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Lactato de sddio, nisina e sua combinacao na validade comercial da linguiga Toscana
embalada a vacuo e estocada a 4°C

Sodium lactate, nisin and their combination in the shelf life of pork sausage
vacuum packed and stored at 4°C

Rafael Xavier Aradjo Silva' Kelly Fernanda Campos José'' Robson Maia Franco"
Tedfilo José Pimentel da Silva"

RESUMO

Objetivou-se, neste estudo, avaliar a validade
comercial de quatro formulagdes de linguica toscana (Controle -
sem adicao de aditivo, F1 — adicionada de 3% de lactato de sédio,
F2 — adicionada de 0,5% de nisina e F3 - adicionada de 3% de
lactato de sédio e 0,5% de nisina). As amostras foram distribuidas
em sacos de polietileno contendo 200 gramas para cada formulagéo
e dia de estocagem, para posteriores andlises bacterioldgicas e
fisico-quimicas. Todas as formulagdes foram embaladas a vacuo
e mantidas sob refrigeracdo a temperatura de 4°C. Em relagéo
a validade comercial, as amostras foram submetidas as seguintes
analises bacteriologicas: contagem de bactérias heterotréficas
aerdbias mesofilas e psicrotroficas; contagem de bactérias
acido-laticas e contagem de enterobactérias. As andlises fisico-
quimicas realizadas foram: pH, atividade de agua e teor de
substancia reativa ao acido tiobarbiturico. Interpretando-se os
resultados obtidos no experimento, concluiu-se que a utilizagéo da
combinag&o de 3% de lactato de sddio e 0,5% de nisina, aumentou
a validade das amostras, quando comparada as demais.

Palavras-chave: antimicrobiano natural, bacteriocina, estocagem
e embutido de carne de porco.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the shelf life of
four commercial formulations pork sausage (Control - no added
additive, F1 - added 3% sodium lactate, F2 - added 0.5% nisin and
F3 - added 3 % sodium lactate and 0.5% nisin). The samples were
distributed into polyethylene bags containing 200 grams for each
day of storage and formulation for subsequent bacteriological
and physicochemical analysis. All formulations were vacuum
packed and stored at 4°C. Regarding the shelf life samples were
submitted to the following bacteriological counts of heterotrophic
bacteria aerobic mesophilic and psychrotrophic; count of lactic

acid bacteria count and Enterobacteriaceae. The analyzes were
carried out physico-chemical: pH, water activity and the content
of thiobarbituric acid reactive substance. Interpreting the results
obtained in the experiment it was concluded that the use of a
combination of 3% sodium lactate and 0.5% nisin increased the
shelf life compared to other samples.

Key words: natural antimicrobial, bacteriocin, storage and pork
sausage filling.

INTRODUCAO

O uso da carne suina na alimentacdo
humana, seja no preparo de cortes in natura ou na
fabricacdo de um grande ndmero de embutidos,
salgados e defumados, deverd atingir, ao longo
dos proximos anos, um crescimento na sua
producdo e consumo, com taxas de 2,84% e 1,79%,
respectivamente, até 2019 (BRASIL, 2013). Dentre
os embutidos, a linguica se sobressai como uma
das mais produzidas. Tal fato pode ser justificado
pela sua producdo ndo exigir tecnologia sofisticada,
utilizar poucos aparelhos e estes serem de baixo custo
(MILANI, et al., 2003).

O uso de substincias naturais e
reconhecidamente seguras Generally Recognized As
Safe (GRAS) tem sido empregado na indUstria carnea
para aumentar a validade comercial dos produtos e
manter ou melhorar as caracteristicas sensoriais destes
(WANG, 2000). Nesse &mbito, o uso do lactato de
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sodio, um sal natural com fun¢do de acidificacdo do
meio intracelular dos microrganismos e consequente
diminui¢do da sua atividade metabodlica, além de
permitir a reducdo da atividade de 4gua, tem sido
empregado com funcdo antimicrobiana. Assim como
a nisina, uma bacteriocina produzida por Lactococcus
lactis subsp. Lactis, que atua formado um poro
na membrana citoplasmatica e consequentemente
ocasionando a lise celular dos microrganismos.
Ambos vém sendo utilizados no controle do
crescimento de certas bactérias e, ao mesmo tempo,
ndo afetam negativamente as caracteristicas sensoriais
do produto (SAMELIS et al., 2005).

Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi
conduzir a avaliacdo do efeito do lactato de sddio,
nisina e sua combinacdo na validade comercial da
linguica Toscana através da avaliagdo bacterioldgica
(contagem de bactérias mesdfilas, psicrotroficas,
bactérias acido-laticas e enterobacteriaceas) e fisico-
quimica (pH, atividade de agua e teor das substancias
reativas ao acido tiobarbitdrico), nos diferentes
periodos de estocagem, além de definir qual amostra
obteve melhor desempenho sob o ponto de vista
bacteriol6gico e fisico-quimico.

MATERIAL E METODOS

Amatéria-prima utilizada para a fabricacéo
das linguicas foi obtida em induUstria localizada no
Vale do Piranga S/A, no estado de Minas Gerais,
tendo sido transportada congelada a -18°C em sacos
plasticos de polietileno a vacuo até o local de analise.
Para elaboracdo das linguicas Toscana, o0 experimento
baseou-se em trés formulaces teste e uma formulacao
controle: Controle: sem presenca de lactato de sédio
e nisina, F1: adicionada de 3% de lactato de sddio
(60% p/v), F2: adicionada de 0,5% de nisina (2,5%
p/p) e F3: combinando a adi¢do de 3% de lactato de
sddio (60% p/v) com 0,5% de nisina (2,5% p/p).

As carnes e o toucinho foram cortados
manualmente com auxilio de facas de aco inoxidavel
(uma para cada matéria-prima), em forma de cubos
de tamanhos irregulares. Os cubos foram cominuidos
individualmente em maquina moedora, modelo
MCR 10, da marca G.Paniz, com disco de 1 cm. Em
seguida, foi realizada a mistura, de forma manual,
do toucinho com a carne, para posteriormente serem
adicionados os demais ingredientes da formulacao e
os aditivos utilizados no experimento. O embutimento
das linguicas com tripa natural de suino foi realizado
de forma manual, utilizando para tal, a embutideira
horizontal, modelo EJ-08, da marca Jamar. Cada
gomo foi padronizado para ter em média 15 cm de

comprimento e pesar aproximadamente 100 gramas.
As linguigas foram identificadas com suas respectivas
formulagBes em sacos de polietileno, embaladas a
vacuo e acondicionadas em temperatura de £4°C.

As analises bacterioldgicas  foram
realizadas em duplicata no 1° 5° 1° 15° 20°,
25°, 30°, 35° e 40° dias. A Contagem de Bactérias
Heterotroficas Aerébias Mesofilas (CBHAM),
Contagem de Bactérias Acido-Laticas (BAL) e
contagem de Enterobacteriaceas foram realizadas
conforme a Instrugdo Normativa n°62, de 26 de agosto
de 2003 (BRASIL, 2003), e a Contagem de Bactérias
Heterotroficas Aerdbias Psicrotroficas foi realizada
conforme a American Public Health Association
(APHA, 2001). Para confirmacdo das col6nias
suspeitas de Enterobacteriacea, ap6s incubagéo a 35-
37°C, por 24 horas, foi realizada a prova da oxidase
por repique em agar estoque inclinado, incubado a
35-37°C, por 24 horas. Para CBHAM e CBHAP, a
incubagcdo foi feita a 36x1°C por 48 horas e a 4 £1°C
por dez dias, respectivamente. As bactérias acido-
laticas foram incubadas a 35-37°C por 48 horas. Ap6s
esses procedimentos, foi realizada a prova da catalase
e observacdo das caracteristicas morfo-tintoriais para
a confirmagdo.

