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RESUMO

O consumo crescente do mercado de linguicas e a preocupacgéo dos consumidores com produtos
de uma demanda mais saudavel motivou o inicio deste estudo alterando o uso de nitrito e nitrato,
pelo uso de extrato de aipo. Para que a conversao do nitrito do aipo fosse completa e o produto
fosse seguro de modo a ndo produzir toxinas de Clostridium botulinum e Staphilococcus aureus
foi utilizado cultura starter Bactoferm T-SXP. As analises fisico-quimicas realizadas foram de
pH, cinzas, umidade e lipideos. Os resultados tiveram meédia de 6,5; 2,8%; 37% e 38%
respectivamente. Na analise do teor de nitrito, apés 5 e 10 dias da producdo da linguica, as
amostras contendo cultura starter apresentaram 25,96 mg/kg e 57,68 mg/kg respectivamente,
valor dentro do permitido pela legislacdo vigente. A analise microbiologica realizada foi em
manitol salgado e ndo houve crescimento de Staphilococcus aureus, porém houve crescimento
microbioldgico na placa de petri pela possivel contaminacdo atraves da flora natural da carne
comprada em agougue ou devido ao desenvolvimento microbioldgico da cultura starter. O
estudo abre oportunidades para aprimoramento em futuras pesquisas sobre o assunto.

ABSTRACT

The growing consumption of the sausage market and the concern of consumers with products
with a healthier demand motivated the beginning of this study, changing the use of nitrite and
nitrate, using celery extract. For the conversion of nitrite from celery to be complete and the
product to be safe so as not to produce toxins from Clostridium botulinum and Staphilococcus
aureus, starter culture Bactoferm T-SXP was used. The physicochemical analyzes performed
were pH, ash, moisture and lipids. The results averaged 6.5; 2.8%; 37% and 38% respectively.
In the analysis of the nitrite content, after 5 and 10 days of the sausage production, the sample
containing starter culture showed 25.96 mg / kg and 57.68 mg / kg respectively, a value within
the limits allowed by current legislation. The microbiological analysis carried out was in salted
mannitol and there was no growth of Staphilococcus aureus, however there was
microbiological growth in the petri dish due to possible contamination through the natural flora
of meat bought in a butcher shop or due to the microbiological development of the starter
culture. The study opens opportunities for improvement in future research on the subject.
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1. INTRODUCAO

Conforme a Instrucdo Normativa n°4 de 31/03/2000 publicada pelo Ministério da
Agricultura e do Abastecimento: Entende-se por linguica o produto carneo industrializado,
obtido de carnes de animais de acougue, adicionados ou ndo de tecidos adiposos e ingredientes;
embutido em envoltério natural ou artificial, e submetido ao processo tecnoldgico adequado.

De acordo com a Revista Nacional da Carne, em 1998 os estabelecimentos existentes
no pais eram responsaveis por 1 milhdo e 200 mil toneladas de embutidos. E a linguica lidera o
ranking de producdo.

No processamento de linguigas existem diversas etapas, como a moagem e trituracao da
carne, preparo das tripas ou envoltorios e embutimento; além da adicdo de aditivos de cura
como nitrito e nitrato, que séo classificados como conservantes e tem como objetivo estabilizar
a coloracdo e sabor dos produtos além de auxiliar na acdo bacteriostatica; impedindo o
desenvolvimento de bactérias como Clostridium botulinum e Staphylococcus aureus e assim,
retardando a vida de prateleira dos produtos.

Apesar das diversas vantagens, o uso de nitrito e nitrato vem sendo estudado devido aos
seus supostos efeitos prejudiciais em longo prazo.

A apreensdo primordial do uso de nitritos e nitratos em alimentos é proveniente de
efeitos toxicoldgicos, ocasionada por excessos e pela formacdo de compostos N-nitrosos que
apresentam sintomas mutagénicos e carcindégenos (FRANCO, 2014). Adicionalmente além de
impedir a deterioracdo, sdo ingredientes que auxiliam no desenvolvimento e fixagédo da cor e
aumentam o sabor e aroma caracteristico dos produtos (BENEDICT, 2014). Para Oliveira
(2005), o uso destes aditivos é altamente discutido em virtude da possibilidade de originarem
compostos nitrosos de acdo carcinogénica, como a N-nitrosodimetilamina e a
monometilnitrosamina.

Por essa razdo é importante a busca por compostos naturais para substituicdo desses
conservantes, como por exemplo, o extrato de aipo. Trabalhos de Sindelar et al. (2007a),
Sindelar et al. (2007b) e Terns et al. (2011), ao utilizarem como fonte de nitrito extratos vegetais
de aipo em embutidos emulsionados cozidos obtiveram produtos com caracteristicas fisico-
quimicas similares ao controle adicionado de nitrito quimico e com performance
microbioldgica satisfatoria.

Os resultados obtidos devem ser trabalhados pela Estatistica, que é um ramo da
matematica, que trata da coleta, analise, interpretacdo e apresentacdo de dados numeéricos.

Estudar estatistica & importante porque diariamente estamos expostos a enormes conjuntos de
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informagdes que resultam a estudos e pesquisas cientificas. Os métodos de amostragem e de

interferéncia estatistica atualmente sdo um dos principais metodos de pesquisa cientifica.

As analises preliminares e finais apresentam dois pontos importantes em controle
estatistico de processos em industria de alimentos, situando o primeiro na descri¢do e
exploracdo das caracteristicas principais dos resultados sem uma preocupacdo inicial
preponderante com 0s objetivos ou hipoteses do trabalho, mas com um olhar investigativo dos
dados obtidos e o segundo perfaz o ato de investigar criteriosamente se um conjunto de
pressupostos estatisticos esta presente nos dados. Neste Ultimo caso, verifica-se 0 ajustamento
entre o conjunto de dados e pressupostos estatisticos fundamentais para 0 uso correto das
diversas técnicas estatisticas (normalidade de distribuicdo das varidveis, presenca de casos
extremos, homocedasticidade, multicolinearidade, entre outros.

