra caracteristica importante do
S. aureus € a capacidade de determinadas estirpes produzirem enterotoxina
termoestaveis causadoras de gastroenterites. Essa bactéria é causadora de infec¢des
em mamiferos, como humanos e bovinos (PEACOCK et al., 2001).

De acordo com exposto acima, chama-se de Doencgas Transmitidas por
Alimentos (DTA), as doencgas causadas pelos microrganismos. Essas doencas podem
ser causadas pela ingestdo de um alimento contaminado por um agente infeccioso
especifico ou pela toxina por ele produzida, por meio da transmissao desse agente,
ou de seu produto toxico. As enfermidades de origem alimentar sdo caracterizadas,
geralmente, por um conjunto de sintomas gastricos, envolvendo vomito, diarreia,
dores abdominais e febre, que podem ocorrer individualmente ou em combinacao
(ALVES et al., 2006).
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2.5 PARAMETROS MICROBIOLOGICOS

Muitos alimentos que ndo sdo submetidos a analises microbiolégicas tornam-
se um risco a saude, pois, podem causar uma ampla variedade de doencas. As
doencas diarreicas, por exemplo, sdo a principal causa de morte em criangas e a
segunda em adultos, e em muitos casos sao relacionados com a ingestao de
alimentos contaminados. Por isso é necessario estabelecer critérios microbiolégicos
para garantir a seguranca dos alimentos e proteger a saude do consumidor. O
desenvolvimento de critérios para o controle microbiol6gico de alimentos implica, entre
outras coisas, a fixacdo do método analitico a ser utilizado para garantir conformidade
com esses critérios (VEIGA et al., 2017).

Visando protecdo da saude dos consumidores, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), por meio do Regulamento Técnico sobre padrdes
Microbiolégicos para Alimentos, estabelece padrdes microbiolégicos sanitarios limites
para a presenca de alguns grupos ou espécies de microrganismos, nas diferentes
categorias de alimentos destinados ao consumo humano (BRASIL, 2001).

Para estabelecer padrdes para o controle sanitario de alimentos destinados ao
consumo humano, a ANVISA, em 2001, criou a Resolu¢cdo RDC n° 12. Nesta, estao
dispostos os valores dos padrdes microbiolégicos para a presenca de microrganismos
indicadores nos alimentos de diferentes grupos. Os padrdes foram fixados com
regulamentos firmados no Mercosul (SANTOS, 2019). No entanto, em dezembro de
2019, essa resolucédo foi substituida pela Resolucédo 331 de 2019 e pela Instrucéo
Normativa 60 de 2019. Ambas foram editadas para definir novos padrdes de
microbiologia para a cadeia de alimentos, servindo tanto para avaliar a seguranc¢a na
comercializacao de alimentos oferecidos ao consumidor, como, orientam as empresas
guanto as praticas de higiene a serem adotadas. O Quadro 1 apresenta os padroes

indicados para produtos carneos maturados, do grupo que inclui salames.
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Quadro 1 - PadrBes microbiolégicos sanitarios para alimentos para produtos
carneos maturados, dessecados

Microrganismos n C m M
Salmonella/25g 5 0 Ausente -

Escherichia coli/g 5 2 <10 10?
Estafilococus coagulase positiva/g 5 1 102 103

Legenda: n: nimero de unidades a serem colhidas aleatoriamente de um mesmo lote e serem analisadas
individualmente. C: é o nimero maximo aceitavel de unidades de amostras com contagens entre os limites de m
e M. m: é o limite que, em um plano de trés classes, separa o lote aceitavel do produto ou lote com
gualidade intermediaria aceitavel; M: é o limite que em um plano de trés classes, separa o lote com
gualidade intermediaria aceitavel do lote inaceitavel.

Fonte: BRASIL, (2019).

Onde n é o numero de unidades a serem colhidas aleatoriamente de um mesmo
lote e analisadas individualmente. Os quais o padréo estabelecido é auséncia em 259,
como para Salmonella sp. e Listeria monocytogenes e outros patdogenos. C é o nUmero
maximo aceitavel de unidades de amostras com contagens entre os limitesde me M
(plano de trés classes). Nos casos em que o padrdo microbioldgico seja expresso por
"auséncia”, ¢ é igual a zero, aplica-se o plano de duas classes. m é o limite que, em
um plano de trés classes, separa o lote aceitavel do produto ou lote com qualidade
intermediaria aceitavel e M é o limite que, em plano de duas classes, separa o produto
aceitavel do inaceitavel. Em um plano de trés classes, M separa o lote com qualidade
intermediaria aceitavel do lote inaceitavel. Valores acima de M sdo inaceitaveis
(BRASIL, 2019).