A analise de pH foi realizada em triplicata
no 1°, 5° 10° 15° 20°, 25° 30° 35° e 40° dias,
utilizando a metodologia descrita na Instrucéo
Normativa n° 20 de 21 de julho de 1999 (BRASIL,
1999). A andlise de Substancia Reativa ao Acido
Tiobarbiturico (TBARS) foi realizada em duplicata
no 1°, 7°, 14°, 21°, 28° 35° e 42° dias, seguindo a
metodologia descrita por TARLADGIS et al. (1960).
A determinacdo da Atividade de 4gua (Aa) foi
realizada em triplicata no 1°, 7°, 14°, 21°, 28°, 35° e
42° dias, seguindo as instrucdes que acompanham o
aparelho de Atividade de Agua (Aw43 — ETEC). O
aparelho foi calibrado a temperatura de 20°C, sendo a
insercdo direta das amostras em cépsulas proprias do
equipamento.

Para a estatistica dos dados bacteriolégicos
e fisico-quimicos, foi realizada analise de variancia
(ANOVA), com nivel de significancia de 5%
(P<0,05) e em modelo inteiramente casualizado.
Para comparacdo entre as médias, foi utilizado o
teste de Tukey. Para todos os calculos, foi utilizado o
programa XLSTAT Pro software, versdo 2013.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados da Contagem de Bactérias
Heterotroficas Aerébias Mesofilas (CBHAM),

durante o periodo de estocagem, podem ser
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evidenciados na tabela 1. Para as trés formulacOes
(F1, F2 e F3), foram encontrados valores iniciais
inferiores a 5log,, UFC g*. Ambas as amostras,
Controle no 30° dia e F2 no 25° dia, alcancaram o
valor de 7log,, UFC g*, apresentando perda da
qualidade da matriz alimentar sob o ponto de vista
microbioldgico, segundo International Commission
on Microbiological Specifications for Foods (ICMSF,
1988). As formulagdes F1 e F3 apresentaram as
menores contagens ao longo do periodo de estocagem
e ndo alcancaram valores iguais ou superiores a
7log,, UFC g* até o 40° dia. Esses resultados estdo
em conformidade com LIN & LIN (2002), os quais
evidenciaram que o uso do lactato de sddio teve um
efeito bacteriostatico nas amostras tratadas com 3% de
lactato de sodio em linguicas tipo Chinesa, enquanto
que BRADLEY et al., (2011) observaram resultados
semelhantes na contagem total em meio Agar Padrio
para Contagem (APC) para salsicha do tipo hot-dog.
A representacdo da Contagem de
Bactérias Heterotroficas Aerdbias Psicrotréficas
(CBHAP) durante o periodo de estocagem pode ser
evidenciada na tabela 1. O limite maximo de 7log,,
UFC g*! foi alcancado pelas trés amostras no 35°
dia de armazenamento, evidenciando uma menor
taxa metabolica dessas bactérias, que crescem em
temperatura de refrigeracéo (£4°C). Esses resultados
sdo controversos, segundo DELVES-BROUGHTON
(2005); MACA (1999), ja que o primeiro autor
avaliou o efeito de salsichas embaladas a vacuo sob
refrigeracdo e adicionadas de solucdo de 6,25mg
de nisina por litro, sendo constatado o aumento
da validade comercial dessas linguigas quando

comparadas as amostras controle (sem nisina).
O segundo autor observou que a utilizacdo de
apenas 3% de lactato de sodio foi suficiente para
aumentar a validade comercial de carne de porco
embalada a vacuo sob refrigeragdo. A formulacao
F3 diferiu estatisticamente das demais para todos
os dias avaliados, apresentando os menores valores
em log,, UFC g* durante o periodo de estocagem néo
alcancando o valor de 7log,, UCF g™ até o Gltimo dia de
analise. Resultados semelhantes foram observados por
NYKANEN et al. (2000); BUNCIC et al. (1995), em
que a associagao de bacteriocinas com lactato de sédio
ocasionou um decréscimo da contagem bacteriana,
quando comparado a adigao dos aditivos separadamente.

