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RESUMO - O estudo das barreiras que conferem estabilidade microbiolégica a mortadela de baixo
custo estavel em temperatura ambiente é fundamental para subsidiar os érgéos fiscalizadores para
aprovacdo da comercializacdo do produto em temperatura ambiente e para fornecer parametros
minimos para assegurar a inocuidade do produto aos consumidores. No presente trabalho buscou-
se avaliar o efeito da adicdo de sorbato de potassio em atividades de agua (Aw) de 0,960 e 0,965 e
0S seus impactos na seguranca microbiolégica através de teste desafio com inoculacdo de
Clostridium sporogenes PA3679. Os tratamentos avaliados foram: sem sorbato 0,960 (SS960), com
sorbato 0,960 (CS960), sem sorbato 0,965 (SS965) e com sorbato 0,965 (CS965). Determinou-se o
valor de pH, atividade de 4&gua, nitrito, nitrato, composi¢cdo centesimal, contagens de
enterobactérias, bactérias lacticas, aerébios mesofilos e clostridios sulfito redutores a 35°C sem
choque térmico (células vegetativas e esporos) e com choque térmico (esporos). A adicdo de
sorbato inibiu a germinacao e o crescimento de esporos durante 90 dias em atividade de 4gua 0,96
e 60 dias em atividade de &gua 0,965 e inibiu o crescimento de mesofilos aerébios, além de

retardar a deple¢&o do nitrito durante a estocagem.
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ABSTRACT — The study of hurdles, which confer microbiological stability in low-cost shelf-stable
Bologna type sausage, is fundamental for supporting the supervisory authorities to approval the
commercialization of the product at room temperature providing some minimum parameters to
assure the safety are established. The objective of this study was to evaluate the efficacy of
potassium sorbate addition (0.25%) on limiting germination of Clostridium sporogenes PA 3679 in
low lost Bologna type product formulated with 0.960 and 0.965 water activity during 90 days storage
at 26°C. The experiment comprised four treatments: without sorbate 0,960 (SS960), with sorbate
0,960 (CS960), without sorbate 0,965 (SS965) and with sorbate 0,965 (CS965). The pH value,
water activity, nitrite and nitrate, proximate composition, total counts of Enterobacteria, mesophylic
aerobic bacteria, lactic acid bacteria, spores and vegetative cells of sulfite-reducing clostridia at
35°C were evaluated. Sorbate addition prevented sulphite-reducing clostridia spores germination
and growth during 90 days storage at aw 0.96 and during 60 days at aw 0.965, decreased nitrite

depletion at both water activities and prevented aerobic mesophilic growth during storage.
Keywords: Bologna, microbiological stability, water activity, sorbate.
1 INTRODUCAO

A mortadela se destaca entre os produtos carneos de maior volume produzido no pais, com
volume de producdo estimado de 460.346 toneladas em 2017 (Datamark, 2017), so inferior ao de
salsichas (707.621 toneladas) e linguicas (990.892 toneladas). No Anexo | da Instrugcdo Normativa
n°4 do Ministério da Agricultura (Brasil, 2000) as mortadelas sé@o classificadas em diferentes
categorias em fungcdo das matérias-primas e ingredientes utilizados na sua formulacdo. Nas
mortadelas de baixo custo, € autorizado o uso de até 60% de carne mecanicamente separada e
10% de miudos comestiveis e gorduras. Permite-se a inclusdo de proteinas nao carneas (maximo

de 3,5%) e amido (maximo de 5%).

O produto é adicionado de sal de cura, aceleradores de cura e condimentos e o tratamento
térmico utilizado para sua elaboracdo € a pasteurizacdo, que elimina células vegetativas e pode
injuriar alguns esporos, dependendo da intensidade, mas é insuficiente para eliminar esporos do
Clostridium botulinum, considerado o maior perigo microbiolégico neste tipo de produto. Esta
categoria de produto é transportada e comercializada sob temperatura ambiente no pais. Nao
existe no Brasil nenhum laboratério habilitado para realizacdo de teste de desafio com este micro-

organismo, pois 0s requisitos de seguranca sao inimeros.
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Para prevencdo da germinacdo de esporos de Clostridium botulinum, € permitida por
legislacao a adi¢éo de nitrito de sédio ou potassio, usado isoladamente ou combinado, com limite

maximo permitido de 150mg/100g no produto pronto para consumo (BRASIL, 1998).

