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Resumo

Este trabalho teve como objetivo global a avaliacdo da qualidade microbioldgica
de um novo produto, salsichas frescas obtidas a partir de carne de ovino e caprino. As
salsichas frescas sdo um enchido cru, de massa granulosa, constituidas por carne de ovi-
no ou de caprino, gordura de porco, condimentos e aditivos. Relativamente aos objeti-
vos especificos, foram analisados os parametros, de qualidade comercial (microrganis-
mos aerobios mesofilos, psicrofilos e bolores e leveduras); de qualidade sanitaria (coli-
formes totais e fecais); e de seguranca (Salmonella spp, clostridios sulfito-redutores,
Staphylococus aureus e Listeria monocytogenes).

Foi utilizada a carne proveniente de caprinos (raca Serrana) e ovinos (raca Chur-
ra Galega Bragancana) para a producdo dos enchidos. Foram selecionados animais com
peso e idade que ndo se enquadravam nas marcas de qualidade (DOP e IGP), ou seja, de
segunda categoria, sendo o seu valor comercial reduzido.

Os resultados obtidos para os varios parametros analisados oscilaram entre
7,2x10° e 5,6x10° UFC/g para a flora aerébia mesofila, <1 e 9,7x10* UFC/g para os
psicréfilos, 1,1x10° e 7,5x10° UFC/g para as leveduras e 1,8x10* e 2,3x10°> UFC/g para
os coliformes totais.

Clostridios sulfito-redutores, Esherichia coli, Salmonella spp e Listeria monocy-
togenes estavam ausentes em todas as amostras analisadas.

N&o se observaram diferencas significativas entre os enchidos obtidos a partir de
carne de ovino e caprino. Verificou-se que o colorau teve uma influéncia pouco signifi-
cativa nos microrganismos aerébios mesdéfilos nos enchidos obtidos a partir de carne

caprina.

Palavras-chave: seguranca microbioldgica, salsichas frescas, microrganismos, ovino,

caprino



Abstract

The main aim of this study was to evaluate the overall microbiological quality of
this new product, fresh sausages obtained from sheep and goats. Sausages are a stuffed
raw, grainy mass, consisting of meat of sheep or goats’, pork fat, spices and additives.
For specific purposes, the parameters analyzed were, the commercial quality
(mesophilic aerobic microorganisms, yeasts and molds and psycrophiles); sanitary qual-
ity (total and fecal coliforms) and safety (Salmonella spp, sulfate-reducing clostridia and
Staphylococcus aureus).

We used the meat from sheep (Serrana) and goats (Churra Galega Bragancana)
for the production of sausages. We selected animals with weight and age who did not fit
in quality marks (DOP and IGP), of the second category, and with commercial value
reduced.

The results ranged between 7.2x10° and 5.6x10° for aerobic mesophilic flora, for
psycrophiles 9.7x10% 1.1x10° and 7.5x10° for yeasts and total coliforms 1.8x10* and
2.3x10°. Clostridium, Esherichia coli, Salmonella spp and Listeria monocytogenes were
absent in all samples.

There were no significant differences between sausages made from sheep and goat
meat. It was found that the red pepper had a negligible influence on mesophilic aerobic

microorganisms in sausages made from goat meat.

Key-word: microbiological safety, fresh sausages, microorganisms, sheep, goats



1. Introducéo

Os enchidos tradicionais vém de tempos imemoraveis, tém o valor do saber dos
nossos antepassados, mantendo pormenores e segredos que vao passando de geracao em
geracdo. Sao produtos de grande importancia socioecondémica para as zonas rurais, pois
valorizam os recursos locais, 0 emprego e o rendimento, contribuem também para a
potencializagdo do indice demogréfico local, iniciativas empresariais e fatores de inova-
cdo gerando consequentemente, novas oportunidades de mercado. Sdo uma marca de
cultura e etnografia nacional. Estes sdo produtos Gnicos que tém origem em zonas geo-
gréaficas especificas sendo a sua qualidade é influenciada pelas ragas animais, pela natu-
reza dos solos, da vegetacédo, do clima e pela tecnologia de fabrico (Salavessa, J., 2009).

Os produtos de salsicharia portuguesa sdo, pelas suas caracteristicas nutricionais
e organoléticas, produtos alimentares da mais alta qualidade que interessa preservar.
Recentes mudancas sociais, como alteracdes dos habitos dos consumidores, a diversifi-
cacdo da oferta, o crescimento da concorréncia aliado ao aumento das expectativas e do
nivel de exigéncia dos consumidores, obriga a que o investimento em novas tecnologias
e novos produtos sejam objetivos estratégicos de mercado. E de extrema importancia
desenvolver produtos diferenciados para que estes ndo sejam confundidos com os vul-
gares tendo deste modo o seu lugar no mercado.

Convem salientar que, a qualidade dos enchidos pode estar comprometida quan-
do se desenvolvem microrganismos que afetam negativamente as caracteristicas deste
tipo de produtos. Para garantir a sua inocuidade, torna-se imperioso o controlo da sua
qualidade (Lacasse, D., 1998).

A analise de alimentos é uma area importante da microbiologia alimentar, que
tem como objetivo pesquisar, quantificar e identificar microrganismos veiculados pelo
consumo de agua e alimento. Quando os alimentos sdo manipulados, processados e
armazenados de forma incorreta podem p6r em risco a saide de um grande nimero de
consumidores, provocando doencas de origem alimentar que constituem hoje um dos

mais importantes problemas de saude publica a nivel mundial.

O presente trabalho integra o projeto intitulado “Obteng¢do de novos produtos

transformados de carne de ovinos e caprinos”, financiado no &mbito do programa



PRODER Medida 4.1 Cooperacdo para a Inovagdo, QREN SI I&DT — Projetos em Co-
Promocéo n° 21511 - BISOVICAP.

Tem como principal objetivo a elaboracdo de dois novos produtos de origem
animal, baseados na utilizacdo de carne, de baixo valor comercial, de ovino e caprino,
procedente de animais com peso e idade fora dos limites de comercializagdo como carne
fresca com Denominacgdo de Origem Protegida (DOP) ou Indicacdo Geogréfica Protegi-
da (IGP). Aumenta-se assim o rendimento das exploracdes agricolas, das inddstrias de
produtos carneos, reutiliza-se a carne de ovinos e caprinos de segunda categoria, e

potencializam-se as ragas autoctones que Ihe estdo na origem.

Este trabalho teve como objetivo global a avaliacdo da qualidade microbioldgica
de salsichas obtidas a partir de carne proveniente destes animais. Os objetivos especifi-
COs s&o:

- Quantificacdo de microrganismos aerébios mesofilos, psicréfilos e bolores e levedu-
ras;

- Quantificacdo e pesquisa de coliformes totais e fecais; e

- Pesquisa de Salmonella spp, clostridios sulfito-redutores, Listeria Monocytogenes e

Staphylococus aureus.