Desta forma contribui para a segura e correta comercializa¢do de produtos embutidos
carneos, e que devem estar de acordo com os padrfes exigidos pela legislacdo; por isso séo
necessarias a realizacao de analises microbioldgicas e fisico-quimicas. Na apuracdo de dados,
pode-se utilizar de dados estatisticos (CALAPEZ, 2015).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Mercado

A criacdo de produtos carneos em tempos de crise tem como objetivo estabilizar duas
variaveis importantes no dia a dia dos brasileiros: Tempo e dinheiro. Tempo porque atualmente
cerca de 70% das mulheres trabalham fora de casa e por isso preferem adquirir refeices de
facil preparo, porque devido a crise econdmica de 2016, o brasileiro passou a procurar alimentos
com baixo custo de mercado (O Globo, 2016).

Os produtos derivados de carne tém como objetivo a criagdo de novos produtos para o
mercado e, além disso, aumentar a vida Util dos produtos devido aos aditivos utilizados.

Embutidos carneos sdo definidos como "produtos elaborados com
carnes ou outros tecidos animais comestiveis, curados ou nao,
defumados e dessecados ou ndo, tendo como envoltério natural tripas,
bexigas ou outras membranas animais ou envoltério plastico
apropriado” (MENDONCA, 2006).
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Os principais embutidos sdo a salsicha, o salame, a linguica e a mortadela. O mercado

consumidor desses produtos vem crescendo constantemente nos ultimos anos devido a crise
econbmica. “Em tempos de crise, a expansdo ¢ consequéncia de o
consumidor ter voltado suas atengdes para o cruzamento de duas varidveis: dinheiro e tempo”
(ABIA, 2016).

De acordo com a ABIA — Associacdo Brasileira das Industrias da Alimentacdo, essa
expansdo se deve ao fato dos embutidos terem se tornado produtos de facil substituicdo e
preparo. Durante a crise produtos de valor elevado foram trocados por produtos de valor
mediano, e 0s medianos, por embutidos que possuem valores acessiveis.

Em outra perspectiva, observa-se que as mulheres atualmente sdo mais independentes;
muitas delas trabalham o dia todo e quando chegam em casa procuram um alimento de facil

preparo.

2.2 Linguicas

Conforme a Instrucdo Normativa n°4 de 31/03/2000 publicada pelo Ministério da
Agricultura e do Abastecimento: Entende-se por linguica o produto carneo industrializado,
obtido de carnes de animais de acougue, adicionados ou ndo de tecidos adiposos e ingredientes;
embutido em envoltoério natural ou artificial, e submetido ao processo tecnologico adequado.

De acordo com a Revista Nacional da Carne, em 1998 os estabelecimentos existentes
no pais eram responsaveis por 1 milhdo e 200 mil toneladas de embutidos. E a linguica lidera o
ranking de producdo.

Um dos embutidos mais consumidos no Brasil, devido ao sabor satisfatorio, preco
acessivel e facil preparo; é a linguica frescal. Uma pesquisa realizada pelo Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica — IBGE revelou que dentro do periodo de 1999 e 2009 o consumo de
linguica aumentou de 38,89% para 50,9%. E tudo aponta para o crescimento continuo devido a
pratica no preparo e a atual vida agitada dos consumidores (UNISALESIANO - 2013).

2.3 Ingredientes
No processamento de linguica sdo comumente utilizados ingrediente como carne

mecanicamente separada, gordura, agua, gelo e sal. Além desses ingredientes em comum,
também sdo utilizados estabilizantes, conservantes, antioxidantes, acidulantes, corantes,
realgcadores de sabor, reguladores de acidez e aromas. A adicdo desses aditivos tem como

objetivo melhorar caracteristicas de textura, sabor, coloracdo e conservagédo dos produtos.
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Estabilizantes: A sua aplica¢do fundamenta-se no aumento da capacidade de retencdo de agua,

auxiliando também no rendimento, realcando o sabor e melhorando a textura.

v
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Conservantes: Evitam o crescimento das células vegetativas e esporos de Clostridium
botulinum. Além disso, conferem coloracéo e sabor caracteristico e evitam a rancidez
nos produtos.

Antioxidantes: S&o agentes aceleradores de cura, contribuindo para aumentar a
velocidade do desenvolvimento da cor e estabilidade da carne curada.

Acidulantes: Promove a reducdo do pH, facilitando a reacédo de cura.

Corantes: Fornecem ao produto a coloragéo desejada.

Realcador de sabor: Age nas papilas gustativas, realcando o sabor desejado.

Regulador de acidez: Age modificando ou mantendo o pH.

Aromas: Os aromas sdo capazes de agir nas papilas gustativas realcando o sabor dos

produtos.

Processamento: No fluxograma do processamento de linguigas, podemos descrever as

seguintes etapas.

1.

Elaboracdo das formulagdes: As formulacdes sdo elaboradas de acordo com a
necessidade e caracteristica do produto.

Preparo da matéria- prima: As carnes bovinas e suinas devem ter temperatura entre 3°C
e 5°C. Para carnes em carcacas, Separam-se 0S 0ssos da carne manualmente com o
auxilio de facas.

Moagem: A carne é picada e moida com o auxilio de moedores e/ou quebradores ou
desintegradores de blocos.

Pesagem de condimentos e aditivos: Os condimentos sdo devidamente pesados para que
possam se juntar com a mistura previamente preparada.

Trituracdo: A carne moida e os demais ingredientes sdo colocados em um “cutter”, onde
acontece a fragmentacéo das carnes e a mistura de todos os ingredientes. E comum a
adicdo de gelo picado; para auxiliar no resfriamento da massa e na composicao do teor
de 4gua do produto. A mistura acontece até que se obtenha uma massa.

Preparo e hidratacdo das tripas: As tripas devem ser imersas em agua.

Embutimento: A emulsdo é embutida em tripas que posteriormente sdo amarradas de
acordo com o tipo de produto produzido.

Embalagem: Os produtos sdo embalados por envoltérios plasticos termoformados e

selados a vacuo. Posteriormente é realizada a pasteurizacdo por imerséo em agua quente.
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9. Refrigeragdo: Os produtos sdo acondicionados em camaras frias, com temperaturas

controladas.

a. Nitrato e nitrito

De acordo com a definicdo do item 1.2 da portaria SVS/MS 540, de 27/10/97, aditivo
alimentar e todo ingrediente incorporado aos produtos alimenticios sem a inteng&o de alimentar;
apenas com a finalidade de alterar caracteristicas sensoriais, fisicas, quimicas ou
microbioldgicas durante o processamento inteiro do alimento. Em outras palavras, entende-se
por conservantes, substancias adicionadas aos alimentos com o objetivo de impedir ou retardar
o0 crescimento/desenvolvimento microbioldgico ou enzimatico.

