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O objetivo deste estudo foi determinar o teor de nitrito e nitrato, pH e atividade de agua, bem como
realizar andlise microbioldgica de produtos cérneos classificados como linguica produzidos em
estabelecimentos do Vale do Taquari, fiscalizados por Inspe¢do Sanitaria Municipal. Amostras de
linguica foram coletadas em 11 estabelecimentos em municipios localizados no Vale do Taquari durante
0s meses de abril, maio e junho de 2013. Em cada um dos 11 estabelecimentos, foram coletadas 3
amostras do mesmo produto, sendo cada uma delas de um lote distinto, totalizando 33 amostras de
linguiga. Os teores de nitrito e nitrato, pH, atividade de agua e andlise microbioldgica (coliformes
termotolerantes, Staphylococcus coagulase positiva e Salmonella spp.) foram determinados conforme
metodologias oficiais e parametros definidos pela legislacdo brasileira. De acordo com o0s resultados,
30,3% e 69,7% das amostras analisadas apresentaram, respectivamente, niveis de nitrito e nitrato acima
do valor estabelecido pela legislacdo brasileira. Na anéalise microbioldgica, 54,5%, 36,4% e 9,1%
apresentaram crescimento acima do estabelecido para coliformes termotolerantes, Staphylococcus
coagulase positiva e Salmonella spp., respectivamente. Todas as amostras estavam acima do valor de
referéncia para atividade de agua e dentro do valor de referéncia para pH. Os resultados indicam que os
estabelecimentos ndo apresentaram padrdo de producédo, boas praticas e a maior parte das amostras de
linguica foi considerada impropria para o consumo humano, principalmente em relagéo a concentragdo de
nitrito e nitrato e a analise microbioldgica.
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Microbiological and Nitrite and Nitrate Analysis in Sausage

The objective of this study was to determine the levels of nitrite and nitrate, pH and water activity as well
as perform microbiological analysis of meat products classified as sausage produced at Taquari Valley’s
establishments, supervised by Municipal Sanitary Inspection. Samples of sausage were collected from 11
establishments controlled by the Municipal Sanitary Inspection in towns of Taquari Valley during the
months of April, May and June 2013. In each of the 11 facilities, three samples of the same product from
different batches were collected, totaling 33 samples of sausages. The levels of nitrite and nitrate, pH,
water activity and microbiological analysis (thermotolerant coliforms, coagulase positive Staphylococcus
and Salmonella spp;) were determined according to official methods and parameters set by Brazilian
legislation. According to the results, 30.3% and 69.7% of the samples showed, respectively, levels of
nitrite and nitrate above the value established by the Brazilian legislation. In the microbiological analysis,
54.5%, 36.4% and 9.1% showed thermotolerant coliforms, coagulase positive Staphylococcus and
Salmonella spp., respectively. All samples were above the reference value for the water activity value and
within the reference to pH. The establishments no have patterns of production and the majority of samples
of sausage was considered unfit for human consumption, especially in relation to the concentration of
nitrite, nitrate and microbiological analysis.
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1. INTRODUCAO

Os sais de nitrito e nitrato tém a finalidade de conservar, intensificar ou modificar as
propriedades dos alimentos. Especificamente, nos produtos carneos eles sdao empregados como
aditivo alimentar devido sua agdo preventiva na proliferacdo de esporos de algumas bactérias
gue podem causar alteracBes graves nestes produtos. A producdo envolve vérias etapas de
manipulacdo, aumentando o risco de contaminacdo por microrganismos, patdégenos ou
deterioradores, comprometendo a qualidade higiénico-sanitaria do alimento’. Entre esses
contaminantes podemos destacar os microrganismos patogénicos como a Salmonella spp. e o0s
coliformes termotolerantes®. Além disso, tem acdo no sabor, na cor e na capacidade
antioxidante, aumentando o tempo de conservacéo do produto®.

