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EFEITO DE REVESTIMENTOS ATIVOS NO PERIODO DE VIDA UTIL DE CHOURIGO
TRADICIONAL PORTUGUES

RESUMO

O chourigo tradicional Portugués é bastante apreciado pelos consumidores sendo
comercializado sob embalagens em atmosfera modificada ou a vacuo. Apds aquisigao deste
produto, os consumidores abrem as embalagens e conservam-no em refrigeragcdo. Na
superficie do chourico desenvolvem-se frequentemente bolores dando-lhe caracteristicas
organoléticas repugnantes que levam a sua rejeicao.

O objetivo deste trabalho consistiu em estudar o efeito de revestimentos ativos incorporados
com péptidos antimicrobianos nisina (NS,1%) e/ou natamicina (NT,0,05% e 0,025%) para
inibir o desenvolvimento dos bolores na superficie dos chouricos.

Revestimentos de quitosano (Q,0,5%) e lactato de sédio (LS,2,4%) com antimicrobianos
imobilizados foram testados em tripa seca natural, contaminada com Penicillium
funiculosum: Q(0,5%)+LS(2,4%); Q(0,5%)+LS(2,4%)+NS(1%);
Q(0,5%)+LS(2,4%)+NT(0,05% e 0,025%); Q(0,5%)+LS(2,4%)+NS(1%)+NT(0,05%).

O revestimento Q(0,5%)+LS(2,4%)+NT(0,025%) revelou ser o mais promissor, inibindo o
desenvolvimento do bolor até 60 dias. Este revestimento foi aplicado em chourigco
tradicional, revelando-se eficaz no controlo do desenvolvimento de bolores na superficie do
produto, até pelo menos 30dias de armazenamento em condi¢gdes semelhantes as da casa
do consumidor, ndo afetando contudo as bactérias do acido lactico (LAB) e Staphylococcus
coagulase negativos, microbiota tecnologica do produto, assim como a atividade da agua

(aw) e pH do enchido que contribuem para a sua estabilidade.

Palavras-chave: chourigo, revestimento ativo comestivel, quitosano, natamicina, bolor, tripa

seca natural



EFFECT OF ACTIVE COATINGS ON THE SHELF LIFE OF TRADITIONAL PORTUGUESE
SAUSAGE

ABSTRACT

The traditional Portuguese sausage “chourico” is very appreciated by consumers and is
marketed under modified atmosphere packaging (MAP) or vacuum. After purchasing this
product, consumers open the package and put it under refrigeration. On the surface of the
sausage develops moulds giving them an unappealing aspect and rejection to consume.

The aim of this work was to study the effect of active coatings incorporating antimicrobial
peptides Nisin (NS, 1%) and/or Natamycin (NT, 0.05% and 0.025%) to inhibit the growth of
moulds on the surface of fermented smoked sausages.

Chitosan coatings (Ch,0,5%) and Sodium Lactate (SL,2.4%) with immobilized antimicrobial
were tested on natural dried casings, contaminated with Penicillium funiculosum:
Ch(0.5%)+SL(2.4%); Ch(0.5%)+LS(2.4%)+NS(1%); Ch(0.5%)+LS(2.4%)+NT(0.05% and
0.025%); Ch(0.5%)+SL(2.4%)+NS(1%)+NT (0.05%).

The coating Ch(0.5%)+LS(2.4%)+NT(0.025%) was the most promising, inhibiting the
development of mould up to 60 days. This coating was applied on traditional sausage
chourico, being effective to control the growth of moulds on product surface, up to at least 30
storage days in similar conditions to those held at consumer's home, without affecting lactic
acid bacteria (LAB) and coagulase negative Staphylococcus, the technological microbiota of

the product, as well the sausage water activity (aw) and pH which contributes to its stability.

Keywords: fermented sausage, active coating, chitosan, natamycin, mould, natural dried

casing
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1. INTRODUCAO

A producdo de alimentos com recurso a microrganismos € uma técnica bastante antiga
(Ordoénez & Hoz, 2007). Na Europa, a produgao de chourigos fermentados tem uma longa
tradicdo, tendo comecado nos paises do Mediterrdaneo durante a época romana. Nestes
paises existem variados produtos carneos fermentados que ainda hoje sdo produzidos de
forma tradicional, caracterizando-se pela grande diversidade nos métodos de fabrico que
Ihes confere diversidade no tamanho e nas caracteristicas organoléticas (Garriga &
Aymerich, 2007; Lebert, Leroy & Talon, 2007). Todos eles s&o processados com recurso a
microrganismos, podendo estes estar naturalmente presentes nas matérias-primas ou
serem intencionalmente adicionados - culturas de arranque (Ordéfez & Hoz, 2007).

Com a globalizagédo e desenvolvimento de tecnologias para produtos carneos, na segunda
metade do século XX, houve um aumento da produgcao destes produtos, impulsionando a
industria das carnes a produzir enchidos em larga escala. Porém, a producao tradicional
mantém-se em determinadas regides (Ordofiez & Hoz, 2007).

Os produtos de Salsicharia Portuguesa, entre os quais se encontra o Chouri¢o, sao produtos
alimentares denominados por enchidos fumados. Estes podem ser armazenados a
temperatura ambiente sem risco de deterioracdo, ndo sendo necessario recorrer a aditivos
para a sua conservagao. Os produtos produzidos de forma tradicional normalmente nao tém
qualquer aditivo na sua composigao (Roncalés, 2007).

Este produto é considerado um alimento pronto a consumir uma vez que pode ser
consumido sem qualquer processamento térmico. Tendo em consideragao os valores de pH
e atividade da agua (ay), os enchidos fumados classificam-se como produtos estaveis. No
entanto, este produto requer uma especial atencdo relativamente ao crescimento de
microflora deteriorativa no produto. Durante o seu periodo de armazenamento, destaca-se
especialmente a rapida colonizagao a superficie por um grande numero de fungos
filamentosos, ndo s6 bolores mas também leveduras, e o potencial desenvolvimento de
alguns agentes patogénicos. O principal fator de deterioragdo da qualidade destes produtos
€ a presenca de oxigénio, o qual desencadeia rancidez oxidativa e alteragbes no sabor, cor,
e desenvolvimento de bactérias aerébias e fungos (Ahn & Min, 2007; Spotti & Berni, 2007).
O desenvolvimento de fungos filamentosos na superficie do chourigo é indesejavel e pode
levar a um aumento do aparecimento de metabolitos secundarios toxicos, denominados de
micotoxinas (Selgas, Trigueros, Casas, Ordénez & Garcia, 1995 ; Bruna, Hierro,Hoz,
Mottram, Donald. Fernandez & Ordéfiez, 2001; lacumin et al., 2009).

O nao controlo do crescimento fungico leva a que estes se desenvolvam e produzam uma
pigmentacdo acinzentada ou amarelada no produto alimentar. Além disso as toxinas
produzidas podem, apesar de raramente, difundir-se pela carne. O referido desenvolvimento
fungico no produto pode ocorrer durante a fase de distribuigdo ou somente, ja em casa do

consumidor, apés abertura da embalagem, tornando-o repugnante para o consumidor e
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levando a que este o rejeite. Assim, torna-se importante inibir o desenvolvimento da referida
microbiota durante o seu tempo de vida util. Surge entdo uma necessidade crescente de se
estudarem técnicas inovadoras que levem a inibigdo do desenvolvimento dos referidos
fungos e que consequentemente promova o aumento do prazo de validade do chourigo
(Appendini & Hotchkiss, 2002; Labadie, 2007; Martin-Sanchez et al., 2011).

Apébs abertura da embalagem de chourigo, ja na casa do consumidor, os Portugueses tém o
habito de o guardar, envolvido em pelicula aderente, no frigorifico (Tradisausage, 2006).

No que respeita a melhorar a qualidade e tempo de vida util dos produtos de salsicharia
fermentados, estes tém tido uma especial atengdo por parte da ciéncia e tecnologia,
especialmente na Europa central e do Sul, e América do Norte (Toldra, Nip & Hui, 2007).
Tém sido estudados diferentes tipos de embalagens e revestimentos ativos comestiveis
para os mais diversos produtos alimentares. Os revestimentos comestiveis com
propriedades antimicrobianas foram desde o inicio do seu desenvolvimento aplicados na
industria alimentar, e tém inovado o conceito de embalagens ativas, sendo desenvolvidos
para reduzir, inibir ou inativar o crescimento microbiano na superficie dos alimentos. Os
revestimentos ativos sdo constituidos por camadas finas de materiais comestiveis aplicados
na forma liquida sobre os produtos alimentares, desempenhando um papel importante na
sua conservacao, quer seja para protecao fisica ou microbiolégica (Cong, Zhang & Dong,
2007; Falguera, Quintero, Jiménez, Mufioz & Ibarz, 2011). Neste sentido, muitos tém sido os
trabalhos de desenvolvimento de revestimentos ativos com o intuito de aumentarem o tempo
de vida util de frutas e vegetais, mas poucos sao os trabalhos que utilizam polissacarideos
(Cerqueira et al., 2010).

Diferentes revestimentos com base em quitosano e com natamicina imobilizada foram
anteriormente estudados para aplicagéo na superficie de queijos, com o objetivo de inibir o
desenvolvimento fungico. Porém, ndo € do nosso conhecimento qualquer tipo de estudo
realizado que envolva revestimentos ativos comestiveis antimicrobianos a serem testados
em produtos carneos fermentados (Fajardo et al., 2010).

O objetivo principal deste trabalho incide sobre a aplicagdo de revestimentos ativos num
produto de salsicharia Portuguesa, o chourico, com o intuito de aumentar a sua vida util.
Assim 0 nosso trabalho dividiu-se em diferentes subtarefas para conseguir atingir o objetivo
proposto: (1) Desenvolvimento de revestimentos ativos com imobilizagdo de substancias
ativas (agentes antimicrobianos) numa matriz polissacaridica; (2) Aplicacdo de
revestimentos em tripa seca natural e avaliacdo da atividade antimicrobiana da natamicina
livre e imobilizada; (3) Aplicagdo do revestimento testado no chourigo tradicional Portugués;
(4) Avaliagdo do prazo de validade do chourigo: caracterizagcdo microbiolégica e fisico-

quimica.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Produtos de Salsicharia Tradicional Portuguesa — Chourigo
O inicio do fabrico de chourigos fermentados remete-nos para tempos muito antigos. Para o
desenvolvimento da civilizagdo, um dos pré-requisitos mais importantes passou pela
descoberta de métodos que permitissem a conservacdo de alimentos para o
armazenamento e transporte, ou seja, técnicas que permitissem o aumento do tempo de
vida util do produto. A primeira descoberta nesse sentido foi a secagem de alimentos,
seguindo-se a fumagem (Zeuthen, 2007;(Flores & Toldra, 2011). Deste modo, a produgéo
de produtos carneos fermentados comegou por ser uma forma de conservar a carne (Arnau,
Serra, Comaposada, Gou & Garriga, 2007).
A producao dos tipicos produtos de carne fermentados conta com séculos de histdria, tendo
sido iniciada pelos Antigos Romanos e Gregos e, na ldade Média, a produgdao e consumo
estendeu-se para a Europa (Flores & Toldra, 2011). No Império Romano, os chourigos eram
produzidos a partir de sangue, gordura e pedagos de carne, os quais eram cozidos de
seguida. Ja nestes tempos o corte da carne era efetuado em pedacos, afim de obterem uma
distribuicdo mais uniforme do sal e dos restantes ingredientes (Zeuthen, 2007).
Estes produtos chegaram até nds gragas a “heranga” do processo de fabrico transmitida ao
longo de diferentes geragdes, constituindo hoje um dos mais importantes grupos de
alimentos (Flores & Toldra, 2011).
Assim a transformagdo de matérias-primas, através de secagem e fermentagdo era uma
técnica ja conhecida na antiguidade, utilizada com o intuito de produzirem diferentes
alimentos, mais ou menos estaveis (Zeuthen, 2007).
As condi¢des de fabrico diferiam muito entre as diferentes regides produtoras, tendo sido
adaptadas em funcao das condigdes climatéricas dos diferentes locais de produgdo. Assim,
no Norte da Europa adotou-se a fumagem, enquanto os paises do Mediterraneo optaram
pela secagem natural devido talvez as condi¢des climaticas destas zonas (Toldra et al.,
2007 ; Flores & Toldra, 2011).
O continente Europeu é o maior produtor de chourigos fermentados. Nele existe uma grande
variedade de produtos de charcutaria, sendo eles produzidos como forma de efetuar um
aproveitamento maximo da carne, visceras, gordura e sangue de porco. De pais para pais e
de regido para regido, diferem as caracteristicas dos produtos carneos fermentados
fabricados. Estas diferengas devem-se, entre outros fatores, as técnicas adotadas para a
producao (em muito influenciadas pelos habitos e costumes da regido), populagao
microbiana intrinseca (que difere de acordo com os ingredientes utilizados e métodos de
producao), matérias-primas utilizadas e propor¢cdo das mesmas, e tempo de secagem,
levando a obtengao de produtos finais com grande variedade de sabores e texturas entre
eles. Deste modo, existe uma grande diversidade organolética entre os enchidos

fermentados sendo dificil classifica-los, pois apesar terem denominagao igual ou semelhante
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sdo muitas vezes distintos entre si (Selgas et al., 1995; Flores, 1997; Elias, Fraqueza &
Barreto, 2006 ; Garriga & Aymerich, 2007; Lebert et al., 2007; Ockerman & Basu, 2007;
Ordofiez & Hoz, 2007; Zeuthen, 2007 ; Flores & Toldra, 2011).

No entanto, e tendo em consideragcdo a tecnologia de processamento adotada para a
produgédo deste produto, podemos diferenciar dois grandes grupos de enchidos
fermentados: os curados a seco, sem adicdo de agua, no qual os agentes de cura' sdo
solubilizados apenas com a humidade natural da carne; e curados humidos, em que a
solubilizagdo dos agentes é feita com adigdo de agua de modo a formar-se uma solugéo
salina, a salmoura (Flores, 1997).

Os enchidos fermentados sdo o resultado de uma série de fatores bioquimicos,
microbioldgicos, e alteracbes fisicas e sensoriais, que se desenvolvem a condicbes de
temperatura e humidade especificas (Casaburi et al., 2007).

Na Europa, os enchidos fermentados sédo produzidos em grande abundancia, uma tradigao
que partiu do sul da Europa (Zeuthen, 2007). Estes produtos de salsicharia secos e
fermentados representam uma importante parte da producdo das fabricas de produtos
carneos existentes na Europa, especialmente dos paises pertencentes a zona do
mediterraneo, onde a producéao é tipica (Bolumar et al., 2006; Sanchez-Gonzalez, Chafer,
Hernandez, Chiralt & Gonzalez-Martinez, 2011).

Portugal integra-se na area do Mediterraneo, da qual fazem parte diversas variedades de
enchidos secos fermentados, produzidos ao longo de séculos. Estes produtos tipicos
caracterizam-se por serem produzidos com recurso a carne de suino e por resultarem de
uma combinagao entre os processos de secagem e de fermentagao, por terem um processo
de cura lenta, normalmente sem recorrer a utilizacdo de nitritos e sem a aplicacdo de
fumagem, sendo secos (até atingirem um baixo valor de a,,) devido ao clima peculiar destes
paises, com um pH ligeiramente superior a 5,0. Estes produtos muitas vezes ndo tém uma
separagao evidente entre a fase de fermentagdo e de secagem (Flores, 1997; Demeyer &
Eerola, 2000; Lebert et al., 2007; Ordofiez & Hoz, 2007; Toldra et al., 2007).

De acordo com Orddérez e Hoz (2007), os enchidos do Mediterraneo podem ser
classificados como um produto carneo fermentado com elevada acidez, para a producao
dos quais é necessario um processo de fermentacao e de secagem (Orddrfez & Hoz, 2007).
Os enchidos do Mediterraneo diferem entre si de acordo com o didmetro, forma, tamanho,
caracteristicas sensoriais e condimentos adicionados. Estes produtos adquirem diferentes
nomes de acordo com a zona de producdo, tendo muitas vezes denominagdes distintas
entre regides bastante proximas (Toldra et al., 2007).

A cura é um termo que se aplica a produtos carneos. Porém, o seu significado varia de
acordo com o pais de producao do enchido. Na zona do mediterraneo o termo “cura” é

direcionado para os produtos que foram submetidos a um longo processo de

' Os agentes de cura normalmente utilizados s3o sal, nitrato e/ou nitrito e agucar (Flores, 1997).
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amadurecimento, no entanto, apesar de Portugal pertencer aos paises do Mediterraneo,
aqui a cura encontra-se normalmente sempre associada a fumagem, a qual é praticada pela
grande parte das salsicharias, pelo menos nas produtoras de chourigo tradicional Alentejano
(Flores, 1997; Elias et al., 2006; Lebert et al., 2007).

A conservagdo dos enchidos é obtida como resultado da conjugacdo de uma série de
fatores (efeito de barreira — hurdle effects), os quais proporcionam estabilidade ao produto.
De entre esses fatores encontram-se: adicdo de nitrito, sal e/ou acgulcar; redugdo do
potencial redox, introdugao de bactérias acido lacticas com diminui¢do do pH (desenvolvem
uma série de reacdes que tém um papel importante no desenvolvimento pretendido das
caracteristicas visuais, organoléticas, nutricionais e de seguranga do produto), fumagem e
secagem com diminuicao do a,, (Toldra et al., 2007).

O termo “Produtos de Salsicharia Portuguesa” € uma denominacao abrangente que é dada
a uma extensa variedade de produtos de transformacgao carnea, os quais englobam carnes
curadas (por exemplo, presunto) e os enchidos, produzidos de um modo tradicional, em
territério Portugués. Da vasta lista de enchidos existente em Portugal, podemos dividi-los em
dois grandes grupos: enchidos fumados, onde se incluem por exemplo o Chourigcao, a
Linguica, o Salpicdo, a Farinheira, o Chourico de Carne, o Painho, entre outros; e os
enchidos nao fumados, onde estao incluidos produtos como o Salsichao e o Salame (NP
588, 2008).

Existem acentuadas diferengas no que respeita aos ingredientes que integram a formulagao
de cada enchido. Tal facto, juntamente com o processo de produgéo caracteristico de cada
produto, contribuem para que os produtos finais transmitam uma aparéncia distinta entre
eles, assim como variedade nos sabores. Além dos ingredientes, o tempo, temperatura,
humidade e fumagem sao algumas variaveis que interferem significativamente no controlo
da qualidade do produto final (Ockerman & Basu, 2007).

Devido a diversidade da tecnologia de produgéo dos enchidos secos fermentados é dificil
haver uma gestao de qualidade que seja universal (Demeyer & Eerola, 2000).

Os processos produtivos correspondentes a cada um dos produtos de salsicharia
fermentados, de origem portuguesa, apresentam diretrizes qualitativas em Normas
Portuguesas, para que deste modo esteja estabelecido um “padréo” de producdo e de
garantia de qualidade e seguranca do produto para com o consumidor. Assim, de acordo
com a NP 588 (2008), estabelece-se a classificagao do chourico de carne como um enchido
fumado.

Na Europa, os produtos tradicionais sdo bastante procurados e apreciados pelos
consumidores, 0s quais procuram nestes produtos a garantia de origem, qualidade e
autenticidade (Tradisausage, 2006). Em Portugal esta procura mantém-se de igual forma e

existem varios produtos com Denominagcdo de Origem Protegida (DOP), Indicagéao



Geografica Protegida (IGP) e Especialidade Tradicional Garantida (ETG), cujas definicbes

se encontram legisladas no Regulamento n® 2081/1992 e Regulamento n°® 2082/1992.

2.1.1. Microbiota relevante no processo de fabrico
O conhecimento e controlo da microflora natural presente inicialmente no produto sao
essenciais em termos de qualidade microbioldgica, caracteristicas organoléticas e
seguranga dos alimentos. As bactérias do acido lactico (LAB) e os cocos gram-positivos
catalase positivos sdo as bactérias que desempenham o papel mais significativo no
processo de fabrico (Lebert et al., 2007).
Aquando da fermentacgao, as LAB sdo a principal microflora intrinsecamente presente nos
enchidos tradicionais, seguindo-se dos cocos gram-positivo e catalase-positivos. Durante a
fermentacdo ha um aumento das LAB, de cerca de 3-5 log UFC/g (unidades formadoras de
coldnias por grama) para 6-9 log UFC/g e dos cocos coagulase negativos de 3-5 log UFC/g
para 5-8 UFC/g (Garriga & Aymerich, 2007; Lebert et al., 2007).
As principais espécies de LAB identificadas em enchidos fermentados sédo Lactobacillus
sakei, Lactobacillus curvatus e Lactobacillus plantarum, de entre os quais o L. sakei € o
predominante (Lebert et al., 2007). No entanto, outras espécies também tém sido descritas
como presentes, como sdo exemplo disso os L. alimentarius, L. casei, L. paraplantarum, L.
pentosus, L. paracasei, Pediococcus spp., Lactococcus lactis, Leuconostoc citreum, e
Leuconostoc mesenteroides (Patarata, 2002; Leroy, Verluyten & De Vuyst, 2006 ;Garriga &
Aymerich, 2007; Labadie, 2007; Lebert et al., 2007; Leroy et al., 2006 ; Gongalves, 2009).
Relativamente as espécies de cocos gram e catalase positivos, as dominantes s&o
Staphylococcus xylosus e Staphylococcus carnosus, sendo S. xylosus o mais frequente nos
produtos tradicionais. Outras espécies também tém sido identificadas: S. saprophyticus, S.
equorum, S. succinus, S. warneri, S. lentus, S. vitulus, S. pasteuri, S. epidermidis e S.
haemolyticus, S. intermedius, S. pulverei, S. sciuri, S. cohnii, S. hyicus, Kocuria varians,
Kocuria kristiniae, Micrococcus luteus, e Macrococos caseolyticus (Elias, 2004; Garriga &
Aymerich, 2007; Labadie, 2007; Lebert et al., 2007 ; Carvalho, 2010).
A populagao microbiana inicialmente presente na carne é semelhante aquela que compde a
carne fresca, o que inclui bactérias gram-negativas (p.ex. Pseudomonas spp. e
Enterobacteriaceae) e gram-positivas (p.ex. Bacillus spp., Lactobacillus spp. e Enterococcus
spp.) (Ordoénez & Hoz, 2007).
Provenientes do meio ambiente ou da carne crua, os bolores e leveduras (fungos) estao
normalmente presentes em todos os enchidos fermentados, num numero de coldnias que
normalmente varia entre 2,0 a 3,0 log UFC/g nos primeiros dias, aumentando muito
rapidamente até valores de 6,0 a 7,0 log UFC/g ou mais, ao fim de 25 dias (Ordéfiez & Hoz,
2007). Estes valores de crescimento dependem das condigbes de processamento do

produto, podendo mesmo surgir produtos que nado tenham fungos. Os fungos, por serem
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aerobios, desenvolvem-se na superficie do enchido fermentado seco e n&o no seu interior e,
podem contribuir para a qualidade do produto, uma vez que desenvolvem alguns sabores
caracteristicos, assim como outros provenientes da oxidagao do acido lactico, da atividade
proteolitica, da degradagdo de aminoacidos e da lipolise. Esta também descrito que
possuem atividade protetora contra a oxidagao lipidica (por protegerem o produto da luz) e
estabilizam a cor. A interligacdo existente entre as referidas atividades metabdlicas
contribuem positivamente para a seguranca do produto, textura, sabor e cor caracteristicos.
As espécies mais comuns de leveduras, identificadas em enchidos fermentados séo:
Debaryomyces, Rhodotorula, Hansenula, Torulopsis (como sendo as quatro mais frequentes
e que se apresentam comummente na superficie dos enchidos), Cryptococos, Hypopichia,
Kluyveromyces, Leucosporidium, Pichia, Rhodosporidium, Trichosporon, Yarrowia, Candida
tropicalis, Candida krisii, Candida sake e Candida fermentati. Relativamente aos bolores, os
vulgarmente encontrados em enchidos sao Penicillium e Aspergillus embora também
possam surgir Mucor, Cladosporium, Alternaria, entre outros (Selgas et al., 1995 ; Dura,
Flores & Toldra, 2004; Garriga & Aymerich, 2007; Lebert et al., 2007; Orddénez & Hoz, 2007;
Selgas & Garcia, 2007; Spotti & Berni, 2007 ; lacumin et al., 2009; Martin-Sanchez et al.,
2011).

De acordo com Bruna et al. (2003) o Penicillium é dos géneros que mais frequentemente se
desenvolvem em carne e produtos carneos, por terem a capacidade de crescerem a
temperaturas e a,, mais baixos do que os restantes bolores presentes no produto.

Os Enterococcus sao bactérias gram-positivas, indicadores de contaminagédo fecal,
produtores de aminas biogénicas e responsaveis pela deterioragédo de produtos carneos. E
comum desenvolverem-se durante o processo fermentativo (4-6 log UFC/g) e que
permanecem em teores constantes (ou diminuem) até ao fim do processo de produgéo.

As Pseudomonas e Enterobacteriaceae sdo também bactérias responsaveis pela
deterioracdo. Ha registos de contagens iniciais de Pseudomonas que rondam os 4 log
UFC/g, mas com tendéncia a desaparecerem, ou pelo menos diminuirem, durante a
fermentacdo. As Enterobacteriaceae sao bactérias produtoras de aminas biogénicas (como
a cadaverina, putrescina e histamina). No inicio da fermentacdo estas bactérias podem
desenvolver-se até atingirem valores de 3-6 log UFC/g, mas no final do processo produtivo o
valor ja ronda os 2 log UFC/g. Escherichia coli, Enterobacter amnigenus e Enterobacter
intermedius, sdo exemplos de outras bactérias, também elas microflora de deterioragao, que
por vezes se desenvolvem nos enchidos (Garriga & Aymerich, 2007; Lebert et al., 2007).

Em relagdo a microflora patogénica, poucos sdo os patogénicos com capacidade de se
multiplicarem neste tipo de produtos, & excegdo de Listeria sp. e Staphylococcus aureus. E
comum a presenca de Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus em carne de porco
crua, mas nos produtos finais os valores registados tém sido reduzidos (por exemplo em

Espanha, houve um registo de um produto com L. monocytogenes com contagem inferior a
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0,7 log UFC/g). Nao ha registo de presenca de Salmonella ou Clostridium perfringens nos

enchidos fermentados secos (Garriga & Aymerich, 2007; Lebert et al., 2007).

2.1.2. Chourigco de Carne

A Norma Portuguesa 589 de 2008 (NP 589 de 2008: Chourigo de Carne — Definigao,
classificagéo, caracteristicas e acondicionamento) define chourico de carne como sendo um
“enchido fumado e/ou curado de calibre estreito e de formato variavel constituido por carne
de suino e gordura rija de suino, em fragmentos macroscopicamente visiveis, adicionados
de condimentos, aditivos e/ou outros ingredientes facultativos”. Exclui-se desta definicao, os
“enchidos que resultem de processos tecnolégicos de conservagao baseados na diminuicao
do valor de pH” (NP589, 2008).

Existem trés classificagdes para o chourigo de carne: chourigo de carne tradicional, chourigo
de carne extra e chourico de carne corrente. Na Tabela 1, apresentam-se as diferentes

caracteristicas dos trés tipos de chourigo de carne (NP 589, 2008).

Tabela 1: Caracteristicas organoléticas e fisico-quimicas, assim como o formato e
dimensdes caracteristicos dos trés tipos de chourigo de carne (NP 589, 2008).

Forma: ferradura | Forma: ferradura, | Forma: curva ou
individualizada por | curva ou rectilinea, | rectilinea
atadura individualizada por | individualizada por
Formato e Calibre: 25 mm a at.adura, cjupla tolrgéo ou dupla
dimensées 40 mm chpgagem ou torgao cllpgagem
Comprimento Calibre: 25 mm a| Calibre: 25 mm a
linear: até 50 cm 40mm 40mm
Comprimento linear: | Comprimento  linear:
até 50 cm até 50 cm

Exterior: aspeto avermelhado e brilhante; coloragdo e cheiro
resultantes do processo de fumagem (por queima de madeiras
apropriadas no caso do chourico de carne tradicional); consisténcia
firme; involucro sem roturas e bem aderente a massa.

Interior: massa perfeitamente ligada, de aspeto marmoreado, com
distribuicdo regular dos pedagos de carne e gordura, de cor
avermelhada e branca, com cheiro e sabor caracteristicos.

No caso do chourico de carne tradicional, a granulometria ndo deve
ser inferior a 15 mm.

Caracteristicas
organoléticas




Tabela 1 (continuacdo): Caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas, assim como o
formato e dimensdées caracteristicos dos trés tipos de chourigo de carne (NP 589, 2008).

Relagao Gordura livre: inferior | Gordura livre: inferior
fosfatos/proteina < | ao dobro do teor de | trés vezes ao teor em
0,03%. Quanto este | proteina total; proteina total;
valor €& superior, | Proteina total: min | Proteina total: min
deve ser | 19%; 16%;
Caracteristicas | demonstrado que o | Humidade do produto | Humidade do produto
fisico-quimicas | fosfato ja existia em | desengordurado: desengordurado:
excesso na | <65%; <65%;
matéria-prima  ou | Colagénio: < a 13% do | Colagénio: < a 30% do
que nao foi | teor de proteina total teor de proteina total
adicionado no
processo de fabrico

2.1.2.1. Ingredientes
Os ingredientes necessarios para a produgao do chourico de carne estdo referenciados
segundo a Norma Portuguesa 589 de 2008. Nesta, para além da listagem dos ingredientes
essenciais para a produgdo do referido produto, também estdo presentes outros
ingredientes que podem ser utilizados no fabrico do chourigo de forma facultativa. A lista de
ingredientes encontra-se apresentada na Tabela 2 (Garriga & Aymerich, 2007 ; NP 589,
2008).

Tabela 2: Lista de ingredientes para o fabrico de chourigco de carne (NP 589, 2008).

Ingredientes Essenciais Ingredientes Facultativos

Couratos (apenas
permitido para chourigo
de carne corrente)

Sal

Carne de Suino

Gordura Rija de Suino

Agua Acucar e/ou dextrose
Pimentao Especiarias
Vinho Alho

Aromas (n&o permitido
para o chourigo de carne
tradicional)

Fumo liquido (ndo
permitido para o chourigo
de carne tradicional)

Proteinas de origem
animal e/ou vegetal
(permitido apenas para o
chourigo de carne
corrente)

Sangue e/ou hemoglobina
em quantidade
estritamente necessaria
para reforgar a cor




2.1.2.1.1. Ingredientes Essenciais
Para a producdo de chourigo tradicional Portugués, utilizam-se dois ingredientes principais:
carne e gordura de porco. Estes ingredientes tém uma forte influéncia sobre o produto final,
quer a nivel sensorial como nutricional e de seguranga (Garriga & Aymerich, 2007; Petaja-
Kanninem & Puolanne, 2007; Ruiz, 2007).
Nos estados membros da Unido Europeia a carne mais consumida € a de porco, muitas
vezes na forma de transformado de carne, como é o caso dos enchidos. A carne de porco
utilizada para que tenha um baixo teor de gordura é proveniente de animais abatidos com
cerca de 90 a 100 Kg de peso vivo, 0 que equivale a uma idade de aproximadamente 6
meses (Flores, 1997; Ruiz, 2007).
A carne deve ser firme, com boa capacidade de retencdo de agua e com elevado poder
tampao, caracterizada com valores de pH situados entre 5,6 e 6,0 (Elias et al., 2006).
Para o fabrico de chourigo recorre-se a carne da pa, da entremeada e da perna, podendo-se
utilizar também carne do cachacgo e do lombo, mas é menos comum (Ockerman & Basu,
2007).
Nem sempre se utiliza carne fresca, no entanto o congelamento desta acarreta riscos, tais
como o aceleramento do processo de oxidacao lipidica aquando da sua transformagao em
produto fermentado. Assim, é recomendado nao se utilizar carne de porco com mais de trés
meses de congelagéo, sendo que esta deve ser efetuada a -18 °C (Ruiz, 2007).
A carne é rica em proteinas e possui um elevado valor de a,, (0,97) e um pH compreendido
entre 5,6 e 6,0. Quando o pH da carne se aproxima de 6,0, ha favorecimento do
desenvolvimento  microbiano, particularmente bactérias de deterioragdo como
Pseudomonas. As bactérias predominantes na carne fresca sao tipicamente gram-negativa,
oxidase positiva, aerdbios maioritariamente Enterobacteriaceae psicrotréficas, poucas
bactérias de acido lactico (LAB), assim como outras bactérias gram-positivas e leveduras.
Por vezes podem estar presentes Salmonella tyhimurium e Salmonella enteritidis
(Tradisausage, 2006; Garriga & Aymerich, 2007; Ockerman & Basu, 2007; Selgas & Garcia,
2007 ; Coma, 2008).
A producdo de carnes fermentadas depende do crescimento de microrganismos, entéo é
essencial que a carne seja processada de forma higiénica e mantida sobre refrigeracao
durante todo o tempo que antecede a sua utilizagdo, tal como acontece na produgédo do
chourico tradicional Alentejano, como descreve Elias et al., (2006), afirmando que a carne e
a gordura sao normalmente sujeitas a refrigeracdo antes de se dar inicio ao processo de
fabrico (Elias et al., 2006; Ockerman & Basu, 2007).
A gordura utilizada na produgéo de chourigcos fermentados participa no processo produtivo
como um dos ingredientes principais e provém do tecido adiposo subcutaneo do porco. Esta
gordura é usualmente proveniente da entremeada, mas também pode ser utilizada a de

toucinho. De acordo com Elias et al. (2006) a gordura provem do toucinho dorsal do suino e
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deve ser firme. Esta matéria-prima € uma fonte de recursos sensoriais e tecnoldgicos, uma
vez que permite aumentar a suculéncia do produto, retardar a sua desidratagao, e contribui
para o desenvolvimento de aroma e libertagcdo do mesmo. Orddfiez e Hoz (2007), afirmam
de igual modo que a gordura deve ser firme e frisam ainda que deve ter um elevado ponto
de fusdo e poucos acidos gordos polinsaturados, para que assim se evite uma rapida
oxidagao lipidica e a exsudagédo de gorduras (Elias et al., 2006; Ockerman & Basu, 2007;
Ordofiez & Hoz, 2007; Ruiz, 2007).