Apds uma breve introducdo ao tema no primeiro capitulo, apresentamos, no
segundo capitulo uma breve revisdo bibliografica sobre a importancia dos enchidos,
definicdo de enchido e salsicha fresca, caracterizacdo das ragas de ovino (Churra Galega
Transmontana) e caprino (Serrana), microbiologia nos alimentos, métodos de detecdo
dos microrganismos e uma breve descricdo de cada um dos microrganismos pesquisa-
dos. No terceiro capitulo procedeu-se a descricdo das metodologias utilizadas para a
realizacdo do trabalho. No quarto capitulo apresentam-se os resultados obtidos e a sua

discussdo. Por fim no quinto capitulo as conclusoes.



2. Revisao Bibliografica

2.1 Enchidos

Os produtos de salsicharia, especialmente os enchidos, constituem uma das mais
antigas formas de processamento dos alimentos (Varnam e Sutherland, 1995).

A preocupagdo com a necessidade de preservacdo dos alimentos terd levado o
Homem, talvez por intuicdo, a criar os enchidos, recorrendo a involucros de tripa animal
que encheu de carne picada, originando assim um dos mais antigos produtos alimentares
processados (Esteves, 2005).

O que era inicialmente uma atividade essencialmente caseira industrializou-se e,
na primeira metade do século XX, acompanhando a revolucao industrial, surgiram as
primeiras industrias de salsicharia. Hoje, existem muitas pequenas e médias empresas
que produzem a mais variada gama de produtos de salsicharia que, pela sua diversidade,
origens, caracteristicas organoléticas e saber fazer baseado na tradi¢do, sdo cada vez

mais um alimento presente na mesa dos portugueses (Fraqueza, 2008).

Em Portugal, uma das regides que se caracteriza pelo fabrico de enchidos € o
Norte de Portugal, nomeadamente Tras-os-Montes, onde é enorme a diversidade e espe-
cificidade de produtos carneos tradicionais desenvolvidos.

A criacdo de ovinos e caprinos destaca-se como uma das oportunidades econo-
micas para a regiao, sdo animais com capacidade de aproveitar restos de culturas e con-
sumir uma grande variedade de plantas, estando perfeitamente adaptados a este meio
ambiente. Em funcdo do aumento da procura por carnes de ovino e caprino, tém surgido
no mercado novos produtos e sabores de forma a ir de encontro as expectativas e neces-
sidades dos consumidores, cada vez mais exigentes na qualidade e variedade dos produ-
tos.

Continua a ser importante produzir alimentos carneos de baixo prego, alto valor
proteico, com boas qualidades gastrondmicas, e simultaneamente com um bom poder de

conservacao e sanitariamente seguros (Sousa e Ribeiro, 1983).



2.2 Definicéo de enchidos e salsicha fresca

Segundo o Regulamento (CE) n.° 853/2004, enchidos sdo produtos carneos per-
tencentes ao grupo dos preparados a base de carne, os quais se definem como produtos
transformados resultantes da transformacao da carne ou da ulterior transformacao desses
produtos transformados, de tal modo que a superficie de corte a vista permita constatar
o0 desaparecimento das caracteristicas da carne fresca. Entre estes produtos encontram-
se as salsichas frescas, que por definicdo sdo um enchido cru, de massa granulosa, cons-
tituidas por carne, gordura de porco, condimentos e aditivos (NP-723 (1989)).

Devido as suas caracteristicas este produto deve ser conservado no frio (0-4°C)

ou congelado (-18°C), até ser consumido.

A salsicha fresca pode ser considerada o primeiro alimento de conveniéncia préa-
tica do mundo pois é uma forma simples de processamento que contribui para a conser-
vacdo da carne, além de agregar valor monetéario. Sdo encontradas para venda em forma
de gomos, envoltos em material plastico; sob vacuo, que, juntamente com a refrigera-
¢do, aumenta a sua vida de prateleira.

Estes sdo alimentos muito expostos a contaminacéo e representam um excelente
meio para a multiplicacdo de microrganismos. As provaveis fontes de contaminagéo
envolvem matéria-prima de qualidade higiénico-sanitaria insatisfatéria, envoltorios,
temperos ou condimentos, assim como a agua usada em todas as operacdes de limpeza
(Milani et al, 2003).

2.3 Caracterizagao das racas Churra Galega Bragancana e Serrana

Segundo Teixeira (2009), a carne é uma das principais fontes de proteina da die-
ta humana sendo varias as origens desta proteina animal. Os ovinos e caprinos sao das
especies que, a nivel mundial e nos ultimos anos, vem experimentando, consideraveis
aumentos. Os fatores que constituem uma das principais preocupag¢6es do mundo rural
sdo os de ordem social e econdmica, por isso € importante valorizar estes animais e lan-

car novos produtos.



Cabra Serrana

A origem da cabra Serrana
(figura 1) perde-se no tempo,
remontando ao periodo do Quaternario
da era Cenozdico, ou seja, ha cerca de 3

milhdes de anos.

Figura 1 — Cabra Serrana

A carne caprina, € uma carne magra, com pouca gordura subcutanea,
intermuscular e intramuscular. Apresenta boa textura, alto wvalor nutritivo,
principalmente em proteina, minerais e vitaminas, e boa digestibilidade (Haenlein,
1992).

Esta € a raca mais representativa das ragas portuguesas, com um efectivo de 43%
do total nacional. Entre as ragas caprinas autdctones € a mais prolifica, a que apresenta
maior fertilidade e que possui maior capacidade leiteira, sendo considerada em termos
produtivos a melhor raga caprina portuguesa.

Possui dois produtos certificados com Denominacdo de Origem Protegida, 0

Cabrito Transmontano e o0 Queijo de Cabra Transmontano.

Ovelha Churra Galega Bragancana

O ovino Bragancano (figura 2),
como todos o0s outros englobados,
tradicionalmente, nas ragcas churras
autoctones, tem relacdes filogénicas com o
Ovis aries Studery (grupo de ovelhas
difundido na zona superior costa

Figura 2 — Ovelha Churra Galega Trans-
montana



mediterranica).

As particularidades da area que constitui o seu berco (Terra Fria) determinaram
a formacdo de um tipo de animal bem diferenciado, com caracteristicas genéticas que se
transmitem de geracdo para geracdo, bem ajustadas as condi¢des ambientais desta par-
cela da Terra Fria, influenciada pelas serras de Montezinho e Nogueira. (Sobral, M et al,
Recursos Genéticos: Ragas Autoctones, espécies ovina e caprina; 1987).

Possui um produto certificado com Denominacdo de Origem Protegida (DOP), o

Cordeiro Bragancano.

2.4 Microbiologia nos produtos carneos

A seguranca alimentar é definida no Codex Alimentarius como a “garan-
tia de que os alimentos ndo apresentam perigo para 0 consumidor quando sdo prepara-
dos e/ou consumidos de acordo com 0 uso para o qual foram destinados”. Esta remete
para padrdes de qualidade e boas préticas sanitarias e de higiene, é a garantia de que um
alimento ndo causard dano ao consumidor atraves de perigos bioldgicos, quimicos ou

fisicos, quando é preparado e consumido de acordo com o uso esperado.

E impossivel obter um enchido sem a presenca de microbiota ativa. Estes con-
tém misturas de carne, sal, especiarias, agua, e uma microbiota especifica, que neles se
desenvolve, e que é diferente daquele que coloniza a carne fresca (Lechowich, 1976). A
natureza e composi¢cdo da microflora dos enchidos dependem das técnicas e condicdes
de fabrico, uma vez que o tempo, o tipo e a temperatura dos diferentes processos a que
estes sdo sujeitos, influenciam significativamente a populacdo microbiana do produto
final (Samelis et al., 1994).