A CBHAP foi maior quando comparada
a CBHAM em todas as amostras, evidenciando
uma boa atividade enzimatica dos microrganismos
psicrotroficos em baixas temperaturas (JAY, 2005).
Entretanto, isso ndo ocorreu na amostra F3, que
combina lactato de sddio e nisina, evidenciando assim
um sinergismo dos aditivos sobre essas bactérias.

A representacdo da Contagem de Bactérias
Acido Léaticas (BAL) durante o periodo de estocagem
pode ser evidenciada na tabela 2. O crescimento
das bactérias acido laticas s6 foi observado a partir
do 5° dia de estocagem, isso pode ser explicado
por essas bactérias ndo estarem adaptadas ao meio,
provavelmente, em funcdo da presenca de oxigénio
residual presente na embalagem a vacuo e/ou
injaria celular, devido ao processamento da matriz
alimenticia. A amostra F3 foi a que se mostrou mais
eficaz, obtendo limite maximo de 4log,, UCF g*
no 40° dia. Os resultados evidenciam o sinergismo

Tabela 1 - Valores médios em log;, UFC g de CBHAM e CBHAP das quatro formulacdes

Amostras ¢ Fl F2 F3

Dias CBHAM CBHAP CBHAM CBHAP CBHAM CBHAP CBHAM CBHAP
1° 5.856 5.702*A 4.796°8 5.662% 4,844 5.426"8 4612 4.676C
5° 5.776% 5.774% 4.732%8 5.462% 4.492%8 5.433% 4.181 4.437%®
10° 6.905 5.851* 5.022° 5.706" 5.825% 5.918* 4529 5.570°
15° 6.203% 6.948% 5.316 5.8298 5.902%018 4.908°C 5.5710°EC 4,783
20° 6.851% 6.838* 4.648%°° 6.6388 5.979°8 6.606"® 5.139C 4581
25° 6.835% 6.655" 5.703" 5.824" 71924 6.840° 4,649 4.263%°
30° 7.436% 6.759* 6.401°® 6.573% 7.835% 6.607* 5.758C 5.277°8
35° 7.941%4 7.947%4 6.815% 7.536° 7.838%4 7.777%® 5.797%° 6.694%°
40° 8.011% 7.990% 6.914 7.531%8 7.983% 7.482"8 6.821% 6.774

*Diferenca entre letras minGsculas na mesma coluna indica presenca de diferenca estatistica (P<0,05) entre os tratamentos (Linguicas).
Diferenga entre letras maitsculas na mesma coluna indica presenca de diferenca estatistica (P<0,05) durante o periodo de estocagem. C (sem
adicdo de aditivo); F1 (adigdo de 3% lactato de sodio); F2 (adicdo de 0,5% de nisina) e F3 (adicdo de 3% de lactato de sddio e 0,5% de
nisina). CBHAM - Contagem de Bactérias Heterotroficas Aerdbias Mesofilas. CBHAP — Contagem de Bactérias Heterotrdficas Aer6bias
Psicrotroficas.
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Tabela 2 - Valores médios em logy, UFC g™ de Bactérias Acido-Laéticas (BAL) e Enterobacteriacea (ENT) das quatro formulagdes.

C. E E ER
Amostras Fi F2 o
Dias BAL ENT BAL BAL ENT BAL ENT
1° 1.215% 1.558" 1.772°4 1.411°8¢
5° 3.524% 2.076% 2.370% 2.626" 2.5448 25798 2.127%°° 2.941%A
10° 4.894%4 3.522% 3.127° 3.647%4 45028 3.628 3.321°¢ 2.647°8
15° 4.802 3.638%8 4.207%® 3.020° 4.746% 3.115% 3.556C 3.791%
20° 3.762°A 3.495" 2.444% 3.641% 3.510" 3.491% 2.489% 2.913
25° 5.854% 3.531% 3.484 3.2520¢8C 3.595%8 3.321%8 2.612%° 3.108¢C
30° 5.921% 3.227° 5.638C 3.702% 5.8178 3.444 3.378%° 3.384%
35° 5.819% 3.596™ 4.802°® 3.504* 5.792° 3.511* 4.608°C 3.193
40° 5.735% NR 5.498% NR 5.707% NR 4.627°8 NR