Ao contrario do que acontece com a carne, é cada vez mais usual a utilizagdo de gordura de
porco fresca para proceder a preparagao do produto fermentado. No entanto, também é
habitual picar a gordura e congelar a -18 °C, para evitar a fusdo e para que posteriormente
se obtenha uma superficie de corte bem definida. Porém, o tempo de congelagdo também
nao deve exceder os trés meses, a -18 °C (Ruiz, 2007).

A presencga de gordura nestes produtos contribui para a existéncia de um efeito barreira,
fazendo este com que haja uma diminuicdo da taxa de secagem, ou seja, quanto maior for o
teor de gordura, mais baixa sera a taxa de secagem. Por outro lado, essa barreira vai
impedir que a superficie do alimento tenha uma desidratacao excessiva. O teor de gordura
dos chouricos € muito ampla, podendo variar entre 5-70% (Andrés, Barat, Grau & Fito,
2007).

Relativamente a carne e gordura aplicadas no fabrico de chouri¢o, 0 mais comum € serem
utilizadas numa proporgédo carne/gordura de 70/30 (Elias et al., 2006). Porém, de acordo
com Fraqueza e Patarata (2006) € também comum uma proporgdo de carne/gordura de
80/20. Por sua vez, Ordoéiez e Hoz (2007), afirma que a quantidade de carne corresponde a
65 a 80% do peso total do chourigo, e a gordura a 20 a 40%. Uma diminuicdo nos teores
aplicados pode trazer consequéncias no produto final, levando a que este desidrate mais
rapidamente e a que as caracteristicas sensoriais do produto final sejam as mais apreciadas
(Ordodfiez & Hoz, 2007; Ruiz, 2007).

2.1.2.1.2. Ingredientes Facultativos

A agua é um dos ingredientes facultativos cuja funcionalidade tecnolégica é apenas de
facilitar uma mistura adequada de todos os ingredientes ou, quando necessario, permitir a
dissolucao de algum deles (Ruiz, 2007).

De acordo com a lei n°® 75/2009, o sal é definido como sendo “o composto idnico cujo
elemento mais conhecido é o cloreto de sddio, vulgarmente conhecido como “sal comum” ou
“sal da cozinha”, por ser largamente utilizado na alimentagdo humana”. Ja o Decreto-Lei n°
350/2007, define sal alimentar como um “produto cristalino de extragéo no estado natural (tal
qual) ou tratado, essencialmente constituido por cloreto de sodio, num minimo de 90% do
produto seco” (Decreto-Lei n°® 350/2007 e Lei n°® 75/2009).
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O sal, um dos ingrediente mais importante no processamento de carnes fermentadas, esta
praticamente sempre presente no processo de fabrico, e confere ao produto final uma série
de atributos desejaveis. Este ingrediente proporciona um sabor salgado ao produto e
solubiliza as proteinas, assim que comecga a entrar em contacto com a massa de carne.
Consequentemente, ha um aumento da capacidade de retengéo da agua e um controlo da
deterioragédo por parte dos microrganismos, uma vez que o sal facilita o crescimento das
LAB e inibe o crescimento dos outros microrganismos la presentes e indesejaveis,
provocando entdo uma selec¢do natural dos microrganismos que sdo Uteis ao processo. Esta
selecdo natural é crucial na medida em que esta relacionada com a continuacdo do
processo produtivo, ajudando na fermentacao e consequente diminui¢ao do pH. Por sua vez
ocorre a reducdo da atividade de algumas enzimas e a dissolugdo de determinadas
proteinas da carne fica facilitado, permitindo entdo que estas funcionem como
emulsionantes originando uma massa homogénea (entre gordura e carne), ou seja, que haja
coesao do produto. Este componente permite-nos alcancgar algumas das caracteristicas
organoléticas pertencentes ao chourigo. A adicao de sal é feita numa percentagem de 2 a
4% (Andrés et al., 2007; Garriga & Aymerich, 2007; Incze, 2007; Ockerman & Basu, 2007;
Ruiz, 2007; Stahnke & Tjener, 2007).

Num estudo realizado no ano de 2001 concluiram que nos produtos carneos fermentados,
quando o teor de sal no produto final &€ de cerca de 5% que ha uma redugido bastante
significativa da produgdo de aminas biogénicas, em alguns casos chega mesmo a haver
inibicao total (Ruiz, 2007).

O sabor salgado é, por vezes, caracteristico dos produtos carneos fermentados, porém com
a crescente incidéncia de problemas de salude associado ao consumo excessivo de sal, a
tendéncia é para que o teor de sal adicionado a estes produtos diminua. Contudo, o sabor
caracteristico ndo pode ficar comprometido (Ruiz, 2007).

Os agucares simples (hidratos de carbono) por vezes fazem também parte dos ingredientes.
Estes tém como papel principal o de servir de substrato a fermentacdo. O acucar é a fonte
de energia para as LAB desempenharem a sua fungdo tecnolégica aquando da
fermentacdo, produzindo &acido lactico. Os principais acucares utilizados sao a glicose
(utilizavel por todas as LAB), sacarose, lactose, dextrose, xaropes de milho e diferentes
amidos (Elias et al., 2006; Garriga & Aymerich, 2007; Ockerman & Basu, 2007; Ruiz, 2007;
Stahnke & Tjener, 2007).

A quantidade de agucar adicionado ronda normalmente os 0,6 a 0,8%. A quantidade que se
adiciona vai influenciar a acidificagcéo, contribuindo favoravelmente para a textura e sabor do
produto, e o tipo de agucar adicionado tem influéncia na taxa de decréscimo do pH, pois os
dissacarideos tém de ser hidrolisados a monossacarideos antes de se iniciar o processo de
glicolise (Garriga & Aymerich, 2007; Ockerman & Basu, 2007; Ordofiez & Hoz, 2007; Ruiz,
2007; Stahnke & Tjener, 2007).
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Em Portugal, no fabrico de enchidos Alentejanos, a grande parte dos produtores nao recorre
a adigao de agucar (Elias et al., 2006).

Os condimentos e as especiarias interagem entre si, juntamente com todos os restantes
ingredientes e proporcionam aos produtos um sabor sui generis (Roncalés, 2007).
Condimentos e especiarias, como massa de pimentdo, massa de alho, colorau, pimenta,
estas quando utilizadas conferem ao produto fermentado propriedades organoléticas
caracteristicas, possibilitam o desenvolvimento da cor e sabor assim como estimulam o
crescimento das LAB e conferem alguns efeitos antioxidantes (Ockerman & Basu, 2007;
Stahnke & Tjener, 2007).

O colorau e massa de pimentao assim como o alho obtém-se de plantas aromaticas e tém
um elevado teor de 6leos essenciais. Estes podem manifestar um efeito inibitério sobre
determinadas bactérias e impedir o desenvolvimento de aromas indesejaveis no produto
final. Por exemplo, quando aplicado em produtos carneos, o alho inibe o desenvolvimento
de Staphylococcus aureus, Clostridium perfrigens, Salmonella enterica, Escherichia coli e
Campylobacter jejuni (Andrés et al., 2007; Chi & Wu, 2007; Ockerman & Basu, 2007).

Por vezes, o vinho branco também pode ser utilizado como ingrediente (Garriga & Aymerich,
2007).

2.1.2.2. Aditivos Alimentares

Por definicdo, um aditivo alimentar é “toda a substancia, tenha ou nao valor nutritivo, que por
si s6 ndo € normalmente género alimenticio nem ingrediente caracteristico de um género
alimenticio, mas cuja adigao intencional, com finalidade tecnoldégica ou organolética, em
qualquer fase de obtencao, tratamento, acondicionamento, transporte ou armazenamento de
um geénero alimenticio, tem como consequéncia quer a sua incorporagao nele ou a presenga
de um derivado, quer a modificagéo da caracteristicas desse género” (Decreto-lei n°192/89).
Os aditivos podem ou nao ser adicionados durante o processo de fabrico de enchidos secos
fermentados. Aquando da sua aplicacao, estes podem ter diversas finalidades, tais como:
facilitar o processo produtivo ou mesmo padroniza-lo; inibir microrganismos indesejaveis; ou
até mesmo para responder as exigéncias dos consumidores a nivel sensorial.

Relativamente aos conservantes, a legislagao é muito restrita, s6 se podendo adicionar dois
grupos de conservantes: aqueles que inibem especificamente os microrganismos produtores
de toxinas e esporos; e aqueles que sao aplicados na superficie e que inibem bolores e
leveduras. A nisina e a natamicina sdo exemplos de agentes antimicrobianos autorizados
para serem aplicados na superficie dos produtos (Roncalés, 2007).

Por vezes sao aplicados acidos diretamente nas massas carneas (acido lactico ou citrico,
sdo0 os mais comuns) afim de se obter a desejada diminuicdo do pH, num curto espaco de
tempo. O uso de acidos como aditivo € comum quando nao se utilizam culturas de arranque

(Roncalés, 2007).
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Porém, os aditivos utilizados mais comuns sao os fosfatos, nitratos e nitritos.

A adicdo de fosfatos nas massas de produtos carneos decorre de variadas fungdes, entre as
quais se destacam as de agentes estabilizadores® e gelificantes®. Assim, da sua adigéo
resulta uma melhor ligagdo da carne as particulas de gordura, uma maior suculéncia e
melhor textura, assim como uma secagem mais equilibrada e um aumento no tempo de vida
util. Todos estes beneficios sdo conseguidos sem a adigdao dos fosfatos, mas para tal é
necessario que exista uma excelente otimizagéo do processo de fabrico (Roncalés, 2007).

A concentragcdo maxima de fosfatos autorizada nos produtos alimentares encontra-se
legislada. Na Unido Europeia a concentracdo maxima residual esta estabelecida em 5
mg/Kg de carne. No entanto, ha que ter em consideragcao que a prépria carne ja contém
uma grande quantidade de fosfatos na sua composicao (Roncalés, 2007; Diretiva
2010/69/UE).

Desde os tempos mais antigos que os nitritos e nitratos fazem parte integrante da
formulagcdo dos enchidos secos fermentados. Estes aditivos, utilizados na regido do
mediterraneo, sao agentes antimicrobianos e antioxidantes, e ao mesmo tempo funcionam
como agentes conservantes, e tém também a capacidade de proporcionar ao género
alimentar a fixagdo e obtencdo de uma cor tipica e apelativa para o consumidor (Flores,
1997; Arnau et al., 2007; Cocconcelli, 2007; Garriga & Aymerich, 2007; Ockerman & Basu,
2007; Roncalés, 2007).

Na presenca de nitritos o desenvolvimento de algumas bactérias é inibido, como é o caso de
Clostridium botulinum e de Listeria monocytogenes. Assim, a presenga de nitritos é
vantajosa porque, apesar de muitos dos microrganismos ficarem inibidos apenas com a
presenca do sal, com a adi¢gao de nitrito o risco de desenvolvimento microbiano até dar inicio
a fermentagdo, € menor. Os nitritos em conjunto com o sal promovem o crescimento de
Lactobacillus e inibem espécies dentro da familia das Enterobacteriaceae e outras bactérias.
Ja Staphylococcus nao sao afetados com os niveis de nitritos adicionados ao processo, tal
como acontece com as leveduras e bolores (Andrés et al., 2007; Garriga & Aymerich, 2007;
Ockerman & Basu, 2007; Stahnke & Tjener, 2007).

A aplicacao de nitratos e nitritos é legal para os produtos a base de carne, no entanto a sua
utilizagao é bastante controversa, na medida em que podem estar diretamente relacionados
com o aparecimento de alguns tipos de cancro, devido a formagao de nitrosaminas, sendo
entao potencialmente prejudiciais para a saude do consumidor (Roncalés, 2007).

De acordo com a Diretiva 95/2/CE, é permitido adicionar uma quantidade maxima de 150

mg/Kg de nitrito, e a quantidade residual ndo pode ultrapassar as 50 mg/Kg. No que respeita

2 Permite a manutencgdo do estado fisico-quimico do produto, assim como a manutengdo de uma dispersdo homogénea de
duas ou mais substancias imisciveis assim como as substancias que estabilizam, retém ou intensificam a cor natural do género
alimenticio (Decreto-Lei n°363/98).

® Melhora a textura do alimento através da formacdo de um gel, por interacdo entre as cadeias proteicas (Decreto—Lei
n°363/98).
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aos nitratos, a quantidade maxima adicionada esta fixada nos 300 mg/Kg enquanto que a
residual € de 250 mg/Kg (Diretiva 95/2/CE e Decreto-Lei n°363/98).

Os nitratos sao reduzidos a nitritos durante o processo de fabrico por microflora tecnoldgica,
e aquando da adicdo dos dois compostos, o que é bastante comum, a quantidade de
nitratos deve ser superior a de nitritos, uma vez que a sua agao se prolonga durante todo o

tempo de cura/fumagem (Ockerman & Basu, 2007; Roncalés, 2007).

2.1.2.3. Invélucros utilizados
Os involucros utilizados no fabrico de enchidos fermentados sido as tripas naturais e
artificiais.
As tripas comecaram a ser utilizadas apenas para colocar carne picada e assim facilitar o
seu processamento, por exemplo enquanto era cozida. Hoje em dia, a tripa permite-nos a
formacgédo de um novo produto. Este invélucro possibilita que a massa de ingredientes, ja
maturada, adquira a coesao, forma e dimensao pretendidas, para além de a proteger de
influéncias externas (contaminagbes microbianas). Contudo é necessario garantir que a
prépria tripa ndo constitui uma fonte de contaminagao, quer microbiana ou quimica (Elias et
al., 2006; Wu & Chi, 2007).
As tripas utilizadas na industria alimentar dividem-se em trés grandes grupos: as tripas
naturais, artificiais e sintéticas. As artificiais podem ser de colagénio, celulose (um polimero
biodegradavel) as sintéticas sdo de plastico, enquanto que as naturais sdo normalmente
provenientes do intestino delgado de porco, mas podem também ser originarias de vacas ou
ovinos (Elias et al., 2006; Incze, 2007; Ockerman & Basu, 2007; Wu & Chi, 2007)
Apés limpeza, preparagao e calibragdo, a tripa natural, é normalmente salgada e em alguns
caso é seca (tripa seca natural). Porém este tipo de tripa € mais cara, com alguma
irregularidade no calibre e fragil, mas confere ao produto uma melhor aparéncia, um aspeto
tradicional, e permite que este adquira uma cor bastante apelativa apés fumagem. Além
disso, a utilizacado deste tipo de invélucro é uma mais-valia para o produto final, uma vez que
Ihe adiciona valor nutricional, por ser um material a base de proteinas. A tripa natural nao
confere qualquer sabor desagradavel ao produto, uma vez que tendem a ter um sabor
neutro (Fraqueza, 1992; Wu & Chi, 2007).
Com o calor e humidade, a tripa natural tende a ficar mais porosa e macia, permitindo que o
fumo penetre profundamente (Wu & Chi, 2007).
Quanto as tripas artificiais, estas sdo mais baratas, tém um calibre uniforme (o que facilita o
processo produtivo, por exemplo no enchimento), um maior didmetro, € sdao mais
resistentes, facilitando a sua utilizacdo nas enchedoras automaticas, sendo entdo as que
mais se utilizam a nivel industrial. As tripas de celulose e colagénio sdo permeaveis ao
vapor de agua e gases, podendo entdo ser utilizadas para este tipo de produtos

fermentados. As tripas de colagénio sdo comestiveis, e séo feitas a partir de colagénio, que
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se encontra presente no tecido conjuntivo, ossos e cartilagens de mamiferos. Quanto as
tripas de celulose, estas tém de ser removidas antes de consumo, ndo podendo ser
ingeridas (Arnau et al., 2007; Incze, 2007; Wu & Chi, 2007).

2.1.3. Caracterizagao da estabilidade do chourico
A quantidade de agua livre que se encontra presente num determinado alimento (medida
pela atividade da agua - a,,) e a acidez (medida pelo pH) séo fatores abidticos que interagem
com a estabilidade de um alimento.
A a, € um conceito fundamental na avaliagdo da perecibilidade dos produtos. Entende-se
por atividade da agua, a quantidade de agua que se encontra de forma disponivel num
determinado alimento, ou seja, € a agua que funciona como solvente, permitindo o
crescimento de microrganismos e reagdes quimicas e que pode ser eliminada com relativa
facilidade. Toda a restante agua encontra-se quimicamente ligada a outras moléculas e
portanto imobilizada ou adsorvida, ndo estando disponivel para participar em qualquer outra
reacao, ao contrario da agua livre, como referido. Assim, em fungcdo do valor de a, é
possivel determinar a capacidade dos microrganismos colonizarem um determinado
alimento, uma vez que para valores de a, elevados esta favorecido o desenvolvimento
microbiano, portanto quanto mais baixo o valor de a, mais estavel sera o alimento. Os
valores de a, estdo compreendidos entre 1,00 e 0,00, os quais correspondem
respetivamente a agua livre (equivale a agua pura) e a inexisténcia de agua livre. Deste
modo, classificam-se os alimentos em funcido do valor de a,. Tal como apresentado na
Tabela 3, os géneros alimentares com valores de a,, compreendidos entre 0,90 e 1,00 sdo
classificados como alimentos de humidade elevada o que corresponde a produtos altamente
pereciveis. Um alimento moderadamente perecivel e classificado como alimento de
humidade intermédia é aquele que apresenta um valor de a, entre 0,60 e 0,90. Por ultimo,
os produtos que apresentam valores de a,, entre 0,00 e 0,60 classificam-se como alimentos
de humidade baixa e séo estaveis (Pampulha, 1998 ; Fernandes, 2010).
Tendo em consideragdo que os enchidos secos fermentados da zona do Mediterraneo
englobam os chourigos tradicionais portugueses e que apresentam valores de a, < 0,90,
entdo podemos classifica-los como um alimento de humidade intermédia (Ordénez & Hoz,
2007).
Relativamente a acidez que possa estar presente num produto alimentar (sendo esta
medida pelo pH) os valores podem variar entre 1 € 14, considerando que quanto mais baixo
for o valor de pH mais acido € o alimento e, consequentemente, mais estavel sera o produto
pois a acidez inibe os microrganismos. Assim, para um determinado alimento, os valores de
pH e a, ajudam na determinagado da sua classificagdo quanto a perecibilidade assim como

em relacdo as condi¢gdes de armazenamento (Tradisausage, 2006).
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Tabela 3: Classificagdo dos alimentos em fung¢éo do valor de a,, (Fernandes, 2010).

Alimentos de Humidade Elevada 0,90<a,<1,0 Altamente Pereciveis
Alimentos de Humidade Moderadamente
Intermédia 0.60<a,<0,90 Pereciveis
Alimentos de !—|um|dade 2,<0,60 Estaveis
Reduzida

Poucos microrganismos conseguem crescer a valores de pH inferiores a 2,0 ou maiores do
que 10,0. No entanto, muitos sdo os fungos que podem crescer a valores de pH baixos
(entre 1,5 e 2,0) apesar do seu 6timo de crescimento ser entre 5,0 e 6,0 (Pampulha,
1998; Chi & Wu, 2007).

Na Tabela 4, encontram-se apresentadas as condi¢des de armazenagem de produtos
carneos em fungéo da a,, e pH.

Tabela 4: Condi¢gdes de armazenagem de produtos carneos em fungéo da a,, € pH (Diretiva
Sanitaria n°® 77/99/CEE).

aw<0,95 e pH<5,2 B ,
ouaudor | N pesessian e
ou pH<4,5 gerag
. ay,<0,95 ou .
Alteraveis 4.5<pH<5,2 <10 °C
Facilmente alteraveis a,>0,95 e pH>5,2 <5 °C

Quer os valores de a, quer os de pH podem ser “manipulados”. Quando um produto
alimentar é sujeito a processos tecnolégicos, tais como secagem ou desidratagédo, por
exemplo, levam o alimento a perder agua logo ha diminuigdo da a,. Em relacéo a acidez, a
adicao de acidos fracos ou a ocorréncia de fermentagdes que levem a producgdo de acidos
que diminuem o pH do produto. No caso do chourigco, ocorre uma fermentagao lactica, com
consequente formagao de acido lactico e diminuigao do pH.

Como ja referido, o chourigo classifica-se com um enchido fumado. Estes produtos,
pertencentes aos enchidos da zona do mediterraneo, apresentam um valor de pH de 4,5-5,0
e de a,<0,90, sendo entdo avaliados, de acordo com os dados presentes na Tabela 4, como
produto estavel e que ndo necessita de refrigeracao durante a sua armazenagem (Ordofiez
& Hoz, 2007).

Apesar de o chourigo ser classificado com um produto estavel, ha que ter em consideragao

que, devido ao valor de a, que apresentam, sdo suscetiveis de desenvolver alguma
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microflora, nomeadamente bactérias, bolores e leveduras. No fabrico de enchidos, dos quais
fazem parte os chourigos, sao utilizadas diferentes tecnologias com o intuito de obter uma
melhor conservacdo. De entre essas tecnologias destacam-se a desidratacdo, a salga, a
fumagem (levam a diminuigéo da ay), e a adicdo de aditivos acidos (leva a diminuigdo do
pH). Muitas vezes estes processos sao utilizados de forma conjunta, levando a uma
alteragdo acentuada no microbiota original, o qual provém das matérias-primas que dao

origem ao produto final.

2.2. Importancia e consumo do chourigo tradicional Portugués
Os chouricos secos e fermentados sdo um dos mais importantes produtos de carne e,
devido a fatores de conservagao variados, possuem um elevado periodo de vida util. Estes
produtos sdo normalmente bastante versateis e conhecidos entre a populagdo, que os
aceita e aprecia, fazendo entao parte da dieta dos consumidores (Selgas & Garcia, 2007;
Toldra et al., 2007 ; Thomas, Anjaneyulu & Kondaiah, 2008).
Segundo dados do Instituto Nacional de Estatistica (INE), presente nos documentos anuais
intitulados de “Estatisticas da Producgao Industrial” verificamos que os chourigcos de carne se
englobam nos dados de producéo e vendas referentes a “enchidos e produtos semelhantes,
de carne, miudezas ou sangue, incluindo preparagdes alimenticias a base de tais produtos
(exceto de figado e refeigcbes e pratos preparados)’. Assim ndo € possivel ter uma ideia
assertiva dos dados de produgao nacional de chourigo de carne, porém é-nos possivel ficar
com uma ideia dos referidos valores.
Entre os anos de 2008 a 2010, verificamos a existéncia de uma elevada produgdo e que a
maior parte dessa producgdo é vendida, ou seja, supde-se que seja consumida. Pela analise
dos dados presentes na Figura 1, verifica-se que os niveis de produgao sao elevados e que
durante os trés anos se mantiveram acima das 68 500 toneladas (ton). Porém, entre o ano
de 2009 e 2010 registou-se uma ligeira quebra na produgéo (de 69 381 ton em 2009, e 68
563 ton em 2010). Como podemos verificar, o consumo de enchidos é bastante elevado,
quer na sua forma original ou ja como parte integrante de uma preparagao alimenticia (INE
2010a; INE 2010b; INE 2012).
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Figura 1 — Quantidades de “enchidos e produtos semelhantes, de carne, miudezas ou sangue,
incluindo preparagdes alimenticias a base de tais produtos (exceto de figado e refeigdes e pratos
preparados)” produzidas e vendidas, em Portugal, entre 2008 e 2010 (INE, 2010a; INE 2010b; INE
2012).
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2.2.1. Caracterizagao nutricional do chourigo de carne
Relativamente ao valor nutricional dos chouricos de carne de porco, magros e crus, &
possivel afirmar que por cada 100 g de parte edivel existem 408 Kcal, 34,5 g de gordura
total, 24,5 g de proteina, 1,8 ug de vitamina B12 e que ndo existe hidratos de carbono
(substrato consumido na totalidade durante a fermentacgao), tal como podemos constatar na
Tabela 5 (INSA, 2010).

Tabela 5 — Composigdo nutricional do Chourico de carne de porco, magro, cru
(INSA, 2010).

Composigao nutricional do Chourigo de carne de porco, magro, cru
Componentes He iy g 2z penie
edivel
Energia Energia, kcal 408
Energia, kJ 1709
Agua, g 32,5
Proteina, g 24,5
Gordura total, g 34,5
Total de Hidratos de
. o 0
Carbono disponiveis, g
Total de Hidratos de
Macroconstituintes Carbono expresso em 0
monossacaridos, g
Mono+dissacaridos, g 0
Acidos organicos, g 0
Alcool, g 0
Amido, g 0
Oligossacaridos, g 0
Fibra alimentar, g 0
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Tabela 5 (continuagdo) — Composicdo nutricional do Chourico de carne de
porco, magro, cru (INSA, 2010).

Composicao nutricional do Chourigco de carne de porco, magro, cru
Componentes Por 100 g de parte
edivel
Acidos gordos saturados, g 11,9
Acidos gordos 136
monoinsaturados, g '
Acidos Gordos Acidos gordos 40

polinsaturados, g '
Acidos gordos trans, g 0,1
Acido linoleico, g 3,4

Colesterol Colesterol, mg 85
Vitamina A total 0
(equivalentes de retiol), ug
Caroteno, mg 0
Vitamina D, pg 0
a-tocoferol, mg 0,40
Tiamina, mg 0,69
Riboflavina, mg 0,20

Vitaminas Equivalentes de niacina, 6.3
mg '
Niacina, mg 5,0
Triptofano/60, mg 1,3
Vitamina B6, mg 0,38
Vitamina B12, ug 1,8
Vitamina C, mg 0
Folatos, ug 1,0
Cinzas, g 9,50
Sédio (Na), mg 2300
Potassio (K), mg 210

Minerais Calcio (Ca), mg 30
Fésforo (P), mg 280
Magnésio (Mg), mg 21
Ferro (Fe), mg 2,7
Zinco (Zn), mg 3,1

2.3. Processo tecnolégico da producao de chourigo tradicional

Os produtos carneos secos fermentados sido reconhecidos pelas suas caracteristicas
sensoriais especificas (Arnau et al., 2007). O processo de producdo do chourico, um
enchido seco fermentado, pode ser caracterizado por diferentes etapas: selecdo da carne e
gordura e corte das mesmas; preparacao da massa de carne; maturagao; enchimento e cura
(Elias et al., 2006).

A carne e a gordura, de porco, sdo os dois ingredientes fundamentais no processo. A
selecado destes é efetuada em fungdo das caracteristicas ideais e pretendidas para estes
ingredientes. O corte dos ingredientes em pedacos de dimensoées reduzidas € denominado
por miga e pode ser processado manualmente ou com recurso a picadoras. Esta fase é de
extrema importancia no que respeita a contaminacoes, pois o interior de uma peca de carne
€ estéril, mas assim que iniciamos o corte tornamos a contaminagdo bastante suscetivel de

ocorrer, e assim que a contaminagdo se inicia a carne comega a entrar em fase de
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deterioracao e a perder qualidade. Posto isto é necessario por em pratica todos os cuidados
de higiene descritos nos codigos de boas praticas. Este processo tecnolégico deve
desenvolver-se num ambiente refrigerado (Elias et al., 2006; Ordofiez & Hoz, 2007; Petaja-
Kanninem & Puolanne, 2007).

Segue-se a preparagao das massas que corresponde a mistura da carne e gordura com os
restantes ingredientes e aditivos (que pode incluir ou ndo, as culturas de arranque),
formando uma massa homogénea que € seguidamente sujeita a repouso, o qual se
denomina por maturagdo. Durante a maturagdo ocorrem dois processos em simultaneo: a
entrada do sal nos fragmentos de carne e a extragdo de agua e proteinas miofibrilares da
mesma, dando-se entdo inicio aos processos fisicos, bioquimicos e microbiolégicos do
produto. Este processo demora normalmente entre 24 e 48 horas, a uma temperatura que
ronda os 2 a 6°C (Elias et al., 2006; Ordonez & Hoz, 2007).

Findo o tempo de maturagcédo é vez de proceder ao enchimento. Nesta etapa, a massa ja
maturada é colocada num invélucro, a tripa natural (Elias et al., 2006; Ordéfez & Hoz,
2007).

Apds o enchimento, com consequente obtencédo de unidades de chourigo individualizadas
por atadura, em forma de ferradura, efetua-se a cura. A cura esta associada ao processo de
fumagem, durante o qual ocorre a fermentacao e a secagem (Elias et al., 2006).

A fermentagdo € o passo fundamental do processamento de chourigos tradicionais, e é
tradicionalmente desempenhada pelo desenvolvimento da microflora natural e desejavel,
presente no produto. Porém, nas produgdes mais modernas sdo por vezes adicionadas
culturas puras de microrganismos para acelerar o processo denominadas por culturas de
arranque ou Starters) (Petaja-Kanninem & Puolanne, 2007; Flores & Toldra, 2011).

A fase de secagem, no fumeiro, decorre normalmente num intervalo de temperatura situado
entre 10 e 20 °C. A fumagem é comummente efetuada com lenha de azinho e decorre a
temperaturas que vao dos 10 aos 40 °C, durante um periodo de tempo variavel, que pode ir
dos 3 aos 7 dias (podendo este tempo ser mais alargado e chegar mesmo aos 42 dias).
Durante este periodo da-se a continuidade dos processos de transformacao do produto,
iniciados na fase de maturagao, e que irdo conferir ao produto caracteristicas organoléticas
totalmente diferentes daquelas que caracterizam as matérias-primas que lhe deu origem.
Caso a secagem nao seja efetuada no fumeiro, esta ocorre em salas a temperatura
ambiente ou de ambiente controlado (Elias et al., 2006; NP 589, 2008).

Terminado o processo é altura de considerar o produto acabado. A maioria dos produtores
embala os chourigos a vacuo, em atmosfera modificada ou em pelicula plastica (Elias et al.,
2006).
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2.4. Contributo da tecnologia de barreiras para a conservagao dos enchidos
Para adquirirmos produtos estaveis e seguros é essencial que estes sejam produzidos a
partir de matérias-primas e aditivos de elevada qualidade higiénica e com a aplicacdo de
boas praticas de fabrico e de higiene durante todo o processo produtivo (Incze, 2007).
A seguranga dos alimentos e estabilidade microbiana dos mesmos estd normalmente
relacionada com a combinagdo de diferentes tecnologias de conservagao do produto
(Thomas et al., 2008). A tecnologia de barreiras (“hurdle technology”’) € comum na industria
alimentar, pois tal como o proprio nome sugere, sao tecnologias utilizadas como barreira ao
desenvolvimento de microrganismos. Este conceito tecnolégico desenvolvido por Leistner
(1987) é de elevado interesse, tanto no presente como no futuro, e tem particular
importancia nos chourigos fermentados (Leistner, 1987; Leistner & Gorris, 1995; Ockerman
& Basu, 2007). De acordo com Andrés et al. (2007), para este tipo de produto alimentar, um
valor de a,, de 0,80 ja é considerado um valor razoavel para se obter um produto estavel.
Para tal € necessario haver a combinacdo perfeita entre a,, temperatura e teor de
humidade, combinacio essa que nos € dada pelas curvas isotérmicas, as quais diferem de
produto para produto alimentar (Andrés et al., 2007).
Assim, para que haja a referida combinacao ideal, € comum que se empregue uma
combinagéo de técnicas de conservagao de alimentos. Em combinagdo com a secagem e
fumagem, € comum acoplarem-se outras técnicas, as quais podem passar pela refrigeragao
(das matérias-primas, principalmente da carne de suino e gordura, uma vez que sao
bastante pereciveis a temperatura ambiente), cura (impedindo o crescimento microbiano
principalmente de Chlostridium botulinum e Listeria monocytogenes), salga, adigao de
especiarias, fermentacao e biopreservacéo, tipo de embalamento e tipo de armazenamento,
e assim aumentar o tempo de vida util do produto alimentar (Andrés et al., 2007; Petaja-
Kanninem & Puolanne, 2007).
A biopreservacgao passa pela possivel produgcdo de compostos antimicrobianos naturais, por
parte das bactérias que levam a cabo a fermentagao (principalmente as LAB), de forma a
eliminarem os agentes patogénicos. Assim € adquirido um potencial que melhora a
qualidade e seguranca dos alimentos (Ockerman & Basu, 2007).
As bacteriocinas tém aplicagbes na tecnologia de barreiras, sendo utilizadas para
tratamentos combinados (de modo a terem um efeito sinérgico) e assim levar a cabo uma
conservagao dos alimentos mais eficaz (Cleveland & Chikindas, 2001).
O embalamento a vacuo e em atmosfera modificada (MAP) sdo as formas de embalagem
mais frequentes para o produto em questao, o chourigo, permitindo o aumento do tempo de
vida util do produto. Para os produtos carneos secos e curados € comum que a atmosfera
da embalagem do chourigo seja modificada por formacgéo de vacuo, e aplicada de seguida
uma mistura gasosa de oxigénio (O,) e diéxido de carbono (CO,) ou azoto (N,) e CO,, sendo

este Ultimo caso o mais comum, com aplicagdo de 70-80% e 20-30%, respetivamente.
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Nestas condicbes, e a uma temperatura compreendida entre os 10 e os 15 °C, o tempo de
vida util do produto € de 3 meses (Ahn & Min, 2007; Andrés et al., 2007).