24

3 METODOLOGIA

3.1COLETA DE AMOSTRAS

Foram coletadas amostras de salame de produtores da cidade de Panambi-
RS, que sé&o comercializados na feira do produtor, oriundos de producao artesanal,
registrados pelo Servigo de Inspecao Municipal - SIM do municipio.

Antes de iniciar a coleta, realizou-se a lavagem das méaos e, apoés, aplicado
alcool 70%. Foi usado luvas com vista a protecdo das amostras e também do coletor.
Procedeu-se a limpeza prévia com alcool nas superficies que poderiam entrar em
contato com os itens de ensaio, evitando que o recipiente onde foram colocadas a
amostras entrassem em contato com qualquer fonte de contaminacao. Ao realizar as
coletas evitou-se tossir ou falar durante o procedimento. Procedeu-se a coleta das
amostras em suas embalagens originais nao violadas, no caso do salame, a propria
tripa, observando a quantidade minima por unidade amostral que € de 200 gramas,
recomendado pelo Centro de Pesquisa em Alimentagéo (CEPA).

3.2 LOCAL DE REALIZACAO DOS EXPERIMENTOS

As amostras foram encaminhadas ao Centro de Pesquisa em Alimentacéo
(CEPA) na Universidade de Passo Fundo/RS, onde foram realizadas as analises. A
fim de manter a privacidade dos produtores avaliados, as amostras foram codificadas
e representadas pelas letras do alfabeto em mailsculo, sendo elas “A, B, C, D e E”.
Para o transporte, as amostras foram acondicionadas em caixas isotérmicas, onde

permaneceram sob refrigeracdo até o momento das andlises.

3.3 ANALISES MICROBIOLOGICAS

Foram determinadas para o estudo, as analises previstas na IN 60 de 2019,

que sdo Salmonella, Escherichia coli e Estafilococus coagulase positiva.
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3.3.1 Anéalise de Salmonella

Segundo o CEPA, o método de andlise para Salmonella foi realizado de acordo
com a ABNT NBR ISO 6579-2002, que descreve o método horizontal para deteccao

de Salmonella, sendo que este procedimento requer quatro fases sucessivas.

3.3.1.1 Pré-enriquecimento em meio nao seletivo liquido

A agua peptonada tamponada foi inoculada na embalagem estéril com uma
esponja em temperatura ambiente, em seguida, as amostras foram incubadas a 37 °C

por 18 horas.

3.3.1.2 Enriguecimento em meios liquidos seletivos

Esta etapa foi realizada através da utilizacdo de dois meios de cultura
distintos. No primeiro meio para o enriquecimento foi utilizado o caldo Rappaport
Vassiliads com soja (caldo RVS), o qual foi inoculado com a cultura obtida no item em
estufa sob temperatura de 41,5 °C por 24 horas. No segundo meio, utilizou-se o caldo
Muller-Kauffman tetrationato novabiocina (caldo MKTTn), que foi inoculado com a
cultura em estufa sob 37 °C por 24 horas.

3.3.1.3 Plagueamento e identificacéo

A partir das culturas obtidas nos enriquecimentos em meios liquidos seletivos,
dois meios sélidos seletivos foram inoculados. Nesta etapa foram utilizados os meios
agar xilose lisina desoxicolato e agar verde brilhante. Apos inoculacéo, o agar xilose
lisina desoxicolato (XLD) foi incubado a 37 °C por 24 horas e o agar verde brilhante
28 (AVB) foi incubado a 35 °C por 24 horas.

3.3.1.4 Confirmacéo da identidade

As colbnias presuntivas de Salmonella sp. foram ativadas e plagueadas, e

para confirmacao de identidade, ensaios bioquimicos e sorolégicos foram realizados.
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Para leitura das placas, quando o agar XLD apresenta colénias, com ou sem
centro negro, com coloracdo vermelha com borda amarelada, o teste € presuntivo
para Salmonella sp. e 0 agar AVB, quando apresenta colbnias rosa pink ou rosa
opaca, € presuntivo de Salmonella sp.