Sdo varias as origens dos microrganismos presentes nos alimentos, desde o solo
e a agua, passando pelos utensilios e recipientes onde estdo contidos sem esquecer 0
Homem que por praticas de higiene pessoal e manipulacdo incorretas, é o principal vei-
culo de muitos microrganismos patogénicos. Contudo se forem seguidas boas préaticas
de fabrico a carga microbiana serd baixa e ndo sera uma preocupacdo para a saude

publica.



Sdo vérios os fatores que afetam a evolugdo da flora bacteriana num alimento:
fatores intrinsecos (estdo relacionados com os proprios alimentos, como o pH, ay), €,
fatores extrinsecos (relacionados com as condi¢fes ambientais em que se encontram e

sdo mantidos) (Lacasse, D., 1998).

A principal finalidade das analises microbioldgicas é verificar a inocuidade dos
alimentos, por isso se pesgquisam 0s microrganismos mais facilmente cultivaveis e iden-
tificaveis cujo nimero € revelador da qualidade microbioldgica do produto. Estas anali-
ses tém dois objetivos: controlar a qualidade microbiologica geral dos géneros alimenta-
res (efetuar testes para verificar o alcance da contaminagdo dos alimentos, a eficacia das
boas préticas de fabrico, a higiene da manipulacdo, condi¢bes de armazenagem e a sua
salubridade); e detetar a presenca de microrganismos patogénicos ou de toxinas susceti-
veis de causarem toxinfeg&o alimentar.

Na fase final de fabrico, um produto alimentar contém uma flora microbiana que
é o resultado de contaminacdes sucessivas, e também das condicdes de armazenamento,
que deve ser considerada quantitativamente e qualitativamente.

- Quantitativo, pois a amplitude da contaminagdo ou a carga microbiana de um alimen-
to aumenta a probabilidade de alteracdo do produto antes do consumo, €;
- Qualitativo, em que os microrganismos transmitidos pelas principais fontes de conta-

minacdo podem influenciar o tipo de alteracéo.

A evolucdo do sector agro-alimentar tem contribuido para criar incertezas, por
parte do consumidor, sobre a qualidade dos produtos e a industrializacdo da cadeia ali-
mentar gerando incertezas sobre a higiene dos produtos e a fiabilidade dos processos de
producdo e de transformacéo (Valceshini e Nicolas, 1995).

O controlo das caracteristicas da matéria-prima € um passo importante para
garantir a seguranca dos produtos.

Para se poder produzir e colocar géneros alimentares no mercado, é necessario
cumprir algumas regras que tém vindo a ser estabelecidas com maior rigor, na legisla-

¢do nacional e comunitaria, fundamentadas em conhecimentos técnicos e cientificos.

O controlo da qualidade microbioldgica apresenta dois aspetos: qualidade sanitéa-
ria, que reflete a higiene que envolve a preparacdo dos limentos e as suas condi¢des de

armazenamento; e, a qualidade comercial, que visa o controlo da flora de alteracéo para
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uma conservacgao mais prolongada do produto e a manutencdo de qualidades organoléti-
cas aceitaveis.

A microflora dos enchidos tem grande influéncia na sua decomposicéo afetando
negativamente a sua qualidade. E importante salientar que os produtos carneos podem
ser contaminados, especialmente por fungos, dependendo das condi¢Ges de embalagem
e armazenamento do produto. Podem desenvolver-se col6nias a partir de pequenas
contaminacfes, € mesmo que o crescimento seja reduzido, podem tornar o alimento
improprio para o consumo. Usam-se assim embalagens que limitam esse
desenvolvimento prolongando a vida comercial dos produtos.

A conservacao da carne e dos seus produtos é diretamente influenciada pela agdo
do frio. A temperaturas de 4°C € promovida a conservacdo e maturacdo de produtos
carneos e 0s microrganismos mesofilos responsaveis pela deterioracdo dos produtos, e
também agentes de doencas de origem alimentar sdo normalmente inibidos. No entanto,
a esta temperatura de refrigeracdo, propicia-se o desenvolvimento de microrganismos
psicréfilos. A congelacdo da carne (-18°C) inibe a atividade microbiana e reduz a velo-
cidade das reacbes enzimaticas, prolongando o seu tempo de vida de prateleira (Huis
In’t Veld, 1996).

Para uma analise microbioldgica ter resultados fiaveis é necessario ter em conta
a preparacdo e o tratamento da amostra, pois sdo passos de grande importancia. Os crité-
rios microbiolégicos relativos aos géneros alimentares sdo definidos pelo Reg. (CE) n°
1441/2007, de 5 de Dezembro, apesar de ainda nédo estarem estabelecidos para todo o

tipo de produtos.

2.5 Métodos de detecdo dos microrganismos

Atualmente os métodos de analise sio comumente divididos em métodos “conven-
cionais” e métodos “rapidos” (Franco; Landgraf, 2007).

Os métodos microbioldgicos convencionais que assentam, fundamentalmente, nas
contagens microbianas sdo morosos, trabalhosos e exigem longos periodos de tempo até
obtenc&o de resposta.

Contudo, tendo em vista evitar surtos de toxinfecdo alimentar, entre outros, ha

necessidade de detetar rapidamente os microrganismos patogénicos. Por isso foram
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introduzidas novas técnicas, mais rapidas e baseadas em conceitos completamente
novos. S8o os métodos rapidos microbioldgicos cujo principal objetivo é a obtencdo de
resultados répidos, reduzindo o trabalho e os erros do operador, apresentando maior
especificidade e sensibilidade.

Os métodos rapidos surgiram a partir da década de 90, como consequéncia da neces-
sidade de se abreviar o tempo necessério para a obtencdo de resultados analiticos e
melhorar a produtividade laboratorial. Além destes objetivos, estes métodos visam tam-
bém a simplificacdo do trabalho e a reducdo de custos. Para alguns métodos, a essas
vantagens, aliam-se outras como maior sensibilidade e especificidade que os métodos
convencionais (Franco; Landgraf, 2007).

2.6 Microrganismos

Os microrganismos de interesse em alimentos sdo encontrados em trés grandes
grupos: bactérias, bolores e leveduras. Na impossibilidade de monitorizar de forma efi-
ciente a contaminacgdo dos alimentos por todos 0s microrganismos, recorre-se a pesquisa
dos microrganismos denominados indicadores, extremamente Uteis no controlo da qua-
lidade quanto a presenca de microrganismos patogénicos e deteriorantes (Jay, 2000).

Para produtos de origem animal, a seguranca e a qualidade podem ser estimadas
com o uso da contagem de microrganismos indicadores nomeadamente a contagem de
aerobios mesofilos, de coliformes totais e de Escherichia coli. Para equipamentos e
utensilios inclui-se, ainda, a contagem de bolores e leveduras, outro importante micror-

ganismo é o Staphylococcus aureus, que pode indicar manipulagéo inadequada.

2.6.1 Aerébios mesofilos

As bactérias sdo largamente estudadas por serem responsaveis por processos de
deterioracdo, participarem da elaboracdo de alimentos e/ou por serem responsaveis por
toxinfecOes de origem alimentar.