Além da adicdo do nitrito, em mortadelas conservadas em temperatura ambiente, o MAPA
(BRASIL, 2015) estabelece a atividade de agua méxima permitida de 0,955, sendo que, o teor de
cloreto de sodio necessario para se atingir esta atividade de agua atinge cerca de 3,5% (SIDONE
et al., 2016), impactando de maneira relevante o teor de sédio no produto final, contrariando as
recomendacdes dos 6rgaos do setor de salde e a proposta das industrias frigorificas de reduzirem
0 sodio de seus produtos. Desta forma, se faz necessario avaliar alternativas para a garantia da

segurancga microbiologica do produto em atividade de dgua maior que o estabelecido.

Uma das alternativas € a adicdo de sorbato de potassio, um aditivo antimicrobiano que
apresenta efeito inibitério em bolores, leveduras e algumas bactérias (IVEY et al., 1978; SOFOS et
al., 1979). O uso de acido sérbico e seus sais de sodio, potassio e calcio em produtos carneos é
permitido pela Legislacdo Brasileira somente para tratamento de superficie, ha quantidade maxima

de 20mg/100g de produto, em associa¢ao ou isoladamente (BRASIL, 1998).

A adicdo de sorbato em atividades de agua maiores que a estabelecida como segura
(0,955) (MAPA, 2015) poderia garantir a seguranca microbiolégica em conjunto com o efeito ja
conhecido do nitrito. Deste modo, o teor de sal (NaCl) adicionado seria reduzido, atendendo as
orientacdes do Ministério da Saude (BRASIL, 2013) e da OMS para reducdo de sodio desta
categoria de produtos. Portanto, objetivo do presente estudo foi avaliar se a adicdo de sorbato a
0,25% pode contribuir para a seguranca microbiolégica da mortadela de baixo custo conservada

em temperatura ambiente (26 + 1°C) em atividades de &gua de 0,960 e 0,965.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Processamento

Os produtos foram elaborados na Planta Piloto do Centro de Tecnologia de Carnes (CTC)
do Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL) em Campinas. As avaliacfes fisico-quimicas e
microbioldgicas foram realizadas nos respectivos laboratérios do CTC, de acordo com o tipo de
atividade. O planejamento experimental baseou-se em dois niveis de atividade de agua (0,960 e

0,965) com presenca e auséncia de sorbato totalizando em quatro tratamentos.

2.1.1 Elaboracédo da “Emulsé&o basica”
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Para a elaboracdo das mortadelas com diferentes atividades de &agua foi necessério
formular-se uma emulsao isenta de sal a qual denominou-se “Emulséo Béasica” (Tabela 1). Sendo a
atividade de agua diretamente relacionada a concentragcdo salina, a partir da “Emulsdo Bésica”

foram elaborados os diferentes tratamentos.

As matérias-primas carneas foram moidas e colocadas no cutter (Kramer Grebe de Karl
Ernst Zippel, Alemanha). Apés homogeneizagéo, foi realizada a aspercédo de 1 mL de in6culo de
Clostridium sporogenes (7 log UFC/mL) por quilograma de emulsédo perfazendo 3 Log UFC/g.
Posteriormente, adicionou-se os fosfatos, o agucar, o sal de cura e, a seguir, a proteina texturizada
de soja e a fécula. Retirou-se a emulsado do cutter com 10-12°C, determinou-se a umidade por
método rapido (micro-ondas), segundo Pettinate (1985) para possibilitar os célculos de atividade de
agua referentes dos diferentes tratamentos segundo Krispien, Roedel e Leistner (1979), conforme a

equacdo (1). A umidade da massa crua para ajuste das atividades de agua foi 60,52%.

Dado que a umidade da massa crua para ajuste das atividades de agua foi 60,52%, nos
tratamentos cuja aw teédrica foi 0,960 adicionou-se 3,45% de cloreto de soédio, enquanto nos
tratamentos com aw desejada de 0,965 foi adicionado 2,98%, incluindo-se o cloreto de sddio

presente no sal de cura.