Durante a fabricacdo de boa parte de embutidos, sdo utilizados nitrito (NO2 ) e nitrato
(NO3") para aperfeicoar sua cor e sabor caracteristicos, além de inibir o crescimento de
microrganismos como Clostridium botulinum. A coloragéo rosa estavel e sabor das linguicas

sdo definidas por reacdes especificas que ocorrem durante o processamento (FENNEMA 2010).

“A primeira reag¢do ocorre entre o oxido nitrico (NO) e a Mb, produzindo a mioglobina oxido
nitrico (MbNO), também conhecida como nitrosilmioglobina. A MbNO é vermelha, brilhante
e instavel. Apos o crescimento forma-se a mio-hemocromogema Oxido nitrico (nitrosil-
hemocromo), que é mais estavel. Esse composto produz a coloragéo rosa desejével das carnes
curadas. O aquecimento deste pigmento desnatura a globina, mas a coloracdo rosa
permanece. E postulado que, se a MMb esta presente, necessitam-se de agentes redutores para
a conversao da MMb a Mb, antes que a reacdo com o NO ocorra. Como alternativa, o nitrito
pode interagir diretamente com a MMb. Na presenca de excesso de acido nitroso a
nitrimioglobina (NMb) serd formada” (FENNEMA 2010).

O nitrito tem efeitos inibidores mais evidenciados ao crescimento de bactérias
anaerobias e tem seu papel fundamental na estabilizacdo do componente cor rosea, e contribui
de forma significativa em sua avaliagdo sensorial.

Por ser parte do ciclo do nitrogénio, o nitrato estd amplamente presente no meio
ambiente e ndo possui atividade antioxidante, mas pode ser reduzido a nitrito pela acdo de
bactérias, este, é incorporado diretamente a massa, e suas principais atribuicbes séo
estabilizacdo da cor, melhoramento da textura, crescimento de “flavor” caracteristico de

produtos curados e dificultar o crescimento de toxinas de Clostridium (BENEDICTI, 2014).
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A utilizagdo de nitritos e nitratos tem sido questionada devido & associagdo de formacgédo

de compostos nitrosaminas, em niveis baixos, mas possivelmente toxicos em alguns produtos
que utilizam a cura como parte do processamento. Para Oliveira (2005), o uso destes aditivos é
altamente discutido em virtude da possibilidade de originarem compostos nitrosos de agao
carcinogénica, como a N-nitrosodimetilamina e a monometilnitrosamina. Além disso, esses
compostos estdo presentes de forma natural em muitos outros alimentos, incluindo vegetais.
Porém a justificativa para a utilizacdo de nitritos e nitratos esta na capacidade antimicrobiana,
em especial, na possibilidade do crescimento de Clostridium botulinum (FENNEMA 2010).

De acordo com a portaria 1004, de 11 de dezembro de 1998, as quantidades maximas
permitidas para nitrito de potassio, nitrito de sodio, nitrato de sodio e nitrato de potassio séo
respectivamente, 0,015¢g; 0,015g; 0,03g e 0,03g para cada 100g de produto.

A exibicdo da populacdo a nitritos e nitratos é sugestionada pelos habitos de vida e
localizag&o de moradia de cada um, pois as dietas podem ser ricas em peixes, queijos e vegetais,
que possuem alto valor desses conservantes, levando-se em consideragéo de que as plantas séo
fonte original de nitrato e as carnes processadas sao fonte original de nitrito. O nitrito € mais
toxico do que o nitrato, sendo que a dose letal ingerida de forma oral é cerca de 80 a 800mg de
nitrato por Kg corporal e 33 a 250mg de nitrito por Kg corporal (BENEDICTI, 2014).

2.5 Cura natural

O termo “cura” relaciona-se ao processamento de embutidos carneos e é globalmente
conhecido como a adigcdo de conservantes e sais de nitrito e nitrato com o objetivo de aprimorar
sua conservagao e caracterizar cor e sabor em embutidos (CORREIA, 2008).

Atualmente, estudos tem demonstrado o interesse do consumidor por produtos de
origem natural devido a associacdo de produtos comumente produzidos pela industria, com
modificacbes genéticas em plantas e animais, hormonios, pesticidas e antibi6ticos
(BENEDICTI, 2014).

Estudiosos tém respondido a esses questionamentos do consumidor com alimentos
muitas vezes deduzidos como mais saudaveis e benéficos do que aqueles convencionalmente
produzidos. Em sua maioria, alimentos naturais ou organicos assemelham-se aos produtos
tradicionais, e ndo diferem em caracteristicas tipicas, esperadas pelo consumidor (CORREIA,
2008).
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Durante a producéo de produtos carneos, a adi¢do de sais de cura é tratada com atencéao

exclusiva, devido aos potenciais riscos que podem ser conferidos a ingestao de altas quantidades
(BENEDICTI, 2014).

Quando o nitrito é adicionado ao processo, sendo ele inserido diretamente ou derivado
do nitrato, ele ndo pode ser substituido, e consequentemente, alguns outros produtos e processos
sd0 necessarios para que seja desenvolvido um produto com caracteristicas similares as
esperadas pelo consumidor (CORREIA, 2008).

Podem ser substituidos pela adicdo direta no nitrito, alguns extratos vegetais,
naturalmente ricos em nitrato; eles possuem grande influéncia na oxidagao lipidica dos produtos
carneos devido ao seu efeito antioxidante e atualmente € comum utilizar-se deles na substituicdo
de antioxidantes sintéticos, pois os extratos de vegetais apresentam a capacidade de melhorar a
capacidade oxidativa e aumentar a vida de prateleira dos mesmos (BENEDICTI, 2014).