Neste tipo de embalamento o O, tem como fungdo manter os pigmentos da carne
oxigenados (ou seja, para que ndo haja oxidagado indesejada), o CO, visa inibir o
crescimento de bactérias de deterioragdo, enquanto que o N, € um gas inerte que se
destina-se simplesmente a reduzir a propor¢ao dos outros dois gases, ou dar enchimento a
embalagem para que esta mantenha a sua forma (Kerry, O'Grady & Hogan, 2006).

Ainda que sejam aplicadas as tecnologias de barreira no processo de fabrico e conservagao
do chourigo tradicional, existe uma causa de deterioragdo do produto que continua a ser
dificii de controlar apés a abertura da embalagem, ja na casa do consumidor: o
desenvolvimento de fungos filamentosos e leveduras na superficie do enchido
(Tradisausage, 2006).

2.4.1. Fermentagao

O processo de fermentagao e secagem sao duas das mais antigas técnicas de conservagao
de carne. Porém os primeiros conhecimentos sobre enchidos fermentados chegaram a zona
do Mediterraneo ha pouco mais de 2000 anos (Garriga & Aymerich, 2007; Ockerman &
Basu, 2007).

A fermentagédo de produtos carneos € o processo mais complexo de entre os diferentes
processos de tecnologias de carne, e ocorre devido a presenga de microrganismos
pertencentes a flora intrinseca das matérias-primas, nomeadamente na carne (Petaja-
Kanninem & Puolanne, 2007).

Desta flora fazem parte microrganismos com capacidade para levar a cabo uma
fermentacdo, a qual influencia a estabilidade final do produto. As bactérias responsaveis por
este processo sdo na sua grande maioria as bactérias do acido lactico (LAB). Estas
bactérias sdo responsaveis por uma série de reacdes: producdo de acido lactico com
consequente redugdo do pH; fornecem ao alimento uma série de enzimas que
desencadeiam alteragbes bioquimicas (degradacdo enzimatica dos hidratos de carbono,
proteinas e lipidos) que proporcionando ao alimento uma série de atributos Unicos e
caracteristicos, tais como textura, sabor, cor e tenrura. O sucesso destas reacdes €
dependente de fatores como a temperatura da fermentagdo e fumagem, teor de sal e
nitritos, entre outros. Dependendo dos produtores e do processo de produgdo, ha quem
introduza as LAB no fabrico, como cultura de arranque (Arnau et al., 2007; Garriga &
Aymerich, 2007; Ockerman & Basu, 2007; Petdja-Kanninem & Puolanne, 2007 ; Flores &
Toldra, 2011).

Segundo Leroy et al., (2006), os pequenos produtores continuam a utilizar o método

tradicional, sem adicdo de starters, havendo entao uma fermentacao espontinea da massa
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de carne, levada a cabo pelos microrganismos intrinsecamente presentes na matriz
alimentar (Leroy et al., 2006).

De acordo com Licke (1999) (citado por Demeyer & Eerola, 2000), a produgao de acido
lactico pode ser um importante mecanismo para garantir a segurang¢a microbiolégica destes
produtos fermentados (Demeyer & Eerola, 2000).

A fermentagao € um processo que ocorre em anaerobiose, no interior da célula microbiana,
e que resulta essencialmente na produgdo de energia, sob a forma de ATP (adenosina
trifosfato). Com a produgéo de ATP, os microrganismos adquirem a energia necessaria para
manterem as suas funcdes celulares e desenvolverem-se. Para que decorra a fermentagao
€ necessario substrato, sendo utilizada para tal qualquer substancia organica que contenha
oxigénio ou hidrogénio na sua estrutura, sendo estes normalmente hidratos de carbono
(como a glicose) ou aminoacidos. Cada estirpe de microrganismos seleciona a via
especifica pela qual utiliza os substratos para produgcdo de energia, recorrendo na sua
grande maioria a glicolise (Faia & Castro, 1998; Ordonez & Hoz, 2007; Petaja-Kanninem &
Puolanne, 2007; Wu & Chi, 2007).

A glicolise utiliza como substrato inicial a glicose, a qual vai sofrendo reagdes de fosforilagao
e de oxidagido-reducdo ao longo do processo, sendo assim degradada. Estas reacdes
permitem o consumo e obtencao de energia, com um saldo final de duas moléculas de ATP.
E também importante referir que durante este processo ha consumo de duas moléculas de
agua, o que leva a diminuigéo do a,, do produto (Faia & Castro, 1998; Quintas & Ascenso,
2008).

No final da glicdlise obtém-se duas moléculas de piruvato, o qual entra no processo de
fermentagéo lactica, levado a cabo pelas LAB, da qual se obtém lactato (acido lactico). Uma
vez que as LAB nao tém qualquer interesse no acido lactico produzido, libertam-no para fora
da célula, acidificando o meio e conferindo assim acidez (Quintas & Ascenso, 2008).

A glicose consumida neste processo provém das reservas de glicogénio* presentes na
carne, ou eventualmente de agucar que tenha sido adicionado como ingrediente (Ockerman
& Basu, 2007).

Dependendo do tipo de enchido que se pretende produzir, e da temperatura e humidade
relativas aplicadas, a fermentacao pode ter uma duragao variavel entre 12 horas até varios
dias. Na Europa, a fermentacdo dura sempre mais do que 24 horas e as temperaturas
variam entre 5 e 26°C, a uma humidade relativa de 85%, sendo as temperaturas mais baixas
as praticadas na zona do Mediterraneo. Quando a temperatura € mais elevada (> 18 °C) a
duracédo pode ir de 1 a 3 dias. Caso a temperatura se mantenha nos 10/12 °C, entao ja pode
durar cerca de 1 semana. De acordo com Ordéfiez e Hoz (2007), a fermentacao pode durar

24 a 48 horas a uma temperatura que pode variar entre 18 a 24 °C, com uma humidade

4 Glicogénio — substancia de reserva de glucidos/hidratos de carbono, presente no citoplasma das células animais. Constituido
por subunidades de glicose (Azevedo, 2008).
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relativa de aproximadamente 85%, e cuja sala onde se encontra o produto a maturar registe
uma velocidade de ar que ronde os 0,5-0,8 m/s. Quanto mais elevada for a temperatura de
fermentagéao e o valor de a,, mais rapida € a produgéo de acido lactico pelas LAB (Andrés et
al., 2007; Garriga & Aymerich, 2007; Lebert et al., 2007; Ockerman & Basu, 2007; Ordofiez
& Hoz, 2007; Petéja-Kanninem & Puolanne, 2007).

O processo fermentativo inicia-se com o aumento da temperatura da massa de carne, ja
ap6s enchimento, até cerca de 20 °C. E com o aumento da temperatura que comeca a acio
das LAB, iniciando a degradacgéo do hidrato de carbono em &acido lactico com consequente
difusdo das moléculas de agua consumidas durante o processo de degradagédo para a
superficie do chourico, evaporando-se (Andrés et al., 2007; Garriga & Aymerich, 2007;
Ockerman & Basu, 2007; Ordéfez & Hoz, 2007; Petaja-Kanninem & Puolanne, 2007).

A diminuicdo do pH durante este processo, para além de aumentar a estabilidade também
melhora o processo de secagem, uma vez que diminui a capacidade de retencéo da agua.
No final da fermentacgao, a temperatura desce para valores compreendidos entre 10 e 14 °C
e a humidade relativa para 85-87%, em aproximadamente 4 dias (Ordéfez & Hoz, 2007).
Este processo caracteriza-se pela produgdo de lactato, resultando entdo numa diminui¢céo
do pH e aumento do teor de sal, redugdo do nitrato a nitrito, perda de peso do produto e
alteragdes a nivel de cor, textura, sabor e aroma. De acordo com o tipo de producéo, o valor
do pH diminui de cerca de 5,7-6,2 para valores compreendidos entre 5,5 € 4,6 e 0 de a,,
pode chegar até 0,85-0,86.

Com a acidificagdo do meio ha uma selegado natural da microbiota presente, sendo alguns
microrganismos inibidos por ndo serem acidofilos (Andrés et al., 2007; Roncalés, 2007).

O resultado da fermentagao depende principalmente de fatores intrinsecos e pouco pode ser
feito ap6s o produto estar preparado, a ndo ser controlar a temperatura, a humidade relativa
do ar e a fumagem (Petdja-Kanninem & Puolanne, 2007).

No entanto, antes da preparacdo do produto alimentar, o processo fermentativo pode ser
controlado de forma a ser o mais eficaz possivel. Para tal € necessario efetuar-se uma
selecdo criteriosa dos diversos ingredientes que constituem o produto, requerendo a
matéria-prima principal, a carne de suino crua, uma especial atencao. Esta deve apresentar-
se com a caracteristica flora microbiana natural e um baixo pH. E igualmente importante
efetuar-se uma selegcdo adequada do invélucro a ser utilizado, assim como o controlo da
temperatura, a qual € um fator fulcral uma vez que tem um efeito seletivo sobre os
microrganismos presentes na fermentacao (Petdja-Kanninem & Puolanne, 2007).

Alguns dos principais fatores que influenciam a fermentagdo, sdo as enzimas e a flora
microbiana ativa presentes na carne, o teor de sal e de nitrato que se reduz a nitrito, a
temperatura e a fumagem (Petdja-Kanninem & Puolanne, 2007).

No decorrer do processo fermentativo, existe uma forte competicdo entre os diferentes

microrganismos presentes, havendo influéncia no crescimento entre as diferentes espécies.
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A competicao rege-se aos nutrientes e as substancias antimicrobianas que sao produzidas
pelos diferentes microrganismos la presentes. Com este efeito antagénico determinados
microrganismos deixam de estar nas suas condigdes ideais de desenvolvimento, e outros,
pelo contrario, encontram-se em plenas condigdes de desenvolvimento e tornam-se a flora
dominante (Petaja-Kanninem & Puolanne, 2007).

A matéria-prima principal do produto, a carne de porco crua, possui como principal
microbiota bactérias gram-negativas, na sua maioria psicrotroficas, as quais tém uma
temperatura 6ptima de desenvolvimento que se situa entre os 3,3 e os 20 °C. Segundo
Petdja-Kanninem & Puolanne (2007), os géneros predominantes sdo Pseudomonas,
Acinetobacter, e Moraxella. Outros microrganismos como Brochothrix thermosphacta,
Enterobacteriaceae, Staphylococcus, Micrococcus, bactérias do acido lactico (LAB), e
leveduras também se encontram na carne, mas numa quantidade inferior aquela que se
regista para os microrganismos predominantes. Porém, grande parte das bactérias, em
especial as gram-negativas, muitas vezes veem o0 seu crescimento inibido devido a
quantidade de sal que é adicionado como ingrediente durante a producdo, podendo este
chegar a 3% ou mais. No entanto algumas LAB, Staphylococcus e Micrococcus séo
resistentes as concentragdes de sal comummente utilizadas em produtos carneos
fermentados, e podem crescer a temperaturas de fermentagdo que se situem entre os 20 e
25 °C. Para produgdes tradicionais de enchidos fermentados as contagens de LAB pode
chegar mesmo a 8 log UFC/g ou superior e para Staphylococcus e Micrococcus as
contagens podem ser superiores a 5 log UFC/g (Petaja-Kanninem & Puolanne, 2007).

De acordo com Ordonez & Hoz (2007), as LAB séao a principal flora microbiana no final do
periodo de maturagao, a qual chega a atingir entre 7 a 9 log UFC/g.

Com a diminuicdo do pH para valores que rondam os 5,0, o crescimento da maioria das
outras bactérias é inibido, mas nao afeta os Staphylococcus e Micrococcus (Petaja-
Kanninem & Puolanne, 2007).

A microbiota das carnes curadas pode ter origem ambiental, cutanea ou fecal, e € composta
por Lactobacillus spp., Lactococcus spp., Micrococcaceae, Leuconostoc spp., Enterococcus
spp., Pediococcus spp., Candida spp., Thorula spp., Geotrichum candidum (Orddnez & Hoz,
2007).

Petdja-Kanninem e Puolanne (2007), afirmaram que a microflora bacteriana apds
fermentacéo é dominada pelas LAB, Staphylococcus e Micrococcus.

As LAB, os Staphylococcus e os Micrococcus, para além de competirem bem entre si e
suprimirem o crescimento das restantes bactérias, tém também a capacidade de se
desenvolverem melhor, do que as outras bactérias, nas condi¢cdes de fermentacao da carne.
Os agentes patogénicos, como a Salmonella, a Yersinia enterocolitica, e o Campylobacter,
veem a sua sobrevivéncia eliminada aquando da fermentacido do produto, uma vez que se

adquirem baixos valores de a,, e pH (resultante da produgao de lactato). Porém, a Listeria é
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mais resistente ao processo fermentativo, mas em grande parte dos casos € eliminada
durante a secagem do produto (Petdja-Kanninem & Puolanne, 2007).

Durante a fermentacdo e maturagdo do chourico ocorrem duas reagdes bioquimicas,
denominadas por protedlise e lipdlise. A lipdlise refere-se a hidrolise de lipidos, enquanto
que a protedlise caracteriza-se pela degradacédo de proteinas através de enzimas, dando
origem a pequenos componentes moleculares como polipéptidos, péptidos, aminoacidos
livres e aminas (Martin-Sanchez et al., 2011; Petdja-Kanninem & Puolanne, 2007).

A protedlise iniciada no inicio da fermentacido é levada a cabo pelas protéases, enzimas
presentes no tecido carneo utilizado como ingrediente, que hidrolisam uma pequena porgao
de proteinas. Estas enzimas tém uma temperatura e pH 6timo para exercer a sua atividade,
os quais se situam entre os 15-20 °C e 4,8-5,2, respetivamente (Petdja-Kanninem &
Puolanne, 2007).

Relativamente a lipdlise, esta reacao caracteriza-se pela degradagédo da gordura (lipidos),
obtendo como produtos desta hidrélise acidos gordos livres e glicerol, assim como

monoglicéridos e diglicéridos (Petdja-Kanninem & Puolanne, 2007).

2.4.1.1. Culturas de arranque - Starters

As culturas de arranque, ou starters, sao utilizadas no fabrico de chouricos secos
fermentados e tém como objetivo acelerar o processo de acidificagdo da massa de carne
crua, levando ao desenvolvimento de uma desejavel qualidade sensorial, pela melhoria da
salubridade, cor, textura, aroma, sabor, valor nutritivo do produto, entre outros aspetos. Por
outro lado, com a adi¢ao de starters ao processo, pretende-se assegurar a repetibilidade da
producdo, através de um correto crescimento microbiano, evitando assim falhas na
produgcdo que possam ser causadas pelas bactérias responsaveis pela deterioracio,
microrganismos patogénicos ou outros indesejaveis. Contudo, existem determinados fatores
que interferem com a atividade das culturas de arranque aquando da sua utilizagdo na
produgéo de produtos a base de carne: a temperatura, os sais de cura (sal e nitrato e nitrito)
e os hidratos de carbono adicionados (Elias et al., 2006; Leroy et al., 2006 ; Stahnke &
Tjener, 2007 ; Flores & Toldra, 2011).

A identificacido e selegdo de bactérias para utilizagdo como culturas de arranque teve inicio
na ultima metade do século XX. A microflora natural dos chourigos tradicionais € uma
excelente referéncia para determinarmos quais as bactérias a serem utilizadas como
starters, uma vez que estas encontram-se bem adaptadas ao ambiente carneo. Porém as
culturas de arranque a serem utilizadas no processamento sao determinadas em funcéo de
caracteristicas especificas como a formulagcado especifica da massa de carne, a tecnologia
de fermentacao, a resisténcia das estirpes ao sal e a antibidticos, auséncia de atividade
descarboxilativa ou aminogénica, a produgdo de bacteriocinas e, principalmente, a

capacidade de competirem com a microbiota indigena da carne de forma a tornar-se a
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dominante, uma vez que vao interferir, na selecao dos microrganismos, fatores ambientais,
tais como a temperatura e a humidade relativa (Leroy et al., 2006; Casaburi et al., 2007;
Cocconcelli, 2007 ; Flores & Toldra, 2011).

As culturas de arranque sao culturas microbianas normalmente compostas por
microrganismos da familia Micrococcaceae ou por bactérias do acido lactico (LAB), em
culturas puras ou mistas (LAB combinadas com Staphylococcus coagulase negativos e
leveduras ou bolores). Na produgao de produtos carneos sao as LAB que sao mais comuns
de utilizar, as quais permitem a obtencdo de acido lactico como produto final da
fermentagdo. As LAB mais comummente utilizadas com starters no fabrico deste tipo de
produto pertencem aos géneros Lactobacillus e Pediococcus. No entanto, as LAB nao
produzem grande variedade, nem grandes quantidades de outros produtos finais (Elias et
al., 2006; Petaja-Kanninem & Puolanne, 2007; Flores & Toldra, 2011).

As culturas bacterianas normalmente utilizadas para fermentar carne sao constituidas por
estirpes de bactérias do acido lactico (LAB), principalmente Lactobacillus, assim como por
Staphylococcus coagulase negativos e Micrococcaceae. Os Lactobacillus mais utilizados
como starters sao os L. sakei, L. curvatus e L. plantarum. Os Pediococcus sao também LAB
e o0 P. pentosaceus é a espécie mais referenciada como starter. Relativamente aos
Staphylococcus, os mais comuns como culturas de arranque sao S. xylosus, S. carnosus, S.
equorum e S. saprophyticus (Cocconcelli, 2007; Selgas & Garcia, 2007).

Os enchidos fermentados podem ser produzidos sem recurso a utilizacdo de starters, no
entanto a sua utilizacdo esta em crescimento, de modo a acelerar o processo produtivo e a
garantir a seguranca e a uniformidade do produto final, tais como a cor, a textura e o sabor.
Porém, muitos produtores tradicionais continuam a nao utilizar as culturas de arranque,
sendo a fermentacdo efetuada apenas pela microbiota intrinseca da fabrica
(maioritariamente LAB e Staphylococcus coagulase negativos), como é o caso do fabrico de
enchidos Alentejanos, onde grande parte dos produtores ndo recorre a adicdo de starters
(Elias et al., 2006 ; Cocconcelli, 2007; Garriga & Aymerich, 2007; Lebert et al., 2007 ;
Flores & Toldra, 2011).

As bacteriocinas, juntamente com o acido lactico produzido durante a fermentagcao podem
melhorar a qualidade e seguranga dos produtos, evitando a presenga de microrganismos
patogénicos como a Listeria monocytogenes e microrganismos causadores de deterioragao.
Lactobacillus sakei e Lactobacillus curvatus tém sido descritos como produtores de
bacteriocinas e tém sido utilizados como starters e a sua atividade contra Listeria
monocytogenes ja foi comprovada em produtos carneos. De acordo com Davidson &
Hoover, 1993 (citado por Millette et al., (2007), as LAB sao bactérias produtoras de
bacteriocinas, metabolitos com propriedades antimicrobianas (Garriga & Aymerich, 2007;

Millette, Le Tien, Smoragiewicz & Lacroix, 2007).
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A utilizagao de culturas de arranque na industria iniciou-se com a utilizacdo de Lactobacillus,
Pediococcus e Staphylococcus (Petaja-Kanninem & Puolanne, 2007).

A diversidade de produtos finais presentes no chourico, e que véao influenciar o aroma e
sabor do produto ficam a cargo da restante flora intrinseca do produto; da fermentagao de
outros substratos, como aminoacidos e acidos gordos; e das reagbes secundarias dos
produtos metabdlicos, fora das células microbianas, com a matriz do alimento (Petaja-
Kanninem & Puolanne, 2007).

Tem sido demonstrado que os enchidos produzidos com starters de Lactobacillus atingem
um pH final mais baixo do que os produtos fabricados com starters de Pediococcus
(Stahnke & Tjener, 2007).

Os Staphylococcus como starters sao acidificadores fracos mas sao responsaveis pelo
desenvolvimento de reagdes que levam a aquisicdo de sabor e aroma caracteristicos no
produto. As espécies de Staphylococcus utilizadas como culturas de arranque ganham
vantagem em relacdo as LAB na medida em que tém a capacidade de reduzir o nitrato a
nitrito, e assim contribuem para a formagao da cor rosea dourada no produto. De acordo
com Cocconcelli (2007), os Staphylococcus coagulase negativos tém também capacidade
antioxidante. Os starters de Staphylococcus mais utilizados na Europa sao os das espécies
S. xylosus e S. carnosus (Cocconcelli, 2007; Lebert et al., 2007; Petdja-Kanninem &
Puolanne, 2007).

A utilizagdo de bolores e leveduras como starters tem sido estudada, em algumas regides
do sul da Europa (ndo em Portugal), uma vez que tém a capacidade de melhorar a
aparéncia (nomeadamente na cor) e sabor dos produtos carneos. Estes starters podem
ainda metabolizar mais o lactato, porém, um decréscimo muito acentuado do valor de a,,
compromete fermentagdes futuras. De acordo com Selgas & Garcia (2007), as espécies de
leveduras Debaryomyces, Pichia, Trichosporon e Cryptococos demonstraram ter atividade
lipolitica e proteolitica. Debaryomyces hansenii € a espécie de levedura com frequente
utilizagao como starter e é bastante tolerante ao sal (Sunesen & Stahnke, 2003 ; Pet3ja-
Kanninem & Puolanne, 2007; Selgas & Garcia, 2007; Stahnke & Tjener, 2007 ; Flores &
Toldra, 2011).

As leveduras crescem nos chourigos fermentados, uma vez que se desenvolvem bem nos
valores comuns de pH e a, destes produtos. Algumas espécies crescem favoravelmente
tanto a pH de 4,0 como de 6,0 (Selgas & Garcia, 2007).

Relativamente aos bolores, diferentes espécies de Penicillium (como por exemplo, P.
nalgiovense e P. gladioli) ttm frequentemente sido consideradas como bons starters. Estes
exercem atividade lipolitica e proteolitica e melhoram as caracteristicas sensoriais dos

enchidos secos fermentados (Spotti & Berni, 2007).
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2.4.2. Secagem
A secagem € um método simples, e dos mais antigos, para conservagéo de alimentos,
sendo a secagem efetuada ao sol, 0 método mais antigo e ainda hoje praticado na secagem
de frutas. O processo de secagem, juntamente com a salga, levava a selegédo natural de
microrganismos e acabou por se desenvolver um processo tecnolégico ao qual hoje
denominamos fermentagao. No inicio do século XVIII, de forma a acelerar o processo de
secagem, passou a ser comum utilizar-se a fumagem, associada a secagem. Porém, a
fumagem implica alteragdes significativas no sabor do produto alimentar (Andrés et al.,
2007; Garriga & Aymerich, 2007; Incze, 2007; Ordofiez & Hoz, 2007).
Hoje em dia a secagem € um método utilizado frequentemente na industria alimentar com o
intuito de preservar variados alimentos. Este método consiste na remocao de humidade dos
produtos alimentares, a qual é evaporada por exposi¢do do produto ao calor ou ao ar. O
calor penetra no alimento, forcando a humidade a dirigir-se até a superficie, onde é
evaporada (Andrés et al., 2007).
Com a remogado de humidade ha uma sele¢do natural dos microrganismos, levando a
inibicdo do crescimento de bactérias e fungos, assim como um retardamento da acgao
enzimatica. Consequentemente ocorre uma redugdo no volume e peso do produto
(permitindo reduzir gastos a nivel de armazenamento e transporte); e o produto fica menos
suscetivel de se alterar biologicamente, ou seja, de se deteriorar (Andrés et al., 2007; Incze,
2007).
Em alguns casos, a secagem possibilita também que se desencadeiem reacdes
bioguimicas, as quais vao ser responsaveis pelo desenvolvimento de determinados sabores
e aromas. Estas reagbes ocorrem ao longo do tempo, pelo que se iniciam na secagem e
prolongam-se para a fase de cura, principalmente em produtos carneos de pecga inteira
sendo efetuada com uma mistura de ar e de fumo (fumagem) de forma a obter-se um sabor
caracteristico (Andrés et al., 2007).
O tempo do processo de secagem é determinado em fungéo de determinadas variaveis, as
quais se encontram relacionadas com o ar de secagem (como temperatura, velocidade e
humidade) e com o produto (humidade, tamanho e forma) (Andrés et al., 2007).
Por norma o processo ¢ efetuado a uma temperatura de aproximadamente 12 °C, humidade
relativa entre os 75 e os 80% e é de duracao variavel, podendo ir de semanas a meses.
Durante este processo o produto perde cerca de 30-49% do seu peso inicial, devido a
evaporacao da agua (Tradisausage, 2006; Andrés et al., 2007).
A taxa de secagem é tanto maior quanto maior for a temperatura do ar, mas se a remogao
da agua for muito rapida, corre-se o risco do produto alimentar ficar demasiado seco e duro.
Uma vez que determinados componentes dos alimentos sédo sensiveis a temperatura, como

€ 0 caso de algumas vitaminas e pigmentos, sdo estes atributos de qualidade que se devem
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considerar na determinagao da temperatura maxima do ar a ser aplicado para a secagem do
produto (Andrés et al., 2007).

No final do processo de secagem, a a,, do produto deve ser inferior a 0,91, para que este
seja considerado estavel (Tradisausage, 2006).

No decorrer deste processo tecnoldgico os Staphylococcus e os fungos vao desenvolver
compostos que vao influenciar o sabor e aroma do produto (Petdja-Kanninem & Puolanne,
2007).

2.4.3. Fumagem
A fumagem é uma técnica utilizada ha milhares de anos na preservagdo da carne ou de
outros alimentos. Esta é conseguida através da reducao da atividade da agua (a,) do
alimento e pelo efeito bacteriostatico (inibicdo do crescimento bacteriano) de substancias
presentes no fumo. O processo de fumagem tem sofrido uma grande evolugao nas ultimas
décadas. A fumagem € um processo praticado em Portugal nos produtos carneos, e que
contribui para a redugao da a,. Este processo tem influéncia no produto, alterando-o a nivel
nutricional e sensorial contribuindo para aumento da segurancga dos alimentos e tempo de
vida util (Andrés et al., 2007; Elias et al., 2006; Incze, 2007; Ordénez & Hoz, 2007; Petaja-
Kanninem & Puolanne, 2007).
Uma mais valia da fumagem reside no facto dos componentes do fumo terem um intenso
efeito fungistatico (Chi & Wu, 2007). A dimenséo das alteragbes qualitativas dos produtos
alimentares pode depender do tipo (temperatura, humidade relativa, velocidade, composigéao
do fumo e densidade) e tempo de fumagem (Andrés et al., 2007).
No fabrico de chourigo tradicional Portugués € comum que a lenha produtora do fumo seja
lenha de azinho (Elias et al., 2006). A fumagem contribui para a aquisigdo do sabor
caracteristico do produto e para retardar o desenvolvimento de bactérias e fungos na
superficie do chourigco (Ockerman & Basu, 2007).
Antigamente, o produto era exposto ao fumo no mesmo local onde era produzido. Assim o
produto ficava diretamente exposto aos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, os quais
penetram facilmente no produto alimentar. Hoje em dia j4 ndo é muito comum isso
acontecer, uma vez que o local de produgao do fumo é fisicamente separado do local onde
o produto alimenticio é exposto ao fumo. Durante o percurso do fumo entre as duas zonas,
ele arrefece e perde grande parte dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (Andrés et al.,
2007).
Existem duas formas de efetuar a fumagem tradicional, as quais se resumem na Tabela 6.
De acordo com Tradisausage, (2006), tradicionalmente a temperatura a que se deve efetuar
a fumagem é de 20 °C e a humidade relativa deve rondar os 60% (Tradisausage, 2006).
Andrés et al., (2007) afirmaram que o fumo utilizado na fumagem a frio € aromaticamente

pobre (Andrés et al., 2007).
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A utilizacdo de temperaturas elevadas diminui a tendéncia de endurecimento do produto,
pois ha um aumento da difusdo da agua no interior da carne e consequente migragao para a
superficie do produto, impedindo que esta fique dura. Porém a temperatura nunca pode ser
demasiado elevada, uma vez que se desenvolvem caracteristicas indesejaveis. Quando um
produto carneo é colocado a temperaturas entre os 40 e 80 °C, a matriz proteica comecga a
sofrer alteragbes significativas, o que faz com que a ocorra desnaturagéo proteica; com o
aumento da temperatura pode ocorrer o efeito de fusdo das gorduras, com consequente
formacdo de uma barreira hidrofébica no produto. Esta Ultima situagéo é solucionada com o

uso de gorduras com elevado ponto de fusdo (Andrés et al., 2007).

Tabela 6 — Diferencas entre os dois tipos de fumagem tradicional (Andrés et al., 2007).

Tempera:gcr:e)\ do fumo 20-25 75-80

Humldac:e relativa 70-80% Elevada
(%)

Duragéo Dias a semanas Horas

2.5. Inovagoes tecnolégicas aplicadas aos enchidos portugueses
Tal como descrito no ponto 2.4., apesar da aplicagdo de diversas hurdle technology
aquando da produ¢ao do chourigo tradicional Portugués, é ainda comum o desenvolvimento
de fungos sobre a sua superficie.
Dentro do conceito de tecnologia de barreiras de protecdo, o uso de revestimentos ativos
comestiveis (uma tecnologia inovadora) podera contribuir para a diminuigdo do
desenvolvimento fungico a superficie do referido produto alimentar, e assim aumentar a

seguranga e vida util do mesmo (Botrel & Fontes, 2007).

2.5.1. Embalagens ativas

O embalamento primario dos produtos carneos € normalmente realizado com um filme de
plastico, o qual, por estar diretamente em contacto com o alimento, tem de garantir que este
mantenha as devidas caracteristicas durante todo o processo de distribuigdo, protegendo-o
e preservando-o, retardando ou impedindo a deterioracdo do alimento durante o
manuseamento, transporte e armazenamento. Para os produtos carneos fermentados é
comum que o embalamento seja feito a vacuo ou em atmosfera modificada (MAP) (Ahn &
Min, 2007).

Estas embalagens tém a capacidade de proteger os alimentos de contaminacdo por
microrganismos; ser barreira ao oxigénio e ao vapor de agua, assim como minimizar a

transferéncia de calor e luz e assim evitar o desenvolvimento de diversas reagdes (como é
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exemplo a oxidagao lipidica); prevenir danos fisicos exercidos por uma forca externa,
mantendo assim a qualidade do produto e consequentemente aumentando o seu tempo de
vida util (Ahn & Min, 2007; Liu, Kerry & Kerry, 2007).

Os consumidores tém-se demonstrado cada vez mais informados e preocupados com
questdes de qualidade e seguranca alimentar, ndo colocando de parte as questdes
ambientais, sendo entdo cada vez mais exigentes a este nivel. Eles tém preferéncia por
alimentos isentos de substancias quimicas e por aqueles que sdo enriquecidos com
substancias naturais (como antimicrobianos ou antioxidantes) (Shahidi, Arachchi & Jeon,
1999 ; Cleveland & Chikindas, 2001; Mecitoglu et al., 2006 ; Falguera et al., 2011; Khan et
al., 2011; Song, Liu, Shen, You & Luo, 2011).

Posto isto, a industria alimentar tenta responder da melhor forma, e as respostas muitas
vezes sdo dadas através do desenvolvimento de alternativas viaveis (do ponto de vista
econdmico e da eficacia desejada) que garantam uma melhor satisfagdo por parte dos
consumidores. Foram entao desenvolvidas as chamadas embalagens ativas, as quais foram
criadas para responder as referidas necessidades, € sdo um conceito inovador de
embalagem (Quintavalla & Vicini, 2002 ; Ahn & Min, 2007; Liu et al., 2007; Silva, Bierhalz &
Kieckbusch, 2009; Soares et al., 2009 ; Aider, 2010; Fajardo et al., 2010; Mastromatteo et
al., 2010 ; Falguera et al., 2011).

Enquanto as embalagens tradicionais s&o sintéticas e consequentemente n&o
biodegradaveis, a grande parte das embalagens ativas utilizam biopolimeros naturais como
substratos, os quais sdo biodegradaveis, evitando-se entdo problemas a nivel ambiental
(Hambleton, Debeaufort, Bonnotte & Voilley, 2009 ; Fajardo et al., 2010).