As bactérias aerdbias mesofilas compreendem a maioria dos microrganismos
patogénicos responsaveis por toxinfecfes alimentares. A permanéncia dos alimentos
pereciveis a temperatura ambiente (+30°C), pode ter consequéncias sanitarias temiveis,

por isso séo escolhidas como indicadoras da higiene geral.
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Sd0 um grupo muito importante do ponto de vista sanitario, formam a flora
dominante dos alimentos mantidos & temperatura ambiente ou dos refrigerados que
foram submetidos a uma interrupcao mais ou menos prolongada da permanéncia no frio.

Nesta categoria encontramos todas as bactérias parasitas e comensais dos seres
humanos e dos animais de sangue quente. Também inclui vérias espécies saprofitas que
crescem em meio natural, responséaveis pela alteracdo dos alimentos armazenados a

temperatura ambiente.

A sua temperatura 6tima de crescimento situa-se entre os 30°C e os 40°C, mas o
crescimento é possivel a partir de aproximadamente 10 ou 15°C até 45°C.

Segundo Tortora et al (2003), o tipo de microrganismo mais comumente encon-
trado sdo os mesofilos apresentando a temperatura 6tima de crescimento entre 25°C e
40°C.

A sua contagem fornece uma estimativa da contaminagdo microbiana total e
altas contagens estdo normalmente relacionadas & baixa qualidade e reduzida vida de
prateleira dos produtos, indica também matéria-prima excessivamente contaminada;
limpeza e desinfecdo de superficies inadequadas; higiene insuficiente na produgdo ou
conservacdo dos alimentos; condi¢fes inadequadas de tempo/temperatura durante a
producdo ou a conservacdo dos alimentos, ou uma combinagdo destas circunstancias.
(Siqueira,1995)

2.6.2  Aerobios psicrofilos

Estes microrganismos sdo notaveis pela capacidade de crescer a temperaturas de
refrigeracdo sendo a sua temperatura de multiplicacdo entre os 0 °C e 20°C, alguns mor-
rem se expostos a temperatura ambiente (25 °C). A temperaturas entre 4 e 10 °C os
microrganismos psicrofilos deterioram alimentos armazenados por longos periodos.

O seu metabolismo € mais lento que o dos microrganismos mesofilos e sé@o
assim pouco competitivos nos alimentos mantidos a temperatura ambiente. Frequente-
mente minoritarios na flora de contaminagdo, tornam-se, rapidamente dominantes apds

uma permanéncia nos alimentos em frigorifico, camara fria ou armazém frigorifico.
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Estes microrganismos tém uma importancia consideravel como agentes de alte-
races de alimentos desde a generalizacdo da refrigeracdo, no entanto poucas espéecies

patogénicas pertencem a este grupo.

2.6.3 Bolores e leveduras

As leveduras dos alimentos sdo capazes de se multiplicar a temperaturas com-
preendidas entre 0 e 40°C, com uma temperatura 6tima de 25 — 27°C, e a sua resisténcia
a elevadas temperaturas € considerara fraca, pois quase todas as leveduras sdo destrui-
das a temperaturas de pasteurizacdo (Loureiro, 1992). A maior resisténcia térmica
demonstrada por determinadas espécies prende-se com a formacéo de ascosporos, ligei-
ramente mais resistentes ao calor que as células vegetativas.

As leveduras diferenciam-se dos bolores por se apresentarem, usual e predomi-
nantemente, sob forma unicelular, crescem e reproduzem-se mais rapidamente do que
0s bolores.

Os bolores e leveduras sdo indicadores importantes da eficiéncia de préticas de
sanitizacdo de equipamentos e utensilios durante a producéo e transformacéo de alimen-

tos.

2.6.4 Staphylococcus aureus

As bactérias do género Staphylococcus sdo cocos Gram-positivos, pertencentes a
familia Staphylococcaceae e quando vistos ao microscopio aparecem na forma de cacho
de uva. S8o anaerobias facultativas, com maior desenvolvimento sob condi¢cbes aero-
bias, quando produzem catalase.

As bactérias do género Staphylococcus sdo habitantes usuais da pele, das mem-
branas mucosas do trato respiratorio superior, e podem ser encontradas no solo, na agua,
no ar, no homem e nos animais, sendo frequentemente pesquisado em alimentos, pois a
sua presenca estd associada a praticas de higiene e manipulagéo, limpeza e desinfecéo

inadequadas.

Dos microrganismos reconhecidos como potenciais causadores de doengas, 0

principal envolvido nos surtos provocados por manipulacdo inadequada é o S.aureus
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que possui uma ampla distribuicdo na natureza e capacidade de sobreviver e se multipli-
car facilmente nos alimentos quando encontra as condi¢des adequadas.

A maioria das estirpes cresce aerobicamente a temperaturas entre 7°C-48°C, sen-
do a sua temperatura 6tima de crescimento entre 35°C-40°C, este sobrevive também ao

congelamento, a -18°C.

O género Staphylococcus inclui mais de 30 especies, e embora a producao de
enterotoxinas esteja normalmente associada a S. aureus coagulase positiva, algumas
espécies de estafilococos que ndo produzem essa enzima também podem produzir ente-
rotoxinas, porém pouca informacao esta disponivel sobre surtos causados por espécies
coagulase negativa (Carmo et al., 2003; Jay, 2005).

Staphylococcus coagulase negativa, ttm um papel fundamental no desenvolvi-
mento das propriedades sensoriais dos produtos carneos fermentados nomeadamente,
aroma, sabor, textura e cor através da capacidade de reducéo dos nitratos e da sua ativi-

dade lipolitica e proteolitica.

2.6.5 Esporos clostridios sulfito-redutores

O género Clostridium é composto por varias espécies, e cada uma delas é carac-
terizada por possuir um conjunto de fatores de viruléncia distinto. Entre essas espécies,
destaca-se o grupo dos Clostridios sulfito-redutores, que se caracteriza por reduzir o
sulfito a sulfeto de hidrogénio (H,S) a 46°C.

A sua aplicacdo na analise de alimentos é fornecer uma indicagdo simples e
rapida da potencial presenca de Clostridium perfringens e Clostridium botulinum, duas

espécies capazes de causar doencas transmitidas por alimentos.

Os produtos carneos (salsichas e linguicas) estdo entre os alimentos mais fre-
guentemente associados a toxinfecdes alimentares causadas por estes microrganismos,
portanto a investigacdo destes microrganismos nestes alimentos torna-se de grande
importéncia, uma vez que a formacao de esporos por estas bactérias, e a sua ubiquidade,
permite a sua sobrevivéncia nas condi¢fes de processamento e, durante 0 armazenamen-
to, desde que outras condigdes intrinsecas permitam, pode ocorrer a germinagdo desses

esporos, e multiplicacdo das células vegetativas, com producdo das toxinas.
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2.6.6 Coliformes totais e Esherichia coli

O género Escherichia faz parte do grupo Escherichiae, que pertente a familia
Enterobacteriacea. Fazem parte desse grupo predominantemente bactérias pertencentes
aos geéneros Escherichia, Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella. Destes, apenas a
Escherichia coli tem como habitat primario o trato intestinal do homem e animais
homeotérmicos.