Existem muitas fontes naturais com grande quantidade de nitrito e nitrato, porém, a mais
comum delas é o extrato de aipo, ao que tudo indica € altamente concilidvel com produtos
carneos processados, devido a sua baixa pigmentacdo e sabor suave impedindo a depreciacao
do sabor do produto final (CORREIA, 2008).

O aipo (Apiumgraveolens L.) tem origem do sul da Europa e € cultivado nas regides Sul
e Sudeste do Brasil. Pode alcancar de 60 a 90 cm de altura, possui caule verde claro e folhas
verde escuras bem segmentadas e foliolos serrilhados. Possui acdo antioxidante, estomaquica,
contra gases intestinais, refrescante e atividade anti-inflamatéria. Em sua composicdo
encontram-se cloreto de sodio, ferro, derivados de tiofeno, sulfurados voléteis, alina, alcina e
vitaminas (A, B1, B2, B5, C e E) (BENEDICTI, 2014).

2.6 Cultura starter

Quando realizamos o processo de cura natural, um ingrediente importante é a cultura de
bactéria nitrato-redutora. As culturas utilizadas para conversdo de nitrato podem prover no
processo de cura natural, contribuindo no desenvolvimento e estabilidade da cor dos produtos
curados (BENEDICTI, 2014).

Cultura Starter, sdo preparos com microrganismos vivos ou em estado latente que se
desenvolvem através da fermentacéo de determinado substrato. Normalmente sé&o utilizados de
forma benéfica com o objetivo de melhorar a seguranca do produto e estender sua vida (til

devido a inibi¢do de microrganismos deteriorantes. Em produtos carneos, as bactérias auxiliam
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a seguranca e estabilidade e desenvolvem os aspectos sensoriais do produto, pois ocorrem

interacdes entre as fracbes da proteina, gordura e carboidratos (GOLINELI, 2009).

2.7 Clostridium botulinum

Entre os diversos aspectos que determinam a qualidade de um produto alimenticio, um
deles é a analise microbiologica. E importante pensar que alimentos crus apresentam
microrganismos que fazem parte da sua microbiota natural; porém alguns alimentos podem ter
microrganismos indesejaveis que podem ocasionar algumas alteragdes, podendo ser
patogénicos e comprometer a satide do consumidor.

As analises microbioldgicas de alimentos sdo importantes porque a partir delas,
consegue-se obter dados a respeito das situacdes higiénico-sanitarias durante o processo,
armazenamento, distribuicdo e sua vida de prateleira.

No processo de fabricacdo de linguicas, devem ser tomadas algumas precaucdes devido
a alta quantidade de microrganismos presentes. Entre elas estdo o processo de cura, a
embalagem a vacuo e a refrigeracao.

O processo de cura consiste na adicdo de sal, nitratos e nitritos, aclcares e condimentos
para a conservacdo do produto. No sistema de embalagem a vacuo, o alimento ndo entra em
contato com o oxigénio, elemento que altera algumas propriedades dos alimentos, assim €
possivel proteger o alimento contra a deterioragdo. O resfriamento €é realizado com o objetivo
de inibir o crescimento microbiolédgico devido as baixas temperaturas.

Atualmente os microrganismos podem ser identificados em todo lugar, mas antigamente
diversas pessoas morriam com epidemias em varios lugares do mundo e comumente 0s motivos
ndo eram identificados. Isso porque até pouco tempo atras, antes da invencdo do microscopio,
muitos microrganismos eram desconhecidos, assim, a comida estragada ndo era percebida e
consumida normalmente ocasionando doencas que vacinas e antibidticos ndo eram capazes de
combater, pois ndo estavam disponiveis. Nao se sabe ao certo o periodo em que se desenvolveu
0 conhecimento a respeito dos microrganismos e seu papel relevante para os alimentos, porém,
com o aumento de produtos alimenticios ndo consumidos de forma natural, surgiram problemas
relacionados a doencas transmitidas pelos alimentos e por sua rapida deterioracdo,
principalmente devido ao armazenamento inadequado (CARVALHO, 2010).

O Clostridium botulinum é um bacilo gram-positivo produtor de esporos, encontrados

em fezes, legumes, frutas, verduras e no solo. S&o bastonetes retos ou levemente curvados com
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flagelos, apresentam capsulas e sdo moveis, anaerébicos, com esporos ovais (PARRILLI,
2008).

Os esporos desse microrganismo sdo as formas mais resistentes que se tem encontrado

em agentes bacterianos e podem sobreviver por cerca de 30 anos ou mais em meios secos. Para
destruir esses esporos em alimentos, € necessario que os alimentos contaminados sejam
aquecidos a 120°C durante 30 minutos. A germinacdo desses esporos € realizada em condicdes
anaerdbias, onde o pH & superior a 4,5 e existe uma alta atividade de agua (CERESER, 2008).

O botulismo é uma intoxica¢do ocasionada pelo Clostridium botulinum, proveniente, na
maioria dos casos, da ingestdo de uma potente neurotoxina proteica contida em alimentos
contaminados com esse microrganismo. No Brasil, a incidéncia dessa doenca & baixa, mas por
ser muito grave podendo levar a morte, deve ser diagnosticada e tratada de forma agil
(CERESER, 2008).

Com base na especificidade soroldgica das toxinas, sdo sete tipos conhecidos (A, B, C,
D, E, F e G); sendo que os tipo A, B, E, F e G podem ocasionar doengas a humanos, o tipo C
ocasiona doencgas em aves, gado e outros animais; enquanto o tipo D esta relacionado a
intoxicacOes por ingestdo de forragem pelo gado (JAY, 2009).

Os sintomas relacionados ao botulismo podem aparecer de 12 a 72 horas apés a ingestdo
de alimentos contaminados. Dentro os sintomas estdo nauseas, vOmito, fadiga, tonturas,
cefaleia, ressecamento da pele, boca e garganta, diarreia seguida de constipacdo; os pacientes
normalmente ndo apresentam febre; ocorre paralisia muscular, visdo dupla e parada cardiaca,
ocasionando a morte. A toxina botulinica ataca o sistema nervoso de forma irreversivel. Todos
esses sintomas sao ocasionados pela exotoxina e o tratamento equivale a administracdo de soros
muito especificos o mais rapido possivel. A taxa de mortalidade é baixa e varia entre 30% e
65% e a duracdo da doenca é de 1 a 10 dias variando de acordo com a resisténcia do hospedeiro
(JAY, 2009).