Aw = [0,99918 + (—0,00726 * CS)] Equago (1)

Onde: CS — Concentracgdo salina no produto (%NaCl/%NacCl + % Umidade)

Tabela 1. Composicdo da “Emulsao basica”.

Ingredientes (%)

CMS 60,00
Gel pele suina (2:1) 12,00
Figado suino 1,00
Rim 1,00
Carne suina 16,25
Proteina texturizada de soja (Centex 4010, Solae, Brasil) 3,50
Fécula de mandioca (Tipo I, Pinduca, Brasil) 5,00
Acucar (Unido, Brasil) 0,60
Tripolifosfato de sédio 0,35
Pirofosfato acido de sédio (Fibrisol 414, ICL, Brasil) 0,15
Sal cura (90% NacCl / 10% nitrito de sédio) (P6 Hungaro V, Kraki, Brasil) 0,15
TOTAL 100
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ApOs a adicdo de sal nos diferentes tratamentos, foi adicionado o eritorbato de sodio (500
ppm), e nos tratramentos CS960 e CS965 foram adicionados 0,25% de sorbato de potassio. O

fluxograma de obtencéo dos quatro tratamentos € apresentado na Figura 1.

As massas foram embutidas em tripa plastica impermeavel de poliamida com 60 mm. Foi
realizado o tratamento térmico em estufa por meio do cozimento em vapor direto a 85°C de forma
que o interior do produto atingisse 75°C. Esse processo térmico cuja letalidade foi calculada em
estudos anteriores garante uma reducdo de 12D de E. faecalis e portanto atende aos requsitos
minimos estabelecidos pelo MAPA e recomendados por Feiner (2006), que seria reducdo de 6D
(Brasil, 2015). Resfriou-se em &gua corrente em temperatura ambiente por 10 minutos e
conservou-se em camara a 26 £1°C. As amostras foram analisadas nos dias 1, 15, 30, 60 e 90 dias

apbs processamento.

Emulsao
Basica

(32 kg)

Aw 0,960 Aw 0,965
(16 kg) (16 kag)

Sem sorbato Com sorbato Sem sorbato Com sorbato

(8 kg) (8 kg) (8 kg) (8 kg)
SS960 CS960 SS965 CS965

Figura 1. Fluxograma esquematico de obtencdo dos quatro tratamentos.
2.2 Analises Fisico-Quimicas

As determinacdes de umidade, proteina, gordura e cinzas nas mortadelas foram realizadas
segundo as metodologias descritas pela AOAC (2005) e os resultados foram expressos em g/100g
de amostra. As analises para quantificagdo dos teores de nitrato e nitrito nas massas cruas e nas
mortadelas foram realizadas em triplicata, de acordo com Brasil (2005). O nitrato foi reduzido a
nitrito, apds passagem em coluna de cadmio/cobre e dosado como nitrito. Os resultados foram

expressos em mg/kg.
2.3 Metodologia dos ensaios microbiol6gicos da mort adela

As contagens de esporos e células vegetativas de clostridio sulfito redutor (log UFC/g) a

35°C, enterobactérias, mesofilos aerdbios, bactérias lacticas e estafilococos coagulase positiva

5



11° Congresso Interinstitucional de Iniciacdo Cient  ifica — CIIC 2017
02 a 04 de agosto de 2017 — Campinas, S&o Paulo
ISBN 978-85-7029-141-7

foram realizadas conforme descrito por Salfinger e Tortorello (2015). A deteccdo de Salmonela sp
foi realizada conforme a ISO 6579 (2007). Para a contagem de Escherichia coli a metodologia foi
realizada conforme a 1ISO 7251 (2005) e para a deteccao de Listeria monocytogenes a andlise foi
realizada conforme a ISO 11290-2 (1998).