As embalagens ativas interagem de forma intencional com o alimento, levando a que este
melhore algumas das suas caracteristicas. De acordo com Kerry (2006), as embalagens
ativas sédo definidas como uma embalagem que altera o estado dos alimentos embalados
para aumentar a vida util do produto ou melhorar a seguranga ou propriedades sensoriais na
manutencdo da qualidade do produto embalado. Estes sistemas de embalagens tém
incorporado determinados aditivos de forma a manter ou aumentar a qualidade do produto e
tempo de vida util (Kerry et al., 2006).

As referidas embalagens tém vindo a ser utilizadas como uma tecnologia promissora, e o
seu modo de agao passa pela introducao de determinados aditivos numa pelicula da
embalagem ou dentro do recipiente da mesma, que por interagdo com o espacgo livre
existente no interior da embalagem ou com o alimento, permitem aumentar o tempo de vida
util, melhorar as caracteristicas sensoriais, evitar as deterioragdes quimicas e
microbioldgicas e garantir a seguranca e qualidade do produto alimentar. Tal facto é
conseguido por inibicdo do crescimento de microrganismos patogénicos, havendo

consequentemente um aumento da estabilidade dos alimentos durante o seu tempo de
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armazenamento (Quintavalla & Vicini, 2002; Ho Lee et al., 2004; Ahn & Min, 2007; Liu et al.,
2007; Soares et al., 2009).

O interesse pela utilizagao deste tipo de embalagens tem tido um crescente interesse no
que respeita a sua utilizagdo em produtos carneos, visto serem produtos pereciveis (Kerry et
al., 2006).

Existem diversos sistemas de embalagens ativas, de entre as quais se destacam as
antimicrobianas, antioxidantes e aromaticas. No entanto as investiga¢des tém incidido nas
embalagens com incorporagdo de agentes antimicrobianos (Coma, 2008; Lian, Ma, Wei &
Liu, 2012).

Relativamente a legislacdo, o Regulamento n° 1935/2004 autoriza a utilizagdo de
embalagens ativas com libertacdo intencional de agentes ativos (Regulamento
n°1935/2004).

2.5.1.1. Embalagens antimicrobianas
O interesse nas embalagens antimicrobianas tem vindo a aumentar consideravelmente, uma
vez que estes sistemas tém a capacidade de controlar a deterioragdo microbiana de
produtos alimentares, por redugdo da fase logaritmica de crescimento dos microrganismos,
evitando assim a rapida perda de qualidade e consequente diminui¢gdo do tempo de vida util
(Kerry et al., 2006; Mastromatteo et al., 2010).
Este tipo de embalagem sdo as que mais ateng¢des tém tido por parte da investigacgéo,
durante os ultimos anos. Caracterizaram-se por apresentarem um agente antimicrobiano
incorporado e/ou imobilizado no material constituinte da embalagem, adquirindo entdo a
capacidade de eliminar ou inibir microrganismos deteriorativos, incluindo patogénicos, e
assim aumentar o tempo de vida util dos produtos (Coma, 2008; Guiga et al., 2010; Lian et
al., 2012). Segundo Quintavalla & Vicini (2002), este € um tipo de embalagem que podera
ter um impacto significativo no aumento da vida util e seguranga da carne e de produtos a
base de carne, uma vez que a contaminagdo microbiana destes alimentos ocorre
principalmente na superficie, devido a manipulacdo e pdbs-processamento. Mais
recentemente, Aider (2010) afirmou que as embalagens antimicrobianas sido bastante
promissoras na melhoria da qualidade e preservacdo dos alimentos, durante o
armazenamento (Quintavalla & Vicini, 2002; Ahn & Min, 2007 ; Rojas-Gral, Tapia,
Rodriguez, Carmona & Martin-Belloso, 2007 ; Coma, 2008; Aider, 2010; Lian et al., 2012).
Kerry et al. (2006) consideraram que estas embalagens ativas sdo mais promissoras para
uso futuro em produtos carneos (Kerry et al., 2006).
Os agentes antimicrobianos utilizados nas embalagens ativas sao agentes que inibem o
crescimento de determinados microrganismos alvo, proporcionando uma maior seguranga e
qualidade dos produtos. Eles podem ser incorporados nos alimentos durante a preparacao

destes, ou aplicados na superficie do produto, através de um revestimento, o qual possui o
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antimicrobiano imobilizado (Ahn & Min, 2007; Guiga et al., 2010). Em ambos os casos a
eficiéncia do agente é limitada, pois a atividade antimicrobiana é rapidamente perdida como
resultado da diminuicdo da concentracdo do agente, o qual interage com componentes do
alimento, ficando entdo a substancia ativa neutralizada. Como exemplos de agentes
antimicrobianos temos o sal utilizado na cozinha (cloreto de sédio); acidos organicos, p. ex.
acetato de sodio (utilizados como agentes antimicrobianos em alimentos com pH baixo);
polissacarideos (p. ex. quitosano); péptidos antimicrobianos (p. ex. natamicina e nisina —
bacteriocinas utilizadas para inibir o crescimento de fungos e bactérias, respetivamente);
nitritos e nitratos (inibem o crescimento de Clostridium botulinum em alimentos que
contenham carne crua); oleos essenciais; enzimas, entre outros. Contudo, devido a
questdes ambientais e de saude, o interesse na utilizagdo de agentes naturais, como as
bacteriocinas, tem vindo a aumentar (Qualfood, 2011; Ahn & Min, 2007; Coma, 2008;
Gulcbilmez, Yemenicioglu & Arslanoglu, 2007; Guiga et al., 2010; Lian et al, 2012;
Quintavalla & Vicini, 2002).

Os péptidos antimicrobianos naturais sdo produzidos por determinadas espécies eucariotas
ou bactérias (e neste caso denominam-se por bacteriocinas) como defesa contra outros
microrganismos ou infecées, tendo normalmente como mecanismo de acado a
permeabilizacdo da membrana da célula alvo. Determinadas bacteriocinas foram estudadas
e determinadas como viaveis para aplicar em alimentos com o intuito de garantir a sua
seguranga alimentar microbiologica (Cleveland & Chikindas, 2001). No entanto, de acordo
com Mastromatteo et al. (2010), a adigéo direta dos compostos ativos sobre a superficie do
alimento pode levar a neutralizagdo ou a uma rapida difusdo para o interior do género
alimenticio. Assim, a solu¢do passa por incorporar o agente ativo na matriz de um polimero
(Mastromatteo, Mastromatteo, Conte & Del Nobile, 2010).

Para a concegao destas embalagens € importante ter em consideragao alguns fatores, tais
como as caracteristicas do agente antimicrobiano, o coeficiente de transferéncia de massa,
propriedades fisicas dos materiais de embalagem e temperatura de armazenamento
(Quintavalla & Vicini, 2002 ; Ahn & Min, 2007).

2.5.1.2. Embalagens antioxidantes
A oxidacao de alguns géneros alimenticios € uma preocupac¢ao no que respeita a qualidade
do produto. As embalagens antioxidantes caracterizam-se pela incorporacao de substancias
antioxidantes em filmes plasticos (no papel constituinte das embalagens ou em pequenos
sacos colocados dentro da embalagem). Posteriormente, é a partir destes filmes que serao
libertadas as substancias antioxidantes para proteger os alimentos da degradacao oxidativa,
inibindo as reacbes de oxidacdo ao reagirem com radicais livres e perdxidos e,

consequentemente, aumentando a sua vida util (Glgbilmez et al., 2007; Soares et al., 2009).
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Segundo citado por Ho Lee et al. (2004), estas embalagens podem retardar as alteragbes
oxidativas nos alimentos embalados que contenham componentes lipidicos (Ho Lee et al.,
2004).

Os antioxidantes sintéticos mais utilizados para aplicagdo em embalagens sdo o Buitil-
hidroxianisolo (BHA) e o Butil-hidroxitolueno (BHT), enquanto que entre os antioxidantes

naturais se encontram compostos fendlicos e vitaminas C e E (Glgbilmez et al., 2007).

2.5.1.3. Embalagens aromaticas
Estas embalagens sdo produzidas pela incorporagdo de aromas volateis na matriz
polimérica, o que influéncia de forma positiva a qualidade organolética do produto. A sua
utilizagdo tem por base melhorar o odor e sabor dos produtos, conquistando deste modo a
preferéncia dos consumidores (Soares et al., 2009). Quando os aromas volateis sao
aplicados em filmes comestiveis, o objetivo depreende-se pela libertacdo gradual de
compostos aromaticos, o que conduz a manutencdo do sabor caracteristico do produto

alimentar (Marcuzzo, Sensidoni, Debeaufort & Voilley, 2010).

2.5.2. Revestimentos ativos
Na ultima década tém sido desenvolvidos e utilizados revestimentos comestiveis com o
objetivo de evitar ou retardar a deterioracdo de determinados alimentos, representando ja
um dos mais importantes métodos utilizados para preservar a qualidade de géneros
alimenticios (Lopez-Caballero, Gomez-Guillén, Pérez-Mateos & Montero, 2005; Vu,
Hollingsworth, Leroux, Salmieri & Lacroix, 2011).
Durante os ultimos anos, devido a procura pela utilizagdo de materiais de embalagem
renovaveis, muita tem sido a aposta da investigagdo no desenvolvimento de filmes e
revestimentos biodegradaveis e comestiveis. A industria alimentar tem vindo a demonstrar
um interesse crescente na utilizagdo de filmes/revestimentos comestiveis, afim de melhorar
a seguranga e o tempo de vida util do produto, e muitas vezes consideram-nos como
embalagens ativas. Uma vez que a contaminagdo microbiolégica dos alimentos ocorre
principalmente na superficie, a aplicagcao dos revestimentos torna-se uma boa tecnologia de
conservacgao (Shahidi et al.,, 1999 ; Fernandez-Saiz, Lagaron, Hernandez-Munoz & Ocio,
2008; Hambleton et al., 2009; Marcuzzo et al., 2010; Pintado, Ferreira & Sousa, 2010 ; Lian
et al., 2012).
Estes revestimentos, preparados a partir de polissacarideos, proteinas ou lipidos, tém a
vantagem de serem biodegradaveis, biocompativeis, comestiveis, e de terem propriedades
barreira contra o oxigénio (Kerry et al., 2006; Vu et al., 2011).
O uso de revestimentos pode constituir um meio de incorporacgao tecnolégica de um agente
ativo. Sdo aplicados na superficie de um alimento, com a vantagem de poderem ser

consumidos sem riscos para o consumidor. De acordo com Gennadios et al. (1997) (citado

36



por Coma, 2008) os revestimentos comestiveis podem reduzir a perda de humidade, de
oxidagao lipidica e de descoloragao do alimento (Coma, 2008).

Os revestimentos ativos comestiveis sdo normalmente aplicados em camadas finas, na sua
forma liquida, sobre a superficie do alimento, adquirindo entdo a forma do produto. O intuito
da aplicacdo de revestimentos passa pela redugao da perda de vapor de agua, da migracao
de lipidos e aroma, assim como pela formagdo de uma barreira semipermeavel ao oxigénio
e pela estabilizagdo dos gradientes de atividade de agua, mantendo deste modo as
propriedades de textura (Giancone et al., 2008 ; Fajardo et al., 2010; Marcuzzo et al., 2010;
Falguera et al., 2011).

Segundo Soares et al. (2009) estes revestimentos podem atuar no controlo do crescimento
de microrganismos. Assim os revestimentos tém um importante papel na conservagédo do
produto alimentar. A sua aplicacao é realizada de acordo com alguns fatores tais como:
disponibilidade, custo, propriedades oticas (opacidade/brilho); propriedades mecanicas
(forca e flexibilidade); permeabilidade a gases; resisténcia a microrganismos; aceitagao
sensorial, entre outros; os quais variam de acordo com a matriz estrutural, condi¢cdes de
fabrico do revestimento e concentragdes dos diferentes componentes (Silva et al., 2009;
Soares et al., 2009; Falguera et al., 2011).

E importante referir que, um revestimento ativo, ndo é um filme ativo. Os revestimentos sao
aplicados na sua forma liquida e adquirem a forma do produto ao solidificar, e o filme & pré-
formado antes de colocado (ja solido) sobre o produto, moldando-se a este. Ambos tém
inovado o conceito de embalagens ativas e tém sido desenvolvidos para controlar
(diminuir/inibir) o desenvolvimento de microrganismos na superficie dos géneros
alimenticios (Appendini & Hotchkiss, 2002; Falguera et al., 2011).

Geralmente, os revestimentos comestiveis sao classificados de acordo com o material que
integra a sua estrutura, ou seja, a matriz estrutural. Normalmente a base dos revestimentos
sdo biomoléculas: proteinas (por exemplo, gluten de trigo ou proteina de soja), lipidos,
polissacarideos (alginatos ou quitosano, por exemplo) ou um composto. Um revestimento
composto pode ser constituido por lipidos e hidrocoldides combinados para formar uma
bicamada ou um cluster. Muitas vezes a formacdo destes revestimentos compostos sao
efetuados com o objetivo de utilizar as diferentes propriedades de cada composto, assim
como o efeito sinergético que possa eventualmente existir entre eles (Quintavalla & Vicini,
2002; Silva et al., 2009 ; Marcuzzo et al., 2010 ; Falguera et al., 2011 ; Arzate-Vazquez et
al., 2012).

Os hidrocoléides (proteinas e polissacarideos) sdo os biopolimeros que mais tém sido
utilizados no desenvolvimento de revestimentos ativos comestiveis, uma vez que
demostram ter boas propriedades estruturais e mecanicas (boa barreira ao oxigénio, por

exemplo). Os revestimentos desenvolvidos em matrizes de polissacarideos tém sido
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bastante testadas para aplicagdo em frutas e vegetais, de modo a aumentar o tempo de vida
util destes produtos (Rojas-Grau et al., 2007 ; Hambleton et al., 2009; Falguera et al., 2011).
No geral, os revestimentos comestiveis tém, entres outras, duas grandes vantagens: serem
biodegradaveis e comestiveis. Aquando da aplicagdo destes revestimentos ha que ter rigor
na escolha do agente ativo a incorporar no revestimento, o qual deve ser legalmente seguro
e comestivel (Quintavalla & Vicini, 2002).

Segundo Aider (2010), um dos revestimentos ativos com maiores perspetivas sdo os de
quitosano com incorporacdo de proteinas, polissacarideos ou péptidos antimicrobianos
(bacteriocinas) (Aider, 2010). Kong et al., (2010) refere também que tém sido testados
filmes/revestimentos comestiveis com base em quitosano (Kong, Chen, Xing & Park, 2010).

Os estudos realizados com revestimentos ativos tém demonstrado que existe um grande
potencial na manutengido ou aumento do tempo de vida util de alimentos (de origem vegetal
ou animal) com a utilizacdo de revestimentos incorporados com agentes ativos. Estes
agentes, dependendo da sua natureza, quando em contacto com o alimento podem
desempenhar fungdes especificas, tais como: antioxidante, antimicrobiana, corante,
aromatica, entre outras Rojas-Grau et al., 2007; Hambleton et al., 2009; Soares et al., 2009).
Deste modo, como exemplos de agentes antioxidantes que tém sido incorporados em
revestimentos ativos temos: acido ascoérbico; acido citrico; acido cafeico e N-acetilcisteina
(Soares et al., 2009). No que respeita a agentes antimicrobianos incorporados em filmes e
revestimentos ativos temos: acidos organicos (p.ex. acido lactico e acético) e seus sais;
sulfitos; nitritos; antibidticos; alcoois; enzimas; 6leos essenciais e bacteriocinas, das quais
fazem parte a nisina (Soares et al., 2009 ; Guiga et al., 2010 ; Vu et al., 2011 ; Bierhalz, da
Silva & Kieckbusch, 2012; Ramos et al., 2012).

O revestimento serve como veiculo de transporte do composto antimicrobiano, permitindo a
manutencdo de uma elevada concentracdo do antimicrobiano na superficie do produto
alimentar (Coma, 2008). A velocidade de libertacdo do agente ativo, a partir da matriz do
revestimento para o alimento, € um fator importante. Este deve ser conhecido e controlado,
uma vez que uma libertacdo demasiado rapida pode proporcionar a transferéncia do agente
ativo para o interior do produto alimentar ficando assim comprometida a protecdo da
superficie, o que leva a que o produto se possa deteriorar; e uma transferéncia muito baixa
pode nao ser a suficiente para inibir as reagdes enzimaticas e/ou desenvolvimentos
microbioldgicos indesejaveis (Bierhalz et al., 2012).

De acordo com Quintavalla & Vicini (2002), os revestimentos comestiveis antioxidantes e
antimicrobianos podem ser utilizados na superficie de carne e produtos carneos (Quintavalla
& Vicini, 2002).

Algumas vantagens do uso de revestimentos ativos comestiveis em carne e produtos
carneos passam por reduzir a perda de humidade durante o armazenamento de carnes

congeladas; manter a suculéncia da carne fresca; reduzir as reagdes de oxidagao lipidica;
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reduzir o nivel de deterioracao e a carga de microrganismos patogénicos na superficie das
carnes; e limitar a perda de sabores volateis (Quintavalla & Vicini, 2002).

Assim, a utilizacdo de revestimentos comestiveis com incorporagdo de um agente ativo
antioxidante ou antimicrobiano podera ser usado para tratamento direto de superficies de
carnes e produtos derivados destas (Quintavalla & Vicini, 2002; Coma, 2008).

Existem outros tipos de revestimentos (ndo desenvolvidos com base na incorporagdo em
péptidos antimicrobianos), como € o caso dos revestimentos a base de 6leos essenciais.
Estes tém sido desenvolvidos com diferentes 6leos essenciais, de que sdo exemplo os
extraidos da canela e o alho, imobilizados na matriz de um biopolimero (como quitosano e
alginato). Para Glinel, Thebault, Humblot, Pradier & Jouenne (2012), o objetivo passou pela
preparagao de um revestimento comestivel a aplicar em fruta e assim prolongar o seu tempo
de vida dutil, por inibicdo do desenvolvimento microbiano que se encontra na superficie do
alimento, ou seja, por desenvolvimento de uma atividade antimicrobiana (Glinel, Thebault,
Humblot, Pradier & Jouenne, 2012).

2.5.2.1. Péptidos antimicrobianos
Os péptidos antimicrobianos podem ser produzidos por microrganismos, vegetais, insetos,
mamiferos, peixes e anfibios, com o intuito de se protegerem contra a agdo de diferentes
microrganismos, como bactérias, protozoarios e fungos. Essa defesa & conseguida na
medida em que os referidos péptidos permeabilizam membranas e podem agir
especificamente contra microrganismos patogénicos (bactérias e fungos) (Glinel et al.,
2012).
Esta é uma area que tem sido bastante investigada. Na ultima década foram caracterizados
mais de 800 péptidos antimicrobianos, os quais provém de variadas espécies eucariotas. A
maioria destes péptidos é catidnica, podendo ser agrupados em quatro grupos: péptidos
lineares helicoidais; péptidos modificados por adicdo de outros aminoacidos; péptidos com
uma ponte de dissulfito e péptidos com duas ou mais pontes de dissulfito (Glinel et al.,
2012).
Os péptidos bioativos podem ser produzidos durante o processamento da carne, por
exemplo durante a fermentacgéao e hidrélise (Khan et al., 2011).
O mecanismo de acao bactericida que predomina entre os péptidos passa pela perturbagao
da integridade da membrana celular, sendo a rutura efetuada através de variados
mecanismos de acao (Glinel et al., 2012).
O largo espectro de atividade, a rapidez de atuagdo e o baixo nivel de resisténcia que
provocam sao apenas trés das vantagens dos péptidos antimicrobianos. Em contrapartida
temos como desvantagens a suscetibilidade a protedlise e ao pH, e uma possivel toxicidade
local (Glinel et al., 2012).
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O quitosano é um agente antimicrobiano bastante utilizado na incorporagdao de

revestimentos ativos (Lopez-Caballero et al., 2005).

2.5.2.1.1. Nisina

A nisina, um péptido antimicrobiano com foérmula quimica Ci43H230N42037S; € massa
molecular de 3354,12 g/mol, é definido pelo Decreto-Lei n° 94/2010 como sendo um
composto antimicrobiano “constituido por diversos polipéptidos afins produzidos durante a
fermentacdo de um meio de leite ou de acucar por determinadas estirpes naturais de
Streptococos lactis, subespécie lactis”. O Streptococos lactis € atualmente denominado por
Lactococcus lactis. Em 1969, a nisina foi reconhecida como aditivo alimentar pela FAO/OMS
(Organizagao de Alimentos e Agricultura/Organizacdo Mundial de Saude), e foi-lhe atribuido
o0 numero E234, fazendo parte integrante da lista de aditivos alimentares autorizados na
Unido Europeia, e pertence ao grupo dos conservantes (ASAE, 2011). E utilizado como
conservante, sem uso terapéutico, e é geralmente conhecido apenas como um agente
antimicrobiano, no entanto, este caracteriza-se também por ser uma bacteriocina produzida
por Lactococcus lactis sendo entdo a Unica bacteriocina aprovada e autorizada pela FDA
(Food and Drug Administration) para uso como aditivo alimentar (Cleveland & Chikindas,
2001 ; Roller & Fletcher, 2002 ; Ho Lee et al., 2004 ;EFSA, 2006; Millette et al., 2007;
Coma, 2008 ; Piper, Cotter, Ross & Hill, 2009 ; Decreto-Lei n°94/2010; Guiga et al., 2010;
Lu, Ding, Ye & Liu, 2010).

Em 2001 este péptido natural e cationico foi aceite como GRAS (Generally Recognized as
Safe), ou seja, como sendo um produto geralmente reconhecido como seguro, para uso
como antimicrobiano em carne cozida e produtos avicolas (Ho Lee et al., 2004; EFSA, 2006;
Millette et al., 2007; Coma, 2008; Lu et al., 2010; Pintado et al., 2010)

Figura 2 — Férmula estrutural da nisina A, com representacdo da substituicdo da His27
por Asn27 para a nisina Z (EFSA, 2006).
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Ha duas variantes de nisina, a nisina A e a nisina Z, as quais diferem apenas no residuo de
aminoacido da posicdo 27, onde na nisina A se encontra a histidina e na nisina Z a
asparagina, tal como podemos verificar pela Figura 2 (EFSA, 2006; Piper et al., 2009).

De acordo com EFSA (2006) a nisina € um grupo de polipéptidos composto por 34
aminoéacidos e possui um estreito espectro de atividade. E soliivel em compostos polares,
como a agua, e praticamente insoluvel em compostos apolares (EFSA, 2006).

Millette et al., (2007) afirmaram que este polipéptido € ligeiramente insoluvel em agua,
devido a sua natureza hidrofébica, e que perde a sua eficacia quando o pH é superior a 5,0.
A temperaturas baixas a nisina € estavel e pode ser utilizada para conservar carne, tal como
referenciado por Siragusa et al., 1999 (citado por Millette et al., 2007).

O modo de acdo da nisina pode ser efetuado de duas formas, quer por inibicdo da sintese
da parede celular (inibe a biossintese de peptidoglicano — essencial na parede celular),
como pela formacado de poros na membrana citoplasmaticas. A nisina estabelece cinco
ligacdes de hidrogénio intramoleculares, entre o seu terminal amina e o pirofosfato do lipido
II. O lipido Il € um percursor essencial na biossintese da parede celular, pelo que ao
estabelecer ligagdo com a nisina vai permitir que esta seja “transportada” até a um local de
sintese de uma parede celular bacteriana, dificultando entdo a formacgao desta. Por outro
lado, a ligagcdo da nisina ao percursor pode facilitar o processo de formacao de poros na
membrana citoplasmatica, possibilitando assim a passagem de ides e metabolitos e
consequente morte da célula (EFSA, 2006; Millette et al., 2007; Coma, 2008; Tai, McGuire &
Neff, 2008 ; Azeredo, 2009; Piper et al., 2009 ; Kopermsub, Mayen & Warin, 2011).

A atividade da nisina é direcionada principalmente as células vegetativas e esporos de
bactérias gram-positivas, ndo sendo comum inibir bactérias gram-negativas, a menos que
esteja associada a um agente quelante (como o EDTA) e ai a sua agédo contra gram-
negativas pode aumentar. Supde-se que seja devido a dificuldade em atravessar a
membrana externa, e assim chegar a membrana interna onde se encontra o lipido Il. As
bactérias que se caracterizam por terem sensibilidade a nisina sdo as LAB, Bacillus,
Clostridium, Listeria e Streptococos. Quando a aplicagdo da nisina é efetuada sem a
presencga de outros métodos de preservagdo (como baixo pH e elevadas concentragdes de
sal), a nisina geralmente nao inibe bactérias gram-negativas ou fungos, caso contrario existe
um efeito sinérgico. Porém, a condi¢gdo da nisina n&do afetar as bactérias gram-negativas
nem sempre se verifica, e a nisina, na sua forma purificada, pode também apresentar
inibicdo sobre algumas bactérias gram-negativas, como & o caso da Escherichia coli
(Nykanen, Weckman & Lapvetelainen, 2000 ; Roller & Fletcher, 2002 ; EFSA, 2006; Coma,
2008; Tai et al., 2008 ; Piper et al., 2009 ; Lu et al., 2010; Pintado et al., 2010 ;Kopermsub
etal., 2011).

De acordo com Pintado et al., (2010), a nisina apresenta pouca ou nenhuma atividade

antimicrobiana contra bactérias gram-negativas, leveduras e bolores (Pintado et al., 2010).
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As bactérias do acido lactico (LAB) sao frequentemente encontradas em produtos
fermentados, incluindo os produtos carneos. Para além da producao de diversos compostos
como CO,, etanol, acido lactico e acético, estas bactérias tém um grande potencial no
controlo do crescimento de bactérias patogénicas, uma vez que tém capacidade para
produzir metabolitos com propriedades antimicrobianas, as bacteriocinas, as quais tém a
capacidade de inibir ou destruir microrganismos alvo. Assim, a nisina esta presente em
alimentos que contenham LAB, quer como microflora intrinseca ou como starter diretamente
adicionado (EFSA, 2006; Millette et al., 2007).

A referida bacteriocina tem sido bastante utilizado na industria farmacéutica e alimentar
(como conservante), tanto em lacticinios como no processamento de determinados produtos
carneos, com a fungao primordial de inibir o crescimento de Clostridium botulinum, pois este
composto possui uma atividade antimicrobiana contra diversos microrganismos gram-
positivos, incluindo patogénicos. Porém nao se conhecem as interacdes estabelecidas entre
o antimicrobiano e os componentes alimentares (Roller & Fletcher, 2002; Coma, 2008; Piper
et al., 2009; Decreto-Lei n° 94/2010; Kopermsub et al., 2011).

A eficacia da nisina como agente antimicrobiano e bacteriocina depende de variados fatores,
entre os quais se encontram o teor de sal e de gordura do alimento, o valor de pH, a
presenca de conservantes e o tamanho das particulas dos alimentos (Millette et al., 2007,
Coma, 2008; Guiga et al., 2010).

Duas consideragdes importantes para o uso da nisina sdo a sua solubilidade e estabilidade.
A nisina é mais estavel em condi¢cbes acidas e é soluvel em meios aquosos. Em relacao a
solubilidade, esta é de 12% aquando de um pH de 2,5 e de apenas 4% a um pH de 5,0. Se
o pH se registar neutro, ai a solubilidade & muito reduzida (EFSA, 2006).

Tal como acontece com a natamicina, a nisina ndo causa problemas em relacdo ao
desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana por parte do homem, sendo entdo utilizado
como conservante alimentar. E caracterizado por ser resistente ao calor e a pH acido, assim
como por ser inativada por enzimas do trato digestivo, ndo causando qualquer efeito na
microflora intestinal.

A um valor de pH de 8,0 e a uma temperatura de 37 °C, a nisina é facilmente inativada pela
pancreatina (EFSA, 2006).

De acordo com a Diretiva 95/2/CE da Comissdo Europeia, a utilizagdo de nisina, como
conservante alimentar, & permitida de ser aplicada em: pudins de semolina e tapioca e
produtos similares (teor maximo de 3 mg/kg); queijos curados e queijos fundidos (teor
maximo de 12,5 mg/kg); Clotted cream (teor maximo de 10 mg/kg) e Mascarpone (teor
maximo de 10 mg/kg).

O Scientific Committee on Food (SCF) afirmou que a nisina pode ser utilizada com
seguranga e estabeleceu uma DDA de 0,13 mg/Kg pc (EFSA, 2006; ASAE, 2011).

42



A nisina ndo demostrou atividade mutagénica nem genotdxico. Nao ha registo de incidéncia
de tumores, pelo que n&o é considerado cancerigeno (EFSA,2006).

De acordo com Roller & Fletcher (2002), nos ultimos anos foi testada a aplicagédo de
bacteriocinas em produtos carneos, incluindo produtos fermentados, as quais demonstraram

inibir o crescimento de Listeria monocytogenes (Roller & Fletcher, 2002).

2.5.2.1.2. Natamicina

A natamicina (C33H47013N), também conhecida por pimaricina, Figura 3, é por definicao “um
fungicida do grupo dos macrolidos poliénicos produzido por estirpes naturais de
Streptomyces natalensis ou por estirpes naturais de Streptococos lactis”, sendo produzida
por Streptomyces natelensis, ou outras espécies, durante a fermentacao aerdbia.

Este fungicida € um agente ativo antimicrobiano, tem uma massa molecular de 665,74 g/mol
e a sua estrutura primaria consiste num anel de lactona, com 25 atomos de carbono, tal
como apresentado na Figura 3. O antimicrobiano apresenta uma baixa solubilidade em
agua, de 20 a 50 mg/L. Solubiliza-se em determinados solventes, como sdo exemplo o acido
acético glacial, dimetilsulféxido (DMSO) e glicerol, e é insoluvel em cetonas, éteres e
esteres, hidrocarbonetos aromaticos e alifaticos, entre outros (Diretiva 2008/84/CE; EFSA,
2009; Bierhalz et al., 2012).

Figura 3 — Estrutura quimica da natamicina (EFSA, 2009).

OH

OH  NH;

CHs

A natamicina é um aditivo alimentar, pelo que faz parte do grupo dos conservantes da lista
de aditivos alimentares autorizados na Unido Europeia e esta aprovada pela Food and Drug
Administration (FDA) dos Estados Unidos da América para aplicacdo na superficie de
queijos e fatias do mesmo, numa solugao liquida que contenha o aditivo numa concentracéo
compreendida entre 200 a 300uL/L (Cong et al., 2007 ; EFSA, 2009; ASAE, 2011; Bierhalz
et al., 2012).

Na Diretiva 95/2/CE da Comissao Europeia, a qual se refere aos aditivos alimentares com
excecgao dos corantes e edulcorantes, encontra-se mencionado que o uso de natamicina é

permitido para tratamento de superficie de: queijos de pasta dura e semidura, e enchidos
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secos ou curados. Com uma limitagdo no teor maximo a ser aplicado, o qual é de 1 mg/dm?
de superficie (ausente a 5 mm de profundidade).

A natamicina tem a particularidade de permanecer na superficie dos produtos nos quais &
aplicada e de n&do depender de um pH baixo para exercer a sua atividade antimicrobiana
(Hondrodimou, Kourkoutas & Panagou, 2011).

Ramos et al., (2012) afirmam que a natamicina é reconhecida como GRAS pela FDA. Estes
autores relataram que a incorporagao de natamicina em filmes comestiveis produzidos por
proteinas isoladas do soro de leite, juntamente com acido lactico e acido propidnico, ndo
afetaram a aparéncia do produto alimentar (Ramos et al., 2012).

Este polieno natural e antimicético possui uma atividade in vitro contra variadas leveduras e
fungos filamentosos. Assim, este conservante antifungico tem sido bastante utilizado na
industria alimentar, em produtos lacticos e carneos (especialmente em queijos e enchidos) e
fruta de forma a controlar a sua deterioragdo por parte dos fungos, impedindo-os de se
desenvolverem. A eficacia do conservante tende a ser maior em concentragdes entre 1 e
10mg/Kg, e as leveduras costumam ter uma maior sensibilidade a natamicina do que os
bolores (Cong et al., 2007 ; Diretiva 2008/84; EFSA, 2009; Pintado et al., 2010 ; Bierhalz et
al., 2012; Ramos et al., 2012).

Segundo Hondrodimou et al. (2011), a natamicina tem um largo espectro de atividade contra
a deterioragédo dos alimentos causada por fungos e é considerado ser um produto estavel e
eficaz contra Aspergillus flavus e produgédo de aflatoxina, Aspergillus carbonarius,
Aspergillus niger, Aspergillus versicolor, Penicillium chrysogenum, Penicillium glabrum,
Penicillium commune, Penicillium verrucosum, Byssochlamys nivea, entre outros. Cong et al.
(2007) determinaram uma concentragdo minima inibitéria (MIC) da natamicina para
Alternaria alternate e Fusarium semitectumby se fixava nos 20 mg/L (Cong et al., 2007;
Hondrodimou et al., 2011).

O facto de a natamicina ter um mecanismo de agéo contra fungos e as bactérias serem-lhe
resistentes, relaciona-se com a existéncia de ergosterol, o principal esterol presente na
membrana celular dos fungos e que nao esta presente na membrana das bactérias. As
bactérias sado tao resistentes a acao do antimicrobiano que a sua concentragao minima
inibitéria (MIC) é superior a 250 mg/L. A natamicina, por ser um antibiético polieno, tem a
capacidade de surtir uma acgao vinculativa sobre os esterdis, ligando-se entdo ao ergosterol
e inviabilizando a membrana celular do fungo, alterando da sua permeabilidade através da
formacdo de poros que vdo permitir a passagem de pequenos ides (tais como K* e HY),
aminoacidos e outros metabolitos. Havendo morte celular (Cong et al., 2007; Ramos et al.,
2012).