O ciclo de andlise da Salmonella sp. iniciou-se no dia 1, quando foram
realizadas as coletas das amostras, pré-enriqguecidas em meio ndo seletivo com
agua tamponada, sendo homogeneizadas e acondicionadas em estufa sob
temperatura de 35 °C por 18 horas.

No dia 2 do ciclo, foi realizado o enriquecimento seletivo, através de meio
RVS e do MTTn, permanecendo de 21 a 27 horas, em estufa a 35 °C.
No dia 3 do ciclo, foi realizado o plagueamento e a identificacdo em meio agar
XLD e agar AVB, pelo periodo de 21 a 27 horas, e ap0s este periodo, as colonias
caracteristicas foram identificadas.

No dia 4 foi realizada a confirmacdo em agar nutriente, utilizando as col6nias
caracteristicas identificadas em agar XLD e agar AVB, permanecendo em estufa a
35 °C de 21 a 27 horas. As colbnias tipicas de Salmonella sp. cultivadas em &agar
XLD apresentam um centro negro e uma zona levemente transparente de cor
avermelhada devido a mudanca de cor do indicador.

No dia 5 foi realizada a confirmacdo bioquimica, onde as coldnias foram
inoculadas nos agares ureia (Christensen), agar triplo acucar/ferro (TSI), meio de
Llisina de descarboxilacdo (LIA), reagentes para reacdo de Voges-Proskauer (VP),
reagente para a deteccao de B-galactosidase (B’g), meio de reacdo de indol (TT).

O &gar ureia foi estriado de forma inclinada, posteriormente, incubado a 37 °C
por 24 horas. Caso a reacdo der positiva, ocorrera a quebra de ureia liberando
amoOnia, modificando a cor do fenol de vermelho para rosa pink e, posteriormente,
para cor cereja-escuro.

Para o agar TSI, mergulhou-se a alca de semeadura no fundo do tubo,
29 estriou-se a superficie inclinada do agar, e o tubo foi incubado a 37 °C por 24 horas.
Culturas tipicas de Salmonella sp. mostram-se alcalinas (vermelho) na superficie
inclinada e acidas (amarelo) no fundo do tubo, com formacéao de gas (bolhas) e com
formacéao de sulfeto de hidrogénio (escurecimento do gas).

O meio de descarboxilacdo de L-Lisina (LIA) foi inoculado logo abaixo da
superficie do meio liquido, sendo incubado a 37 °C por 24 horas. Caso for observada

turbidez e cor purpura apos incubacéo, a reacao foi positiva.
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O meio de reacdo de Voges-Proskauer (VP) foi inoculado com a colbnia
suspeita por meio de al¢a, sendo incubado a 37 °C por 24 horas. Apos a incubacéo,
adicionou-se duas gotas de solucdo de creatina, trés gotas de solucdo etandlica de
1-naftol e duas gotas de solucdo de hidréxido de potassio, homogeneizando apos
cada adicdo. A formacdo de cor rosa para vermelho brilhante em 15 minutos é
indicativo reacéo positiva.

Para deteccao de B-galactosidase (B’g), a alga foi suspensa com a colénia em
um tubo contendo 0,25 mL de solucdo salina, sendo adicionada uma gota de
tolueno, agitando-se o tubo. Posteriormente, o tubo foi mantido em banho-maria a 37
°C por 5 minutos, sendo adicionado 0,25 mL do reagente e homogeneizado. Se a
coloracdo ficar amarelada apdés 24 horas de incubacdo a 37 °C é indicativo de
reacao positiva para Salmonella.

No meio de reagdo de indol utilizou-se um tubo contendo 5 ml do meio
triptona/triptofano, onde inoculou-se a coldnia suspeita. Foi incubado a 37 °C por 24
horas, e ap6s o periodo de incubacéo adicionou-se 1 ml de reativo de Kovacs. Com
a formacao de um anel vermelho, a indicacdo é de que a reagao € positiva e de um
anel amarelo-castanho, indica uma reagéo negativa.