2.4 Andalise Estatistica

Para avaliacdo do efeito da atividade de &gua, da adicdo de sorbato e do tempo e suas
possiveis interagfes sobre as variaveis pH, nitrito, nitrato e contagens microbiolégicas foi utilizado
um planejamento fatorial completo, atividade de agua (2) X presenca de sorbato (2) X periodos de
estocagem apos processo (5). Os resultados foram submetidos a analise de variancia e teste de

Tukey para avaliar diferenca entre as médias ao nivel de 95% de significancia.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A composicdo centesimal do produto final estd apresentada na Tabela 2. Observa-se que
todos os valores atendem aos parametros estabelecidos no Anexo Il da Instrucdo Normativa n°4 do
Ministério da Agricultura (Brasil, 2000) que preconiza minimo de 12% de proteina, maximo de 30%

de gordura. A aw média dos tratamentos atendeu aos pré-estabelecidos teoricamente.

Tabela 2. Composi¢éo centesimal de mortadelas.

Tratamentos Composicao (%)

Aw Sorbato AW Umidade Proteina Gordura Carboidratos nzas
0,960 Ssem () 0,958+0,001 | 60,20+0,00 14,02+0,03 14,12+0,13 8,01+0,01 4,78+0,00
0,965 0,964+0,000 | 60,4810,06 14,09+0,05 14,51+0,14 8,22+0,00 3,98+0,01
0,960 Com (+) 0,958+0,000 | 60,11+0,24 13,97#0,01 14,2740,22 8,01+0,01 4,77+0,01
0,965 0,964+0,000 | 60,531+0,17 14,15+0,04 14,32+0,14 7,71+0,13 4,1040,01

Média + desvio-padrao
(+) indica presenca de sorbato
(-) indica auséncia de sorbato

A presenca de carboidratos esta relacionada a adicdo de fécula de mandioca e acguUcar na
massa, que resulta em valores de agUcares totais em torno de 8%, inferiores a 10%, conforme

preconizado pela legislacdo para esta categoria de produtos (BRASIL 2000).

Em relacdo ao teor de cinzas, nota-se uma variacdo acentuada entre os tratamentos, uma
vez que as diferentes quantidades de sal adicionadas impactam diretamente o teor de cinzas. Isto
€, quanto menor a Aw desejada, maior o teor de sal adicionado, consequentemente, mais elevada
sera a concentracdo salina, portanto, maior o teor de cinzas encontrado no produto final. Nao se

observou alteracdo da umidade nos diferentes tratamentos.
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N&o houve efeito da atividade de agua sobre os valores de pH (p=0,147), enquanto o
sorbato e o tempo apresentaram efeito significativo sobre os valores de pH (p<0,0001). A interacéo
aw X sorbato néo foi significativa (p=0,097), mas as interacdes duplas (aw X tempo e sorbato X
tempo) foram significativas (p<0,00001). A Tabela 3 ilustra o efeito da interacdo dupla (sorbato X
tempo) sobre o valor de pH ao longo do tempo. Nota-se que os os valores de pH apresentam
gueda ao longo da estocagem nos tratamentos sem adi¢do de sorbato e com atividade de agua de
0,965.

Tabela 3. Efeito do sorbato sobre o valor de pH das mortadelas durante a estocagem.

Sorbato
Tempo Valor de P
Com Sem
1 6,12+0,02 Ba  6,07+0,02 Ab <0,0001
15 6,11+0,03 BCa 6,05+0,02 ABb <0,0001
30 6,06+0,02 Ca  6,01+0,01 Bb <0,0001
60 6,20+0,02 Aa  6,04+0,06 ABb <0,0001
90 6,08+0,09 BCa 6,02+0,05 Bb <0,0001
Valor de P <0,0001 0,0016 -

Média + desvio-padrao
Letras mindsculas diferentes na linha apresentam diferenca entre os tratamentos (p<0,05).
Letras mailsculas diferentes na coluna apresentam diferencga entre os tempos (p<0,05).

Houve efeito significativo da atividade de agua, do sorbato e do tempo sobre os teores de
nitrito (p<0,0001), assim como da interagcdo aw X tempo (p<0,0001) e da interacdo tripla aw X
sorbato X tempo (p=0,0035) sobre o teor de nitrito residual nas mortadelas. Os resultados
apresentados na Tabela 4 indicam que houve uma reducéo do teor de nitrito da emulsdo crua com
tratamento térmico em torno de 30%, corroborando com o estudo de SIDONE et al. (2016). Na
Tabela 4 ainda observa-se que os tratamentos contendo sorbato apresentaram residuais de nitrito
significativamente maiores que os isentos aos 15 e 30 dias de estocagem e aos 60 e 90 dias os
residuais mantiveram-se mais elevados em presenca de sorbato nos tratamentos com atividade de
agua de 0,960. Assim, o sorbato parece retardar a deplecdo de nitrito e este efeito pode ser

importante para a seguranca quando a atividade de agua for mais elevada.
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Tabela 4. Teor de nitrito ao longo da estocagem de mortadelas em temperatura ambiente.