A legislacdo brasileira permite a adi¢do de sais de nitrito e nitrato de sddio até os valores
méaximos de 0,015g/100g e 0,03g/100 g, respectivamente’. Por meio do uso destes sais é
possivel conservar os alimentos, tendo como funcao a estabiliza¢do da cor, desenvolvimento do
sabor e aroma caracteristicos de produtos curados, melhoramento da textura, atividade
antimicrobiana e antioxidante®. Dentre 0s microrganismos patogénicos que podem estar
presentes nos  alimentos  destacam-se  coliformes  termotolerantes,  coliformes
totais, Staphylococcus  coagulase  positiva e Salmonella  spp.°.  Quanto aos padrdes
microbioldgicos, os produtos carneos maturados devem apresentar contagem maxima de 1,0
x 10° UFC/g para coliformes termotolerantes, 5,0 x 10° UFC/g para Staphylococcus coagulase
positiva; e auséncia de Samonella spp em 25g da amostra’. E importante observar que a maioria
dos alimentos contém nutrientes suficientes para que ocorra o desenvolvimento microbiano.
Dentre os principais fatores podemos destacar a atividade de 4gua e o pH®.

Entretanto, o consumo de sais de nitrito e nitrato de sédio além de um limiar pode causar leve
prejuizo a saude®, mas se o consumo for expressivo pode levar ao aumento da incidéncia de
alguns tipos de cancer. Isso ocorre através de uma rea¢do natural do organismo e nos alimentos,
na qual o nitrato transforma-se em nitrito com a formacdo de nitrosaminas, que S&o
potencialmente carcinogénicas'. Os nitratos sdo relativamente pouco toxicos para 0s seres
humanos, mas a sua toxicidade esta atribuida principalmente a sua reducdo a nitrito. Esse
composto pode reagir com as aminas e amidas secundarias e terciarias, formando compostos
nitrosos como as nitrosaminas e nitroamidas, com grande potencial carcinogénico. Além disso,
a ingestdo excessiva de nitrito e nitrato na dieta pode ocasionar efeitos nocivos, como a
formacdo de meteglobinemia (sindrome do bebé azul), que é produzida por oxidagdo da
hemoglobina pelo nitrito, sendo as criangas mais susceptiveis a essa sindrome™*,

O objetivo deste estudo foi determinar o teor de nitrito e nitrato, pH e atividade de 4gua, bem
como realizar analises microbiol6gicas em produtos céarneos classificados como linguica
produzidos em estabelecimentos na regido do Vale do Taquari, fiscalizados pelo servigo de
Inspecdo Sanitaria Municipal (SIM).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Amostras

As amostras de linguica foram coletadas em 11 estabelecimentos fiscalizados pelo SIM em
municipios localizados no Vale do Taquari durante os meses de abril, maio e junho de 2013. Em
cada um dos 11 estabelecimentos, foram coletadas 3 amostras do mesmo produto, sendo cada
uma delas de um lote distinto, totalizando 33 amostras de linguica (n=33).

As amostras de linguica foram adquiridas em pecas inteiras diretamente nos estabelecimentos
produtores e transportadas até o laboratério de anélise em caixas refrigeradas a 4°C para evitar
contaminacdo microbioldgica. Ao chegar ao laboratério, cada linguica foi fracionada em 5
amostras de 25g, embalada, identificada por estabelecimento, lote e data da coleta e
acondicionada em refrigerador a 4°C. Destas, uma das amostras foi utilizada para realizagéo da
andlise inicial de nitrito e nitrato e outra para analise microbiologica. As demais amostras
permaneceram acondicionadas em refrigerador a 4°C por 7, 14 e 30 dias quando foi realizada
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uma nova anélise da concentragdo de nitrito e nitrato em cada uma das amostras para verificar a
evolucdo na concentragdo ao longo do tempo.

2.2. Anélises Fisico-quimicas

Os teores residuais de nitratos e nitritos, pH e atividade de agua das amostras foram
realizados segundo as metodologias analiticas oficiais previstas na Instrucdo Normativa n°20,
de 21 de julho de 1999, do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA)".

A determinacgdo quantitativa de nitrito consiste na reacdo de diazotagdo do ion nitrito com
acido sulfanilico e copulacdo com cloridrato de alfa-naftilamina em meio 4cido, formando o
acido alfa-naftilamino-p-azobenzeno-p-sulfénico de coloracdo résea. O produto resultante é
determinado espectrofotometricamente a 540 nm*. O nitrato é reduzido a nitrito por agdo do
cadmio esponjoso em meio alcalino. Todas as andlises de nitrito e nitrato foram realizadas em
triplicata.

Para a determinacdo do pH utilizou-se pHmetro marca Digimed e para medir a atividade de
agua foi usado medidor Aqualab, modelo CX-2, sendo determinada uma vez em cada amostra.