No dia 6, quando observado crescimento nos meios bioquimicos, realizou-se
a confirmacéo soroldgica utilizando os antigenos O e VI, empregando-se as colbnias
caracteristicas isoladas no agar nutriente, que foram incubadas de 21 a 27 horas em
estufa a 35 °C.

A sorologia com antigeno H foi realizada no dia 7, a qual confirma a presenca
ou auséncia de Salmonella sp. A aglutinacdo em lamina com soro, a partir de colénias
puras, confirma a presenca de Salmonella sp. Cabe salientar que todas as etapas do
processo foram realizadas em camara de fluxo laminar, com assepsia das maos, antes
e durante cada etapa do procedimento. As inoculagcdes foram realizadas com auxilio

de uma alca, flambada entre as operacdes.

3.3.2 Analise de Escherichia coli

De acordo com o CEPA, o método de analise realizado para E. coli seguiu a
ISO 16649.2:2001. A parte 1 foi realizada pelo método horizontal para a contagem de
Escherichia coli positiva para 3-glucuronidase por se tratar de produtos destinados ao

consumo humano ou a alimentacéo de animais. A parte 2 foi realizada pela técnica de
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contagem de col6nias a 44°C em meio sélido contendo ingrediente cromogénio para

deteccdo da enzima 3-glucuronidase.

3.3.2.1 Escherichia coli positiva para 3-glucuronidase

Essas bactérias, a 44 °C, formam uma colbnia azul tipica em meio triptona-bile-

glucuronideo (TBX).

3.3.2.2 Enumeracao

A determinacdo do numero de unidades formadoras de colonia (UFC) de
Escherichia coli positiva para 3-glucuronidase foi realizada por mililitro ou por grama

de amostra.

3.3.2.3 Plagueamento

As placas duplicadas de meio triptona-bile-glicurénico (TBX) foram inoculadas
com a quantidade especificada da amostra de teste ou da suspenséao inicial. Nas
mesmas condigdes foram utilizadas diluigbes decimais da amostra teste ou da
suspensao inicial em que foram inoculadas duas placas por dilui¢éo.

As placas foram incubadas por 18 ha 24 h a 44 °C £ 1 °C e entdo examinadas para
detectar a presenca de colbnias que, por suas caracteristicas, sdo consideradas
Escherichia coli B-glucuronidase-positivas. Posteriormente, foi determinado o nimero
de unidades formadoras de col6nias (UFC) de Escherichia coli positiva para R3-

glucuronidase por grama ou por mililitro de amostra é calculado.

3.3.3 Anadlise de Staphylococcus coagulase positiva

O CEPA realizou as analises de Staphylococcus coagulase positiva através da
ABNT NBR ISO 6888-2: 2016. As mesmas foram realizadas pelo método horizontal
para a deteccdo e enumeracao de Estafilococos coagulase positivas, entre as quais

se encontram cepas enterotoxinogénicas. Estdo relacionadas a essas cepas,
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principalmente Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermedius e certas cepas de
Staphylococcus hyicus.

A confirmacdo de colbnias tipicas e atipicas foi baseada em uma reacéo de
coagulase positiva, onde identificam-se algumas cepas de Staphylococcus aureus
com reacdes de coagulase fracamente positivas. As cepas podem ser confundidas
com outras bactérias, podendo ser distinguidas, pelo uso de testes adicionais, como
sensibilidade lisostafina, producdo de hemolisina, nuclease termoestavel e acido do

manitol.

3.3.3.1 Principio do Método

O meio inclui agentes seletivos e um substrato cromogénico, resultando em
colonias azul-claro/azul de S. aureus apdés incubacao. As colbnias presumidas foram
confirmadas pelo teste de coagulase. Em comparacdo, o método de referéncia de
incubacdo de placas de agar Baird-Parker (BP) requer 24+2 h a 35 ou 37+1°C e
marcacao de colbnias tipicas, seguido por mais 24 horas a 35+1°C ou 37+ 1°C e
marcacao de colbnias tipicas novamente e, finalizando pelo teste confirmatério de

coagulase.

3.3.3.2 Meio de &gar Baird-Parker

O agar Baird Parker foi suplementado com Gema de Ovo e telurito para
isolamento seletivo e enumeracdo de Estafilococos coagulase positivos. O Baird
Parker Agar contém peptona, extrato de carne e extrato de levedura como fontes de
compostos nitrogenados, carbono, enxofre, vitaminas e oligoelementos.