Cabe relatarmos que em paralelo ao botulismo outra bactéria com potencial alto de
causar doenca severa ao ser humano por ingestdo de alimentos contaminados é o
Staphylococcus aureus. Dessa forma, por questdes de riscos na manipulacdo optamos em
analisar somente Staphylococcus aureus, ja que de acordo com Jay (2009) a presenca dessa
bacteéria ja identifica o potencial risco da presenca do Clostridium botulinum.

2.8 Estatistica
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De acordo com Aradjo (2003), a pesquisa cientifica nas diferentes areas do

conhecimento, as analises estatisticas sd@o usadas como ferramentas para avaliacéo e verificacao
de suas hipoteses. O efeito comparativo multiplo entre médias de tratamentos experimentais,
antecedido da analise de variancia, constitui-se, invariavelmente, uma das mais comuns dessas
analises.

Os testes de comparagdes multiplas entre médias de tratamentos auxiliam na analise de
dados e segundo Conagin et al. (2008), amplia o interesse na pesquisa aplicada, tangenciando
os trabalhos que buscam o comparativo para tratamentos qualitativos.

O uso de um teste ¢ feito quando a analise de variancia aponta a existéncia de efeito
significativo dos tratamentos a um determinado nivel de significancia, assim é possivel o
estabelecimento da decisdo de rejeitar a hipotese de nulidade (pelo menos um contraste
ortogonal entre tratamentos diferentes de zero).

De acordo com Conagin at al( 2008), os testes mais utilizados para verificacdo e
comprovacao dos resultados experimentais, estdo o Teste F, usado para verificar a existéncia
de diferenca significativa entre contrastes ortogonais dos tratamentos, e 0s testes de Tukey,
Duncan, Dunnet e o teste LSD, habitualmente estudado para detalhar esta informacéo, que
permite mostrar as especificidades dos tratamentos que diferem, ou ndo, estatisticamente.

A caracteristica desejada é que os testes mostrem controle da taxa de erro tipo I, que
certifique a existéncia de diferenca entre os tratamentos, evidenciada na realidade de que essas
diferencas sdo causadas pelo acaso. A probabilidade maxima de se rejeitar erroneamente uma
hip6tese nula (HO) é verificada pelo nivel de significancia do teste e fundamenta o erro tipo I,
sendo usado o nivel de 5% de probabilidade.

Conagin et al (2008) afirma que existem dificuldades em se comparar o erro tipo | nos
procedimentos de comparacGes multiplas. Menciona também que os testes de comparacgdes
maltiplas de médias controlem a taxa de ocorréncia do erro tipo | com a mesma eficiéncia,
vinculados tanto para comparagdes como para experimentos aliados aos diferentes tamanhos
de experimentos, de acordo com o numero de tratamentos, repeticdes e coeficientes de variagéo.

Ja a Andlise de Variancia (ANOVA) é um procedimento usado para comparar trés ou
mais tratamentos. Evidencia-se algumas variacfes da ANOVA ocasionadas aos diferentes tipos
de experimentos que podem ser executados no tratamento de doso de experimentos.

Montgomery (2008) menciona que a analise de variancia, conhecida como ANOVA ¢é
uma abordagem utilizada para se comparar varios grupos de experimentos que evidenciam o

inicio de uma avaliacéo para verificar se ha diferencas consideraveis entre os grupos estudados.

28



mmmq Revista Engenho, ISSN 2176 3860, vol.13, n(im. 1 — Dezembro de 2021

Walpole et al. (2009) corroboram que a ANOVA é um procedimento muito comum usado para

lidar com testes de médias populacionais.

Sousa et al. (2012) certificaram a eficiéncia das respostas de diferentes métodos de
comparagdes multiplas entre médias. Estudaram quatro diferentes procedimentos de testes de
comparagdes multiplas entre médias aplicadas a 200 experimentos e a 10 variaveis, geradas a
partir de valores aleatérios.

Walpole et al. (2009) descreve ainda que o procedimento de Tukey permite a formacao
de intervalos de confianga 100(1-a) % simultaneos para todas as comparacdes em pares. O
método ¢ ancorado em uma distribuicao de amplitude “estudantizada”. O percentual adequado
¢ uma funcdo de a, k e v= graus de liberdade para S?.,onde o método de comparagdes em pares
de Tukey engloba a descoberta de uma diferenca de significancia entre as médias i e j, se
| ybarra i. — ybarra j. | exceder q[a, k, v] analises através do Teste de Tukey.

O teste de Tukey abre espaco para testar qualquer contraste, sempre, entre duas medias
de tratamentos, ou seja, ndo possibilita a comparacdo de grupos entre si. O teste baseia-se na

Diferenga Minima Significativa (DMS) A. A estatistica do teste é dada da seguinte maneira,

A= V= ()

m que, (q) é a amplitude total studentizada, (QMRes) é o quadrado médio do residuo, e (r) € 0
namero de repeticdes. O valor de q depende do nimero de tratamentos e do nimero de graus
de liberdade do residuo. Também, em um teste de comparacGes de médias, deve-se determinar
um nivel de significancia "o para o teste. Normalmente, utiliza-se 0 nivel de 5% ou 1% de
significancia.

Idealizamos que os resultados das andlises fisico-quimicas e microbiol6gicas podem ser
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste t (5 % de
probabilidade) aliados ap6s a andlise de variancia, as médias serdo comparadas pelo teste de
Tukey com significancia de 5 % de probabilidade (VIEIRA, 2006).

3. MATERIAIS E METODOS

Para a realizagdo da linguica sem nitrito e nitrato primeiramente foi pesquisado a
respeito dos ingredientes necessarios em uma formulagdo de linguica comum e quais eram as

reacOes que ocorriam entre eles para que se obtivesse um resultado satisfatorio perante o
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mercado, posteriormente, foram feitas alteracOes de acordo com a necessidade do projeto. A

formulacéo final esta descrita na tabela 01.