As membranas celulares dos animais também possuem esterdis na sua constituicdo, sendo

o colesterol o maior de entre eles. No entanto a especificidade da natamicina para com o
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colesterol € muito menor do que com o ergosterol, nao existindo entao risco de acéo da
natamicina sobre as células humanas.

De acordo com Fajardo et al, (2010) a natamicina tem a capacidade de proteger a
superficie de queijos contra o desenvolvimento de fungos. Porém, a aplicagao direta deste
agente antifungico por si s, no alimento, sem a sua imobilizagdo numa matriz pode levar a
uma inativagédo parcial do agente ativo ou a uma rapida difusdo para o interior do produto
alimentar. Deste modo, a utilizacdo de revestimentos com base em polimeros
antimicrobianos para imobilizagdo do agente ativo, tem-se revelado mais eficiente, uma vez
que fica controlada a migragéo da natamicina a partir da matriz do revestimento (Fajardo et
al., 2010).

Labadie (2007) afirma que a natamicina é eficiente no controlo dos fungos que se
desenvolvem na superficie do chourigo, inibindo o crescimento durante as 2 primeiras
semanas de maturagdo. Porém, este antifungico ja nao é eficaz ao fim de 4 semanas, pois a
tripa ja estara desidratada e a acdo da natamicina fica limitada (Labadie, 2007).

De acordo com um estudo de Ramos et al., (2012) o acido lactico, quando incorporado em
filmes comestiveis produzidos por proteinas isoladas do soro de leite, revelou ter grande
atividade antimicrobiana contra bactérias gram-positivas, enquanto que a natamicina, nao
podendo inibir bactérias mas sim fungos, apresentou uma maior eficacia contra as
leveduras. Concluiram também que filmes com incorporagéo de acido lactico e natamicina
podem ter efeito sinergético contra os microrganismos que normalmente se encontram na
superficie de queijos (Ramos et al., 2012).

Na formacao de filmes contendo alginato e/ou pectina, a natamicina revelou ter um baixo
grau de compatibilidade com a pectina, havendo formagéo de espuma e bolhas, o que leva
a uma reticulagdo ineficaz. A libertagdo de um agente antimicrobiano, do fiime ou
revestimento, para o alimento deve ser efetuada a uma velocidade moderada (Bierhalz et
al., 2012). Assim, Bierhalz et al, (2012) verificaram também que ha uma maior
compatibilidade da natamicina com o alginato do que com a pectina, através dos resultados
obtidos para a libertacdo do agente ativo através do filme, onde a libertagao foi muito mais
lenta no filme de alginato (Bierhalz et al., 2012).

Num estudo efetuado por Pintado et al., (2010), foi verificado que nos filmes (de proteina de
soro de leite) onde houve imobilizagdo de natamicina, ocorreu inibicao de Yarrowia lipolytica
e Penicillium commune e Penicillium chrysogenum. Foi também constatado que a nisina e a
natamicina quando imobilizadas num filme, como agentes ativos, nao tecem qualquer efeito
sinérgico ou antagénico entre si, ou seja, atuam de forma independente. Quando parte
integrante da composicéo do filme comestivel, o Tween 80 a 0,15% (p/v) ndo aumentou a
atividade antimicrobiana da nisina nem da natamicina contra Pseudomonas aeruginosa e
Yarrowia lipolytica, mas sim contra Listeria monocytogenes e P.commune e P.chrysogenum

(Pintado et al., 2010).
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Numa publicacao relativamente recente, a European Food Safety Authority (EFSA) deu um
parecer cientifico em relagdo a natamicina, e relativamente ao metabolismo da natamicina
no organismo humano, a informagéao disponivel sugere que nem o antifungico nem os
produtos resultantes da sua degradacdo sdo absorvidos no sistema digestivo, sendo
rapidamente excretado nas fezes (EFSA,2009).

Varios estudos em animais experimentais concluiram que a natamicina e os seus produtos
de degradacdo nado tém potencial para desenvolver atividade antibidtica no colén, nem
existem evidéncias experimentais de que os microrganismos adquiram resisténcia a
natamicina (EFSA, 2009).

Assim, se nao ha absorgao significativa no trato gastrointestinal, nem risco de
desenvolvimento de resisténcia, nao havera risco na sua ingestdo, para os niveis de
utilizag&o propostos.

No ano de 1979, o Scientific Committee for Food (SCF) determinou que a utilizacdo de
natamicina em queijos e enchidos n&o dava origem a preocupagdes de seguranga, para 0s
niveis de utilizacdo a que foram propostos na Diretiva 95/2/CE. A dose diaria admissivel
(DDA) foi confirmada em 2002 pelo The Joint FAO/WHO Expert Committee on Food
Additives (JECFA) fixando-a em 0,3 mg/Kg pc/dia, valor este que ja tinha sido sugerido no
ano de 1968 pela JECFA com base num estudo clinico realizado em 1960 (EFSA, 2009;
ASAE, 2011).

2.5.2.2. Revestimentos para imobilizagao de péptidos
Para se proceder a formacdo de um revestimento, com o intuito de efetuar uma
incorporagao de péptidos antimicrobianos, é necessario definir uma matriz estrutural, na
qual sera efetuada a imobilizagdo antes do revestimento ser aplicado sobre o produto
alimentar. As matrizes mais comummente utilizadas para o referido fim sdo as proteinas e
os polissacarideos, e por vezes os lipidos também (Falguera et al., 2011; Ojagh, Rezaei,
Razavi & Hosseini, 2010; Rojas-Gradu et al., 2007).
Os polissacarideos apresentam um grande numero de aplicagbes como matriz de
revestimentos ativos comestiveis. O quitosano é bastante comum de ser utilizado para a
conservagdo de alimentos uma vez que apresenta um grande espectro de atividade
antimicrobiana (ponto 2.5.2.2.1.) (Aider, 2010; Falguera et al., 2011).
De acordo com Arzate-Vazquez et al., (2012) o quitosano e o alginato tém sido utilizados
para revestimentos comestiveis a aplicar em géneros alimenticios (Arzate-Vazquez et al.,
2012).

2.5.2.2.1. Quitosano
A quitina € um homopolimero linear, composto por ligagées (1-4) de N-acetil-p-glucosamina
e € o0 segundo polissacarideo mais abundante na natureza, encontrando-se presente no
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exosqueleto de crustaceos, nomeadamente de caranguejos e camardes, assim como nas
paredes celulares de fungos (Shahidi et al., 1999; Roller & Fletcher, 2002; Gil & Ferreira,
2006 ; Altun & Cetinus, 2007; Fernandez-Saiz et al., 2008 ; Aider, 2010 ; EFSA,
2011; Falguera et al., 2011; Vu et al., 2011 ; Pinheiro et al., 2012).

O quitosano (poli-a-(1-4)-2-amino-2-desoxi-D-glucose) € a forma desacetilada da quitina.
Caracteriza-se por ser um polissacarideo catiénico natural e hidrofilico, solivel em acidos
organicos diluidos, composto por copolimeros de D-glucosamina e N-acetil-D-glucosamina
que estabelecem ligagdes (1,4)-2-amino-desoxi-B-p-glucano entre si (Shahidi et al.,
1999 ; Albarghouthi & Badwan, 2000; Roller & Fletcher, 2002; Shu & Zhu, 2002; Tamura,
Tsuruta & Tokura, 2002 ; Chiou & Wu, 2004; Lopez-Caballero et al., 2005 ; George &
Abraham, 2006; Gil & Ferreira, 2006 ; Cong et al., 2007; Fajardo et al., 2010; Kong et al.,
2010 ; Di Pierro, Sorrentino, Mariniello, Giosafatto & Porta, 2011 ;EFSA, 2011; Arzate-
Vazquez et al., 2012; Pinheiro et al., 2012).

Este polissacarideo é de baixo custo e com uma grande importancia a nivel econémico e
ambiental, uma vez que pode ser extraido de residuos (exosqueleto/carapaga de
crustaceos) das industrias pesqueiras (Shahidi et al., 1999; Akkus Cetinus & Nursevin
Oztop, 2003; Gil & Ferreira, 2006).

De acordo com Mendes, Oliveira, Castro e Giordano (2011), € comum a desacetilagdo da
quitina ser promovida por um processo termoquimico, com NaOH (40-50% m/m) a 110-115
°C. Os diferentes graus de desacetilagéo sdo obtidos em fungéo de diferentes fatores, entre
0s quais se encontram o tempo e temperatura da reacdo; o tamanho das particulas de
quitina a serem desacetiladas; a concentragcdo da solugdo de NaOH; a razdo entre a
quitina/NaOH e a presenga de agentes que evitem a despolimerizagdo. O seu grau de
desacetilacdo, assim como o peso molecular, estdo diretamente relacionados com as
biofuncionalidades oferecidas pelo quitosano (quitosano de peso molecular entre 5 e 30 kDa
possui uma atividade bioldgica elevada; para quitosano com peso molecular de 20 kDa foi
demonstrado prevenir a progressao da diabetes mellitus e ter afinidade para alguns
Iipopolissacarl’deos5 bacterianos) (Li, Cai, Zhong & Du, 2012; Mendes, Oliveira, Castro &
Giordano, 2011).

Coma (2008), referiu que o quitosano tem uma boa capacidade para reter substancias
antimicrobianas. Varios estudos demostraram que o0 quitosano possui atividade
antimicrobiana e antifiUngica contra uma ampla gama de microrganismos. No entanto, esta
atividade ¢é variavel, dependendo de diversos fatores: tipo de quitosano (grau de
desacetilacao), peso molecular, organismo alvo e condi¢des do meio no qual € aplicado, em
especial o pH, a for¢a iénica e a presenca de solutos suscetiveis de reagir com o quitosano

através de interagdes electroestaticas e/ou ligacdo covalente podendo bloquear

° E um tipo de molécula caracteristico das bactérias gram-negativas, constituindo a principal fonte de endotoxinas bacterianas
(Parente & Sousa, 1998).
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completamente a reatividade do grupo amina ativo (Coma,2008; Fernandez-Saiz et al.,
2008 ; Aider, 2010; Jiang, Neetoo & Chen, 2011).

O quitosano atua como agente antimicrobiano sobre os fungos e bactérias, no entanto a
sensibilidade destes microrganismos ao quitosano difere entre si. As bactérias gram-
negativas sdo as mais resistentes. Os bolores e leveduras sdo os mais sensiveis a agcao do
polissacarideo, seguindo-se as bactérias gram-positivas. Porém, é citado por Kong et al.,
(2010) a existéncia de trabalhos onde foi demostrada uma maior suscetibilidade as bactérias
gram-negativas em relagéo as gram-positivas (Coma, 2008; Aider, 2010; Kong et al., 2010).
Por ser um polissacarideo cationico, este tem a particularidade de interagir com moléculas
carregadas negativamente. Da estrutura do quitosano faz parte um grupo amina, o qual
determina que o modo de acao do polissacarideo seja pela interacdo entre o seu grupo
amina (carregado positivamente — NH3") e as cargas negativas presentes nas paredes
celulares das bactérias, levando entdo a adesao celular, com consequente perturbacao no
transporte de solutos e nutrientes para a célula, e perda de constituintes intracelulares
(Gaseread & Skjak-Braek, 1998 ;Shahidi et al., 1999 ; Appendini & Hotchkiss, 2002; Pranoto,
Rakshit & Salokhe, 2005 ; Aider, 2010).

O mecanismo de agdo para com os fungos €& semelhante ao das bactérias, no entanto o
quitosano apenas interage com alguns fungos. A ligacdo dos catides a carga negativa da
superficie da membrana leva a alteragbes da funcdo e permeabilidade membranar e
disturbios metabdlicos, podendo mesmo resultar no fim da viabilidade do microrganismo
(Falguera et al., 2011).

A solubilidade do quitosano em meio aquoso € de extrema importancia no que respeita ao
modo como sera proporcionada a interagao entre o polissacarideo e os locais ativos dos
microrganismos-alvo. O quitosano de baixo peso molecular (peso médio inferior a 10 kDa) &
mais soluvel em meio aquoso do que o de elevado peso molecular. Assim, constata-se que
0 quitosano de baixo peso molecular tem maior atividade antimicrobiana do que o quitosano
de elevado peso molecular. Porém, ha um limite de aceitabilidade para o quitosano de baixo
peso molecular. Limite esse que corresponde ao quitosano ter um grau de polimerizagédo de
pelo menos sete unidades base (glucosamina), uma vez que para fragdes com um menor
numero de unidades, o peso molecular ja vai ser muito baixo, ndo permitindo ao
polissacarideo ter a capacidade necessaria para exercer a atividade antimicrobiana e
antifungica. E também importante ter em consideragdo que a capacidade de adesdo
favoravel do quitosano a célula bacteriana resulta numa maior eficacia da atividade
antimicrobiana. A capacidade de adesdo esta favorecida quando existe uma elevada
solubilidade do quitosano, assim como na presenca de uma alta densidade de carga de
protdes. Ambas as situagdes ocorrem quando o pH regista um valor inferior ou igual a 5,5 e

quando o quitosano tem um elevado grau de desacetilagdo, visto que o quitosano s6 é
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soluvel a pH acido. Assim verifica-se que a pH<5,5 e com um grau de desacetil¢gao elevado,
a actividade antimicrobiana é favoravel (Aider, 2010; Kong et al., 2010).

Segundo Tsai e Su,1999 (citado por Aider, 2010) a atividade antimicrobiana do quitosano &
maior a temperaturas de 37 °C do que a temperaturas de refrigeragao, o que pode estar
relacionado com o facto de um aumento da temperatura levar ao decréscimo da viscosidade
do quitosano. No entanto, a matriz na qual se aplica o quitosano é um fator que se encontra
acima de qualquer outro no que respeita a influéncia na atividade antimicrobiana do
polissacarideo. Dada a sua natureza cationica, o quitosano tem o potencial de se ligar a
diferentes componentes alimentares, como sao exemplo as proteinas e alginatos. Porém,
em matrizes alimentares muito complexas, esta interagao pode nao estar favorecida, e levar
a uma possivel diminuicdo do efeito antimicrobiano do quitosano (Aider, 2010).

O referido polissacarideo tem atraido a atencdo dos investigadores uma vez que este
versatil biopolimero possui caracteristicas que sugerem a sua possivel utilizagdo como
conservante alimentar. De entre as referidas caracteristicas destacam-se a
biocompatibilidade e biodegradabilidade (num curto espagco de tempo) com os tecidos
humanos; nao ser téxico; e possui propriedades bioativas intrinsecas, nomeadamente como
antioxidante, antimicrobiana® e antiflngica’, e possui também uma boa capacidade para
formar filmes. De acordo com Roller e Fletcher (2002), foi testado em laboratério que o
quitosano possui atividade antimicrobiana contra determinados microrganismos que se
encontram comumente presentes em alimentos. Todos estes fatores tém contribuido para
que exista uma linha de investigagéo direcionada para a aplicagdo de quitosano na industria
alimentar, nomeadamente para a produgdo de filmes e revestimentos (visto que o
polissacarideo tem boa capacidade para os formar), ou para ser utlizado como
emulsionante, gelificante e agente de estabilizagdo. E também bastante utilizado para
efetuar imobilizagdes. Deste modo, tém sido produzidos filmes biodegradaveis e
revestimentos com base no referido composto, uma vez que o quitosano possui as
excelentes caracteristicas referidas, e aquando da formacdo de filmes adquire uma boa
capacidade de barreira ao oxigénio, apesar da sua baixa capacidade de barreira ao vapor e
agua, devido a sua natureza hidrofilica. Contudo, a eficacia demonstrada em laboratorio
nem sempre se verifica nos alimentos, estando esta dependente da natureza do produto
alimentar, nomeadamente das proteinas e lipidos, com os quais o0 quitosano vai interagir
(Lopez, Lazaro & Marqués, 1997; Shahidi et al.,, 1999 ; Roller & Fletcher, 2002; Lopez-
Caballero, 2005; Pranoto et al., 2005; Cong et al., 2007; Coma, 2008; Fernandez-Saiz et al.,
2008; Cetinus, Sahin & Saraydin, 2009; Fajardo et al., 2010; Kong et al., 2010; Ojagh et al.,
2010; Sanchez-Gonzalez, Chafer, Chiralt & Gonzalez-Martinez, 2010 ; Aider, 2010; Di Pierro

® Inibe o crescimento de algumas bactérias (gram-positiva e gram-negativa) e virus (Aider, 2010; Di Pierro et al., 2011;
Falguera et al., 2011).

7 Inibe o crescimento de fungos patogénicos (Falguera et al., 2011).

49



et al., 2011; Falguera et al., 2011; Sanchez-Gonzalez et al., 2011; Vu et al., 2011 ; Pinheiro
et al., 2012).

A sua atividade antimicrobiana depende do pH, estando favorecida aquando de um pH acido
(Kong et al., 2010).

De acordo com Vu et al., 2011, este polissacarideo é bastante utilizado para
encapsulamentos, uma vez que tem a capacidade de formar géis na presenca de
determinados catides bivalentes, como por exemplo o calcio (Vu et al., 2011).

Relativamente a Concentracdao Minima Inibitéria (MIC) do quitosano, Roller e Fletcher (2012)
afirmam ser muito variavel, encontrando-se entre 0,01% e 1%, com uma tendéncia das
leveduras a serem mais sensiveis do que as bactérias (Roller & Fletcher, 2002).

Segundo Di Pierro et al., 2010, a aprovagao do quitosano como material de contacto com os
alimentos na Europa encontra-se pendente. Porém, o quitosano é um polissacarideo
aprovado como GRAS, desde Marco de 2001 como intengao de uso “usar em alimentos em
geral, para diversos efeitos técnicos, de acordo com as boas praticas de fabrico” e desde
Junho de 2005 também com intencdo de utilizacdo como “ingrediente em alimentos,
incluindo produtos de carne e aves”. Assim, este alimento é considerado seguro para utilizar
em alimentos (Coma, 2008; Di Pierro et al., 2011 ; FDA 2012a; FDA, 2012b).

Nos Estados Unidos, a FDA aprovou o quitosano como GRAS no ano de 1983 (Shahidi et
al., 1999).

2.5.2.2.2. Alginato

Os alginatos séo polissacarideos estruturais (hidratos de carbono) que se caracterizam por
serem naturais, idnicos, nao toxicos, coloidais e hidrofilicos (solUveis em agua), os quais séo
isolados a partir de algas castanhas das classes Phaeophyceae, das espécies: Ascophyllum
nodosum, Laminaria digitata e Fucus serratus. Estes polissacarideos sdo macromoléculas
lineares que tém a capacidade de formar hidrogeéis, apds adigéo de catides bivalentes de
que é exemplo o Ca®. Os alginatos, sdo os sais de sédio do &cido alginico, constituido por
monomeros de acido gulurénico (a-L-guluronato) e/ou acido manurénico (B-p-manurato). A
constituicdo desta macromolécula conta com cerca de 20 mondémeros, sendo a distribuicao
destes de grande relevancia na medida em que determina as propriedades do alginato, em
especial a capacidade gelificante, espessante e estabilizante. Assim, a rigidez € superior
para o caso dos alginatos constituidos com ambos os monémeros, e mais baixa no caso de
ser apenas constituido por acido gulénico (Albarghouthi & Badwan, 2000; Shu & Zhu, 2002;
Tamura et al., 2002 ; Krasaekoopt, Bhandari & Deeth, 2004 ; George & Abraham, 2006;
Rojas-Gral et al., 2007 ; Hambleton et al., 2009; Silva et al., 2009 ; Lu et al., 2010; Song et
al., 2011; Arzate-Vazquez et al., 2012; Bierhalz et al., 2012; Infopédia, 2012; Pascalau et al.,
2012).

Este polissacarideo é carregado negativamente (Gasered & Skjak-Braek, 1998).
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O processo de obtencao dos alginatos a partir das algas passa por varias etapas: obtencgao
das algas; desmineralizagéo; extracao, filtragdo e decantagéo; e por fim a coagulagao, a
partir da qual se obtém os alginatos, que sdo moidos apds serem neutralizados por
secagem (Infopédia, 2012).

Os alginatos sao muitas vezes utilizados para efetuar imobilizagdes e tém vindo a ter uma
crescente utilizacdo na industria alimentar. Varios tém sido os estudos realizados com a
formagado de revestimentos com géis de alginato contendo agentes antimicrobianos como
por exemplo, a nisina. Porém os revestimentos de alginato tém uma fraca resisténcia a
agua, pois estes biopolimeros sdo de natureza hidrofilica. No entanto esta situagao pode ser
resolvida pela reacao dos alginatos com catides bivalentes, como o calcio, formando assim
um polimero insoltvel. De acordo com Silva et al., (2009), o cloreto de calcio é, nestes
casos, o agente de reticulagdo mais eficaz. Os fatores que permitem que os alginatos sejam
utilizados em revestimentos comestiveis relacionam-se principalmente com o facto de as
moléculas coloidais terem propriedades que incluem o espessamento, estabilizagao,
suspensao e formagao do filme, produzindo assim um gel forte (Lépez et al., 1997; Rojas-
Grau et al., 2007 ; Hambleton et al., 2009; Silva et al., 2009 ; Lu et al., 2010).

Os filmes hidrofilicos, sdo uma boa barreira a gases (O, e CO,) e possuem boas
propriedades mecanicas e baixa humidade relativa (Song et al., 2011).

Com a formacgao de revestimentos de alginato, e utilizagdo de um agente de reticulagéo, o
revestimento desidrata e fica com uma estrutura bastante forte e firme, sendo entéo
necessaria a utilizagdo de um agente plastificante, o qual vai permitir a diminuigdo das
forgcas intramoleculares existente e assim tornar a cadeia do polissacarideo mais flexivel e
menos fragil. Os agentes plastificantes comummente utilizados para estes revestimentos
séo o glicerol e o sorbitol (Silva et al., 2009).

O alginato é uma substancia autorizada pela FDA como GRAS (Song et al., 2011).

Na lista de aditivos alimentares autorizados contam cinco tipos de alginatos, pertencentes
ao grupo dos emulsionantes, estabilizantes, espessantes e gelificantes. De acordo com o
Decreto-Lei n° 94/2010 e com a Diretiva 2009/10/CE (para o alginato de propilenoglicol),
temos as seguintes definigdes: alginato de sddio (E401) - sal de sddio do acido alginico;
alginato de potassio (E402) — sal de potassio do acido alginico; alginato de aménio (E403) —
sal de amonio do acido alginico; alginato de calcio (E404) — sal de calcio do acido alginico; e
alginato de propilenoglicol (E405) — Ester de 1,2-propanodiol do &cido alginico. A
composi¢cao do produto varia em fungdo do grau de esterificacdo e da percentagem de

grupos carboxilo livres ou neutralizados da molécula (ASAE, 2011).

2.5.2.2.3. K-carragenina
A k-carragenina € um polissacarideo natural aniénico e sulfatado, biodegradavel e

pertencente a familia das carrageninas, sendo estas extraidas com agua alcalina a partir de
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algumas algas vermelhas, as Rhodophyceae, principalmente as pertencentes a familia
Gigartinacieae e Solieriaceae. A sua estrutura linear é constituida por a(1-4) p-galactose-4-
sulfato e B(1—3) 3,6-anidro-p-galactose, sendo as ligagdes estabelecidas glicosidicas. Nao &
um composto téxico e é bastante utilizado na industria alimentar como gelificante,
emulsionante, espessante e agente de estabilizagdo (Mishra, Tripathy & Behari, 2008;
Moreno-Garrido, 2008 ; Mishra, Sand, Mishra, Yadav & Behari, 2010; Pascalau et al., 2012;
Pinheiro et al., 2012).

A presenca de catides de potassio ou calcio, mas mais comummente ides potassio € uma
mais valia como agente de gelificagao das carrageninas (Pascalau et al., 2012).

As carrageninas sdao comummente utilizadas como base para diferentes tipos de

imobilizagao (Lopez et al., 1997).

3. APLICAGAO DE REVESTIMENTOS ATIVOS NO PERIODO DE VIDA UTIL DO
CHOURIGCO TRADICIONAL PORTUGUES

3.1. Justificagao e objetivos do trabalho
Na superficie dos chouricos tradicionais Portugueses € comum o desenvolvimento de
fungos filamentosos, os quais diminuem a qualidade do produto alimentar tornando-o
indesejavel para com o consumidor. Surgindo a necessidade de controlar esse
desenvolvimento, apostou-se na investigagdo de um método capaz de contornar esta
questao.
Os revestimentos ativos comestiveis sdo uma nova tecnologia de preservagao de alimentos,
tendo por objetivos 0 aumento da seguranga dos alimentos e do seu tempo de vida util. No
entanto, a sua aplicacdo em chouricos secos fermentados sdo uma novidade.
Assim surgiu este trabalho, que teve como principal objetivo avaliar a eficacia da aplicagéao
de revestimentos ativos em produtos carneos fermentados, o chourico, no aumento do seu
tempo de vida util.
Para tal, com a aplicagao dos diferentes revestimentos (com matrizes de quitosano, alginato
e k-carragenina) em rodelas de chourigo, decidimos quais os que realmente seriam sujeitos
a um outro ensaio preliminar: aplicacdo de revestimentos em tripa seca natural,
contaminada e ndo contaminada. Com esta analise verificamos qual o revestimento ideal a
ser aplicado no chourigo tradicional Portugués, afim de aumentar a sua seguranga e tempo

de vida util.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Fase | Desenvolvimento, preparaciao e efeito antimicrobiano de
revestimentos aplicados em rodelas de chourigo
Numa primeira etapa foram desenvolvidos diversos revestimentos, diferenciados pela matriz
com que eram compostos e pelos agentes antimicrobianos neles imobilizados. Os
revestimentos desenvolvidos e preparados foram aplicados em rodelas de chourigo, com o
objetivo de se analisar a sua agdo no aparecimento e crescimento de fungos e decidir qual o

que melhor se adaptava a aplicagdo no produto final.

4.1.1. Origem e preparagao das amostras
Para o desenvolvimento desta primeira fase de trabalho foram adquiridos chouricos de
carne corrente (lzidoro, Portugal) numa superficie comercial. Os chouricos, em forma de
bastonete, foram fatiados em pequenas amostras, em forma de rodela, com cerca de 0,5 cm
de espessura. As amostras que nao foram utilizadas no momento do corte foram entao
congeladas até ao dia da sua utilizacdo, tendo sido colocadas a descongelar sobre
refrigeracdo cerca de quatro horas antes do seu uso. O ensaio foi realizado em duas

réplicas.

4.1.2. Preparagao e aplicagao dos revestimentos ativos
Foram elaborados diferentes protocolos laboratoriais, num total de 24 revestimentos ativos
distintos. Dividimos os revestimentos em trés grupos, de acordo com a matriz de base do
revestimento, na qual foi efetuada a imobilizagdo dos agentes antimicrobianos (nisina e
natamicina): revestimentos com matriz de Alginato, K-Carragenina e Quitosano.
Na Tabela 7 estdo representados os diferentes revestimentos testados, assim como a
composi¢cao de cada um deles. A denominacdo dada a cada um dos revestimentos
apresentados é:
a) REV1 - revestimento constituido por matriz de alginato ou k-carragenina ou quitosano.
b) REV2 - revestimento constituido por matriz de alginato ou k-carragenina ou quitosano
com incorporacgao de lactato de sodio (2,4%).
c) REV3 - revestimento constituido por matriz de alginato, k-carragenina ou quitosano com
incorporacao de nisina.
d) REV4 - revestimento constituido por matriz de alginato, k-carragenina ou quitosano com
incorporacéo de natamicina.
e) REV5 - revestimento constituido por matriz de alginato, k-carragenina ou quitosano com
incorporacao de lactato de sédio (2,4%) e nisina.
f) REV6 - revestimento constituido por matriz de alginato, k-carragenina ou quitosano com

incorporagao de lactato de sédio (2,4%) e natamicina.
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g) REV7 - revestimento constituido por matriz de alginato, k-carragenina ou quitosano com
incorporacao de nisina e natamicina
h) REV8 - revestimento constituido por matriz de alginato ou k-carragenina ou quitosano

com incorporagéao de lactato de sodio (2,4%), nisina e natamicina.

Tabela 7 — Composi¢ao dos revestimentos estudados.

revestimentos estudados — Ensaios Preliminares

revestimentos
REV1 REV2 REV3 REV4 REV5 REV6 REV7 REV8
Reagentes
Alginato 0,12g 0,12g 0,12g 0,12g 0,12 g 0,12 g 0,12 g 0,12g
Lactato de
o | Sedio 2,4% - 0,48 mL - - 0,48 mL 0,48 mL - 0,48 mL
©
g Nisina - - 0,1260 g - 0,1260 g - 0,1260g | 0,1260g
<
Natamicina - - - 0,005¢ - 0,005¢ 0,005 g 0,005 g
Acido \ .
Acético 1% gb (até perfazer o volume pretendido)
K-
carragenina 019 019 0,19 0,19 0,19 0,19 019 019
S | Lactato de
.g Sédio 2,4% - 0,48 mL - - 0,48 mL 0,48 mL - 0,48 mL
8 Nisina - - 0,1260 g - 0,1260 g - 0,1260g | 0,1260g
©
g Natamicina - - - 0,005¢g - 0,005¢g 0,005¢g 0,005¢g
Acido \ .
Acético 1% gb (até perfazer o volume pretendido)
Quitosano 0,059 0,059 0,059 0,059 0,059 0,059 0,059 0,059
Gg‘;ﬁ?' 40pL | 40 pL 40pL | 40pL | 40pL 40 pL 40 pL 40 pL
° Tween 80 20 pL 20 pL 20 yL 20 yL 20 yL 20 yL 20 pL 20 pL
©
» Lactato de
2 | ssdio 2,4% - 0,48 mL - - 0,48 mL 0,48 mL - 0,48 mL
=
c Nisina - - 0,1260 g - 0,1260 g - 0,1260g | 0,1260g
Natamicina - - - 0,005¢ - 0,005¢ 0,005 g 0,005 g
Acido ) .
Acético 1% gb (até perfazer o volume pretendido)

Na preparacdo dos revestimentos de alginato e k-carragenina, os reagentes foram
colocados num tubo de falcon e os diferentes reagentes incorporados sob agitagdo. Perfez-
se o volume pretendido com acido acético 1%, e as referidas solugbes foram mantidas em
agitagdo em banho de agua (Julabo SW 21) durante toda a noite, a uma temperatura de
aproximadamente 22 °C e a 190 rpm (Juck, Neetoo & Chen, 2010).

Quanto aos revestimentos de quitosano, apds a jungédo do quitosano com o acido acético
1%, as solugbes foram sujeitas a agitagdo magnética (ARE: Heating Magnetic Stirrer —

VELP Scientifica) durante 4 horas a temperatura ambiente. De seguida as suspensdes
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foram sujeitas a centrifugagdo (Beckman Coulter — Allegra™ 6R centrifuge) (t=10 min, T=20
°C e rotagbes = 5750 rpm) para que fossem removidas possiveis impurezas insoluveis e
deste modo evitar imperfeicdes no revestimento (Fajardo et al., 2010). Apds transferéncia
das solugbes para outros tubos semelhantes adicionaram-se os restantes reagentes as
solugcdes e, sempre que se justificou, as solugbes dos revestimentos passaram pelo
ultrasons (Ultrasons P-Select) para que fossem removidas as bolhas de ar existentes na
solugdo. Posteriormente as solugdes foram mantidas sob agitagdo em banho de agua
(Julabo SW 21) durante 30 min apds o que se perfez o volume com a solugdo de acido
acético 1%.

Para efetuar a aplicagdo dos revestimentos, estes foram colocados em caixas de Petri e as
amostras mergulhadas na solugéo, deixando-se escorrer o excesso. As amostras seguiram
para secagem na hote durante 20 minutos e posteriormente foram armazenadas em
refrigeracdo durante 12 dias e depois foram mantidas a temperatura ambiente durante mais
7 dias. No final dos 19 dias procedeu-se a analise microbiolégica. Durante todo o periodo de
armazenamento foram feitos registos (a cada 48 horas) de pesagens para calculos de perda
de massa.

Para os revestimentos com matriz de alginato e k-carragenina foi feito um segundo ensaio,
no qual as amostras, apos revestidas com as diferentes solugdes, mergulharam numa
solucao de cloretos, para que os revestimentos aplicados solidificassem instantaneamente.
Nas amostras revestidas de alginato utilizou-se uma solugdo de cloreto de calcio 4%
(CaCl,), e nas de k-carragenina uma solugéo de cloreto de potassio 3,5% (KCI).

O restante processo assemelha-se ao das amostras que nao estiveram sujeitas a banho de
cloretos, ou seja, secagem na hote e armazenamento.

Durante todo o processo de preparacdo dos revestimentos foram avaliados visualmente
diferentes parametros tecnolégicos, nomeadamente: dissolugao dos reagentes; formagao de
espuma; variagao da cor da solugéo; formagéao de granulos e de bolhas.

Durante a aplicagéo do revestimento nas rodelas de chourigo, foram avaliados visualmente

a viscosidade, a adesividade e a consolidac&o do revestimento.