*Diferenca entre letras mindsculas na mesma coluna indica presenca de diferenca estatistica (P<0,05) entre os tratamentos (Linguicas).
Diferenga entre letras maitsculas na mesma coluna indica presenca de diferenca estatistica (P<0,05) durante o periodo de estocagem. C (sem
adicdo de aditivo); F1 (adicdo de 3% lactato de sédio); F2 (adicdo de 0,5% de nisina) e F3 (adicdo de 3% de lactato de sddio e 0,5% de

nisina). - Sem crescimento. NR - N&o Realizado.

entre os dois aditivos utilizados (lactato de sodio
e nisina), corroborando DEEGAN et al. (2006),
que relacionam o efeito da nisina a outros aditivos,
visando potencializar seus efeitos antimicrobianos.

Conforme apresentado na tabela 2, a
contagem de enterobactérias variou de 1,2log,,
UFC g* a 3,7log,, UFC g*, durante todo o periodo
de estocagem. Devido a variacdo irregular da
contagem em log,, UFC g?, ndo foi possivel
determinar efeito significativo dos antimicrobianos
sobre as enterobactérias. Conforme relatado por
PAPADOPOULOS et al. (2003), tal fato pode ser
justificado provavelmente por ser uma familia muito
heterogénea, e os efeitos observados dependerem da
dominancia de uma determinada espécie.

Os resultados do pH durante o periodo de
estocagem podem ser evidenciados na tabela 3. A
estabilidade do pH foi mais evidente nas amostras F1
e F3, em que uma pequena queda foi constatada, a
partir do 30° dia de analise. No entanto, até o Gltimo

Tabela 3 - Valores médios de pH das quatro formulagdes.

dia de analise, ambas as amostras ndo apresentaram
pH inferior a 5,8, sendo este o limite minimo ideal
preconizado para o consumo de produtos carneos,
segundo os Métodos Analiticos para Controle de
Produtos de Origem Animal - LANARA (BRASIL,
1981). Esses resultados foram condizentes com TAN
& SHELEF (2002), j& que a adicdo de 2% de lactato
de s6dio em carne moida suina manteve o pH estavel
durante 7 dias, a temperatura de 4°C. Resultados
semelhantes foram observados por LIN & LIN
(2002) em linguicas de carne suina do tipo Chinesa,
embaladas a vacuo e adicionadas de 3% de lactato de
sddio, nas quais o pH variou de 6,2 a 6,0 durante 4
meses, a temperatura de 4°C.

Os resultados da Aa durante o periodo
de estocagem podem ser observados na tabela 4.
A atividade de &gua no primeiro dia de andlise
variou entre as amostras F1 e F3, que apresentaram
as menores taxas 0,952 e 0,955, respectivamente,
enquanto as amostras F2 e Controle obtiveram 0,962

Dias
Amostras
1° 50 10° 15° 20° 25° 30° 35° 40°
C 6.07% 6.11% 6.13 6.10%A8 6.07*4 5.85% 5.76% 5.69%° 5.66%°
F1 6.08048 6.08°48 6.10°18 6.09°048 6.07% 6.06™ 5.94°8 5.93 5.89°8
F2 6.08%A8 6.10%48 6.12%AB 6.07°8 5.99%8 5.88% 5.79° 5.77¢¢ 5.70¢¢
F3 6.10° 6.05% 6.07" 6.11% 6.08° 6.05 5.97%4 5.97%4 5.91%

*Diferenca entre letras minGsculas na mesma coluna indica presenca de diferenca estatistica (P<0,05) entre os tratamentos (Linguicas).
Diferenca entre letras maitsculas na mesma coluna indica presenga de diferenca estatistica (P<0,05) durante o periodo de estocagem. C (sem
adicdo de aditivo); F1 (adicdo de 3% lactato de sodio); F2 (adicdo de 0,5% de nisina); e F3 (adicdo de 3% de lactato de sddio e 0,5% de

nisina).
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Tabela 4 - Valores médios em log;o UFC g™ de Aa e TBARS (mg de malonaldeido kg™?) das quatro formulag@es.