O piruvato de sédio estimula o crescimento de S. aureus sem prejudicar a
seletividade. Cloreto de litio e o telurito de potassio tornam o meio seletivo.

A reducdo do telurito de potassio causa o0 enegrecimento das colonias e a
adicdo da gema de ovo torna 0 meio capaz de detectar a producao de lipase por
algumas espécies de Estafilococos coagulase positiva, através do desenvolvimento

de zona clara ao redor da colbnia.
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O meétodo horizontal para a contagem de estafilococos coagulase-positivos foi
realizado contando as colbnias obtidas em meio sélido (meio de Baird-Parker) apés

incubacédo aerdbica de 34°C a 38°C e confirmacao da coagulase.

3.3.3.3 Plaqueamento

Aliguotas de 25 gramas de cada salame foram homogeneizadas em 225 ml de
agua peptonada 0,1%. Em seguida, foram realizadas diluicdes seriadas (102 e 1073)

e as metodologias de quantificacdo frente ao microrganismo em estudo.
Inoculacdo da superficie de um meio de cultura seletiva sélida, com uma
quantidade especificada do teste amostra se o produto for liquido, ou com uma

guantidade determinada da suspenséo inicial no caso de outros produtos.

3.3.3.4 Inoculacéo e incubacao

Foi transferido, por meio de uma pipeta estéril, 0,1 ml da suspenséo inicial
(diluicdo 10%) da amostra, para uma placa de agar Baird-Parker (BPA). Para técnicas
de enumeragdo em microbiologia da cadeia alimentar, o0 nimero de placas de Petri a
serem usadas varia de acordo com as diluicbes testadas.

Espalhou-se cuidadosamente o in6culo o mais rapido possivel sobre a
superficie da placa de agar, tentando ndo tocar nas laterais da placa de Petri, usando
o espalhador. Deixando as placas secarem com as tampas por cerca de 15 min a
temperatura do laboratdrio.

Inverteu-se as placas preparadas e colocou-as por 24 h + 2 h na incubadora
ajustada a 34°C a 38°C. Em seguida, foram reincubadas por um total de 48 h + 4 h.

Colbnias com aparéncia tipica apos 24 h + 2 h de incubacao podem perder sua
aparéncia tipica apos 48 h +4 h de incubacéo, devido ao crescimento excessivo com
alargamento da zona clara durante a segunda fase de incubacédo. A contagem apenas

em 48h £ 4h pode levar a contagens muito baixas ou nenhuma.
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3.3.3.5 Enumeracéo e confirmacao

O célculo do numero de estafilococos coagulase-positivos por grama, a partir
do numero de colbnias tipicas ou atipicas, ou ambas, foram obtidas em placas em
niveis de diluicdo escolhidos para fornecer um resultado significativo, e confirmado

por um resultado positivo do teste de coagulase.

3.3.3.6 Coldnias presumivelmente Estafilococos coagulase positiva

As coldnias tipicas sao pretas ou cinza, brilhantes e convexas de 1 mm a 1,5
mm de didametro apés incubacgéo por 24 h 12 h, e 1,5 mm a 2,5 mm de didametro apos
incubacédo por 48 h 4 h e sdo cercadas por uma zona clara, que pode ser parcialmente
opaca. Apos incubacédo por pelo menos 24 horas, um anel opalescente em contato
com as colbnias pode aparecer nesta zona clara.

As colbnias atipicas ttm o mesmo tamanho que as coldnias tipicas e podem
apresentar uma das seguintes morfologias: colonias pretas brilhantes com ou sem
borda branca estreita, a zona clara esté ausente ou pouco visivel e o anel opalescente

esta ausente ou pouco visivel.

3.3.3.7 Coldnias ndo presumidamente Estafilococos coagulase-positivas

Bactérias pertencentes a outros géneros que nao sdo Estafilococos podem dar
colénias com aparéncia semelhante a dos Estafilococos. O exame microscopico da
coloracdo de Gram, antes da confirmacao, permite a distincdo de outros géneros de
Estafilococos.