Tempo 0,960 0,965 Valor de P
(dias) Com Sorbato  Sem Sorbato  Com Sorbato ~ Sem Sorbato
Emulsao 110,0+1,3 125,8+1,0 102,6 + 3,1 102,7+1,4 -
1 75,9+1,0 Aa 74,6+1,7 Aab 76,1+1,0 Aa 73,2+1,7 Ab 0,0075
15 19,1+0,3 Ba 15,1+0,8 Bb 19,741,1 Ba 13,7+0,6 Bc <0,0001
30 10,6+0,4 Ca 7,5+0,5 Cc 9,7+0,2Cb 6,0+0,4 Cd <0,0001
60 5,64+1,0 Da 4,4+0,3 Db 4,840,1 Db 4,2+0,1 Db 0,0004
a0 5,7+0,4 Da 3,840,3 D¢ 4,840,1 Db 3,9+0,4 Dc <0,0001
Valor de P <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Média + desvio-padrao
Letras mindsculas diferentes na linha apresentam diferenca entre os tratamentos (p<0,05).
Letras mailsculas diferentes na coluna apresentam diferenga entre os tempos (p<0,05).

Houve efeito significativo (p<0,0001) da adicdo de sorbato, do tempo e das interagbes
sorbato X tempo e aw X sorbato X tempo sobre a concentracdo de nitrato durante a estocagem.
Aos 30 dias de estocagem observa-se que o teor de nitrato é significativamente superior nos
tratamentos adicionados de sorbato (Tabela 5), independentemente da atividade de agua,
enquanto aos 60 dias somente o tratamento de atividade de &gua 0,960 apresentou essa
tendéncia. A produgdo de nitrato poderia ser interessante para aumentar a seguranca, pois O
nitrato converte-se a nitrito em determinadas condicbes em taxas que variam em fungdo da

composicao do produto (Honikel, 2008).

Tabela 5. Teores de nitrato ao longo da estocagem de mortadelas em temperatura ambiente(26°C).

Tempo 0,960 0,965 Valor de P
(dias) Com Sorbato Sem Sorbato Com Sorbato Sem Sorbato
1 28,5%1,7 Aa 25,1+0,6 Ab 25,9+1,6 Aab 26,3+2,4 Aab 0,0187
15 25,840,8 Ba 24,4+0,5 Aa 26,510,7 Aa 29,8+1,5 Aa 0,6 349
30 16,3+0,3 Ca 11,3+2,3 Bb 17,1+0,9 Ba 8,0+1,1 Bc <0,0001
60 6,6+2,0 Da 4,3+0,4 Cc 3,6+0,9 Cab 4,7+0,2 Bbc 0,0032
90 3,940,4 Ea 3,2+0,3 Cb 3,5+0,2 Dab 3,2+0,3 Bb 0,0049
Valor de P <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Média + desvio-padrao
Letras mindsculas diferentes na linha apresentam diferenca entre os tratamentos (p<0,05).
Letras mailsculas diferentes na coluna apresentam diferenga entre os tempos (p<0,05).

Em relacdo aos resultados microbiolégicos do estudo, a caracterizacdo indicou que as
amostras estavam dentro dos padrdes de exigéncia dos o6rgaos fiscalizadores de produtos de
origem animal. A contagem de E. coli foi <3,0 NMP/g, estafilococus coagulase negativo <1,0 log
UFC/g, Salmonella sp. ausente em 25 g, Listeria monocytogenes <1,0 log UFC/g e clostridio sulfito
redutor a 46°C <1,0 log UFC/g.
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O estudo da estabilidade microbiolégica ao longo de 90 dias de andlise apresentou valores
de bactérias lacticas e enterobactérias abaixo do limite de detec¢éo (<1,0 log UFC/g) corroborando
com SIDONE et al. (2016).