4.1.2.1. Solugodes de trabalho
Foi necessario proceder a preparagao de algumas solugdes de trabalho, as quais fizeram

parte integrante da composig¢ao dos revestimentos ou do ensaio em questao.
4.1.2.1.1. Solugao de Acido Acético 1% (v/v)

Num baldo volumétrico de 1 L foi adicionado 10 mL de acido acético (glacial) (Merck,

Alemanha). Perfez-se o volume com agua destilada.
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4.1.2.1.2. Solugao de Glicerol 87% (v/v)
Adicionou-se 10,9968g de Glicerol (Uniguema — Labonal, Lisboa, Portugal) num baldo
volumétrico de 10 mL e perfez-se o volume com agua destilada. Seguiu para agitagéo a

seco (Albalab — Agitorb 160E) a uma temperatura de 30°C, durante 1 hora a 160 rpm.

4.1.2.1.3. Solugao de Cloreto de Calcio (CaCl,) a 4% (p/v)
Em agua destilada, foram dissolvidos 2,6485g de cloreto de calcio (Merck, Alemanha) num

baldo volumétrico de 50 mL. Perfazer o volume com agua destilada (Ferreira et al., 2008).

4.1.2.1.4. Solugao de Cloreto de Potassio (KCl) a 3,5% (p/v)
Num bal&do volumétrico de 50 mL, foram dissolvidos 1,7500 g de cloreto de potassio (Merck,

Alemanha) em agua destilada e perfez-se o volume com a mesma (Silva, 2006).

4.1.3. Taxa de transferéncia de massa permitida pelo revestimento
As perdas de massa foram realizadas através de pesagens (Mettler AE 200) ao longo do
tempo, e foram feitas a partir do dia em que foi aplicado o revestimento, tomando este dia
como o dia 0. O dia 1 foi tomado entdo como referéncia a 100% da massa e corresponde a
cerca de 48horas apo6s a aplicacéo.
Aquando da realizagado das pesagens (a cada 48 horas) efetuamos também uma avaliagao
visual da cor, cheiro, aspeto (se tinha libertado ou ndo gordura) e rigidez das rodelas de

chourico.

4.1.4. Analise microbiolégica — Contagem de fungos
4.1.4.1. Preparacao da amostra

As rodelas de chourigo foram cortadas, com um bisturi estéril e com o auxilio de uma pinga
esterilizada, em pequenos pedagdes e colocadas num saco estéril com filtro (Lab-Blender
400) e adicionou-se o volume de Triptona Sal® (Tsal) (Scharlau, Spain) correspondente ao
peso da respetiva amostra, de modo a efetuar uma diluicdo de 1:10. Colocou-se o saco no
Stomacher Lab-Blender 400 (Comcessus, Lisboa, Portugal) homogeneizando assim a
suspensao durante cerca de 2 minutos. A partir desta suspensao inicial (solugdo-mae:
diluicdo 10™") efetuaram-se uma série de diluicdes sucessivas, com base na ISO 6887-
2:2003, até & diluicdo 107

4.1.4.2. Contagem de fungos
A contagem de fungos foi efetuada de acordo com os requisitos descritos na ISO
(International Organization for Standardisation) 21527-1:2008. Os indculos foram semeados

a superficie efetuando-se a sua contagem apés 5 dias de incubagao a 25 °C Para cada uma

® Este meio é preparado com adicdo de 1 g de triptona e 8,5g de cloreto de sédio, a cada um litro de dgua.
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das diluicbes inoculou-se 0,2 mL da diluicdo em 5 placas com meio Rose Bengal Agar
(Scharlau, Spain) RB, perfazendo um volume total de 1 mL nas 5 placas, as quais foram

incubadas na estufa a 25 °C, durante 5 dias. Foi efetuada uma réplica do ensaio.

4.2. Fase llI: Isolamento de fungos e determinacdao da concentragao minima
inibitéria da natamicina (MIC)
4.2 1.Isolamento de fungos e preparacao das respetivas suspensées de
esporos

Procedeu-se ao isolamento de fungos que se desenvolveram, de forma visivel, na superficie
de produtos carneos fumados: presunto e chourigo tradicional Portugués (chourico de porco
preto — Alentejo, Portugal). Em ambos os casos, o produto encontrava-se sobre
refrigeracao, ja apos abertura da embalagem de origem.
Assim, com o auxilio de uma zaragatoa, os bolores desenvolvido na superficie do produto
foram isolados numa placa com meio de cultura Rose Bengal Agar (RB) (Scharlau,
Espanha), e incubou-se a 25 °C durante 5 dias (ISO 21527-1: 2008).
Procedeu-se apods incubacdo a preparacao de um esfregago com o fungo, de modo a
visualizarmos ao microscépio e assim procedermos a sua identificagdo de acordo com a
morfologia descrita por Ramirez (1982). De seguida repicou-se o fungo para uma nova placa
com meio RB e incubou-se a 25 °C por 5 dias para preparagdo de uma suspensao de cada
um dos fungos isolados. A suspensao foi efetuada através da lavagem da placa de fungos
com 10 mL de meio BHI (Brain Heart Infusion Broth, Scharlau, Espanha) com Glicerol a 15%
(Scharlau, Espanha) e Tween 80 a 0,5% (Merck, Alemanha). Com esta suspenséo
preparada, efetuaram-se uma série de diluicdes decimais seriadas até 10, sendo o soluto
diluidor BHI com Gilicerol a 15%. As diluicbes foram feitas de acordo com a ISO 6887-
2:2003.
Para cada um dos isolados, procedeu-se a contagem das unidades formadoras de colonias
por mililitro (UFC/mL), existente em cada uma das diluicbes efetuadas, para termos
conhecimento do numero de células presente em cada suspensao.

As diferentes diluicdes foram congeladas a uma temperatura de -23 °C.

4.2.2. Concentragao Minima Inibitéria da Natamicina (MIC)
O teste para determinar a concentragdo minima inibitéria (MIC) da natamicina sobre os
fungos, previamente isolados de produtos carneos fermentados, foi efetuada com base na
metodologia descrita por Betbeze et al. (2006) e de acordo com a Norma M38-A (2002),
denominada por “Método de Referéncia para testes de diluicio em caldo para a

determinacgao da sensibilidade a terapia antifungica dos fungos filamentosos”.
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4.2.2.1. Preparagao dos inoculos
A preparagao foi efetuada tal como descrito no ponto 4.2.1. para os bolores: Penicillium
funiculosum, Penicillium pulvillorum, Penicillium janthinellum, Penicillium mirabile, Penicillium
claviforme, Penicillium humuli. Conhecidas as concentragbes de células presente em cada
uma das diluigdes dos indculos, utilizou-se aquela que apresentava valores compreendidos
entre 5x10* e 4x10° UFC/mL.

4.2.2.2. Preparacgao das concentragoes do antimicrobiano

Pretendeu-se testar sete concentrac¢des finais do antimicrobiano, sendo elas: 1000 pg/mL;
500 pg/mL; 250 pg/mL; 125 pg/mL; 62,5 ug/mL; 31,25 ug/mL e 15,63 pg/mL. Assim,
inicialmente preparou-se uma solugido-padrao de 10000 ug/mL (como a natamicina é
insolivel em agua, a preparagdo da solucao foi feita num adjuvante de dissolugao, o
dimetilsulféxido — DMSO (Sigma, USA)). A partir da solugéo padrao, foram preparadas as
solugbes intermédias (em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich R6504)), as quais foram
necessarias para obtermos as concentragdes finais desejadas. As concentragbes
intermédias preparadas foram de 5000 ug/mL; 2500 ug/mL; 1250 ug/mL; 625 pg/mL; 312,5
pg/mL; 156,2 5ug/mL e 78,15 pug/mL.

4.2.2.3. Inoculagdo em meio RPMI

O teste foi efetuado em placas de microdiluicdo, estéreis e descartaveis, com multiplos
pocos. Colocou-se 30 pL da suspensdo de indéculo em cada pogo, assim como da
concentragao de natamicina pretendida, e 90 yL de meio de cultura RPMI 1640 (Sigma-
Aldrich R6504), ou seja, numa proporgao de 1:5 para o inéculo e concentragdo de agente
antifungico. Efetuaram-se também pogos de controlo de crescimento, nos quais foram
colocados apenas o indculo e o meio de cultura (numa propor¢ao de 1:5) e controlo de
diluente, com in6culo, meio RPMI e diluente DMSO (in6culo e diluente numa proporgao de
1:5).

4.2.2.4. Incubacao e leitura
Aquando do término da preparagao do teste, foi efetuada uma leitura da densidade dtica
(D.O.) dos pogos inoculados, a um comprimento de onda (A) de 600 nm. De seguida as
placas de microdiluicdo foram incubadas a 37 °C, durante 5 dias. Terminado o tempo de
incubacgao, realizou-se a leitura da D.O. (Molecular Devices, Spectra MAX — 340PC) e

analise visual de turvacao gerada nos pogos e resultante do crescimento celular.

4.3. Fase llI: Aplicagao dos revestimentos em tripa seca natural.
Neste ensaio pretendeu-se estudar o comportamento dos revestimentos em analise quando

aplicados em tripa seca natural (involucro utilizado no chourigo tradicional Portugués). Para
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tal foram simuladas diferentes condicbes de contaminagdo da tripa, por Penicillium
funiculosum, com aplicagdo dos diferentes revestimentos que foram selecionados da fase |

do estudo.

4.3.1. Preparacgao dos revestimentos
Os revestimentos em estudo selecionados foram os de quitosano com lactato de sédio 2,4%
na sua composicdo. Foi desenvolvido para este ensaio um novo revestimento - o REV6b —
que é idéntico ao REV6 mas com uma concentragdo de natamicina reduzida para metade
(Tabela 8). A todos os revestimentos foi aplicado um processo de esterilizagéo por radiagéo

ultravioleta (UV), durante 1 hora, para garantir que ndo estavam contaminados com fungos.

4.3.2. Origem da tripa seca natural e preparagao da mesma
A tripa seca natural de suino utilizada no estudo é de calibre 50/55 (A nova preferida — Flor
da Seara, Pombal, Portugal), e foi cortada em quadrados de 64 cm? para se proceder ao
ensaio.
Os quadrados de tripa foram colocados em caixas de petri (as quais foram seladas com fita
para que nao houvessem trocas de humidade) e estiveram sujeitas a radiagdo UV durante 1
hora, para garantir que a tripa estava isenta de fungos aquando das analises a serem

efetuadas.

4.3.3. Condicoes de ensaio: Aplicacao dos revestimentos e inéculo sobre a
tripa e condigdes de armazenamento
O ensaio foi efetuado para cada um dos revestimentos ativos obedecendo as seguintes
condigdes: aplicagcdo direta do revestimento na tripa (Trev); tripa contaminada apods a
aplicagao do revestimento (Capos) e tripa contaminada antes da aplicagdo do revestimento
(Cantes).
Como controlos foi utilizada a tripa seca natural sem qualquer aplicacao e tripa contaminada
com uma suspensao de Penicillium funiculosum. O volume que foi aplicado na tripa, tanto de
revestimento como de indculo foi de 400uL. O teor inicial de contaminagcao com Penicillium
funiculosum foi de 2,3 UFC/cm?.
As amostras foram guardadas a temperatura ambiente (=18/20 °C) até apresentarem
desenvolvimento visivel de bolores. Uma das condigbes de armazenamento residiu em
permanecer sobre as caixas de petri, algodao embebido em agua, renovado a cada dois/trés
dias, para que as amostras se mantivessem sobre um certo nivel de humidade, propicio ao
desenvolvimento de fungos. As caixas de petri encontravam-se dentro de um recipiente de
plastico, tapado com papel kraft. A partir do vigésimo dia (apds inicio do teste) o ambiente foi
borrifado com agua corrente, de modo a aumentar a humidade e assim acelerar o processo

de desenvolvimento fungico.
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Os ensaios foram feitos em duplicado, e as analises realizadas no final de 30 e de 60 dias.
Ao longo do tempo, a cada 48 horas, as amostras foram pesadas, para efeitos de perda de

massa.

Tabela 8 — Representagao dos diferentes revestimentos em estudo nesta fase de
teste, assim como a composi¢ao de cada um deles e numero de amostras.

revestimento de Cadigo do Denominagao da
quitosano 0,5% com: | revestimento amostra
Tripa 1
Tripa 2

(Controlos) - -
Tripa Contaminada 1

Tripa Contaminada 2

Tripa + REV2
Lactato de sédio 2,4% REV2 CApds (REV2)
CAntes (REV2)
- Tripa + REV5
0,
e | RS s eV
o CAntes (REV5)
- Tripa + REV6
0,
Lactato de sédio 2,4% REV6 CApds (REV6)

+ natamicina 0,05%
CAntes (REV6)

Tripa + REV6b

Lactato de sédio 2,4%

+ natamicina 0,025% REV6b CApOs (REV6D)
CAntes (REV6b)
Lactato de sédio 2,4% Tripa + REV8
+ nisina 1% + REVS CAp0s (REV8)
natamicina 0,05% CAntes (REVS8)

4.3.4. Analise microbioldgica
4.3.4.1. Preparagcao da amostra para analise microbiolégica

Todas as analises foram efetuadas em condigcbes de assepsia e, a preparagdo da amostra
iniciou-se com a retirada do quadrado de tripa da caixa de petri, com o auxilio de uma pinga
esterilizada. Colocamo-la num saco estéril com filtro (Lab-Blender 400) e adicionou-se 100
mL de agua peptonada tamponada (APT) (Panreac, Barcelona, Espanha) com Tween 80
(Merck, Alemanha) 0,5%. A suspensdo seguiu para o homogeneizador (Stomachaer Lab-
Blender 400 — Concessus, Lisboa, Portugal) onde permaneceu durante cerca de 2 minutos
para que a lavagem da tripa fosse bem efetuada e se obtivesse uma suspensao
homogénea. A partir desta suspensao inicial seguiram-se as diluicbes seriadas, tendo como
soluto diluidor APT com Tween 80 0,5%.

4.3.4.2. Contagem de fungos
A contagem de fungos foi feita de acordo com os requisitos descritos na ISO 21527-1: 2008,

onde consta que um volume total de 1 mL de indculo deve ser distribuido por 5 placas de
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RB, com espalhamento em superficie. Seguiu-se incubacido a 25 °C durante 5 dias. Os

resultados foram expressos em log UFC/cm?.

4.3.4.3. Contagem de Aerébios Totais a 30 °C
Esta andlise foi realizada de acordo com as especificagoes presentes na NP 4405:2002. A
sementeira foi feita por incorporacao indirecta de 1 mL de inéculo em 15 mL de meio TGA
(Triptone Glucose Agar, Scharlau, Espanha) e homogeneizou-se o inéculo com o meio de
cultura. Terminado o tempo de incubacado a 30 °C durante 48 horas, contaram-se todas as

colénias formadas (NP 4405:2002). Os resultados foram expressos em log UFC/cm?

4.4. Fase IV: Aplicagcao do revestimento selecionado em chourigo tradicional
Portugués
4.4.1. Colheita das amostras

As amostras de chourigo foram adquiridas num produtor tradicional (Lourinha, Portugal) que
fabrica chourigo tradicional com fumagem efetuada por lenha de azinho.
Apoés identificacdo de todas as amostras (chouricos controlo e chouricos a serem
revestidos), os chouricos que se destinavam a aplicagcao do revestimento foram pesados e
medidos em comprimento e didmetro (para determinagdo da quantidade de revestimento

aplicada por dm? de superficie de produto).

4.4.2. Modo de aplicacao do revestimento selecionado e preparagado das

amostras
O revestimento selecionado para aplicagao foi o revestimento com base em quitosano com
natamicina imobilizada numa concentragao de 250 ug/mL. O revestimento manteve-se sobre
agitacdo magnética (Hotplate magnetic Stirrer 34532 — Labometer, Lisboa) durante todo o
tempo da aplicagao, efetuada com um pincel esterilizado de uso alimentar.
Terminada a aplicagdo do revestimento os chouricos foram pesados e posteriormente
suspensos em ganchos até a secagem total do revestimento.
De seguida procedeu-se ao corte do chourico em trés pedacgos (trés amostras, devidamente
identificadas).
As amostras foram envolvidas em pelicula aderente e armazenadas sob refrigeracao a 4 °C,
simulando ao maximo as condi¢gdes de armazenamento utilizadas pelos consumidores em
suas casas (Tradisausage, 2006).
Efetuou-se analise microbiolégica e quimica dos chouricos controlo e dos chourigcos
revestidos em diferentes tempos de armazenamento. A analise microbioldgica foi efetuada
em quatro tempos: tempo zero (dia 0); quando o chourigo controlo comegou a ganhar bolor
na superficie e consequentemente um aspeto que levaria a rejei¢gao por parte do consumidor
(21 dias); ao fim de 30 e de 60 dias.
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Efetuaram-se trés réplicas do ensaio.

4.4.3. Analises microbioldgicas
4.4.3.1. Preparagao da amostra
A amostra foi preparada de acordo com a ISO 6887-2, e iniciou-se com a pesagem de 10 g
de amostra em condigbes de assepsia, para um saco de Stomacher estéril. De seguida
adicionou-se ao saco 90 mL de Triptona Sal, efetuando deste modo a suspengdo-mae (10™)

e realizou-se de seguida diluigbes sucessivas de acordo com a ISO 6887-2:2003.

4.4.3.2. Contagem de Aerdbios Totais a 30 °C
A contagem de aerdbios totais foi realizada de acordo com a NP 4405:2002, tal como ja
descrito no ponto 4.3.4.3.. E os resultados expressos em log UFC/g. Foram efetuadas trés

réplicas do ensaio.

4.4.3.3. Contagem de Fungos
A contagem de fungos é realizada de acordo com a ISO 21527-1:2008, tal como ja descrito
no ponto 4.3.4.2.. E os resultados expressos em log UFC/g. Foram efetuadas trés réplicas

do ensaio.

4.4.3.4. Contagem de Staphylococcus coagulase negativos
De modo a proceder-se a contagem de Staphylococcus coagulase negativos procedeu-se a
sementeira direta de 0,1 mL do in6culo a superficie do meio MSA (Mannitol Salt Agar,
Scharlau, Espanha).
As placas foram incubadas a 37 °C, durante 48 horas e no final efetuou-se a contagem de
todas as coldnias caracteristicas que se desenvolveram. As colénias podem apresentar uma
coloragéo amarela ou vermelha, dependendo se o manitol foi ou nao reduzido (Talon et al.,

2007). Os resultados foram expressos em log UFC/g.

4.4.3.5. Contagem de Pseudomonas spp.
A sementeira foi feita por incorporagédo, com inoculagdo de 1 mL de inéculo na placa de
Petri. O meio seletivo utilizado foi o Agar Pseudomonas cetrimida, fucidina, cefalotina
(Scharlau, Espanha) com suplemento dos respetivos antibidticos (Pseudomonas C-F-C
supplement, Oxoid). Apés incubacdo durante 48 horas a temperatura de 30 °C (ISO
13720:2000) foi efetuada a contagem das unidades formadoras de colonias. Os resultados

foram expressos em log UFC/g.
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4.4.3.6. Contagem de Bactérias Acido Lacticas (LAB)
A sementeira foi efetuada por incorporacgao indirecta de 1 mL de inéculo em 15 mL de meio
de cultura MRS (Man Rogosa Sharpe Agar, Scharlau, Espanha) com suplemento de acetato
de talio a 5% (2 mL/100 mL de meio) e 2-3-5-trifeniltetrazolio 1% (1 mL/100 mL de meio). A
incubagao das LAB foi efetuada em caixas de anaerobiose e utilizando geradores de
anaerobiose (Microbiologie Anaerocult, Merck., Alemanha). Efetuou-se a contagem de todas
as unidades formadoras de coldnias nas placas (ISO 15214:1998) apds incubagao a

temperatura de 30 °C durante 48 horas. Os resultados foram expressos em log UFC/g.

4.4.4. Analises fisico-quimicas
4.4.4.1. Determinagao do pH
A determinagédo do pH inicia-se com a calibragdo do aparelho, o qual € composto pelo
potenciometro, sonda de temperatura e elétrodo. A calibracao foi efetuada através da
utilizacao de duas solugbes-tampao de pH conhecido, sendo elas de 4,00 e 7,00.
De modo a proceder-se a determinagcéo do valor de pH, introduziu-se o elétrodo e a sonda
de temperatura® na amostra de chourico (ap6s efetuar-se um golpe no alimento) e foi feita a
leitura. Para este método de determinacgao, nao destrutivo, o valor € dado com uma precisao

de 0,01 unidades de pH (NP 3441: 2008). Foram efetuadas trés réplicas do ensaio.

4.4.4.2. Determinagao da atividade da agua (ay)
Apébs preparacdo da amostra, em quantidade representativa homogeneizada numa picadora
elétrica (Moulinex) procedeu-se a determinagéo da atividade da agua.
O aparelho Rotronic-Hygroskop DT (Nova lorque, EUA), utilizado para a determinagao da
atividade da agua requer calibragéo antes de ser utilizado. Essa calibragéo foi efetuada com
recurso a padrdes certificados de 0,5% de humidade relativa de equilibrio (HRE), 50% e
80% HRE a uma temperatura de 23°C.
A amostra homogeneizada foi transferida para um copo de poliestireno, o qual foi
seguidamente colocado no camara de analise do aparelho para se proceder a leitura da a,,
(Manual de utilizacdo do Rotronic-Hygroskop, 1980). Foram efetuadas trés réplicas do
ensaio.
4.4.5. Determinacdo da quantidade de revestimento aplicado por dm? de
superficie de chourigco
4.4.5.1. Densidade do revestimento
A densidade do revestimento aplicado no produto alimentar foi determinada pelo método de
picndmetro. O resultado obtido foi confirmado pelo método de densimetria. A determinagéo

da densidade do revestimento foi efetuada utilizando um densimetro digital ANTON PAAR,

° A sonda de temperatura serve para corregdo automatica da temperatura, uma vez que a temperatura do produto aquando da
determinacéo do pH deve ser de 20 °C+2 °C (NP 3441: 2008).
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modelo DMA 60 associado a uma célula DMA 512. A utilizacdo de um banho de agua
termostatico com refrigeracdao, modelo F10-UC, acoplado ao densimetro permitiu um
rigoroso controlo da temperatura no intervalo de 25,00+0,01 °C, minimizando-se assim o

erro experimental para valores inferiores a 1,0x10™ g cm™ (Riddick et al., 1986; Alfaia, 20086).

4.5. Analise estatistica dos resultados

No tratamento dos resultados obtidos recorreu-se a analise descritiva e representagao
grafica através do Microsoft Excel versdo 2007.

Para estudo dos efeitos dos fatores tipo de revestimento aplicado na tripa seca e condigdes,
em tempos fixos de armazenamento, utilizou-se 0 modelo de analise de variancia univariada
one-way ANOVA, utilizando o programa SPSS Statistics 19. Quando o valor F foi
significativo recorreu-se ao teste LSD a 95%, 99% e 99,9% de significancia (SPSS Statistics
19). Na comparagao entre periodos de armazenamento e considerando as diferentes
condicbes efetuou-se Ttest para amostras dependentes.

O efeito do revestimento aplicado no chourico em tempos fixos de armazenamento foi
avaliado pelo modelo de analise de varidncia univariada one-way ANOVA utilizando o
programa SPSS Statistics 19. Na comparacgao entre periodos de armazenamento efetuou-se

Ttest para amostras dependentes.
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5. RESULTADOS

5.1. Fase |: Desenvolvimento, preparagciao e efeito antimicrobiano de
revestimentos aplicados em rodelas de chourigo

5.1.1. Comportamento tecnolégico dos revestimentos

Durante todo o processo de preparacdo dos revestimentos foram avaliados visualmente
diferentes parametros tecnolégicos, nomeadamente: dissolugao dos reagentes; formagao de
espuma; variagao da cor da solugéo; formagéao de granulos e de bolhas.
Durante a aplicagéo do revestimento nas rodelas de chourigo, foram avaliados visualmente
a viscosidade, a adesividade e a consolidacio do revestimento.
Do conjunto de revestimentos testados (Tabela 7) verificamos que:

a) Os revestimentos com matriz de k-carragenina revelaram uma elevada dificuldade na
dissolugao dos reagentes, com a formacao de granulos e de um revestimento
demasiado viscoso. Apesar de bastante espessos, os revestimentos 1 e 2 de k-
carragenina, foram aplicados nas rodelas de chourico, mas verificaram-se
dificuldades na secagem. Os revestimentos de REV3 a REV8 foram de imediato
excluidos de serem aplicados por se considerarem tecnologicamente inviaveis. Em
relagdo as amostras que, apds serem revestidas, foram mergulhadas em KCI
verificou-se a solidificagdo imediata do revestimento. Os revestimentos constituidos
pela matriz de k-carragenina revelaram-se assim tecnologicamente inadequados
para serem utilizados nos estudos de agao antimicrobiana.

b) Os revestimentos compostos por matriz de alginato apresentaram uma viscosidade
bastante inferior aos de k-carragenina. Porém em alguns dos revestimentos era
notdria a presenga de alguns granulos e espuma. Os revestimentos REV1, REV2,
REV3 e REV4 apresentaram baixa adesividade ao produto alimentar, enquanto que
os restantes apresentaram melhor adesividade. O REV7 revelou-se demasiado
viscoso e com formagédo de muitas bolhas. Com excegdo dos REV1 e REV2 (que
nao tinham qualquer agente antimicrobiano na sua constituicdo) os revestimentos
apresentavam-se sempre com granulos por dissolver, os quais com agitagdo manual
pareciam desaparecer no momento. A adicdo de lactato de sédio 2,4% aos
revestimentos (REV2; REV5; REV6 e REVS8) facilitou a dissolugdo dos reagentes.
Apés aplicacdo do revestimento, as amostras que mergulharam em CacCl,,
apresentaram-se ligeiramente bacas. O revestimento solidificou instantaneamente.

c) Os revestimentos de quitosano apresentaram um comportamento vantajoso em
relacdo aos anteriores, na medida em que todos aderiam muito bem ao produto
alimentar e ndo apresentavam uma viscosidade elevada. Porém os revestimentos
com natamicina imobilizada (REV4, REV6, REV7 e REV8) apresentaram dificuldades

de dissolugdo do agente antimicrobiano. Mas, de entre estes quatro revestimentos,

65



os que tinham lactato de sédio 2,4% na sua composigdo continuavam a aparentar
uma maior dissolugao, visto que o revestimento se apresentava mais limpido.

d) Nas amostras que foram sujeitas ao banho de cloretos foi percetivel quais os
revestimentos que de facto melhor aderiam ao produto, pois como solidificava logo
era possivel verificar visualmente a existéncia de zonas onde o revestimento nao
tinha aderido de forma adequada; ao adicionar-se nisina aos revestimentos, estes
adquiriam uma cor ligeiramente acastanhada, mas que nao interferia no aspeto das
amostras ap0s aplicacao; os revestimentos de quitosano, em comparacédo com os de
alginato e k-carragenina revelaram ser os que tecnologicamente eram mais viaveis; e
0s que possuiam lactato de sodio 2,4% na sua constituicdo apresentavam uma maior
dissolugcdo dos componentes, ajudando assim a que o revestimento adquirisse uma

consisténcia menos viscosa.

5.1.2. Taxa de transferéncia de massa permitida pelo revestimento
Nao foi possivel determinar a taxa de transferéncia de massa efetuada pelo revestimento,
uma vez que as pesagens nao foram conclusivas. Diversos parametros contribuiram para a
variagdo de massa, tais como a perda de humidade e perda de gordura, possivelmente no
fabrico do enchido em teste utilizaram-se gorduras moles que se liquefazem mais facilmente

a temperatura ambiente.

5.1.3. Efeito dos diferentes revestimentos ativos em rodelas de chourigo

Os resultados das contagens das colonias de bolores e leveduras foram inconclusivas uma
vez que entre as diferentes amostras, os resultados foram sempre <10 UFC/g (nem o
controlo apresentou contagens relevantes). O que se deve ao facto de o chourigo utilizado
para o efeito ter sido um chourigo corrente (em vez de tradicional), apresentando-se pouco
contaminado — por ter sofrido um processamento térmico. Assim, com esta analise
microbiolégica, nada se pode concluir acerca do efeito redutor dos antimicrobianos (nisina e
natamicina) incorporados nos revestimentos aplicados nas amostras.

Contudo, a decisao relativa aos revestimentos que seguiram para a proxima fase de estudo
teve por base o comportamento tecnoldgico dos diferentes revestimentos testados. Assim os
revestimentos que prosseguiram no estudo foram os que eram constituidos pela matriz de

quitosano e com lactato de sédio na sua composi¢ao (REV2, REV5, REV6 e REVS).

5.2. Fase Il: Isolamento de fungos e determinagdao da concentragcdo minima
inibitéria da natamicina (MIC)
5.2.1. Identificagao de fungos
A partir dos produtos carneos presunto e chourigo tradicional Portugués foi possivel isolar e

identificar sete fungos distintos: Penicillium funiculosum, Penicillium pulvillorum, Penicillium
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Janthinellum, Penicillium mirabile, Penicillium claviforme, Penicillium humuli e uma levedura,
Candida sp. (Ramirez, 1982). Na Figura 4 podemos observar a morfologia da colénia dos
Penicillium spp identificados.

Figura 4 - Identificacdo de bolores desenvolvidos na superficie de produtos carneos
transformados. A — P. janthinellum; B — P. mirabile; C — P. claviforme; D — P. humuli; E —
P. pulvillorum; F — P. funiculosum.

5.2.2. Concentragao Minima Inibitéria da Natamicina (MIC)

Os resultados obtidos na determinacdo da concentragdo minima inibitéria da Natamicina
para os bolores Penicillium funiculosum, Penicillium pulvillorum, Penicillium janthinellum,
Penicillium mirabile, Penicillium claviforme, Penicillium humuli encontram-se representados
no Grafico 1. Pela sua andlise é possivel verificar um acentuado decréscimo no
desenvolvimento fungico nas concentragbes de 250 ug/mL e 500 ug/mL. A concentragéao de
antifungico de 250 ug/mL refere-se a MICs, enquanto que a de 500 pug/mL corresponde a
MIC 0.
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Grafico 1 — Determinagdo da concentragdo minima inibitéria (MIC) da natamicina para diferentes
espécies de Penicillium.
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5.3. Fase lll: Aplicagao dos revestimentos em tripa seca natural

5.3.1. Taxa de transferéncia de massa permitida pelo revestimento
Nao foi possivel estimar a taxa de transferéncia de massa permitida pelo revestimento, pois
a partir do vigésimo dia, devido ao fato da ter sido submetida a um ambiente mais humido,

tal como descrito na metodologia, observou-se grande oscilagdo e desvio das pesagens.

5.3.2. Efeito da aplicagao dos revestimentos na tripa seca natural

No Grafico 2 observam-se as contagens de bolores efetuadas ao longo do tempo de
armazenamento da tripa nao inoculada com os diferentes revestimentos em estudo.
Verificou-se que no tempo zero, entre a tripa controlo ndo contaminada (tripa controlo A) e
todas as restantes amostras em estudo ndo se registaram diferengas significativas na
contagem de bolores (p>0,05). A tripa controlo contaminada (tripa controlo B), apresentou
inicialmente uma contagem de 0,4+0,03 log UFC/g enquanto as restantes nao apresentaram
qualquer crescimento.

Apo6s 30 dias de armazenamento, foram significativas (p<0,05) as diferengas entre a tripa
controlo B e todas as restantes amostras (Q+LS; Q+LS+NS; Q+LS+NTsq0; Q+LS+NT 250;
Q+LS+NS+NT), incluindo a tripa controlo A. Para a tripa controlo B houve um crescimento
de 6,8 log UFC/cm?, enquanto que para as cinco amostras apenas se registaram valores
compreendidos entre 0 e 0,7 log UFC/cm?, sem diferencas estatisticamente significativas
entre si e a tripa controlo A ( 0 log UFC/cm?).

Aos 60 dias de armazenamento verificaram-se diferencas estatisticamente significativas
entre a tripa controlo B (5,1 log UFC/cm?) e as amostras Q+LS+NTsqp (0,1 log UFC/cm?);
Q+LS+NTy (0 log UFC/cm?) e Q+LS+NS+NT (0,6 log UFC/cm?). As amostras Q+LS (2,1
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log UFC/cm?) e Q+LS+NS (3,9 log UFC/cm?) n&o foram significativamente diferentes da tripa
controlo B.

Grafico 2 — Contagens de bolores ao longo do tempo de armazenamento, para os diferentes
revestimentos na condigao: tripa revestida sem aplicagao de inéculo.
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No que respeita a contagem de bolores ao longo do tempo de armazenamento para as
tripas contaminadas antes da aplicacdo dos diferentes revestimentos (Grafico 3) verificou-se
que no tempo 0 nao existem diferengas significativas entre a tripa controlo B e todas as
amostras, mas sim entre estas e a tripa controlo A.

Apds 30 dias de armazenamento verificou-se que ndo existem diferengas estatisticamente
significativas entre a tripa controlo A (0 log UFC/cm?) e todas as cinco condigdes de
revestimento de tripa em estudo, as quais apresentaram contagens muito baixas com
valores entre 0 e 0,5 log UFC/cm® Todas estas amostras apresentaram diferencas
estatisticamente significativas em relagéo a tripa controlo B (6,8 log UFC/cm?).