A E. coli é a espécie mais importante do género, definida como oxidase-
negativa, os bastonetes gram-negativos variam de tamanho, 1-1,5 pm x 2-6 pm, geral-
mente moveis por flagelos peritriquiais, ndo formadores de esporos, anaerdbios faculta-

tivos e fermentam glicose com a producéo de acido e gas.

A sua temperatura 6tima de crescimento é 37°C, mas podem crescer huma gama
dos 15°C aos 45°C. Algumas estirpes de E.coli podem resistir a temperaturas de aque-
cimento de 55°C durante 60 minutos e ainda a 60°C durante 15 minutos.

A pesquisa de coliformes € sem divida o teste de detecdo de contaminacéo fecal
mais utilizado em todo o mundo, tanto para alimentos como para &gua potavel. No
entanto, a presenca de coliformes totais no alimento nédo indica, necessariamente, con-
taminacdo fecal recente ou microrganismos patogénicos entéricos, indicam contamina-
cdo durante o processo de fabricagdo ou mesmo contaminacdo pOs-processamento
(Franco, Landgraf, 2007; Blood, Curtis, 1995).

A transmissdo para humanos ocorre principalmente por meio de consumo de
alimentos contaminados, tais como carnes cruas ou pouco cozidas e leite cru (Forsythe,
2002).

2.6.7 Salmonela spp.
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Salmonella spp pertence & familia Enterobacteriaceae. S&o bactérias anaerobias
facultativas, gram negativas, oxidase negativas, catalase positivas e 0s membros deste
género sdo moveis atraves de flagelos peritriciais exceto S.pollorum e S.gallinarum.

O género Salmonella é constituido por microrganismos resistentes que facilmen-
te se adaptam a condigBes ambientais extremas, sendo assim uma preocupacédo de salde
publica, pois sdo patogénicas, podem multiplicar-se ativamente num grande nimero de
alimentos pouco &cidos, a uma temperatura entre 5°C e 45°C, resistem muito tempo nos
alimentos desidratados e sdo sensiveis aos tratamentos térmicos (pasteurizacdo e cozi-
mento) assim como 4 irradiacéo.

A sua temperatura 6tima de crescimento é entre 35°C e 37°C, no entanto crescem
numa ampla gama de temperaturas (<54°C) e exibem também propriedades psicotrofi-
cas que se refletem na sua habilidade de crescimento em alimentos armazenados entre 2
e 4°C.

A sua ubiquidade no meio ambiente associada a praticas de agricultura intensiva
usadas na carne e no peixe, industrias e reciclagem de matérias-primas para alimentacédo
animal tem favorecido e contribuido significativamente para a sua continua proeminén-

cia em carne de animais e produtos derivados (Baird-Parker et al, 2000).

2.6.8 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes sdo bactérias gram positivas, ndo esporuladas, anaerobias
facultativas e moveis através de flagelos peritricos.

E um microrganismo amplamente distribuido pelo ambiente e pode ser encontrado
em diversos locais como, solo, esgotos, agua, silagens, residuos de matadouros e maté-
ria fecal.

Listeria spp sdo microrganismos psicotroficos, capazes de crescer a temperaturas de
refrigeracdo, sdo uma preocupacédo pois alteram o tempo de vida de prateleira dos ali-
mentos refrigerados. A capacidade deste microrganismo crescer numa vasta gama de
temperatura e em ambientes acidos, bem como na auséncia ou pequena quantidade de

O,, permite que esta se multiplique em diversos ambientes (Baird-Parker et al, 2000).

A contaminacgdo de produtos carneos por L.monocytogenes pode ser proveniente

das instalacdes frigorificas ou das salas de corte, mdos e equipamentos. Os principais
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pontos de contaminacéo adicional incluem o contacto de alimentos com superficies con-
taminadas, contaminacgdo cruzada entre alimentos crus e processados, e processos de
limpeza e desinfecdo inadequados.

Este patogéneo pode causar infecdes alimentares graves e a sua contaminagédo pode
ocorrer em todas as fases da cadeia de fabrico de alimentos a partir de matérias-primas.
Diversas categorias de alimentos que sdo preparados e armazenados de formas diferen-
tes e em condicOes diversas podem ser contaminados, tais como: leite, gelado, peixes
fumados e produtos de charcutaria.

Normalmente a coccdo completa e pasteurizacdo dos alimentos destroem a bactéria.
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3. Material e Métodos

3.1 Localizacéo e Instalagoes

Os animais foram abatidos no Matadouro Municipal de Braganca.

As salsichas foram produzidas na empresa Bisaro — salsicharia tradicional, situa-
da em Gimonde.

As analises foram realizadas no Laboratorio de Microbiologia da Escola Supe-

rior Agraria de Braganca, no Instituto Politécnico de Braganga.

3.2 Matéria-prima

Para a realizacdo dos enchidos utilizados neste trabalho foram utilizadas 280
cabras de raca Serrana e 280 ovelhas Churra Galega Bragancana com idades entre 0s 5 e
0S 7 anos, com um peso Vivo medio para os ovinos entre 35-50 kg e para 0s caprinos
entre 25-40 kg. Na desmancha os animais, foram divididos em partes (direita e esquer-
da). Para o fabrico dos enchidos foi usada a parte direita do animal. O abate dos animais

foi feito mensalmente entre os meses de Novembro de 2011 e Maio de 2012.

Estes animais foram fornecidos pela Associacdo Nacional de Caprinicultores de
raca Serrana, ANCRAS, e pela Associacdo Nacional de Criadores de Ovinos da Raca
Churra Galega Bragancana, ACOB, provenientes de produtores do distrito de Vila Real
e Braganca, cujo sistema de producdo extensiva e alimentagdo € baseado em pastagens
naturais, restolhos de cereais, palhas e complementos de cereais.

Na figura 3, apresenta-se de uma forma sumaria o diagrama do processo de obten-

¢do das salsichas.
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Figura 3 - Diagrama do processo de obtencao das salsichas frescas de ovino e caprino

3.3 Analises Microbiologicas

Neste trabalho foram avaliadas 4 amostras de salsichas de ovino com colorau, 4
amostras de salsichas de caprino com colorau, 5 amostras de salsichas de ovino sem
colorau e 5 amostras de salsichas de caprino sem colorau (N=54). Todas as amostras

foram efetuadas em triplicado.
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3.3.1 Colheita/Rece¢do das amostras

As amostras foram recebidas embaladas em vacuo e congeladas. Apesar deste
produto ser consumido fresco, como nédo foi possivel efetuar as analises logo apos rece-
cdo da amostra procedeu-se ao seu congelamento.

A sua preparacéo foi efetuada em condigOes de assepsia, juntando 10g de salsicha,
retiradas de forma aleatdria do enchido, com 90ml de &4gua peptonada (numa proporcao
de 1/10). Estes foram colocados no liquidificador durante cerca de 1-2 minutos em agi-
tacdo minima, obtendo-se assim a solugdo-mae.

Apos 30 a 60 minutos de repouso procedeu-se a realizacdo das dilui¢bes e dos

protocolos de analise.

A preparagdo e composicdo dos meios de cultura estdo descritas em anexo.