3.3.3.8 Procedimento de contagem de colonias

Apbs incubacédo por 24 h + 2 h, foi marcado no fundo das placas as posi¢coes
de quaisquer colonias tipicas presentes. Reincubando todas as placas de 34°C a 38°C
por mais 24 h £ 2 h e marcando quaisquer novas coldnias tipicas. Marcando também

guaisquer coldnias atipicas presentes.
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Para a enumeracao, reteve-se apenas placas contendo um méaximo de 300
colbnias no total (flora tipica, atipica, de fundo) e incluindo um méximo de 150 coldnias
tipicas ou atipicas, ou ambas, em duas diluicbes sucessivas. Uma das placas deve
conter pelo menos 10 colbnias (de colbnias tipicas ou atipicas, ou ambas).
Selecionando-se para confirmacdo um determinado numero A (em geral cinco
colbnias tipicas se houver apenas colbnias tipicas, ou cinco colbnias atipicas se
houver apenas colbnias atipicas, ou cinco coldnias tipicas e cinco atipicas se ambos

0s tipos estiverem presentes, de cada placa).



33

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizadas analises quanto a Salmonella sp., Escherichia coli [3-
glucuronidase positiva e Estafilococus coagulase positiva em cinco amostras de
Salame Tipo Colonial produzidos por agroinddstrias do municipio de Panambi, RS.
Estes estabelecimentos sédo fiscalizados pelo Sistema de Inspecdo Municipal e os
produtos comercializados na feira do produtor da cidade. Os resultados estdo

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1- Avaliacdo microbiolégica de amostras de salames coloniais
comercializados na cidade de Panambi-RS

AA AB AC AD AE VP*
m M
Salmonella sp. Aus Aus Aus Aus Aus Aus -
259
Escherichia coli <10 <40 <10 <10 <10 <10 1072
B-glucuronidase
positiva
UFClg
Estafilococus <100 <400 <100 <100 <100 102 103
coagulase
positiva
UFClg

Legenda: AA: amostra A; AB: amostra B; AC: amostra C; AD: amostra D; AE: amostra E; VP: valores
permitidos; m: é o limite que, em um plano de trés classes, separa o lote aceitavel do produto ou
lote com qualidade intermediaria aceitavel; M: é o limite que em um plano de trés classes, separa o
lote com qualidade intermediaria aceitavel do lote inaceitavel.

Fonte: AUTOR (2022).

Pode-se evidenciar que nas analises para Salmonella sp. observou-se a
auséncia nas amostras estudadas, representando que quanto a esta analise, a
gualidade das amostras é considerada aceitdvel. Assim como no trabalho
apresentado por Thomé et al., (2014) que das cinco marcas de salame avaliadas
provenientes de estabelecimentos comerciais de Francisco Beltrdo-PR, 100%
apresentaram-se em conformidade com a legislagéo nos parametros fisico-quimicos
de proteina, carboidrato e lipidio e nos parametros microbiolégicos para Salmonella
sp. Ja em estudo realizado por Zocche et al. (2011), Salmonella sp. foi encontrada em

5,9% das amostras de salames produzidas e comercializadas na regido Oeste do
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Parana. No trabalho de Rossi e Bampi, (2015) foi evidenciada que em 10,1% das
amostras apresentaram presenca de Salmonella sp.

Pode-se dizer que falhas no processo de higienizacdo dos equipamentos e
utensilios implicam na contaminacdo do produto, ja que logo apdés a moagem o
patbgeno pode ser encontrado. Praticas inadequadas de higienizacdo de
equipamentos e superficies podem permitir a sobrevivéncia de microrganismos,
servindo como fonte constante de contaminacdo para os produtos no ambiente
industrial (REIJ et al., 2004 apud PEREIRA et al., 2019). Alguns autores sustentam a
ideia de que a prevaléncia de patbgenos em salames é derivada da matéria-prima
carnea contaminada e do préprio ambiente de manipulacdo. Estudos realizados
demonstraram a persisténcia de um sorotipo de Salmonella sp. durante varios lotes
de embutidos, sugerindo um processo de higienizacdo industrial deficiente
(GORMLEY et al., 2009).

Observou-se na pesquisa que 80% das amostras dos salames avaliados estao
dentro dos parametros da legislacéo vigente e 20% estdo em desacordo quanto aos
pardmetros legais referentes a Escherichia coli [3-glucuronidase positiva e
Estafilococus coagulase positiva. Sendo que a amostra AB foi considerada com
qualidade intermediaria aceitavel quanto a contagem de Estafilococus coagulase
positiva e Escherichia coli 3-glucuronidase positiva.