Ao fim de 60 dias de armazenamento a tripa revestida com Q+LS+NS+NT (0 log UFC/cm?)
foi a Unica que apresentou diferengas estatisticamente significativas em relagao a tripa
controlo B.

As tripas com os revestimentos Q+LS (5,9 log UFC/cm?); Q+LS+NS (4,1 log UFC/cm?);
Q+LS+NTse (3,2 log UFC/cm?) e Q+LS+NTux (3,3 log UFC/cm?) ndo apresentaram
diferencgas estatisticamente significativas em relagao a tripa controlo B, no entanto as tripas
revestidas por natamicina, Q+LS+NTs00, Q+LS+NT25 € Q+LS+NS+NT, ndo apresentaram
diferencas entre si.

Relativamente ao efeito do tempo para cada um dos revestimentos verificou-se que a tripa

com o revestimento de Q+LS ao fim de 30 dias mantinha valores idénticos aos do dia inicial,
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nao havendo diferencas estatisticamente significativas entre eles. Entre o tempo 0 e 60 dias
registou-se um aumento significativo de 5,5 log UFC/cm?. No que respeita aos revestimentos
de Q+LS+NS e Q+LS+ NT5o as amostras apresentaram um comportamento idéntico entre
si: ao fim de 30 dias n&o se registaram contaminacdes, e ao fim de 60 os bolores atingiram
valores de 4,142,0 e 3,2+4,5 log UFC/cm? para o revestimento de Q+LS+NS e de
Q+LS+NTs5q, respetivamente.

Grafico 3 — Contagens de bolores ao longo do tempo de armazenamento, para os diferentes
revestimentos na condigcao: tripa contaminada antes da aplicagao do revestimento.
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A tripa revestida de Q+LS+NT.5, apesar de ter uma contagem de 3,3 log UFC/ cm? aos 60
dias de armazenamento, este valor nao foi considerando significativamente diferente do
apresentado em dias anteriores; a tripa revestida de Q+LS+NS+NT apresentou-se sem
desenvolvimento de bolores aos 30 dias e assim se manteve apds 60 dias de
armazenamento. No entanto, apesar de aos 60 dias este revestimento apresentar contagens
de 0 log UFC/ cm? e os restantes revestimentos de natamicina ndo, neste periodo de tempo
nao houve diferengas estaticamente significativas no crescimento de fungos entre os trés
revestimentos em estudo com natamicina imobilizada.

O Grafico 4 apresenta-nos os resultados relativos a contagem de bolores ao longo do tempo
de armazenamento da tripa contaminada apds a aplicagao dos diferentes revestimentos.
Aqui foi possivel verificar uma vez mais que para o tempo inicial todas as amostras
apresentaram diferengas estatisticamente significativas em relagéo a tripa controlo A, mas
nao em relagéo a tripa controlo B.

Posteriormente, aos 30 dias de armazenamento, a contagem de bolores da tripa controlo A

(0 log UFC/cm?) foi significativamente menor do que as obtidas nas amostras revestidas
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com Q+LS+NS (3,6 log UFC/cm?) e com Q+LS (7,0 log UFC/cm?); este Ultimo revestimento
nao teve qualquer efeito inibitério sobre os bolores apresentando contagens semelhantes as
da tripa controlo B (6,8 log UFC/cm?). Nas tripas revestidas com Q+LS+NTsy (0 log
UFC/cm?), Q+LS+NT.s (0,6 log UFC/cm?) e Q+LS+NS+NT (0 log UFC/cm?) o crescimento
de bolores foi inibido

Aos 60 dias de armazenamento, observou-se um crescimento significativo de bolores nas
tripas revestidas de Q+LS (5,5 log UFC/cm?) e Q+LS+NS (3,3 log UFC/cm?), Estas
contagens foram semelhantes as obtidas na tripa controlo B (5,1 log UFC/cm?). Os
revestimentos constituidos pelo agente antifungico imobilizado Q+LS+NTs, (0,4 log
UFC/cm?); Q+LS+NTy, (1,2 log UFC/cm®) e Q+LS+NS+NT (0,3 log UFC/cm?) nao
apresentam diferencas estatisticamente significativas entre si, nem em relagcdo a ftripa
controlo A, o que significa que nos trés casos a agao antifiingica revelou-se eficaz.
Analisando cada revestimento ao longo do tempo verificamos que nao existiram diferengas
significativas ao longo dos 60 dias no que respeita aos revestimentos de Q+LS+NS e
Q+LS+NT,50, apesar de se registar desenvolvimento fungico. Porém, enquanto que a tripa
com o revestimento de nisina apresentou um aumento de 4,7 log UFC/cm? do dia 0 para o
dia 60, a tripa revestida de natamicina s6 apresentou um ligeiro crescimento de 0,8 log
UFC/cm?.

Relativamente as outras trés condigdes de revestimento (Q+LS; Q+LS+NTs50 e
Q+LS+NS+NT), todas revelaram diferengas significativas no crescimento entre os tempos
de armazenamento 0 e 30, mas ndo em relagcdo ao tempo 60. Com o revestimento Q+LS
verificou-se crescimento de bolores, tendo-se registado um aumento de 5,1 log UFC/cm?
entre o tempo 0 e 60.

No Grafico 5, apresentam-se os resultados da contagem de aerdbios totais nas tripas
revestidas com Q+LS+NS ao longo do tempo de armazenamento, para as diferentes
condigbes de aplicagdo. Entre o tempo 0 e os 60 dias as contagens aumentaram de um
modo bastante significativo, para todas as diferentes condigbes e revestimentos, nao se
verificando qualquer tipo de inibicdo bacteriana por parte da nisina. Inicialmente, para as
tripas controlos A e B registaram-se valores de 0,7 e 0,9 log UFC/cm?, respetivamente. Ao
final de 60 dias essas contagens j& se encontravam em 7,0 log UFC/cm? para a tripa
controlo A e 7,9 log UFC/cm? para a tripa controlo B.

Estes resultados foram idénticos em todos os restantes revestimentos em estudo (ver anexo
).

A microflora dominante nas contagens de aerobios totais obtidas nas tripas em estudo eram
bacterias gram-positivas em forma de bacilos que se encontraram inicialmente presentes na
tripa seca natural (contaminada e ndo contaminada) e que permaneceram e dominaram as

contagens ao fim de 60 dias.
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Grafico 4 — Contagens de bolores ao longo do tempo de armazenamento, para os diferentes
revestimentos na condig¢ao: tripa contaminada apés a aplicagao do revestimento.
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Grafico 5 — Contagens de aerébios totais a 30 °C para a tripa revestida por Q+LS+NS nas diferentes
condi¢des de aplicagao, ao longo do tempo de armazenamento.
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5.4. Fase IV: Efeito da aplicagao do revestimento ativo no chouri¢o tradicional
Portugués

5.4.1. Efeito dos revestimentos nas caracteristicas microbiolégicas do
chourico

Tal como se pode observar no Grafico 6 as contagens iniciais de fungos no chourigo
controlo em estudo foram de 3,0+1,1 log UFC/g ndo se verificando qualquer diferenga
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estatistica com as obtidas no chourigo com o revestimento aplicado, 2,5+1,6 log UFC/g (ver
anexo l).

Ao fim de 21 dias de armazenamento foi notdria e significativa a diferenga existente entre o
chourigo controlo que apresentou um crescimento de 8,5t+0,1 log UFC/g e o chourigo
revestido 5,2+0,8 log UFC/g. Em ambos os casos houve um aumento do crescimento em
relacdo ao tempo zero, existindo diferengas estatisticas entre os tempos 0 e 21 para o
chourigo controlo, diferengas essas que néo se registaram no chourigo revestido.

Passados 30 dias de armazenamento manteve-se a diferenga estatistica do crescimento
entre a amostra nao revestida (8,410,1 log UFC/g) e revestida (5,84+0,6 log UFC/g). Para o
chourigo controlo ndo se registaram alteracées em relacdo aos 21 dias, tal como aconteceu
com o chourico revestido, o qual continuou sem apresentar diferengas estatisticas nas
contagens de fungos em relagao ao tempo inicial.

Apdés um armazenamento de 60 dias das amostras em estudo em refrigeracao, verificou-se
que existiu uma diferenca significativa no crescimento de bolores no chourigo revestido, os
valores das contagens registadas foram semelhantes as obtidas no chourigo controlo com
30 dias.

Grafico 6 — Contagens de fungos desenvolvidos no chourigo controlo e revestido, ao longo
dos 60 dias de armazenamento.
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O Gréfico 7 mostra-nos o desenvolvimento dos aerdbios totais a 30 °C registado nas
amostras submetidas as condicbes em estudo. Apesar de inicialmente nao existirem
diferengas significativas entre as amostras chouri¢co controlo (5,8+1,0 log UFC/g) e chourigco
revestido (5,9+0,7 log UFC/g), ao final de 21 dias o crescimento registado foi
estatisticamente diferente, apresentando o chouri¢co controlo 8,4+0,1 log UFC/g e o chourigco
revestido 6,4+0,7 log UFC/g. O aumento das contagens observadas no chourigco controlo

entre o tempo inicial de armazenamento e os 21 dias foi significativo enquanto no chourigco
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revestido o crescimento observado nao foi significativamente diferente entre os dois
momentos de armazenamento.

Ap6s 30 dias de armazenamento, ja ndo se registaram diferengas entre as amostras
controlo e revestidas, contudo o chourigo revestido teve uma contagem de 7,3+0,7 log
UFC/g que nao diferiu significativamente da obtida aos 21 dias. Ao fim de 60 dias o chourigo
revestido (9,1+0,5 log UFC/g) apresentou uma contagem de aerdbios totais semelhante a
obtida pelo chouri¢o controlo (8,1+0,2 log UFC/g) aos 30 dias de armazenamento.

Em relacdo as bactérias dominantes nesta contagem desenvolvidas nas amostras de
chourigo (revestido e nao revestido), ao longo do tempo, verificou-se que em todos os casos
estamos perante cocos gram-positivos o0 que ¢é corroborado pelas contagens de

Staphylococcus apresentadas no Grafico 8.

Grafico 7 — Contagens de aerdbios totais a 30 °C desenvolvidos no chourigo controlo e
revestido, ao longo dos 60 dias de armazenamento.
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No chourico controlo e revestido as contagens de Staphylococcus coagulase negativos
(Grafico 8) nao apresentaram ser significativamente diferentes ao longo do tempo de
armazenamento, nem comparando as duas amostras em cada um dos tempos de
armazenamento. O chouri¢o revestido ao fim de 60 dias (7,4+0,5 log UFC/g), apresentou
contagens com diferengas em relagdao aos 30 dias (4,710,8 log UFC/g) assim como para o
controlo (4,8+0,6 log UFC/g). Relativamente ao crescimento de bactérias do acido lactico
(LAB), representadas no Grafico 9, estas ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas ao longo do tempo, quer no caso do chourigo controlo com no do chourigo
revestido. Comparando as duas amostras ao longo do tempo, nunca foram registadas

diferencas exceto ao fim de 60 dias. O chourico revestido apresentou aos 60 dias de
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armazenamento contagens de 7,1+0,4 log UFC/g significativamente mais baixas do que as

apresentadas pelo chouri¢o controlo ao fim de 30 dias (8,310,2 log UFC/qg).

Grafico 8 — Contagens de Staphylococcus coagulase negativos desenvolvidos no chourigo
controlo e revestido, ao longo dos 60 dias de armazenamento.
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Grafico 9 — Contagens de LAB desenvolvidas no chourigo controlo e revestido, ao longo dos
60 dias de armazenamento.
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As Pseudomonas foram também analisadas nas amostras em estudo (chouri¢o revestido e
controlo) ao longo do tempo, no entanto, nunca se verificou qualquer crescimento destas

bactérias.
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5.4.2. Resultados fisico-quimicos
No que respeita a determinagdo do pH do chourigo (Grafico 10) verificou-se que para os
diferentes tempos de analise (0; 21; 30 e 60 dias) e comparando as duas amostras entre si,
nunca se registaram alteragdes estatisticamente significativas no valor deste parametro. Por
outro lado, a amostra revestida revelou ter um pH estatisticamente semelhante ao longo do
tempo (pH=5,310,58 a 6,3+0,82) apesar do ligeiro aumento observado. No chourigo
controlo, registou-se entre os 21 e 30 dias de armazenamento, um ligeiro aumento dos
valores de 5,6+0,01 log UFC/g para 6,0+0,08 log UFC/g, respetivamente mas sem
significado estatistico.
A atividade da agua (Grafico 11) revelou ser estatisticamente semelhante entre o chourigco
controlo (0,95+0,001 log UFC/g) e o revestido (0,94+0,006 log UFC/g) no tempo zero e 21
dias, ao contrario do que aconteceu nos restantes tempos de armazenamento, onde se
verificaram diferencgas estatisticas entre as duas amostras.
Para o chourigco controlo, verificou-se que entre os 0 e os 21 dias nao existiram diferencas
estatisticas entre os valores de a,,, tal como aconteceu entre os 21 e os 30 dias.
O chourigo revestido nao registou alteragdes de atividade da agua que fossem significativas
ao longo dos primeiros 30 dias de armazenamento, ao contrario do que se sucedeu ao fim
de 60 dias.

Grafico 10 — Nivel de acidez (pH) no chourigo controlo e revestido, ao longo dos 60 dias de

armazenamento.
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Grafico 11 — Nivel de atividade da agua presente no chourigo controlo e revestido, ao longo
dos 60 dias de armazenamento.
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5.4.3. Determinacdo da quantidade de revestimento aplicado por dm? de superficie

de chourico

5.4.3.1. Densidade do revestimento
Na Tabela 9 apresentam-se as pesagens efetuadas ao chourigo antes e apés a aplicagcao do
revestimento, assim como o comprimento e didmetro do produto. A densidade foi também
determinada para que deste modo fosse calculada a quantidade de revestimento aplicado
sobre 1 dm? de superficie de chourico.
Com os valores obtidos estimou-se que o valor de Natamicina incorporado no revestimento

aplicado no chourigo foi aproximadamente de 0,1 mg dm™.
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Tabela 9 — Pesagens efetuadas ao chourico antes e apds aplicagdo do revestimento e,
densidade do revestimento constituido por quitosano, lactato de sédio e natamicina (250 ug/mL).

Comprimento 39 cm
Diametro 3cm
381,71 cm?
Peso inicial 264,30 g
Peso apo6s aplicagao do
revestimento 265,899

Ensaio com o

Ensaio com agua .
revestimento

T=25° T=25°
mpicnc’)metro = 43:1376 g mpicnc’)metro = 4371376 g 170074 g/mL
ma’gua = 6870500 g Mrevestimento = 68:3078 g
T =25,00°C 1,0072+0,0003 g/mL
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6. DISCUSSAO

Na carne e nos produtos carneos, a contaminagcdo microbiolégica surge maioritariamente
sobre a superficie do género alimenticio, existindo a necessidade de tentar controlar esta
microflora, a qual, nos chourigos, é representada principalmente pelos fungos: bolores e
leveduras. Assim surgiu a ideia de se aplicar um revestimento ativo comestivel sobre o
chourigo (Coma, 2008).

Ap6s alguma pesquisa bibliografica sobre o desenvolvimento e aplicagdes de revestimentos
em produtos alimentares, rapidamente se constatou que este € um assunto relativamente
pioneiro. Estdo documentados alguns estudos, nomeadamente para aplicagbes em frutas
(Cong et al., 2007; Maria Alejandra Rojas-Gral, Soliva-Fortuny & Martin-Belloso, 2009; M.
A. Rojas-Gral et al., 2007) e produtos lacticos — para controlar o crescimento de bolores na
superficie de queijos (Fajardo et al., 2010).

Em 2010, Juck et al., num estudo de aplicagao dos revestimentos ativos com o objetivo de
controlo do desenvolvimento de Listeria monocytogenes em fatias de carne de perq,
verificaram que os revestimentos de alginato foram eficazes na inibicdo de L.
monocytogenes (Juck et al., 2010).

A falta de informacao cientifica documentada sobre a aplicacdo de revestimentos ativos
comestiveis em produtos carneos fermentados continua e o indesejado desenvolvimento de
microflora na superficie de chourigo tradicional Portugués, conduziram-nos a esta aposta na
investigagdo de formulagdes de revestimentos ativos destinados a serem aplicados sobre a
superficie de produtos carneos fermentados. Os nossos revestimentos foram desenvolvidos
com base nos estudos de Juck et al., (2010) e Fajardo et al., (2010).

Os revestimentos foram desenvolvidos com base em polissacarideos, sendo eles o alginato,
a k-carragenina e o quitosano. Para além de serem polissacarideos naturais com diferentes
aplicabilidades na industria alimentar, foram também selecionados com base nas suas
vantajosas caracteristicas tecnologicas: o quitosano é um agente antimicrobiano, possuindo
caracteristicas que o tornam ativo contra fungos e é reconhecido como GRAS; por sua vez,
os alginatos tém uma boa capacidade para formar hidrogéis e s&o utilizados como
gelificantes e espessantes e integram a lista de aditivos alimentares autorizados; ja a k-
carragenina é descrita como tendo capacidade gelificante, emulsionante e de atuar como
agente de estabilizacdo (EFSA, 2001; Coma, 2008; Moreno-Garrido, 2008 ; Diretiva
2009/10/CE; Hambleton et al., 2009 ; Aider, 2010; Decreto-Lei n°94/2010; ASAE, 2011;
Falguera et al., 2011; Pinheiro et al., 2012).

Como parte integrante da formulagcao dos diferentes revestimentos em estudo, para além
dos agentes antimicrobianos, utilizaram-se também o acido acético; lactato de sddio; tween
80 e glicerol (estando este dois ultimos apenas presentes na constituicdo dos revestimentos
com matriz de quitosano). Os referidos componentes tém fungbes tecnoldgicas especificas,

ajudando na formagéao do revestimento.
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Os revestimentos constituidos por matrizes de alginato e de k-carragenina tiveram uma
formulacao diferente da dos constituidos por quitosano. Os dois primeiros ndo tinham
qualquer agente plastificante ou emulsionante, pelo que demonstraram ter grandes
dificuldades tecnolodgicas. Ficaram muito espessos, com bolhas e grumos por dissolver,
possivelmente devido a falta dos referidos agentes na sua constituicdo. Na verdade, os
plastificantes sdo essenciais na formacao dos revestimentos ativos que tém como matriz de
base polissacarideos ou proteinas, pois vdo permitir um aumento da flexibilidade e
capacidade de formar um filme, através da diminuicao das pontes de hidrogénio existente
entre as cadeias constituintes do polimero, havendo assim um aumento do espaco
intermolecular. Podem também aumentar a permeabilidade ao oxigénio. Apesar de
estarmos a estudar revestimentos e nao filmes, a utilizacdo de um agente plastificante
continua a ser fundamental para diminuir as forgcas intramoleculares existentes e assim
tornar as cadeias mais flexiveis e consequentemente adquirirmos uma solugao de
revestimento pouco espessa (Rojas-Gral et al.,, 2007; Silva et al.,, 2009 ; Pintado et al.,
2010 ; Lian et al., 2012; Pascalau et al., 2012; Ramos et al., 2012). Assim, o agente
plastificante utilizado nas matrizes de quitosano, o glicerol, facilitou a conceg¢do do
revestimento.

Os revestimentos de quitosano apresentaram-se muito mais eficientes, do ponto de vista
tecnologico, ndo tdo viscosos e com uma maior dissolugdo dos componentes e sem
formagdo de grumos. Nestas matrizes de quitosano foi utilizado Tween 80 a uma
concentracdo de 0,20% e que podera ter contribuido para a melhor dispersdo do
revestimento sem formagédo de bolhas ou grumos. O tween 80 pertence a categoria dos
emulsionantes utilizados na area alimentar. De acordo com Pintado et al., (2010), os
emulsionantes alimentares sao conhecidos por serem compostos ndo idnicos e por inibirem
o crescimento de variados microrganismos, em especial as bactérias gram-positivas e os
fungos, quando utilizado sozinho ou em combinagdo com um agente antimicrobiano ou
acidos organicos. Estes autores afirmaram que a utilizagao de tween 80 a 0,15% como parte
integrante da composicdo de um filme comestivel, ndo afetou a atividade antimicrobiana da
nisina nem da natamicina contra Pseudomonas aeruginosa e Yarrowia lipolytica, mas sim
contra Listeria monocytogenes e P.commune e P.chrysogenum.

O lactato de sdédio foi adicionado em alguns dos nossos revestimentos. De acordo com
Nykanen et al., (2000), o lactato de sédio retarda o crescimento bacteriano em carne suina,
€ a combinacgao do lactato de sdédio com nisina tem um efeito sinérgico, tendo sido eficaz na
inibicdo do crescimento de Listeria monocytogenes em peixe fumado e contra algumas
bactérias gram-positivas e gram-negativas (Nykanen et al., 2000). Porem, o lactato de sddio
juntamente com o acido acético forma o acido lactico. Este acido é frequentemente utilizado
como aditivo alimentar (visto ser um agente antioxidante) a fim de preservar os alimentos,

através da redugéao/eliminagdo do crescimento das bactérias patogénicas e de deterioragéo
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(Ramos et al., 2012). De acordo com Ramos et al., (2012), o acido lactico tem um efeito
bactericida contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli; ndo exerce qualquer efeito
antimicrobiano contra fungos (baixa eficacia contra leveduras), e € mais eficaz contra
bactérias gram-positivas do que gram-negativas (Ramos et al., 2012). Um outro composto
eficaz na prevengao do desenvolvimento de leveduras na superficie de produtos alimentares
€ o0 acido propiénico (Ramos et al., 2012).

De acordo com Mastromatteo et al., (2010), os acidos organicos (de que sao exemplo o
acido lactico e o acido acético) sao agentes antimicrobianos com variadas aplicagbes
alimentares, sendo ativos contra fungos e bactérias (Mastromatteo et al., 2010).

Em relacdo aos agentes antimicrobianos incorporados, estes foram selecionados de acordo
com os microrganismos alvo. Visto que o nosso objetivo passava pela inibicdo de fungos na
superficie de chourico, optamos pela natamicina. Por outro lado queriamos avaliar também
se a nisina inibiria as bactérias que se desenvolvem no chourigo, ou eventualmente, se
existiria um possivel efeito sinergético entre estes dois antimicrobianos. De acordo com
Ramos et al., 2012, a natamicina apresenta um forte efeito antimicrobiano contra leveduras,
mas nao contra bactérias, quando aplicado num filme comestivel (Ramos et al., 2012). A
natamicina quando imobilizada num filme, com base em proteina de soro de leite,
demonstrou inibicdo de Yarrowia lipolytica e Penicillium commune e Penicillium
chrysogenum. Foi também verificado neste estudo que a nisina e a natamicina actuam de
forma independente (sem efeito sinergético ou antagoénico) (Pintado et al., 2010).

Porém, em todos os casos do presente estudo de revestimentos concebidos com natamicina
foi notdria a dificuldade de dissolugdo da natamicina, a qual se deve a fraca capacidade de
solubilizacdo da mesma em agua. Também num estudo realizado por Bierhalz et al., (2012)
a incorporagédo de natamicina resultou num filme opaco devido a sua fraca solubilidade, e
verificou-se uma redugao significativa na resisténcia a tragao, resultante das modificagdes
induzidas com a sua incorporagdo nas caracteristicas fisicas do polimero. Verificaram
também que os filmes de alginato tinham uma elevada opacidade, quando em comparagao
com os filmes de pectina, o que se pode dever ao grau de reticulacao (Bierhalz et al., 2012).
Recentemente Bierhalz et al. (2012) referiram existir uma boa compatibilidade entre a
natamicina e o alginato, criando filmes com boas propriedades fisicas e com baixo
coeficiente de difusdo, ideais para aplicar em queijos e prevenir o desenvolvimento de
bolores a superficie. Também, Siragusa e Dickson (citado por Kerry et al, 2006),
demostraram que revestimentos de alginato (compostos por acidos organicos), foram
eficazes quando aplicados em carcacgas de carne, reduzindo os niveis de L. monocytogenes,
S. typhimurium e E. coli O157:H7 (Kerry et al., 2006). Porém os nossos revestimentos de
alginato revelaram-se inviaveis, talvez pela nao utilizagdo de um agente plastificante
(glicerol) na sua composigéo, o qual é necessario para diminuir as forgcas intramoleculares e

tornar as cadeias mais flexiveis. Num dos ensaios com revestimento de alginato, utilizou-se

81



um agente de reticulagio (cloreto de calcio), tal como sugerido por Silva et al., (2009) mas
ndo como parte integrante da sua composicdo, apenas posteriormente na aplicacdo do
revestimento. A cadeia linear dos alginatos permite uma ligagdo eficaz com os ides de
calcio, permitindo uma reticulacao eficaz pelo aumento das forgas coesivas entre as cadeias
(Bierhalz et al., 2012). De qualquer modo, neste ensaio mais uma vez ndo tinhamos
qualquer agente plastificante. Esta €& a justificagdo sugerida para a inviabilidade dos
revestimentos de alginato, uma vez que estes necessitam de cloreto de calcio na sua
composig¢ao (como agente de reticulagdo), o qual por sua vez vai desidratar o revestimento,
sendo entdo necessario também um agente plastificante que permita uma maior flexibilidade
do revestimento (Silva et al., 2009 ; Bierhalz et al., 2012). Assim a discrepancia entre os
resultados tecnoldgicos dos trés tipos de revestimento é justificada uma vez que os
revestimentos com matriz de quitosano tém um agente plastificante e emulsionante na sua
constituicdo. A utilizacdo de agentes de reticulagdo constitui uma maior dificuldade
tecnoldgica pois torna-se necessario mais uma fase no processo.

Durante a aplicagao dos revestimentos foi de imediato notdria a gordura que se ia libertando
da rodela de chourico que estava a ser mergulhada no revestimento, do mesmo modo que
foi possivel detetar a existéncia de certas zonas na rodela deste enchido onde o
revestimento nao aderia bem, o que pode dever-se ao facto de se perder gordura, tal fato no
chourigo inteiro ndo acontece.

Apo6s a aplicagdo dos revestimentos nas rodelas de chourigo estas foram controladas ao
longo do tempo para verificar perdas de massa. Uma vez que estavam envolvidos diversos
fatores, de entre os quais se destacam as perdas de humidade e de gordura, nao foi
possivel concluir qual a capacidade do revestimento em efetuar transferéncias de massa.
Durante todo o tempo de armazenamento um outro fator que tivemos em consideracgdo foi o
cheiro, de modo a verificarmos se a aplicacdo do revestimento seria barreira a transferéncia
do odor caracteristico. Tal ndo se verificou, uma vez que o cheiro caracteristico se manteve
ao longo dos 19 dias de armazenamento.

O chourigo utilizado neste ensaio caracterizou-se por ter um processamento tecnoldgico
com tratamento térmico e como tal foi reduzida a microflora inicial existente, particularmente
fungos pelo que n&o se manifestou o crescimento de fungos e assim nada foi concluido
acerca do efeito redutor dos revestimentos aplicados com base na analise microbioldgica
(contagem de fungos) realizada nas rodelas de chourico.

No entanto, esta fase do estudo foi essencial para a escolha dos revestimentos a utilizar nas
fases seguintes. De entre os trés tipos de matriz de revestimento, selecionou-se aquela que
viria a prosseguir no estudo, com base no seu comportamento tecnolégico e alguma
informacao cientifica. Os revestimentos com bolhas e/ou espuma revelam um baixo grau de

compatibilidade entre os componentes, o que faz com que haja uma reticulagao ineficaz
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(Bierhalz et al., 2012), sendo entdo inviaveis, na medida em que vao conferir ao
revestimento um aspeto indesejavel aquando da sua aplicagdo sobre o produto alimentar.
De acordo com Lopez-Caballero et al., (2005) as diversas caracteristicas tecnoldégicas do
quitosano sugerem-no como uma boa aposta futura em diferentes aplicagdes na industria
alimentar (Lopez-Caballero et al., 2005).

Diversos estudos tém demonstrado a capacidade do quitosano em aumentar o tempo de
vida util de frutos (como morangos, péssego, uva de mesa e melédo) e vegetais, por inibir o
crescimento de microrganismos: reduzir a produg¢ao de etileno, aumentar a concentragao de
didxido de carbono e reduzindo os niveis de oxigénio (Cong et al., 2007; Falguera et al.,
2011). Appendini e Hotchkiss (2002) estudaram revestimentos de quitosano a serem
aplicados para inibir o desenvolvimento de fungos em frutos e vegetais frescos (Appendini &
Hotchkiss, 2002).

Assim, tomamos como relevante prosseguir apenas com os revestimentos constituidos pela
matriz de quitosano e com lactato de sédio na sua composi¢gdo. Para além do
comportamento tecnolégico e do protocolo de preparacdo ser menos complexo, estes
revestimentos tém a vantagem de serem constituidos por quitosano (agente antimicrobiano)
e de possuirem tween 80 na sua constituigdo.

De modo a darmos inicio ao desenvolvimento da fase de aplicagdo dos revestimentos em
tripa seca natural foi necessario isolar e identificar fungos. A tripa seca natural € aquela que
€ normalmente utilizada no fabrico de chourigo tradicional, a qual permite que haja um
melhor crescimento de micélios microbianos, quando em comparagdo com outros tipos de
involucro (Stahnke & Tjener, 2007).

As identificagbes efetuadas das diferentes espécies de Penicillium e de Candida em
produtos carneos particularmente no chourico tradicional vado de encontro ao previsto, uma
vez que segundo Garriga e Aymerich (2007), um dos bolores comummente identificados nos
enchidos é Penicillium spp. e de leveduras é Candida sp..

O crescimento de Penicillium spp. é favorecido em condicbes de humidade relativa no
intervalo entre 85 a 92% e de temperatura entre os 10 e 20 °C (Spotti & Berni, 2007). Assim,
com o intuito de oferecer um ambiente propicio ao desenvolvimento fungico na superficie
das tripas inoculadas, recorreu-se a pedacgos de algodao embebidos em agua sendo o
ambiente humidificado posteriormente por aspersdo. Contudo este procedimento pode nao
ter sido o ideal pois correu-se o risco de provocar contaminagéo cruzada das amostras nos
ensaios que se estenderam até aos 60 dias. Uma opgéo teria sido colocar as amostras em
camara humida, juntamente com papel embebido em agua, e assim garantir condigbes
continuas e controladas de humidade.

De acordo com o Grafico 2, relativo as contagens de bolores efetuadas ao longo do tempo
de armazenamento, para os diferentes revestimentos na condicdo em que a tripa foi

revestida sem a aplicagdo de indculo, verificamos que para o tempo inicial ndo ocorreram

83



diferengas no desenvolvimento de bolores entre todos os revestimentos em estudo e a tripa
controlo A (ndo contaminada), o que significa que os revestimentos nao conferiram qualquer
tipo de contaminagéo fungica inicial a tripa revestida em estudo, assim como a tripa por si
s6. Tal situagéo ja era esperada visto que todos os revestimentos e tripa foram sujeitos a UV
de modo a ndo serem veiculos de transmissdo/ fonte de contaminagdo. Por outro lado
confirmou-se que o indculo (aplicado apenas na tripa controlo B) conferiu a baixa
contaminagéo desejada na tripa aquando da sua aplicacao.

Relativamente aos valores obtidos, correspondentes ao armazenamento de 1 més, estes
vao de encontro ao esperado, nao se registando diferengas estatisticamente significativas
entre a tripa controlo A e as amostras revestidas.

No que respeita aos resultados correspondentes a 60 dias de armazenamento, o facto de
existirem duas amostras (Q+LS e Q+LS+NS) que apresentaram contaminacao de bolores
idénticos aos da tripa controlo B, podera significar que pode ter ocorrido contaminacgao
devido a uma elevada manipulagdo das amostras quando foram pesadas e borrifadas. No
entanto, apesar de justificarmos o sucedido com a possivel contaminacdo cruzada,
podemos referir também que os dois revestimentos em causa sao os Unicos em estudo que
nao possuem natamicina na sua composi¢cdo, ou seja, possivelmente todas as amostras
foram alvo de contaminacao cruzada, mas apenas nestas se desenvolveram os fungos, o
que revela eficacia dos revestimentos de natamicina. A natamicina apresenta um forte efeito
antimicrobiano contra leveduras,Yarrowia lipolytica, e bolores Penicillium commune e
Penicillium chrysogenum mas nao contra bactérias (Ramos et al., 2012).

Apesar de se registarem diferengas entre os revestimentos aos 60 dias, € relevante analisar-
se também a evolugédo de cada revestimento e controlos ao longo do tempo. Porém o fato
de em todos os revestimentos ndo terem sido registadas diferengas no desenvolvimento, ao
longo dos 60 dias, pode significar que a contaminagédo cruzada n&o foi relevante para o
caso.