2.3. Analises microbioldgicas

Para as analises de coliformes termotolerantes foi utilizada a metodologia de AFNOR -
Certificate Number 3M 01/2-09/89, para as analises de Staphylococcus coagulase positiva foi
utilizada a metodologia de AFNOR — Certificate Number 3M 01/19 04/03 e para as analises de
Salmonella spp. foi utilizada AFAQ AFNOR CERTIFICATION e ISO 6785:2001. Foi utilizado
como parametro de referéncia a RDC n° 127, As anélises microbioldgicas foram realizadas em
laboratério certificado no Ministério da Agricultura (MAPA), na Rede Metroldgica do Rio
Grande do Sul, cadastrado na Fundagdo Estadual de Protecdo Ambiental (FEPAM) e com
ISO17025.

2.4. Anélise estatistica

Foi realizado o teste t-student para comparacdo dos valores da amostra com os valores de
referéncia e o teste ndo-paramétrico de Wilcoxon para a comparacdo dos valores da amostra
com os valores de referéncia para aquelas variaveis que apresentaram uma variagdo nos seus
valores. Para os testes acima citados, o nivel de significancia assumido foi de 5% (p < 0,05) e 0
software utilizado para a analise estatistica foi o SPSS versédo 13.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta a concentragdo de nitrito e nitrato nas 33 amostras. No total, 30,3% das
amostras apresentaram teor de nitrito e 69,7% apresentaram teor de nitrato acima do previsto
pela legislagdo brasileira. Segundo a Portaria n°® 1.004, de 11 de dezembro de 1998, do MAPA,
o limite de nitrito estabelecido para produtos carneos é de 0,0159/100g e de nitrato é de
0,03g/100g"*. Contudo, neste estudo, verificamos que 54,5% das amostras apresentaram nitrito
acima do permitido e 100% das amostras apresentaram nitrato acima do permitido em pelo
menos um dos lotes analisados. Oliveira et al.’, obtiveram resultados semelhantes em relacdo ao
nitrito, onde 50% das amostras de linguica apresentaram nitrito em quantidades superiores ao
valor de referéncia. Em relagéo ao nitrato, 0s mesmos autores encontraram 13,3% das amostras
com resultado inferior ao valor de referéncia®. Como as anélises foram realizadas em trés lotes
distintos, podemos observar que tais estabelecimentos ndo utilizam padréo de adicdo de sais de
nitrito e nitrato, uma vez que o resultado da analise apresentou grande variacado entre os lotes do
mesmo produto e estabelecimento.
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TABELA 1: Concentracao de nitrito e nitrato (mg/kg) em amostras de linglica coletadas no
Vale do Taquari - RS.

Estabele- Nitrito Nitrato

cimento Lote 1 Lote 2 Lote 3 Média Lote 1 Lote 2 Lote 3 Média

1 195,9* 268,74* 13,13  159,26* 639*  703,75* 438,62* 593,79*
2 7,97 52,09 8,42 22,82  785,34* 55359* 4248  46047*
3 10,96 62,4 6,28 26,54 663,3* 868,38 523,67* 685,12*
4 89,88  320,74* 167,86* 192,82* 300,27* 287,77 220,91 296,65
5 44,48 42,84 5,25 30,86 87,38  469,1* 85,34 213,94
6 9,76 370,45* 21,02 133,74 447,19* 491,61* 519,94* 486,25*
7 450,51* 573,59* 449,27* 491,12 62,14  526,22* 102,15 230,17
8 17,66 2,23 14,21 11,36 207,61 110,52 500,12* 272,75
9 138,63 102,67 239,35* 160,22* 734,89* 665,93* 774,53* 72511*
10 33,68 78,83  878,09* 330,2* 446,25* 343,01 127,28 305,51*
11 13,61 4,69 22,23 13,51 632,9* 437,43* 598,38* 556,23*

*Valores acima do valor de referéncia para nitrito de nitrito de 150 mg/kg e de nitrato 300
ma/kg.