Tabela 01 - Ingredientes

Ingrediente Formulacéo 1 (%) | Formulacdo 1 (g) Formulacéo 2 (%) | Formulacéo 2 (g)
Paleta suina 400 400
Toucinho 9.6 133,3 %1 133,3
Cultura Starter 0,05 0,28 0,05 0,28
Pimenta Branca 0,5 3 0,5 3
Alho 0,5 3 0,5 3
Noz moscada 0,03 0,17 0,03 0,17
Eritorbato de sodio 0,03 0,17 0,03 0,17
NaCl 2 11 2 11
Nitrito de sédio - -

Extrato de aipo 0,3 15 0,8 4,5
Total 100,0 552,42 100,01 555,42

Fonte: Autores

Apo6s tomada a decisdo dos ingredientes e quantidades necessérias, foi utilizado o

Laboratorio de Nutricdo e Dietética da Instituicdo para desenvolvimento do produto. A relacdo

de materiais e equipamentos utilizados esta descrita na tabela 02.

Tabela 02 — Materiais para processamento

Material

Quantidade

Tabua de carne

2

Facas

Recipientes

Moedor

Embutideira

Balanca

S NN

Fonte: Dos autores

1)Inicialmente, a paleta e o toucinho (mantidos refrigerados na faixa de 5° a 10 °© C) foram

cortados em filetes e moidos. Posteriormente a mistura de carnes foi pesada para que a partir

da massa obtida pudéssemos calcular a quantidade dos demais ingredientes a partir de do

balango de massa da formulagao base.

2) Os condimentos foram pesados e incorporados a mistura.

3) A massa foi misturada durante 5 minutos de forma manual de forma asséptica.
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4) A mistura foi acondicionada em embutideira e em seguida foram ensacadas dentro de tripas

previamente hidratadas.
5) As linguicas foram identificadas e armazenadas durante os 5 dias seguintes.
6) Uma parte da amostra foi congelada para realizar analises microbioldgicas.

Apos os 5 dias de estocagem, foram realizadas analises microbiolégicas de Staphylococcus.

Foram feitas analises em triplicatas com as duas amostras resfriadas e com a amostra congelada.
3.1 Analise microbioldgica

Para a analise microbioldgica foram utilizados os materiais e equipamentos descritos na
tabela 03.

Tabela 03 — Materiais de analise microbioldgica

Material Quantidade
Placa de Petri 6
Agar Manitol 111g¢g
Agua peptonada 1
Recipiente
Autoclave

Fluxo laminar
Ponteiras de 0,1 mL
Alca de Drigalsky
Estufa

Contador de colbnias
Laminas

Bico de Bunsen

Agua deionizada
Fonte : Dos autores

RlRrNR(RRRR|,N

O agar manitol salgado e a dgua peptonada foram preparados conforme a instrugdo
contida nos rétulos dos produtos. Foi colocado 11,1g de &gar em 100mL de agua destilada.
Misturou-se até se obter uma suspensdo uniforme. A mistura foi aquecida com frequente
agitacdo para que a dissolucédo fosse completa. A dgua peptonada foi preparada a 0,5%. Ambos
foram colocados em um recipiente especifico que suporta altas temperaturas e pressdo e
direcionados para a autoclave. Em seguida todos os materiais e solucdes utilizados foram

colocados em autoclave a 121°C durante 15 minutos.
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Apbs esse periodo, esperou-se até que o equipamento estivesse frio para facilitar o

manuseio. Posteriormente os materiais foram direcionados para o fluxo laminar com a luz
ultravioleta ligada e permaneceram durante 30 minutos para controle de contaminantes
microbioldgicos.

Diluiu-se 10g de linguica triturada em 100mL de agua peptonada (diluicdo 10t). Em
seguida uma amostra em duplicata de 0,3 mL da diluicdo foi inoculada em 02 placas de petri e
espalhadas com alca de Drigalski. As ponteiras utilizadas foram de 0,3mL. As placas foram
colocadas em estufa a 37°C por 48 horas e depois foi realizada a contagem utilizando o contador

de colbnias.

3.2 Determinacdo de Nitrito

A andlise de determinac&o de nitrito foi separada em 3 partes, o preparo das solugdes, a
extragdo e a curva padréo.

Foram preparadas o total de 5 solucdes, todas com o mesmo principio, alterando apenas
a concentracdo. Além de 2 reagentes. Para a solucdo de tetraborato de sddio deca-hidratado a
5% foi dissolvido 50g de tetraborato de sddio em agua destilada e o conteudo foi transferido
para um baldo volumétrico de 1000mL que completando-se o volume com agua destilada.

A Solucdo de ferrocianeto de potassio tri-hidratado a 15 % utilizou 150 g de ferrocianeto
de potéassio para ser dissolvido em agua destilada e seu contetdo foi transferido para um balao
volumeétrico de 1000 mL, completando-se o volume com &gua destilada.

A solucdo de acetato de zinco di-hidratado a 30% teve 300g de acetato de zinco
dissolvido em 30mL de &cido acético glacial e 500mL de agua destilada. O contetdo foi
transferido para um baldo volumétrico de 1000 mL completando-se o volume.

A solucéo padréo de nitrito de sddio a 0,2 foi iniciada ap6s a secagem do nitrito de sodio
em estufa a 105°C , pesou 0,2 g e o diluiu em 1000 mL agua destilada e para a solucdo padrao
de trabalho a 8 pg/mL colocou-se em um baldo volumétrico 10 mL da solugdo padréo de nitrito
de sodio e completou com &gua destilada.

Os reagentes foram preparados da seguinte forma:

Foram dissolvidos 1,25 g de sulfanilamida em 250 mL de &cido cloridrico 1:1 e 0,5 ¢
de cloreto de alfa-naftil-etileno diamina em 100 mL de agua destilada para obtencéo de reagente

sulfanilamida a 5 % e reagente NED a 0,5 % respectivamente.
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O método envolve duas etapas no processamento da amostra; um tem o objetivo de

retirar o sal da amostra e seguidamente quantifica-lo.