Em relagdo a contagem total de mesofilos aerdbios, s6 foram significativos os efeitos
isolados do sorbato (p=0,0026) e do tempo (p<0,0001) sobre o crescimento desta classe de micro-
organismos (Tabela 6). Observa-se que a adi¢do de sorbato inibiu o crescimento de mesofilos na
aw de 0,96 durante os 90 dias de estocagem em temperatura ambiente. Ainda que né&o tenha sido
significativa a interacdo tripla (p=0,0552), pode-se observar que na atividade de &gua 0,965
somente aos 90 dias foi observado crescimento expressivo de mesdfilos (Tabela 7).

Tabela 6. Efeito da atividade de &gua, do sorbato, do tempo e de suas interacdes sobre a
contagem de mesofilos aerdbios em mortadelas.

Efeitos e Interacdes Valor de P
Modelo <0,0001

Aw 0,6198

Sorbato 0,0026*
Tempo <0,0001*

Aw X Sorbato 0,4327

Aw x Tempo 0,2650

Sorbato x Tempo 0,0994

Aw x Sorbato x Tempo 0,0568

* p<0,05

Tabela 7. Contagem total de mesofilos aerdbios ao longo da estocagem de mortadelas em
temperatura ambiente (26°C).

Tempo 0,960 0,965
(dias) Com Sorbato  Sem Sorbato  Com Sorbato ~ Sem Sorbato Valor de P
1 1,0+0,0 Aa 1,0+0,0 Ba 1,0+0,0 Ba 1,0+0,0 Ba 1,0000
15 1,0+0,0 Aa 1,0+0,0 Ba 1,0+0,0 Ba 1,0+0,0 Ba 1,0000
30 1,841,3 Aa 4,2+1,9 ABa 2,2+1,8 Aba 1,5+0,9 Ba 0,2088
60 3,0+1,8 Aa 3,5+2,2 ABa 1,5+0,2 ABa 4,2+0,3 Aa 0,2032
a0 2,3+0,9 Aa 4,941,3 Aa 3,840,6 Aa 5,1+1,4 Aa 0,0552
Valor de P 0,1792 0,0194 0,0147 <0,0001

O limite de detecgéo é 10 UFC/g
Letras mindsculas diferentes na linha apresentam diferenca entre os tratamentos (p<0,05).
Letras mailsculas diferentes na coluna apresentam diferenga entre os tempos (p<0,05).
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Houve efeito significativo da interagdo sorbato X atividade de agua X tempo (p<0,00) sobre
a contagem total de clostridios sulfito redutores a 35°C, como pode ser observado na Figura 2.

A adicdo de sorbato, independentemente da atividade de &gua, inibiu a germinacdo e o
crescimento nos tratamentos inoculados. Por outro lado, nos tratamentos sem adicdo de sorbato
houve acréscimo de aproximadamente 2 log UFC/g no tratamento com atividade de agua de 0,965
apo6s 30 dias, e 1 log UFC/g no tratamento com atividade de agua de 0,960 apoés 60 dias.

AW*Sorbate*Time; LS Means
Current effect: F(4, 40)=16,309, p=,00000

Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals

Contagem total de clostridios
sulfito redutor (Log CFU)

1t
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m m
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< <
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Figura 2. Contagem total de Clostridios sulfito redutor a 35°C em mortadelas inoculadas com
C. sporogenes durante a estocagem sob temperatura ambiente (26°C).
O sorbato atuou como agente inibidor da germinagao do C. sporogenes PA3679 importante

neste estudo e sua atividade apresenta sinergismo com atividade de agua.

4 CONCLUSOES

Os resultados evidenciaram que o sorbato impactou positivamente a seguranca microbiologica
dos produtos desta categoria, pois preveniu o crescimento e a germinacdo de esporos de C.
sporogenes PA3679 nas atividades de agua de 0,960 e 0,965, além de retardar o crescimento de
aerdbios mesdfilos. Recomenda-se que outros estudos sejam conduzidos para que seja avaliada a
segurancga toxicolégica do uso combinado do sorbato de potassio com o nitrito de sédio nesta

categoria de produto.
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