O estudo ainda observou que 50% das amostras apresentaram diminuigdo nas concentracoes
de nitrito e 40% nas de nitrato apds 30 dias de armazenamento. Resultados diferentes foram
encontrados por Stieven et al.", onde 100% das amostras apresentaram reducéo consideravel
nos niveis de nitrito e nitrato. No processo de cura dos produtos carneos, os teores de nitrito e
nitrato tendem a diminuir ap6s algum tempo de armazenamento, porque tanto o nitrito quanto o
nitrato se convertem em outras substancias. O nitrito é fonte de dxido nitrico, agente fixador de
cor. Em meio acido o nitrito libera &cido nitroso, que se decompde em 6xido nitrico e se fixa a
mioglobina. O nitrato, por sua vez, se reduz a nitrito* com formag&o de nitrosaminas, que sdo
substancias potencialmente cancerigenas'®. Os sais de nitrito e nitrato podem causar inimeros
maleficios a salde humana. Quando consumidos em pequenas doses causam dor de cabeca,
desconforto gastrointestinal e endurecimento da face e extremidades. Em doses mais elevadas,
os sintomas podem ser ainda mais graves, podendo, inclusive, causar alguns tipos de cancer®.

Dellavale et al."® demonstrou que a ingestdo de nitrito de fontes animais foi associado com
risco aumentado de carcinoma de células renais, especialmente adenocarcinomas de células
claras. Catsburg et al.'® associaram a ingestdo de nitrato de carnes curadas com aumento
significativo do risco de cancer de bexiga. Outro estudo associou a ingestdo de nitrito com
carcinoma de es6fago em homens, mas em mulheres os niveis de exposi¢cdo foram menores e
n&o encontramos associacdes positivas'’. Segundo Dutra et al.'®, existe relacéo entre o consumo
excessivo de carnes curadas durante a gestacdo com o risco de tumor cerebral em criangas. Um
estudo que avaliou a associacao entre a ingestdo de nitrito e nitrato e risco de cancer colorretal
mostrou que o consumo de nitrato ndo foi associado com risco para este cancer em mulheres.
No entanto, entre as mulheres com ingestdo de vitamina C abaixo da mediana (83,9 mg/dia), e
com isso, maior exposi¢ao ao Oxido nitrico, o risco para cancer colorretal aumentou nos quintis
crescentes do consumo de nitrato™.

A Tabela 2 demonstra a existéncia de uma diminui¢do do teor de nitrito e nitrato nos
primeiros 14 dias em relagdo aos 7 primeiros e um aumento significativo da média de nitrato na
linguica no 30° dia em relacdo a analise realizada no 142 dia, entretanto o aumento de nitrito
neste periodo ndo foi significativo. A elevagdo dos valores de nitrato nas amostras ocorre em
decorréncia da oxidagdo do nitrito em nitrato™. Para Honikel °, essa reacdo explica porque o
nitrato de sodio foi encontrado em concentracdes consideraveis em produtos carneos nos quais
apenas o nitrito foi adicionado. O nitrato inibe competitivamente a absor¢do de iodo pela
tiredide. Com a reducdo do iodeto disponivel, ocorre redugdo na producdo dos horménios
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tireoidianos T3 e T4 e consequentemente aumento da producéo de TSH, estimulador da tiredide.
Este estimulo é um potencial carcinogénico quando ocorre com muita frequiéncia no organismo
humano. Além disso, o nitrato é reduzido a nitrito e quando entra em contato com as bactérias
digestivas forma uma substancia chamada nitrosamina, que também tem importante potencial
carcinogénico?.

TABELA 2. Concentracao de nitrito e nitrato (mg/Kg) em amostras de linguica coletadas no
Vale do Taquari - RS
Tempo de armazenagem

7 dias 14 dias 30 dias
Nitrito  157,05+205,5 74,3688,19 116,51+115,16
Nitrato 393,38"6+180,26 347,33"+ 228,36 464,465+ 342,63

Os resultados sdo apresentados como média + desvio padrao.
Teste ndo-paramétrico de Wilcoxon. Médias seguidas por mesma letra ndo diferem entre si. p<0,05

Analito

Em relacdo aos resultados das analises microbioldgicas, este estudo mostrou que 54,5% das
amostras apresentavam contaminacdo por coliformes termotolerantes, resultado inferior ao
encontrado por Marques et al.°, que encontrou 65% da sua amostra positiva para coliformes
termotolerantes e Barbosa et al.?, que obteve resultado positivo para coliformes termotolerantes
em 68% das amostras. Sabe-se que a presenca dos coliformes termotolerantes servem como
indicador higiénico sanitario e quando inadequados podem provocar riscos a saude do
consumidor, como diarreia, vomitos, febre e dor abdominal, e estdo presentes exclusivamente
no trato intestinal®. Portanto, é de fundamental importancia que estas indistrias observem e
respeitem as boas praticas de fabricagdo para garantir a seguranga do produto.