Para o preparo da amostra pesou-se 10 g da amostra triturada e homogeneizada em um
béquer de 200 mL. Adicionou 5 mL de solucdo de tetraborato de sodio a 5 %. Apds mistura
com auxilio de um bast&o de vidro, acrescentou 50 mL de &gua destilada para homogeneizacéao
da solucéo. Posteriormente, a solucdo foi aquecida em banho-maria a 80°C por 20 minutos sob
agitacdo constante e com auxilio de bastdo de vidro. Procedeu da mesma forma com um branco
de reagentes, sem a adi¢do da amostra. Apds aquecimento, com o auxilio de um funil e bastéo
de vidro, transferiu a solugdo para um baldo volumétrico de 200 mL, onde foram adicionados
5 mL de ferrocianeto de potassio 15 % e 5 mL de solucdo acetato de zinco 30 %, agitando por
rotacdo a cada adicdo de reagente e completou o volume com &gua destilada até o valor de 200
mL.

Para a realizacdo da quantificacéo, transferiu-se 10 mL da amostra preparada e filtrada
em um baldo volumétrico de 50 mL. Adicionou-se 5 mL do reagente de sulfanilamidaa5 % e
apos 5 minutos, adicionou 3 mL de reagente NED a 0,5 %. O volume do baldo foi completo
com agua destilada e a solucdo foi homogeneizada; apds 15 minutos foi realizada leitura em
espectrofotdmetro a 540 nm contra o branco dos reagentes filtrados em papel filtro.

Para realizacdo da curva padrao, em baldes volumétricos de 50mL pipetou-se aliquotas
de 1 mL,2mL, 3 mL, 4 mL, 5 mL, 6 mL e 7 mL contendo a solucdo padrdo de trabalho de
nitrito de s6dio. Em cada baldo acrescentou-se 5 mL de reagente sulfanilamida. Apds 5 minutos,
adicionou 3 mL de ragente NED a 0,5 %. O volume foi completado com &gua destilada. Apos
15 minutos foi efetuada a leitura em espectrofotdmetro a 540 nm contra o branco dos reagentes.

Apbs a leitura foram feitas as curvas com os valores de absorbancia em um plano y junto
com a concentracao de nitrito de sodio 0,16 pg/mL; 0,32 pg/mL; 0,48 pg/mL; 0,64 ng/mL; 0,80
pug/mL; 0,96 pg/mL e 1,12 ug/mL em plano x, sendo assim, foram calculados os valores de

coeficiente linear, angular e determinacdo da reta pela analise de regressao.
3.4 Analises de Cinzas

As analises de cinzas foram realizadas em triplicatas no dia 09/11/2020 no laboratério

da instituicdo de ensino. Utilizou-se os materiais e equipamentos descritos na Tabela 04.
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Tabela 04 — Materiais para analise de cinzas

Material Quantidade
Balanca analitica 1
Cépsula de porcelana
Bico de Bunsen
Mufla

Pinca de madeira
Espatula

Tripé de ferro
Fonte:Dos autores

I I EN

Foram pesadas em cadinhos de porcelana trés amostras de entre 2 e 3 gramas das
amostras 1 e 2 previamente separadas. Posteriormente, as amostras foram colocadas em contato
com o bico de Bunsen utilizando o tripé de ferro até que houvesse a calcinacao das mesmas.

Ap6s 5 minutos da chama apagada, foram colocadas as amostras em mufla em 550°C
até o desaparecimento completo de substancias organicas. Apés o periodo de repouso na Mufla,
as amostras foram pesadas novamente para realizacdo dos calculos de acordo com a férmula
abaixo:

p x 100
P

Onde:

p = n°de g de residuo

P =n°g da amostra

3.5 Analise de Umidade

As analises de umidade foram realizadas em triplicatas para as amostras 1 e 2. Foram

utilizados os materiais e equipamentos descritos na tabela 05.

Tabela 05 — Materiais para andlise de umidade

Material Quantidade
Balanca analitica 1
Cépsula de porcelana 4
Espatula 1
Pinca 1
Estufa 1

Fonte: Dos autores
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Foram pesadas em cadinhos de porcelana trés amostras de 2 a 3 gramas de linguica

previamente separadas. Posteriormente, as amostras foram colocadas em estufa a 105°C e
aquecidas durante 3 horas. Apo6s todo o procedimento, pesou-se novamente as amostras para

calcular o percentual de umidade, que é dado pela formula abaixo:

100 xn
P

Onde:

n = n° de gramas de umidade (perda de massa em Q)
P =n° de gramas da amostra

3.6 Analise de Gordura

Para as andlises de gordura, utilizamos amostras em triplicata das amostras 1 e 2.
Utilizamos as amostras previamente secas, depois das analises de umidade. Utilizou-se 0s
materiais e equipamentos descritos na tabela 6.

Tabela 6 — Materiais para andlise de gordura

Material Quantidade
Aparelho extrator de Soxhlet 1
Balanca analitica 1
Proveta 1
Reagente: Hexano 320 mL

Fonte:Dos autores

Foi pesada em papel de filtro as amostras provenientes da analise de umidade pesando
entre 1 e 2 gramas. Posteriormente, colocado dentro do cartucho de Soxhlet. Foram colocados
80 mL do reagente hexano em capsula previamente pesada e essa capsula foi posta no aparelho
Soxhlet para que a separagé@o da gordura fosse realizada.

Assim que concluida a separacao da gordura, o solvente hexano foi recuperado, a
amostra foi levada em estufa a 100 ° C por 2 h, resfriada em dessecador e em seguida foi

pesada novamente e os calculos realizados através da férmula:

100 x N
P

Onde:

N = n° de gramas de lipidios
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P = n° de gramas da amostra

3.7 Analise de pH

As analises de pH também foram realizadas em triplicatas e para realiza-las as amostras
foram pesadas na quantidade de 10g de cada uma das amostras em um becker e em seguida
foram adicionadas 90g de agua deionizada. As amostras foram homogeneizadas e foi medido o

valor em pH em um potenciémetro previamente calibrado em solucéo-padrédo pH=4 e pH=7.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para as analises fisico-quimicas, foram obtidos os resultados descritos na tabela 07.

Tabela 07 — Resultados de analises fisico-quimicas

Amostra| Cinzas (%) | Umidade (%) | Lipideos (%0) pH
1.0 2,87 39,38 38,55 6,51
1.1 2,87 38,32 38,18 6,50
1.2 2,87 38,32 38,60 6,50

Média 2,87 38,67 38,44 6,50
2.0 2,87 34,67 39,48 6,48
2.1 2,86 38,47 36,70 6,46
2.2 2,86 38,50 39,50 6,50

Média 2,86 37,21 38,56 6,48

Fonte: Dos autores

Sendo que as amostras 1, sdo referentes a formulacdo desenvolvida 1 e as amostras 2
sdo referentes a formulacéo 2.