Relativamente a contagem de bolores ao longo do tempo de armazenamento, para os
diferentes revestimentos na condi¢ao correspondente a contaminacao da tripa antes de ser
aplicado o revestimento, com este ensaio pretendeu-se simular a situagdo em que o produto
alimentar possa ja estar contaminado, a contaminagado poderia ter ocorrido durante o seu
processo de fabrico e antes de ser aplicado o revestimento, visto que a aplicagcdo do
revestimento bioativo sé se pretende que seja efetuada no final do processo de producgao.
No tempo de armazenamento 30 dias verificou-se que nas tripas revestidas com Q+LS e
Q+LS+NS, registou-se crescimento de bolores baixo ou ausente apesar de haver referéncia
ao quitosano como agente antimicrobiano e antifungico, relacionando-se esta inibicao de
bolores com a capacidade de barreira ao oxigénio que o quitosano adquire quando integra a

composicao de filmes/revestimentos. Assim verificou-se que o crescimento de fungos foi
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inibido, até 30 dias, aquando da aplicagdo de qualquer um dos revestimentos em estudo,
quando a contaminacgdo do produto é efetuada antes de se aplicar o revestimento.

Apesar de ao fim de 60 dias de armazenamento o revestimento de Q+LS+NS+NT ter sido o
Unico que ndo apresentou crescimento (0 log UFC/cm?), ndo significa que seja o
revestimento ideal a ser aplicado uma vez que é necessario compara-lo estatisticamente
com os restantes. Este resultado sugere-nos a hipotese de haver sinergia entre a natamicina
€ a nisina, no entanto esta € uma afirmacgdo que vai contra aquilo que foi constatado por
Pintado et al., (2010), onde afirmam que a nisina e a natamicina atuam de forma
independente (Pintado et al., 2010).

Os trés revestimentos que se caracterizam por possuir natamicina na sua constituicdo
(Q+LS+NTs00; Q+LS+NT250 € Q+LS+NS+NT) nao apresentaram diferencas entre si, o que
significa que qualquer um deles é eficaz no combate dos fungos, pelo que nao se justifica a
aplicagdo do revestimento que contem os dois antimicrobianos por se tornarem mais
dispendiosos em termos econémicos.

Ao fim dos 60 dias de armazenamento a tripa com o revestimento de Q+LS apresentou
crescimento de bolores assim, o0 revestimento n&o apresentava propriedades
antimicrobianas, uma vez que o valor registado foi semelhante ao encontrado na tripa
controlo B.

Tal como ja concluimos anteriormente, até aos 30 dias houve uma inibigdo do
desenvolvimento de fungos (mesmo por parte dos revestimentos sem agente antimicrobiano
imobilizado) devido ao efeito barreira ao O,, proporcionado pelo quitosano, tal como
apresentado pelo revestimento de Q+LS+NS e pelos revestimentos de Q+LS+NTsy €
Q+LS+NS+NT, os quais se apresentaram sem desenvolvimento fungico aos 30 dias. O
revestimento Q+LS+NT,s5 apresentou um crescimento de 0,5+0,7 log UFC/cm? aos 30 dias,
mas este valor ndo apresenta diferencas estatisticas quando em comparagdo com os de
crescimento nulo, confirmando-se entéo a eficacia do quitosano como barreira ao oxigénio.
Relativamente aos trés revestimentos de natamicina, as tripas aos 60 dias apresentaram-se
sem diferencgas significativas relativamente ao nivel de contaminacéo por bolores, pelo que
qualquer um se revelou eficaz.

Relativamente a contagem de bolores ao longo do tempo de armazenamento, para os
diferentes revestimentos na condigcdo em que a tripa foi contaminada apés a aplicagao do
revestimento, este ensaio teve por objetivo simular o efeito dos revestimentos aquando da
contaminacdo do produto alimentar posteriormente a todo o processo de produgédo e
aplicagdo do revestimento, o que simula as condi¢des de consumo no domicilio do
consumidor, apds abertura da embalagem.

Ao fim de 30 dias de armazenamento, os resultados obtidos foram de encontro ao previsto e
idénticos aos da condicdo em que a ftripa foi contaminada antes da aplicagdo do

revestimento. O revestimento constituido apenas por Q+LS é o Unico que ndo apresentava
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qualquer agente antimicrobiano imobilizado na matriz de quitosano, e revelou-se incapaz de
inibir o crescimento de fungos, tal como aconteceu com o revestimento que continha nisina
imobilizada (Q+LS+NS). Isto sugere-nos que a quantidade de quitosano presente na
composicao dos diferentes revestimentos ndo é eficaz para que este exerca atividade
antifungica e que realmente na condigéo da tripa contaminada antes de ser revestida, que a
situacdo aos 30 dias de armazenamento podera estar relacionada com a criagdo de uma
barreira ao oxigénio, e nao por atividade antimicrobiana/antifungica. Uma vez que os trés
revestimentos com natamicina na sua composicao ndo apresentaram diferengas estatisticas
entre eles, e que sdo semelhantes a tripa controlo A verifica-se que a aplicagdo de qualquer
um deles sera eficaz no controlo do crescimento fungico.

No que respeita aos dados obtidos para os 60 dias de armazenamento, constatou-se que o
revestimento que ndo possui antimicrobiano imobilizado (Q+LS) e o revestimento de nisina
(Q+LS+NS) né&o inibem o desenvolvimento de fungos, tendo um comportamento semelhante
ao controlo B, o que se justifica pela auséncia de um agente antifungico na constituicao
destes revestimentos. Os restantes trés revestimentos, por ndo apresentarem diferencas, no
desenvolvimento, entre si e se compararem a tripa controlo A determinam que qualquer um
deles é eficaz no controlo de fungos.

Efetuando uma analise de cada revestimento ao longo do tempo, verificou-se que apesar de
nao existirem diferencas estatisticas, para os revestimentos de Q+LS+NS e Q+LS+NTy5, €
em ambos houve um aumento no crescimento microbiano tendo este sido bem mais
acentuado no caso do revestimento de nisina. Aos 60 dias a tripa revestida com quitosano e
natamicina apresentou um ligeiro aumento que pode ser justificado pelo revestimento ja
estar a perder o seu efeito antifungico. No entanto, continua sem apresentar diferencas
significativas em relagao a tripa controlo A e restantes revestimentos de natamicina, para o
mesmo periodo de tempo. Entre estes dois revestimentos (Q+LS+NS e Q+LS+NTy5), para o
mesmo tempo de armazenamento (60 dias) sao apresentadas diferengas estatisticamente
significativas o que revela uma vez mais que a nisina nao exerce qualquer efeito antifungico.
De acordo com Pintado et al., (2010), a nisina apresenta pouca ou nenhuma atividade
antimicrobiana contra bactérias gram-negativas, leveduras e bolores.

No que respeita ao revestimento Q+LS, o facto de ndo existirem diferencas estatisticamente
significativas entre o tempo 0 e 60 prender-se-a na existéncia de um elevado desvio-padrao,
visto que para o tempo 0 o crescimento era de 0,4+0,04 log UFC/cm? e no tempo 60 era de
5,5+2,1 log UFC/cm?.

O facto de as tripas com revestimentos Q+LS+NT50 € Q+LS+NS+NT ao final de 60 dias
terem registado um crescimento de bolores idéntico aquele que tinham inicialmente sugere
uma boa inibicdo e controlo de fungos a superficie por parte destes devido a composi¢ao e

concentracao dos antimicrobianos. Qualquer um dos trés revestimentos de natamicina foi
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eficaz no controlo do crescimento de fungos ao longo dos 60 dias do estudo (Handrodimou
et al.,, 2011; Cong et al., 2007; Fajardo et al., 2010)

Em relacdo aos resultados obtidos para os aerdbios totais, por analise do Grafico 5
correspondente as contagens de aerdbios totais a 30 °C ao longo do tempo de
armazenamento, para o revestimento constituido por Q+LS+NS para as diferentes
condicbes de aplicacado, verificou-se que entre o tempo 0 e os 60 houve um aumento
bastante acentuado no crescimento, e 0 mesmo se sucedeu para as trés condi¢cdes de teste
(tripa com aplicacdo de revestimento; tripa contaminada antes de ser aplicado o
revestimento e tripa contaminada apds aplicagéo do revestimento), tal como para os cinco
tipos de revestimento (Q+LS; Q+LS+NS; Q+LS+NTsqp; Q+LS+NTo50; Q+LS+NS+NT) (Ver
anexo ). Tal situagdo vem demonstrar-nos que nenhum dos componentes presentes no
revestimento tem acgao contra as bactérias |a presentes. A nisina nao inibiu as bactérias
gram-positivas que dominavam a microflora das nossas amostras, apesar de ser
referenciados que a nisina tem essa capacidade (EFSA, 2006). Uma vez que as bactérias
gram-negativas ndo se encontravam presentes inicialmente na tripa, nada se pode concluir
a cerca da resisténcia destas aos agentes antimicrobianos.

Segundo a literatura, a nisina tem agéo antimicrobiana contra as bactérias gram-positivas e
nao inibe fungos (EFSA, 2006). De acordo com Aider (2010), o quitosano tem agao contra
fungos e bactérias gram-positivas, sendo as gram-negativas as mais resistentes ao
quitosano. Porém com os resultados obtidos é nos possivel verificar que as bactérias gram-
positivas estdo presentes inicialmente e que mantiveram o seu desenvolvimento ao longo
dos 60 dias, o que significa que a nisina ndo atuou como agente antibacteriano, assim como
o quitosano. Tal facto pode ser justificado se tivermos em consideragdo a quantidade de
nisina incorporada na matriz do revestimento, assim como de quitosano, os quais podem
nao ter sido aplicados em quantidade suficiente para exercer agao antibacteriana (Aider,
2010).

De acordo com Roller e Fletcher (2002), a MIC de quitosano é variavel, podendo variar entre
0,01% e 1% (sendo as leveduras mais sensiveis do que as bactérias). No nosso caso, a
concentracao utilizada foi de 0,5%, o que pode néo ter sido suficiente para inibir as bactérias
(Roller & Fletcher, 2002).

De acordo com Cleveland e Chikindas (2001), a nisina nao é eficaz em aplicagdes de carne
devido a incapacidade da nisina em se distribuir uniformemente nestes produtos, ou por
interferéncia com determinados componentes existentes nos produtos a base de carne,
como ¢é o caso dos fosfolipidos (Cleveland & Chikindas, 2001). Este é entao mais um fator
que levou a exclusao da utilizagdo do revestimento com nisina e natamicina incorporados.
De acordo com Millette et al., (2007), num estudo, a nisina foi imobilizada em alginato e foi

aplicada na superficie de carne bovina, o que levou a reducdo da bactéria Brochothrix
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thermosphacta, de 3 log UFC/cm? para 2 log UFC/cm?, ao fim de 7 dias de armazenamento
(Millette et al., 2007).

Apesar do controlo das perdas de massa permitidas pelo revestimento ter sido inviavel,
consideramos que é importante que as perdas de massa sejam determinadas, na medida
em que permitra uma melhor compreensdo e otimizacdo do revestimento ativo
(Mastromatteo et al., 2010).

Os resultados obtidos permitiram-nos selecionar o revestimento mais viavel para se aplicar
no chourigo e assim determinar os seus efeitos na matriz alimentar. Perante os resultados, e
de uma forma geral, verificou-se que o quitosano por si s6 nao teve qualquer agao
antifungica e que a nisina quando incorporada no revestimento também nao revelou uma
acao eficaz. Por outro lado, os resultados obtidos com os trés revestimentos com natamicina
incorporada mostraram nao resultar em qualquer diferenca estatisticamente significativa
entre eles, no que respeita a agdo antifungica, e que portanto, tanto o revestimento com
natamicina numa concentragdo de 500 pg/mL como de 250 pg/mL, revelam ser eficazes, o
que vai de encontro ao valor de MIC determinado em 250 ug/mL.

O alginato e k-carragenina sao dois polissacarideos ja utilizados para a formulacdo de
revestimentos a serem aplicados em queijos. De acordo com Fajardo et al., (2010), ndo se
verificaram diferengas no desenvolvimento de fungos entre o queijo controlo e o queijo
revestido, ao contrario do que aconteceu no estudo de Cerqueira et al., (2010), onde as
diferengas foram notdrias, tal como no nosso caso (Cerqueira et al., 2010; Fajardo et al.,
2010).

De acordo com Fajardo et al., (2010), os revestimentos de quitosano sdo uma boa barreira
ao oxigénio, mas permeavel ao vapor de agua (devido a natureza hidrofilica do quitosano,
que permite que as moléculas de agua interajam com a matriz, aumentando a sua taxa de
permeabilidade). Aquando da incorporagdo de natamicina, o revestimento mantem a sua
permeabilidade ao vapor de agua, mas aumenta a permeabilidade ao oxigénio e didxido de
carbono (Fajardo et al., 2010). Segundo Darmadji e Izuminoto (1994) (citado por Coma
(2008)), o quitosano quando aplicado em carne, numa concentracédo de 0,01% inibe o
crescimento de E. coli e Pseudomonas (Coma, 2008). Yingyuad et al., (2006) (citado por
Coma, 2008) demostraram que a aplicacdo de quitosano sobre a carne de porco, sendo
esta embalada a vacuo, € uma boa associagdo no controlo do desenvolvimento de LAB
(Coma, 2008).

Fajardo et al., (2010), afirmou que a quantidade de aditivo a incorporar nos alimentos deve
ser limitado pelo nivel mais baixo que garanta o efeito desejado (Fajardo et al., 2010).

Tendo em consideragao os nossos resultados experimentais suportados pela informacao
disponivel na literatura consultada, decidimos que o revestimento que iriamos aplicar no
chourigo seria o constituido por natamicina, a uma concentragao de 250 ug/mL. A excluséo

do revestimento composto por nisina e natamicina imobilizadas foi feita tendo em
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consideragao o anteriormente citado, e pelo facto de nao existirem diferengas significativas
entre os resultados e assim ndo ser necessario um gasto acrescido de aditivos e desta
forma ir ao encontro das preferéncias dos consumidores a qual se prende pelo consumo de
géneros alimenticios com o minimo recurso a aditivos, dando preferéncia a incorporagéo de
aditivos de origem natural.

Em relagdo a concentragdo minima inibitéria da natamicina (MIC), tal como referido, esta foi
fixada em 250 pg/mL (MICsp). A MICsy € aquela que inibe metade dos microrganismos.
Porém no decorrer do método experimental surgiram diversas dificuldades, sendo a principal
a insolubilidade da natamicina. A natamicina revelou ser extremamente insoluvel em agua,
pelo que se utilizou um diluente, o DMSO.

No que respeita a insolubilidade da natamicina a solugdo podera passar por solubilizar o
antimicrobiano numa solugéo de acido acético e depois neutralizar essa mesma solugao.

De acordo com os dados de densidade ética (DO) obtidos para a MIC (a qual pretendeu
determinar a concentragdo minima de antifungico que permite a inibicdo total do
crescimento de fungos), e representados no Gréfico 1, estima-se que a concentragao de 250
pg/mL corresponda a MICs, e que a de 500 yg/mL a MIC4q9. Porém, optou-se por utilizar a
MICsy, pois de acordo com os resultados do teste em que a tripa foi inoculada e revestida
com os diferentes revestimentos, verificou-se que nao existiam diferengas estatisticamente
significativas, no crescimento de fungos, em relagéo aos dois revestimentos com natamicina
imobilizada (250 yg/mL e 500 pg/mL). Por outro lado, foi também uma forma de testarmos
quantos logaritmos conseguiriamos diminuir com a aplicacdo de um revestimentos com
natamicina imobilizada numa concentragdo que corresponde a uma MICsy.

Fajardo et al, (2010), testaram um revestimento de quitosano com imobilizagao de
natamicina, aplicando-o na superficie de queijo para inibir o desenvolvimento de fungos.
Este revelou-se eficaz e a MIC do revestimento foi determinada em 500 pg/ml, tendo sido
testada através da aplicagdo direta do revestimento (a diferentes concentragdes) sobre
pedacos de queijo. Estes resultados vao de encontro aos por nés obtidos, apesar de termos
optado pela aplicagdo da MICs,. De qualquer modo, as matrizes alimentares sdo bastante
diferentes, podendo haver interferéncia na agdo do antifungico. Por outro lado, o quitosano
como matriz para imobilizagdo de natamicina ja foi testado em melao, revelando-se eficaz
(Cong et al., 2007). A MIC de natamicina foi determinada em 20 ug/mL para Alternaria
alternate e Fusarium semitectumby (Cong et al., 2007).

A aplicagdo do revestimento de quitosano com imobilizacdo de natamicina (numa
concentracao de 250 ug/mL) no chourigo tradicional Portugués, foi tecnologicamente um
processo simples e sem dificuldades de aplicagao podendo ser faciimente reproduzido em
condi¢des de produgao industrial.

Ao fim de 11 dias o desenvolvimento fungico comegou a ser visivel na superficie do

chourigo, e este ao final de 21 dias apresentava-se ja com caracteristicas organolépticas
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consideradas repugnantes para o consumidor. Assim foi efetuada uma primeira analise,
tendo as restantes sido efetuadas ao fim de 1 e 2 meses.

As leveduras crescem especialmente em aerobiose, pelo que o seu desenvolvimento na
superficie de produtos carneos se encontra favorecido (Selgas & Garcia, 2007).
Relativamente a contagem de fungos (Grafico 6) verificou-se que apenas ao final de 60 dias
€ que o chourigco que tinha sido sujeito a aplicagdo do revestimento apresentou destes
microrganismos com contagens semelhantes a do chourigo controlo com 30 dias de
armazenamento. Isto revela a eficacia do revestimento no periodo em estudo. No entanto,
visivelmente, a contaminagao do chourigo revestido apresentava-se de forma diferente a do
controlo. Enquanto que no controlo a contaminacgao se distribuia uniformemente no produto,
no chourigo revestido haviam locais onde a contaminagdo n&o estava presente, 0 que nos
sugere que talvez o revestimento tenha sido mal aplicado, por ter sido com um pincel e ndo
a mergulhar o produto na solugdo de revestimento. Uma outra justificagdo podera passar
pelo que foi verificado por Bierhalz et al., (2012) quando afirmou que a incorporagédo de
natamicina num filme nao teve uma distribuicdo uniforme devido a sua baixa solubilidade
(Bierhalz et al., 2012).

Posto isto, foi tempo de verificar a interferéncia do revestimento com outros microrganismos.
A contagem de aerdbios totais presentes num produto alimentar dao-nos ideia da qualidade
microbiologica do produto, caracterizando-o em termos de condi¢des de manipulagdo e
estado de alteragao do produto alimentar. Porém, no caso dos produtos fermentados, como
€ o caso do chourico, esta carga microbiana é sempre elevada, tal como podemos
comprovar pelos valores obtidos inicialmente para o chourigo controlo e revestido, 5,8-5,9
log UFC/g. Este valor vai de encontro ao descrito por Ribeiro (1974), que referencia uma
carga de 5 log UFC/g como padrao neste produto quando pronto-a-consumir (Ribeiro, 1974).
Este valor foi aumentando ao longo do tempo de armazenamento (Grafico 7), chegando a
valores compreendidos entre 8 e 9 log UFC/g, os quais sao justificados pelo
desenvolvimento de fungos na superficie do produto e ndo pela deterioragdo do produto,
uma vez que nunca se registaram valores de crescimento de Pseudomonas ao longo do
tempo, nem em nenhuma das amostras em analise. As Pseudomonas sdo cocos gram-
negativos (Ordéfez & Hoz, 2007) e foi possivel comprovar a sua auséncia no chourico.

De acordo com Garriga e Aymerich (2007) é comum a presenca de Pseudomonas, no inicio
do processo de fabrico de chourico. Alguns autores afirmam que durante o processo de
producdo que estas se desenvolvem e aumentam, enquanto outros afirmam que a
quantidade de Pseudomonas se mantem constante ou pode até mesmo desaparecer até ao
final do processo de produgao, como foi o nosso caso (Garriga & Aymerich, 2007) o que se
coaduna com os resultados obtidos no presente estudo.

Em relagdo as bactérias do acido lactico (LAB) estas fazem parte integrante da microflora

intrinseca dos produtos carneos fermentados e podem atingir um crescimento tal que pode
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chegar até entre 6 a 9 log UFC/g (Garriga & Aymerich, 2007; Lebert et al., 2007). Os
resultados obtidos vao de encontro ao esperado, no entanto ao final de 60 dias, o chourigo
revestido apresenta uma contagem inferior aquela que se registou no chourigo controlo ao
fim de 30 dias, mas mantém-se dentro do limite esperado. Estas bactérias sdo cocos gram-
positivos e tal como podemos verificar estdo sempre presentes no chourico revestido e nao
revestido ao longo do tempo.

De acordo com um estudo realizado por Coma (2008), o acido acético, quando presente
numa matriz de quitosano e aplicado na superficie de produtos carneos, ndo inibe o
desenvolvimento das LAB. Assim, o facto de o revestimento ser constituido pelo referido
acido, nao € motivo de inibicao destas bactérias (Coma, 2008).

A aplicacao do revestimento nao revelou alteragdes no desenvolvimento de Staphylococcus
coagulase negativos tal como aconteceu com os parametros fisico-quimicos, pH e a,, .

Tal como ja tinha sido comprovado no teste efetuado na tripa seca natural, o quitosano néo
demonstrou qualquer efeito sobre as bactérias presentes nas matriz alimentar, uma vez que
as bactérias gram-positivas la se mantiveram presentes ao longo de todo o tempo de
armazenamento, tal facto pode justificar-se pela complexidade da matriz alimentar (Aider,
2010). Coma (2008), cita que para alimentos com concentragées moderadas de sal (NaCl),
pode haver inibicdo da acdo antimicrobiana do quitosano, o que o podera prever a sua

inatividade no revestimento aplicado no chourico.
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7. CONCLUSOES
As industrias alimentares tentam cada vez mais responder as necessidades e espectativas
do consumidor, dando sempre garantias de qualidade e seguranga alimentar.
Com este trabalho pretendeu-se ir de encontro aquilo que é util e benéfico ao consumidor de
chourico tradicional Portugués, ou seja, com o desenvolvimento deste revestimento ativo
comestivel, o consumidor vé o produto alimentar aumentar o seu tempo de vida util apos
abertura da embalagem, sem que haja desenvolvimento da microflora fungica na superficie
do chourico.
De entre as trés matrizes de revestimentos testados (alginato, k-carragenina e quitosano)
aquele que revelou ter uma melhor formulacdo e comportamento tecnolégico foi o de
quitosano.
No entanto, o quitosano por si sé nao revelou qualquer efeito inibidor sobre as bactérias
gram-positivas presentes na tripa seca natural, tal como aconteceu com a nisina. Porém o
revestimento de quitosano demonstrou ser uma forte barreira ao oxigénio, tendo a
capacidade de inibir eficazmente o desenvolvimento de fungos na superficie do produto até
pelo menos 30 dias apds a sua aplicacdo e independentemente da existéncia de outros
agentes antimicrobianos na sua constituigéo.
A nisina e a natamicina, quando imobilizadas no revestimento de quitosano e aplicadas em
tripa seca natural revelaram a possibilidade de exercerem um efeito sinergético na inibi¢cao
de fungos. No entanto, ndo apresentaram diferengas significativas entre os restantes
revestimentos constituidos apenas pelo agente antifungico, a natamicina.
Assim sendo, os revestimentos de quitosano com imobilizagédo de agentes antimicrobianos
revelaram ser eficazes quando aplicados quer antes quer apos a tripa seca natural estar
contaminada. No entanto, s6 os revestimentos constituidos pelo agente antifungico
(natamicina) apresentaram eficacia contra o desenvolvimento de fungos até aos 60 dias.
O desenvolvimento das LAB, Staphylococcus coagulase negativos, a, e pH mantém-se
praticamente concordantes entre a amostra revestida e ndo revestida, ndo sendo por isso
afetados significativamente pela incorporagao do revestimento ativo no produto.
A concentragdo minima inibitéria (MIC) para a natamicina determinada foi de 250 ug/mL
(MICsp) e a utilizagdo desta concentracdo nos revestimentos resulta num valor de
incorporagdo por area superficial de produto aproximado de 0,1 mg/dm?, o que é bastante
inferior ao valor indicado na Diretiva 95/2/CE da Comissao Europeia, como maximo
permitido (1,0 mg/dm?).
A partir de produtos carneos fermentados isolamos e identificamos diferentes fungos:
Penicillium funiculosum, Penicillium pulvillorum, Penicillium janthinellum, Penicillium mirabile,
Penicillium claviforme, Penicillium humuli, como bolores; e Candida sp. como levedura.
A aplicagdo do revestimento de quitosano com natamicina imobilizada, em chouri¢co
tradicional Portugués revelou ser eficaz no controlo do desenvolvimento de fungos na
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superficie do produto alimentar. Enquanto o chourigo controlo (ndo revestido) ao fim de 21
dias ja se apresentava visivelmente contaminado, sé ao fim de 60 dias € que o chourigo
revestido apresentou contagens semelhantes a estas. Ao longo de 30 dias o chourigo
revestido nunca apresentou diferengas em relagdo ao tempo inicial.

Posto isto, verificamos que a aplicagado do revestimento ativo aumenta o tempo de vida util
do chourico tradicional Portugués.

Contudo, estudos posteriores sdo necessarios, 0s quais passam inclusivamente por uma
analise sensorial, para que seja analisado se o revestimento causa alteragdes
organolépticas ao produto alimentar e seja efetuado um estudo de vida util pormenorizado,
de modo a sabermos ao certo quanto tempo o revestimento é capaz de estar ativo sobre a
superficie do produto alimentar.

E importante desenvolver estudos que determinem que tipo de ligagdo é estabelecida entre
0 quitosano e a natamicina, para que assim se compreenda melhor o comportamento do
revestimento para com o produto alimentar

A baixa solubilidade da natamicina € um fator que também deve ser resolvido, assim como
apostar em testes que determinem a velocidade de libertagdo da natamicina a partir do
revestimento em causa. E desejavel que haja um baixo coeficiente de difusdo da natamicina
do revestimento para o alimento, para que assim se mantenha uma concentragdo acima do
limite de inibicdo dos microrganismos alvo, na superficie e o efeito antimicrobiano se
mantenha durante mais tempo. A determinacido de aspetos como adesdo, coeséo,
solubilidade, transparéncia, propriedades mecénicas e permeabilidade ao vapor de agua e
gases, sdo também importantes de estudar.

Relativamente & oxidagdo do produto alimentar, sera também importante determinar o indice
de Acido Tiobarbiturico (TBA) ao longo do tempo, de modo a verificar se o revestimento

influencia a oxidagao do chourico.
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ANEXO | — Tabela com médias, desvio-padrao e significancia relativos a analise de bolores e aerébios totais a 30°C da tripa seca natural

Contagem de Bolores

Tripa contaminada antes Sign. Tripa contaminada apds Sign.

dias n 0 30 60 0 30 60
0 tripa sem nada 2 [0,0£0,0a 0,0+£0,0 a 0,0+0,0 a NS |0,0+0,0 a 0,0+0,0 a 0,0+£0,0 a NS
1 tripa contaminada 2 |0,410,03 bA |6,8%0,7 bB 5,110,6 bC *10,4+0,03 bA |6,8t0,7bB |5,1£0,6 bC *
2 Q+LS 2 [0,41t0,04bA |0,3%£0,5a3AB |5,9t0,3 bB *10,4+0,04 bA |7,0£0,6 bB |5,5+2,1 bAB *
3 Q+LS+NS 2 |0,4£0,04 bA |0,0£0,0 2A 4,1+2,0 bAB *10,410,04 b 3,613,7 ¢ 3,3%4,7 b,c NS
4 Q+LS+NT 2 [0,410,04 bA |0,0£0,0 aB 3,2+4,5 bcAB *10,4+0,04 bA |0,0£0,0aB |0,4£0,5 acAB *
5 Q+LS+NT (1/2 concentragdo) 2 |0,410,04 b 0,5+0,7 a 3,3%4,6 bc NS |0,4+0,04 b 0,6+0,6 a 1,2+1,7 ac NS
6 Q+LS+NS+NT 2 [0,410,04 bA |0,0£0,0 aB 0,0+0,0 acB *10,4+0,04 bA |0,0£0,0aB |0,3£0,5 acAB *

Significancia ok Rk * ok

NS néo significante, * p<0,05, *** p<0,001
ABC- letras diferentes na mesma linha correspondem a médias significativamente diferentes
abc- letras diferentes na mesma coluna correspondem a médias significativamente diferentes

Contagem de Bolores
tripa s6 com aplicagcédo do revestimento Sign.

dias n 0 30 60
0 tripa sem nada 2 |10,0£0,0 a 0,0+0,0 a 0,0+0,0 a NS
1 tripa contaminada 2 |0,4+0,03 bA |6,8+0,7 bB |5,1+0,6 bC *
2 Q+LS 2 |0,0£0,0 a 0,7+0,0 a 2,1£3,0 ab NS
3 Q+LS+NS 2 (0,0+0,0a 0,540,5a 3,910,7 bc NS
4 Q+LS+NT 2 |0,0£0,0 a 0,1+0,1 a 0,110,1 ac NS
5 Q+LS+NT (1/2 concentragdo) | 2 |0,0+0,0 a 0,0£0,0 a 0,0£0,0 a NS
6 Q+LS+NS+NT 2 |0,040,0 a 0,2+0,0 a 0,6+0,9 a,c NS

Significancia o * *

NS néo significante, * p<0,05, *** p<0,001
ABC- letras diferentes na mesma linha correspondem a médias significativamente diferentes
abc- letras diferentes na mesma coluna correspondem a médias significativamente diferentes
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ANEXO | (continuagao) — Tabela com médias, desvio-padrao e significancia relativos a analise de bolores e aerébios totais a 30°C da tripa

seca natural

Contagem Aerobios Totais a 30°C

tripa contaminada antes Sign. tripa contaminada apés Sign. tripa S?e?/(;?ti?np;':g gao do Sign.

dias n 0 60 0 60 0 60
0 tripa sem nada 2 |0,7¢0,01 aA |7,0+0,0 aB ***10,7¢0,01 aA |7,0£0,0 aB ***10,7£0,01 aA 7,0+0,0 aB el
1 tripa contaminada 2 |0,940,02bA |7,940,2 bB *10,9+0,02 bA | 7,9+0,2 bB *10,9+0,02 bA 7,9+0,2 bcB *
2 Q+LS 2 |0,910,02bA |8,2+0,8 bB *10,9+0,02 bA |8,1+0,1 bB **10,7£0,01 a 8,5t2,1b NS
3 Q+LS+NS 2 |1,8£0,02b 7,6+0,9 ab NS |0,9+0,02 bA | 7,0+0,06 abB **10,74£0,01 a 7,7t1,0 ab NS
4 Q+LS+NT 2 |0,9+0,02bA |6,6+0,0 aB **10,9+0,02 bA | 7,0+0,0 abB ***10,7£0,01 aA 7,0+0,0 acB o
5 Q+LS+NT (1/2 concentragéo) | 2 |0,940,02 bA |7,410,5 abB *10,9+0,02 bA |6,7+0,4 aB *10,7£0,01 aA 7,0+0,0 acB o
6 Q+LS+NS+NT 2 |0,9+0,02bA |6,7+0,07 aB **10,9+0,02 b 6,2+0,7 a NS | 0,7£0,01 aA 7,0+0,0 acB il

Significancia el * el * el

NS néo significante, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001
AB- letras diferentes na mesma linha correspondem a médias significativamente diferentes

abc- letras diferentes na mesma coluna correspondem a médias significativamente diferentes
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ANEXO Il — Tabela com médias, desvio-padrao e significancia relativos a analise microbiolégica e fisico-quimica do chouri¢o tradicional

Portugués
Contagem de Bolores Contagem de AT 30°C
dias 0 21 30 60 Sign. 0 21 30 60 Sign.
0 Controlo 3,0+1,12 A |[8,5+0,11 aB | 8,4+0,10 aB *5,8£1,0 A 8,4+0,11 aB |8,1£0,20 C *
1 Revestido 2,5+1,64 A |5,2+0,81 bA |5,8+0,58 bA |9,0+0,48 B *[5,9¢0,67 A |[6,4+0,68 bA |7,3+0,70 A [9,140,47 B *
Significancia NS el ** NS NS el NS NS
Contagem de LAB Contagem de Staphylococcus coagulase negativos
dias 0 21 30 60 Sign. 0 21 30 60 Sign.
0 Controlo 6,9+1,18 8,4+0,08 8,3+0,23 a NS (4,410,111 5,0+0,39 4,8+0,59 a NS
1 Revestido 7,5+0,71 7,8+0,61 7,8+0,08 7,1£0,39 b NS [4,3t0,41 A [4,440,13 A |4,7+0,80A |7,440,53 bB *
Significancia NS NS NS * NS NS NS i
pH aw
dias 0 21 30 60 Sign. 0 21 30 60 Sign.
0 Controlo 5,2+0,46 5,6+0,01 6,0+0,08 NS [ 0,95+0,001 0,9410,004 0,954+0,003 a NS
1 Revestido 5,3+0,58 5,4+0,16 5,5+0,07 6,3+0,6 NS [0,94+0,006 A 0,94+0,002 A 0,94+0,003 bA | 0,970,002 bB **
Significancia NS NS NS NS NS NS i bl

NS n&o significante, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001
ABC- letras diferentes na mesma linha correspondem a médias significativamente diferentes
ab- letras diferentes na mesma coluna correspondem a médias significativamente diferentes

- as contagens obtidas para o chourigo revestido ao fim de 60 dias de armazenamento foram comparadas com as obtidas para o controlo ao fim de 30 dias
de armazenamento.
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