3.3.2 Contagem total da flora microbiana aerdbia mesofila

A contagem dos microrganismos aerdbios mesofilos totais foi efetuada segundo a
ISO 4833 (2003). Foi realizada por incorporacdo, sendo colocado 1ml de cada diluicdo
decimal na placa de petri com o meio de cultura Plate Count Agar (PCA), incubado a
30°C durante 72h. Os resultados foram expressos em unidades formadoras de coldnias

por grama de produto analisado (UFC/qg).

3.3.3 Contagem total da flora microbiana aerdbia psicrdfila

A contagem dos microrganismos aerdbios psicrofilos totais foi efetuada segundo a
NP 2307 (1987). Realizou-se por espalhamento, sendo colocado 0,1ml de cada diluicdo
em meio de cultura Plate Count Agar (PCA), incubado a 6,5 £ 0,5 °C durante 10 dias.
Os resultados foram expressos em unidades formadoras de coldnias por grama de pro-
duto analisado (UFC/qg).
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3.3.4 Quantificacdo de bolores e leveduras

A contagem de bolores e leveduras foi efetuada segundo NP 2077 (1985), realiza-
da por espalhamento de 0,1ml de cada diluicdo em meio de cultura Potato Dextrose
Agar (PDA) e incubado a 23 + 2 °C durante 5 dias. Os resultados foram expressos em
unidades formadoras de coldnias por grama de produto analisado (UFC/g).

3.3.5 Quantificacdo de coliformes totais e Escherichia coli

Para a contagem e identificacdo de coliformes totais e Escherichia coli foi usado o
kit Simplate, desenvolvido pela empresa Bio Control (método oficial AOAC).
O meio fornecido foi hidratado em 100ml de agua estéril. Posteriormente foram coloca-
dos em tubo de ensaio 9ml do meio de hidratacdo e 1 ml da amostra, que se homogenei-
zou no vortex. Inoculou-se a amostra na placa espalhando o liquido com movimentos
circulares, para que 0s 84 pogos ficassem cobertos e sem bolhas de ar, sendo 0 excesso
de liquido removido no final. As placas foram incubadas a 35 °C durante 24h a 48h.
Apbs incubacéo, a contagem de coliformes totais foi efetuada contando cada pogo com
alteracdo da cor inicial do meio de cultura; a identificacdo e quantificacdo de E. coli, foi
realizada expondo cada placa a uma lampada de UV (365nm) contando os pocos onde
se verificava fluorescéncia (Figura 5).

O numero de coliformes foi calculado no final através da tabela fornecida pelo fabrican-

te. F i ’

Figura 4 — Kit Simplate
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Figura 5 — Fluorescéncia na presenca de E. coli, quando exposta a placa a uma lampada de
UV (365nm)

3.3.6 Pesquisa de estafilococos coagulase positiva pela técnica de cultura com con-

firmag&o de colonias

A pesquisa de estafilococos coagulase positiva foi efetuada segundo a NP 4400-
1:2002, realizada por espalhamento de 0,1ml de cada diluigdo decimal em meio de cul-
tura seletivo Baird-Parker enriquecido com gema de ovo. As placas foram incubadas a
37°C durante 24h a 48h. Os resultados foram expressos em unidades formadoras de
colodnias por grama de produto analisado (UFC/g).

As colonias caracteristicas de S.aureus, ou seja col6nias negras com halo transpa-
rente, foram repicadas e semeadas em tubo com meio Brain Heart Infusion (BHI), a
37°C durante 20h a 24h. Para pesquisa da enzima coagulase, foram inoculados 0,1ml de

cada cultura em 0,3ml de plasma de coelho e incubou-se a 37°C durante 4h a 6h.

3.3.7 Pesquisa e quantificacdo de clostridios sulfito-redutores

A pesquisa e quantificagdo de clostridios sulfito-redutores, foi realizada tendo em
consideracdo a norma I1SO 6461/1 (1986). Aqueceu-se a amostra a 80°C durante 10
minutos, distribuida por tubos de ensaio com quantidades de 10ml, 5ml, 1ml e 0,1ml em
triplicado. Posteriormente adicionou-se meio de cultura seletivo e diferencial descrito

em anexo. Incubou-se em condigdes de anaerobiose, a 37°C durante 48h. Os resultados
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foram expressos em unidades formadoras de col6nias por grama de produto analisado
(UFClqg).

3.3.8 Pesquisa de Salmonella spp

A pesquisa de Salmonella spp foi efetuada através do kit 1-2 TEST desenvolvido
pela empresa BioControl e Ambifood.

A solucdo mée foi incubada a 37 °C durante 18h + 2h. Foi realizado um enrique-
cimento seletivo transferindo 1ml da solucdo para um tubo contendo 9ml de solucéo
tetrationato ativado com iodo-iodeto (TBG), e incubou-se em banho-maria a 24 °C
durante 6 a 8h. Apds incubacdo, realizou-se o kit tal como o descrito pelo fabricante

para alimentos crus ou altamente contaminados.

Figura 6 — Kit 1-2 TEST

3.3.9 Pesquisa de Listeria monocytogenes

A pesquisa de Listeria monocytogenes foi efetuada através do método CHRO-
Magar™ Listeria. Colocou-se 1g de amostra em 9ml de meio de Fraser durante 24h a
30°C, ap0s incubacdo espalharam-se 100 pl sobre uma placa CHROMagar Listeria, até
o liquido ser absorvido. Incubou-se durante 24 +2 ha 37 + 1° C.

Na interpretacdo dos resultados, consideraram-se colOnias caracteristicas, as
azuis com halo transparente, regulares e com um didmetro ndo superior a 3mm. No caso
de haver coldnias caracteristicas fez-se a confirmagdo por métodos convencionais ou

através da identificagdo em meio de Listeria CHROMagar.
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Figura 7 — Placa CHROMagar Listeria

3.4 Analise Estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a uma analise de variancia. Recorreu-se ao teste
One-way ANOVA, para verificar se havia diferengas significativas entre as amostras e
sempre que se verificou a existéncia de diferengas recorreu-se ao teste de Tukey’s HSD
(0= 0,05). O programa usado foi 0 SPSS versdo 19. Os resultados estdo expressos, nas
Tabelas 1 e 2.
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4. Resultados e Discussao

O presente trabalho teve como objetivo analisar um novo produto alimentar, por
isso é de extrema importancia avaliar a sua qualidade microbioldgica.

A avaliagdo da flora microbiana total de um produto alimentar é o processo mais
utilizado para avaliar a sua qualidade, seguranca e boas préaticas de higiene no processo

de fabrico.