De acordo com o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de linguicas frescas,
os valores maximos para analises de umidade e lipideos sdo respectivamente 70% e 30%. A
média de umidade das amostras esta dentro dos requisitos estabelecidos, porém a de gordura
estd fora. Uma possivel solucdo seria a reducdo da quantidade de toucinho utilizado na
formulacéo.

Na andlise de cinzas, um Unico valor distinguiu dos demais, entdo ele ndo foi
considerado na média. Na literatura, foi encontrado o valor de 2,44%, e este € um valor proximo
ao obtivo nas duas amostras desenvolvidas.

A analise de pH é considerada importante pois o desenvolvimento microbiol6gico e da

coloragdo do produto estdo relacionados ao valor médio obtido. Na literatura, foram
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encontrados valores entre 5,2 e 6,8. Entdo os valores obtidos em ambas as amostras se
encontram de acordo com o previsto (SILVA, 2010).

Nas analises microbioldgicas realizadas no trabalho de iniciacéo cientifica realizado na

instituicdo no ano de 2018, sem Cultura Starter, os valores obtidos estdo descritos na tabela 08.

Tabela 08 — Resultados microbioldgicos

Linguica Desenvolvida

Amostra 1 4,0 x103
Amostra 2 7,0 x10°
Amostra 3 8,0 x10°
Média 6,3x 103

Fonte: Dos autores

Utilizando a cultura starter na formulacdo, os resultados obtidos nas anélises

micrbioldgicas foram de incontaveis UFC conforme anexos 1, 2 e 3.

Anexo 1:Amostra no marco zero Anexo 2: Amostra 1 Anexo 3: Amostra 2

Na amostra 1, houve o crescimento microbioldgico, porém ele € menor se comparado a
amostra 2.

Em analise rapida de Petrifilm ndo foi identificado Staphylococus aureus ou epidermidis
devido a coloracdo apresentada nas amostras, conforme o anexo 4. A coloracdo encontrada foi
de um tom verde, sendo que a coloragdo résea confirmaria a presenca de Staphylococus.

| W

R

oy

Anexo 4: Anélise de Petrifilm
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Como no trabalho de IC houve um crescimento menor do que na amostra atual e na

amostra original com o marco zero ndo teve crescimento, uma possibilidade dos crescimentos
de outras coldnias de bactérias no manitol salgado é de que a prépria cultura starter pode ter

influenciado no crescimento mostrado como incontével.

Outra possibilidade € que a contaminacdo da flora natural da carne fresca fermentou o
manitol salgado. Além disso, também pode ter ocorrido contaminacdo através dos

equipamentos utilizados ou na manipulacdo das carnes, aditivos ou linguica.

As andlises de nitrito foram realizadas no mesmo periodo das analises microbioldgicas.
Uma no marco zero, outra ap6s 5 dias e a ultima apds 10 dias da producdo da linguica. Os

resultados estdo descritos na tabela 09.

Tabela 09 — Resultado das analises de nitrito

Marco zero 5 dias (mg/kg) 10 dias (mg/kg) |
Amostra 1.0 | Ndo detectavel |Amostra1.0 | 2,58 | Amostra 1.0 8,70
Amostra 1.1 | Ndo detectdvel |Amostral.l | 2,65 |Amostra 1.1 8,85
Amostra 1.2 | Ndo detectavel |Amostral.2 | 2,62 | Amostra 1.2 8,92
Média Nao detectavel | Média 2,62 | Média 8,85
Amostra 2.0 | Ndo detectavel |Amostra 2.0 |25,78 | Amostra 2.0 57,68
Amostra 2.1 | Ndo detectavel |Amostra 2.1 |26,05| Amostra 2.1 57,56
Amostra 2.2 | Ndo detectavel | Amostra2.2 |25,96 | Amostra 2.2 57,74

Média Nao detectavel | Média 25,96 | Média 57,68
Fonte:Dos autores

Em ambas as amostras ndo havia concentracdo de nitrito. Apds 5 e 10 dias da fabricacao
da linguica, houve maior desenvolvimento de nitrito na amostra 2, pois esta conta com a

presenca da cultura starter. A cultura acelerou a conversao do nitrato presente no aipo em nitrito.

De acordo com a portaria n® 1004, de 11 de dezembro de 1998, o limite maximo para
nitrito € de 150mg/kg, que é consideravelmente maior do que o encontrado na anélise.
Para afirmar a seguranca do produto com relacdo ao desenvolvimento de nitrito seria necessario
um maior tempo de analises para verificar qual seria o ponto de estabilizacdo de

desenvolvimento do sal.

5. CONCLUSAO

Essa pesquisa permitiu a elaboracdo de uma linguica com apelo natural, porém, no

momento sem viabilidade tecnologica devido ao crescimento de bactérias até o momento

38



mmmy Revista Engenho, ISSN 2176 3860, vol.13, n(im. 1 — Dezembro de 2021

desconhecidas no meio de manitol salgado com possivel influéncia da a¢do da cultura starter

ou devido a contaminacdo proveniente da flora natural da carne.

O nitrato presente no extrato de aipo foi convertido a nitrito dentro dos limites
estipulados em legislacdo, impedindo o crescimento de Staphylococus aureus. Embora o baixo
teor de nitrito, se comparado ao valor maximo permitido, esteja relacionado ao curto periodo
de cura (5 e 10 dias); devido a inviabilidade do uso do laboratorio da instituicdo em funcao da
pandemia; a linha de tendéncia na amostra 2 apresenta tendéncia crescente conforme o gréfico
1.
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Grafico 1 — Desenvolvimento de Nitrito

Para se obter um resultado mais preciso com relacdo ao periodo ideal de cura, seria
necessario maior tempo de cura e a realizacdo de mais analises para acompanhamento do
desenvolvimento microbiolégico e fisico-quimico de ambas as amostras para realizacdo de um

comparativo.
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