Com relagdo a presenca de Staphylococcus coagulase positiva, observou-se que 36,4% das
amostras estavam acima do recomendado pela legislagdo. O estudo realizado por Marques et al.°
encontrou resultados semelhantes, uma vez que 35% das amostras apresentaram resultado
positivo para a bactéria. Chaves et al.?®, por sua vez, encontrou um resultado superior ao deste
estudo, onde 65% de suas amostras estavam contaminadas. Staphylococcus coagulase positiva é
proveniente do homem e oferece grande risco de contaminacdo ao produto. Quando o alimento
contaminado é ingerido, podem ocorrer sintomas como vOmitos e dores abdominais®.
Salmonella spp. foi observada em 1 amostra (9,1%). O estudo realizado por Bezerra et al.”
encontrou valores superiores, onde 17,85% das amostras estavam contaminadas. Resultados
semelhantes foram encontrados por Tessmann et al.”®, onde 20% das amostras estavam
contaminadas por Salmonella spp.. Ela é transmitida ao homem através da ingestdo de alimentos
contaminados por fezes de animais. Os alimentos contaminados apresentam cheiro e textura
normal e sdo, em sua maioria, alimentos de origem animal. Salmonella spp. é eliminada quando
o0 alimento é bem cozido. Em geral, a contaminacdo por Salmonella spp. faz com que o paciente
sinta fortes dores abdominais, diarreia e febre. Se a infec¢do difundir para o sangue ou outros
tecidos, pode levar & morte®.

O desenvolvimento microbiano é favorecido por caracteristicas como a alta disponibilidade
de 4gua e pH proximo a neutralidade®”. A atividade de 4gua é a medida mais acurada para
determinar a possibilidade de crescimento microbiano®®. No presente estudo, a média de
atividade de 4gua mostrou-se significativamente acima do valor de referéncia de 0,7 em todas as
amostras, 0 que pode explicar o alto indice de contamina¢do microbiana nas amostras, mesmo
com a média da concentracdo de nitrato significativamente acima do recomendado, que é de 300
mg/kg. Em relacdo ao pH, todas as amostras estavam dentro da normalidade, entre 5,4 e 6,2
(Tabela 3), resultado semelhante ao de Bezerra et al.’. Cabe lembrar que o produtor tem
responsabilidade sobre o produto e que 0 mesmo deve seguir e respeitar a legislacdo brasileira e
com isso garantir a seguranca alimentar dos consumidores®.
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Tabela 3: Comparacao entre as médias de pH, nitrito, nitrato e atividade de agua com os
valores de referéncia.

Variavel Média + Desvio Padrio ) Mediana Referéncia p

pH 5,59 +0,14 5,58 54-6,2 >0,05**
Nitrito (mg/kg) 142,96 +152,98 133,75 150 >0,05**
Nitrato (mg/kg) 433,22 +193,39 47761 300 <0,05*
Atividade de &gua 0,94 +0,01 0,94 0,6-0,7 <0,01*

Teste t-student. *Resultado significativo.** Resultado ndo-significativo.

4, CONCLUSAO

O estudo mostrou inadequacdo em relacdo ao que é determinado pela legislacéo brasileira em
relacio a quantidade de nitrito e nitrato, pardmetros microbiolégicos de coliformes
termotolerantes, Staphylococcus coagulase positiva e Salmonella spp. e a atividade de agua, e
adequacdo em relacdo ao pH. Os estabelecimentos ndo apresentaram padrdo de producgdo e a
maior parte das amostras de linguica foi considerada impropria para o consumo humano,
principalmente em relagdo a concentracéo de nitrito e nitrato e a analise microbioldgica.

Sendo assim, fica evidente a necessidade de conscientizacdo e treinamento dos pequenos
produtores responsaveis por estes estabelecimentos, bem como a fiscalizagdo mais eficiente por
parte dos Servigos de Inspecdo Municipal (SIM).
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