Amostras C

Dias Aa TBARS Aa TBARS Aa TBARS Aa TBARS
1° 0.968 0.086" 0.952%° 0.114% 0.962" 0.074°¢ 0.955%¢ 0.055%°
7° 0.970* 0.611% 0.952¢C 0.517°8 0.962°8 0.450% 0.952 0.175%
14° 0.971% 0.674 0.951°¢ 0.580" 0.960" 0.571°¢ 0.950°¢ 0.212%°
21° 0.967% 0.807* 0.950%° 0.631 0.961°8 0.701°8 0.952 0.489%°
28° 0.966* 1.041% 0.950%° 0.853" 0.959" 0.905%¢ 0.952 0.598%°
35° 0.966* 1.382%A 0.954¢C 1.213% 0.961°8 1.230° 0.953% 0.802¢¢
42° 0.965% 1.745%4 0.952¢ 1.427%8 0.961™ 1.552¢¢ 0.951%¢ 1.062%°

*Diferenca entre letras mindsculas na mesma coluna indica presenca de diferenca estatistica (P<0,05) entre os tratamentos (Linguicas).
Diferenca entre letras maitsculas na mesma coluna indica presenca de diferenga estatistica (P<0,05) durante o periodo de estocagem. C (sem

adicao de aditivo); F1 (adi¢do de 3% lactato de sodio); F2 (adigdo de 0,5% de nisina) e F3 (adicdo de 3% de lactato de sodio e 0,5% de
nisina). Aa — Atividade de 4gua. TBARS — Teor de Substancia Reativa ao Acido Tiobarbiturico.

e 0,968, respectivamente. Esse comportamento
permaneceu ao longo dos 42 dias de analise. Esses
resultados estdo condizentes com dados evidenciados
por HOUSTMA et al. (1993) que constataram redugéo
da Aa como um dos possiveis efeitos da atividade
antimicrobiana do lactato de sodio nos alimentos.

Os resultados do TBARS durante o periodo
de estocagem estdo dispostos na tabela 4. Nos valores
de TBARS, foram encontradas diferengas estatisticas
para todos os dias analisados, exceto no 35° dia,
nas formulacbes F1 e F2, que obtiveram o P<0,05.
Todavia, a amostra F3 obteve uma menor taxa de
oxidacdo lipidica até o 42° dia de analise, indicando
que a associacdo dos dois aditivos (nisina e lactato
de sédio) foi mais eficaz na reducdo do processo
oxidativo. Alguns estudos relacionados a adicdo
de lactato de sodio e seu efeito como antioxidante
foram realizados por MACA et al. (1999); SALLAM
(2007), os quais constataram que a adi¢do de lactato
de sodio foi capaz de promover um retardo da
oxidagdo lipidica em produtos carneos, em nivel de
TBARS.

CONCLUSAO

Sob o ponto de vista bacteriolégico e
fisico-quimico, a adigdo de 3% de lactato de sodio e
0,5% de nisina (F3) foi responsavel pelos melhores
resultados, aumentando em pelo menos cinco dias a
validade comercial da amostra, quando comparada
as demais. Ja a utilizagdo isolada do aditivo lactato
de sodio (F1) evidenciou ser mais eficaz contra as
bactérias mesofilas, quando comparado as demais
bactérias. Em relacdo as analises fisico-quimicas,
observou-se boa estabilidade ao pH e diminuigdo
da Aa. Porém, a amostra que continha apenas nisina

(F2), ndo manifestou aumento da validade comercial,
evidenciando um comportamento similar & amostra
Controle (sem aditivo).
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