Este produto alimentar foi transformado, embalado a vécuo e refrigerado, € um
produto fresco com um tempo de vida atil estimado de 72h. Convém salientar que, ndo
se enquadra nos produtos referidos nos regulamentos (CE) N° 2073/2005, e (CE)
1441/2007, nem nas normas microbiol6gicas de M@ Begofia de Pablo e Manuel Moragas
(2008). Neste regulamento apenas existem valores limite para Escherichia coli, Salmo-
nella spp e Listeria spp. Pelo que, no presente trabalho os resultados obtidos, foram

comparados com os obtidos por outros investigadores em produtos similares.
Nas tabelas 1 e 2 apresentam-se os resultados obtidos, para, meséfilos, psicrofi-

los, Staphylococcus aureus, bolores e leveduras, esporos de clostridios sulfito-redutores,

coliformes totais, E.coli, e presenca de Salmonella spp e Listeria monocytogenes.
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Tabela 1 - Valores obtidos para meséfilos, psicrofilos, S.aureus, bolores e leveduras, clostridios
sulfito-redutores, coliformes totais, E.coli, Salmonella spp e L.monocytogenes, nas salsichas obtidas

a partir de carne de ovino com e sem colorau

UFCl/g

Ovino com colorau

Ovino sem colorau

Mesofilos totais

6,6 x 10 + 1,5x10°(1)
(<10 — 5,3x10% ab (2)

3,8 x 10* + 1,3x10° (1)
(<10 — 1,8x10°) ab (2)

Psicrofilos

5,7 x 10* + 2,7x10%(1)
(<10 - 9.4x10% a (2)

3,3x 10* + 2,4x10% (1)
(<10 -9,2x10% a (2)

Bolores e Leveduras 75x10°+2,9x10°(1) 3,0 x 10° + 2,6x10°(1)
(<10 - 7,1x10% a (2) (<10 — 1,6x10% a (2)

Coliformes 1,1x10° +7,1x10%(1) 1,4 x 10° + 6,3x10%(1)
(<10 — 4,7x10%) a (2) (<10 - 7,3x10°) a (2)

E.coli <10 <10

Salmonella spp n.d n.d

Staphylococcus aureus n.d n.d

Clostridios sulfito-

redutores n.d n.d

Listeria monocytogenes n.d n.d

n.d — ndo detetado; a e b — médias com letras iguais na mesma coluna ndo diferem signi-
ficativamente (p> 0,05); UFC/g — Unidades Formadoras de Col6nias por grama. (1)
Média + DV, (2) Variacéo.
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Tabela 2 - Valores obtidos para mesdfilos, psicroéfilos, S.aureus, bolores e leveduras, clostridios
sulfito-redutores, coliformes totais, E.coli, Salmonella spp e L.monocytogenes, nas salsichas obtidas
a partir de carne de caprino com e sem colorau

UFCl/g Caprino sem Caprino com
colorau colorau
Mesofilos totais 7,2 x 10° + 1,3x10°(1) 5,6 x 10° + 1,5x10°(1)

(<10 -1,9x10%) b (2)

(1,0x10* — 6,9x10% a(2)

Psicrofilos

<10

9,7 x 10* + 2,7x10% (1)
(<10 — 5,5x10°) a (2)

Bolores e Leveduras

1,1 x 10° + 2,6x10° (1)
(<10 — 6,0x10% a (2)

8,4 x 10° + 2,9x10° (1)
(<10 — 4,7x10% a (2)

Coliformes 1,8x10%+6,3x10* (1)  2,3x10° +7,1x10% (1)

(<10 - 5,5x10% a (2) (<10 — 1,4x10% a (2)
E.coli <10 <10
Salmonella spp n.d n.d
Staphylococcus aureus n.d n.d
Clostridios sulfito-redutores n.d n.d
Listeria monocytogenes nd n.d

n.d — ndo detetado; a e b — médias com letras iguais na mesma coluna néo diferem significati-
vamente (p> 0,05); UFC/g — Unidades Formadoras de Colénias por grama. (1) Média + DV,

(2) Variagéo.

Da analise da tabela 1 verifica-se que para as salsichas de ovino com colorau o0s
meso6filos aerébios totais oscilaram entre 2,0 e 5,3x10* UFC/g, sendo o valor médio
obtido de 6,6x10* +1,5x10° UFC/g.

Esteves (2005) e Esteves et al (2006) obtiveram valores para este parametro de
1.9x10® e 1,0x10® UFC/g, em enchidos (alheiras), segundo estes reveladores de defi-
ciente qualidade microbioldgica.

De acordo com o Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge (INSA), em
alimentos prontos a comer (cozinhados) para enchidos, estes sdo considerados satisfato-
rios se os mesofilos forem <10° e aceitaveis para valores > 10° < 10°.

Nogueira Pinto et al (1999) observaram que 44,7% das amostras de salsichas
comerciais analisadas apresentaram contagens de meséfilos entre 10° e 10° UFC/g e
28.9% acima de 10° UFC/g.

27



Verifica-se que os resultados obtidos para os aer6bios meséfilos no nosso traba-
Iho se encontram dentro dos padrdes microbioldgicos e sdo inferiores aos determinados

pelos investigadores referidos anteriormente, em produtos similares.

Os microrganismos psicréfilos oscilaram entre 0 e 9,4x10* UFC/g, com uma
média de 5,70 x 10* + 2,7x10* UFCl/g, estando os valores dentro dos limites referidos
por Roca e Serrano, 1995. De facto, segundo estes autores a deterioracdo da carne tem
inicio quando os psicréfilos se encontram na faixa de 10° UFC/g, provocando descolo-
racdo do produto; para valores na gama de 10" e 10° UFC/g surgem odores estranhos;
quando atingem valores de 10° UFC/g, ocorrem alteracdes indesejaveis de sabor e for-

ma-se limo superficial.

Para os bolores e leveduras o valor médio obtido foi de 7,50 x 10° + 2,9x10°,
variando os valores entre 0 e 7,1x10° UFC/g. Estes valores foram superiores aos descri-
tos por Boissonet et al (1994). Segundo este investigador, as leveduras desenvolvem-se
nos enchidos nas primeiras trés semanas do processo, rondando o seu teor os 10° e 10*
UFC/g.

Os coliformes totais oscilaram entre 1,0 e 4,7x10°> UFC/g, sendo o valor médio
obtido de 1,10 x 10° + 7,1x10* UFC/g.

Segundo o INSA e como referido anteriormente, em produtos cozinhados, para colifor-
mes totais os valores considerados satisfatorios s&o < 10, aceitaveis >10 <10° e ndo
satisfatorios >10°. De acordo com a Resolucdo RDC n° 12, de 2 de Janeiro de 2001,
ANVISA, o valor de tolerancia para os coliformes totais ¢ 5x10°. Os valores obtidos no
nosso produto situam-se acima dos legislados no Brasil, 0 que pode ser explicado pela
diferenca de matéria-prima (ovinos e caprinos) e pelo facto de se tratar de um produto

ndo cozinhado.

Da anélise da tabela 1, verifica-se que nas salsichas de ovino sem colorau o valor
médio para os microrganismos meséfilos aerébios foi de 3,80 x 10* + 1,3x10° UFC/g.
Relativamente aos psicréfilos estes variaram entre 1,0 e 1,8x10° UFC/g. Os valores
médios obtidos para bolores e leveduras e para os coliformes totais foram 3,0x10° +
2,6x10° e 1,4x10° + 6,3x10*, respetivamente.

Também, & semelhanca do observado para as salsichas de ovino com colorau

estes valores foram inferiores aos determinados por Esteves (2005) e Esteves et al
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(2006) para os microrganismos mesofilos aerobios, e por Roga e Serrano (1995) para 0s
psicrofilos. Relativamente aos coliformes totais, ultrapassaram o valor estipulado pela
ANVISA.