Este trabalho corrobora com estudo realizado por Bringhenti; Giolo (2008)
declarando que as amostras analisadas apresentaram auséncia de Samonella. Para
coliformes totais, as amostras apresentaram contagens de microrganismos. Para
analise de coliformes fecais (termotolerantes) a 45°C, duas amostras demonstraram
contagem, sendo que estas, se encontravam dentro dos valores limites permitidos
pela legislacao.

Tussi et al., (2008) demonstram que entre as 20 amostras analisadas, todas
apresentavam contagem bacteriana para coliformes totais e E. coli. Destas, 10
amostras (50%) estavam acima do limite estabelecido para produtos carneos
maturados. Todas as amostras apresentaram contagem bacteriana para S. aureus
coagulase positiva, estando todas acima do limite estabelecido.

Andreoli (2009) relata que de 75 amostras analisadas, 58 (77,3%) estavam fora
do padréo estabelecido na legislacdo. Entretanto, em salames do tipo colonial, como

nao ha adicdo de culturas iniciadoras, a fermentacéo ocorre através da microbiota de
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crescimento espontaneo da matéria-prima, ocasionando um menor controle de
microrganismos patogénicos e/ou deteriorantes.

Conforme estudo realizado em Cascavel-PR por Bringhenti e Giolo (2008), em
nenhuma das amostras de salame foi verificada a presenca de Samonella sp.,
entretanto, houve a presenca de coliformes a 36°C em todas as origens, também
foram encontradas coliformes (termotolerantes) a 45°C em duas das trés origens.

Outros estudos como de Gottardo et al., (2011) verificaram a presenca de
Staphylococus aureus em 16,7% das amostras de salames. Ja Samulak et al., (2011)
apresenta em suas andlises realizadas em maos de manipuladores de embutidos de
carne, encontraram contagem para coliformes termotolerantes e totais. Deixando em
evidencia a falta de cuidados com a higiene durante a manipulacdo de alimentos.

Os resultados das analises para Coliformes termotolerantes e totais mostram
que que as condi¢cdes sanitarias sdo insatisfatorias para o processamento dos
alimentos, pois esses microrganismos podem estar presentes nos utensilios utilizados
e superficies da planta de producédo, retratando as condicdes higiénicas dos
manipuladores e a qualidade da matéria-prima utilizada.

Para Oliveira et al. (2008) a presenca de microrganismos vem se tornando
inaceitavel, quando se trata de manuseio e manipulagéo de alimentos, uma vez que
0os consumos de alimentos contaminados por coliformes totais e termotolerantes
levam a gastroenterites que dependendo do grau de contaminacdo podem ser leves

ou severas.
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5 CONCLUSAO

Das amostras analisadas no trabalho, todas estdo de acordo com a legislacéao
vigente quanto a andlise de Salmonella sp., sendo que uma das amostras apresentou
gualidade intermediaria aceitavel quando a Estafilococus coagulase positiva e para
Escherichia coli 3-glucuronidase positiva.

A presenga de microrganismos como a Escherichia coli 3-glucuronidase
positiva indica a contaminacao fecal por meio de manipulacao inadequada, carcacas
contaminadas durante o processo de abate e condic¢des precarias de producao. Assim
como, a presenca de Estafilococus coagulase positiva representa ma higiene do
processamento, limpeza inadequada de equipamentos e utensilios, contaminacao
cruzada por ingredientes e temperatura n&o ideal dos alimentos durante o
processamento.

Portanto, para o fornecimento de um alimento seguro ao consumidor, com a
salubridade ideal, deve-se ter o conhecimento e uso de manipulacdo adequada em
todos os estagios da elaboracdo, seguindo os principios das Boas Praticas de
Fabricacdo para os procedimentos fundamentais necesséarios para a producdo de
alimentos com qualidade desejavel. E de fundamental importancia que se utilizem
praticas de higiene e que medidas sanitarias sejam seguidas e mantidas pelos
estabelecimentos, sendo aplicadas e registradas, interligadas com outros sistemas de

qualidade.
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