Na tabela 2 constata-se que nas salsichas de caprino com colorau os valores dos
microrganismos mes6filos totais oscilaram entre 1,0x10* e 6,9x10* UFC/g. Estes valo-
res foram inferiores aos determinados por Nogueira Pinto et al (1995), em salsichas

comerciais, e Esteves et al (2006), em alheiras.

Verificaram-se diferengas significativas para os mesofilos aerdbios entre as sal-
sichas de caprino com e sem colorau, p < 0.05 (p=0.030).Analisando o fator que contri-
buiu para esta diferenca, constatou-se que foi devida ao colorau (p=0.047) e que entre as
espécies ndo se obtiveram diferencas significativas (Tab. 3 e 4).

Relativamente aos microrganismos psicrofilos os valores médios obtidos foram
9,70 x 10* + 2.7x10*. No que respeita aos bolores e leveduras e coliformes totais obtive-
ram-se valores de 8,4 x 10° + 2,9x10° e 2,3 x 10° + 7,1x10* UFC/g, respetivamente.

Para as salsichas de caprino sem colorau (Tabela 2) os aerébios mesdéfilos oscila-
ram entre 2,0 e 1,9x10* UFC/g, com um valor médio de 7,2 x 10° + 1,3x10° UFC/g.
Para os microrganismos psicrofilos, bolores e leveduras e coliformes totais foram obti-
dos os seguintes valores médios, <1; 1,1 x 10° + 2,6x10° e 1,8 x 10* + 6,3x10*, respecti-

vamente.

E.coli e indicadores de seguranca (Listeria spp, clostridios sulfito redutores,
Salmonella spp e S.aureus), estavam ausentes em todas as amostras em estudo, ou seja,
em salsichas de ovino e caprino, com e sem colorau, sugerindo que estes produtos séo

seguros do ponto de vista microbioldgico.

De facto, segundo a Portaria n © 451, de 19 de setembro de 1997, ANVISA a
tolerancia maxima permitida para S.aureus em produtos carneos refrigerados ou conge-
lados é de 5,0x10° UFC/g. No que diz respeito aos esporos de clostridios sulfito reduto-

res, 0 maximo permitido em enchidos carneos é de 3,0x10° UFC/g de alimento.
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Em algumas das nossas amostras estavam presentes colonias de S.aureus nédo
caracteristicas, isto €, coldnias cinzentas sem halo transparente e coagulase negativa.
Estas coldnias foram isoladas e estdo a ser identificadas no Centro Hospitalar do Nor-

deste — Braganca, no entanto o resultado dessa identificacdo ainda néo é conhecido.

Convém salientar que os critérios microbioldgicos fornecem-nos orientacGes

sobre a aceitabilidade dos produtos alimentares e 0s seus processos de fabrico.

Efeito do colorau e da espécie na qualidade microbiolédgica dos enchidos

Meséfilos | Psicréfilos | Leveduras | Coliformes totais

Colorau | 0,047 0,661 0,324 0,192

Tabela 3 — Efeito do colorau na qualidade microbioldgica das salsichas

Meso6filos | Psicroéfilos | Leveduras | Coliformes totais

Espécies | 0,117 0,491 0,091 0,726

Tabela 4 — Efeito da espécie na qualidade microbiolégica das salsichas

Da analise dos graficos 1,2 e 3 observa-se que as contagens mais elevadas foram
obtidas para as amostras de caprino com colorau no que diz respeito aos mesofilos aero-
bios, psicrofilos e coliformes totais. Contagens superiores de leveduras foram observa-
das nas amostras de ovino com colorau (gréafico 4). As amostras de caprino sem colorau
foram as que apresentaram os valores mais reduzidos para todos os parametros analisa-

dos.
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5. Conclusoes

Os produtos analisados apresentaram niveis microbioldgicos satisfatorios quer no
que diz respeito aos parametros de qualidade comercial (microrganismos aerobios
mesofilos, psicrofilos e bolores e leveduras), quer no que respeita a qualidade sanitaria
(coliformes totais e fecais) e seguranca (Salmonella, clostridios sulfito-redutores, Liste-

ria spp e Staphylococus aureus).

A auséncia de E.coli, Salmonella spp, clostridios sulfito-redutores e Listeria spp evi-

denciam que este tipo de produto é seguro para 0s consumidores.

Os microrganismos aerobios mesofilos, psicrofilos e bolores e leveduras situaram-se
dentro dos limites para produtos similares obtidos por diversos autores sugerindo que
foram seguidas boas praticas de higiene, manipulacdo, limpeza e desinfecdo durante o
processo de producdo, transformacéo e conservacdo destes produtos e utilizada matéria-
prima de boa qualidade.

N&o se verificaram diferencas significativas na qualidade microbiolédgica dos
enchidos obtidos a partir de carne de ovino e caprino, no entanto, os aerébios mesofilos
dos enchidos de caprino com e sem colorau foram significativamente diferentes.

Perspetivas Futuras

- Verificar a evolucdo da microflora ao longo de todo o processo de fabrico e ndo ape-
nas no produto final.

- Efetuar anélises no produto cozinhado.

- Analise microbioldgica ao colorau.
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ANexos

A. Meios de Cultura

1. Plate Count Agar (PCA) — Meio para pesquisa de microrganismos aerdbios

mesofilos e psicrofilos

Extrato de levedura — 2.50g/L
Dextrose — 1.00g/L
Agar — 15.00g/L

pH final (25°C) - 7.0+ 0.2
Dissolveram-se 23.5g de meio em 1000ml de agua destilada. Ferveu-se para uma
completa dissolucdo e esterilizou-se na autoclave a uma pressdo de 15lbs a 121°C
durante 15 minutos. Apos arrefecer e agitar verteu-se nas placas.
2. Potato Dextrose Agar (PDA) — Meio para pesquisa de bolores e leveduras
Infusdo de batata — 200.00g/L
Dextrose — 20.00g/L
Agar — 15.00g/L
pH final (25°C) — 5.6 £0.2
Dissolveram-se 39g em 1000ml de agua destilada. Ferveu-se até completa disso-
lucdo do meio. Procedeu-se a esterilizacdo na autoclave a uma presséo de 15 Ibs

a 121°C durante 15 minutos. Apds arrefecer e agitar verteu-se nas placas.

3. Baird — Parker (BP) - Meio para pesquisa de Estafilococos coagulase posi-

tiva

39



Triptona — 10.00g/L

Extrato de carne — 5.00g/L
Extrato de leveduras — 1.00g/L
Glicina — 12.00g/L

Piruvato de Sodio — 10.00g/L
Cloreto de Litio — 5.00g/L
Agar — 20.00g/L

pH final (25°C) — 7.0 £0.2

Suspendeu-se 63.0g de meio em 950ml de agua destilada. Ferveu-se para dissol-
ver completamente e esterilizou-se na autoclave a uma pressdo de 15lbs a 121°C

durante 15 minutos. Agitou-se bem, deixou-se arrefecer e verteu-se nas placas.

Meio para pesquisa de Clostridios sulfito redutores

Agar - 189

Agua - 600mL

Solucéo de Sulfito de Sodio (Na2S03) - 90mL
Solucéo de Sulfato de Ferro - 6mL

AlUmen de Ferro - 2gotas

Sulfato de sddio - 2mL

pH final (25°C) - 7.6 £ 0.1
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