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Resumo

A realizacdo deste trabalho teve como principaifetnios identificar os perigos
microbiolégicos associados aos maranhos e deterramauas caracteristicas fisico-

quimicas.

O trabalho consistiu na analise de 50 amostras atarho (35 cruas e 15 cozidas).
Todas as amostras foram analisadas tendo em caméangtros microbiol6gicos
(contagem deEscherichia coli, contagem deStaphylococcuscoagulase positiva,
pesquisa deisteria monocytogeneas pesquisa d8almonellaspp) e parametros fisico-
quimicos (pH, @ proteina total, gordura total e teor de cloreté®) ainda feita a

serotipagem dos isolados demonocytogengsor PCR Multiplex.

Considerando os resultados das andlises microlpakgverificou-se auséncia de
Salmonellaspp. em todas as amostras analisadas. O mesmsenaerificou para a
pesquisa deisteria monocytogenetendo-se observado um total de 34% das amostras
de maranho cru e 13% das amostras de maranho amdpesquisa positiva para esta
bactéria. O serogrupo de monocytogenesnais prevalente foi o 1/2a, 3a (43%),
seguido dos serogrupos 4b, 4d, 4e (29%), 1/2c,238&0) e 1/2b, 3b, 7 (7%).
Relativamente a contagem @&taphylococcusoagulase positiva, todas as amostras
apresentaram valores inferiores a 1,6xQuanto & contagem de coli, verificaram-se
diferencas significativas (p<0,05) entre o nivelod@taminagdo por esta bactéria nos
maranhos crus e cozidos. Relativamente aos par@snffico-quimicos, obtivemos
valores médios de 5,13 de pH para as amostras daninoacru e 5,89 de pH para as
amostras de maranho cozido. Na determinacdo ddaata da agua verificou-se uma
grande uniformidade nos resultados obtidos, vaoarsl valores entre 0,920 e 0,930.
Quanto a percentagem de gordura total obtivemazreslmédios por produtor entre
4,07% e 19,95%. A nivel de percentagem de prot&ited os valores meédios por
produtor variaram entre 10,57% e 15,89%. Relativaenao teor de cloretos obtivemos
um valor médio global, para amostras de maranhidlc@&amostras de maranho cru, de
1,67%.

Dada a presenca dé&. monocytogenesem 13% das amostras de maranho
comercializado cozido, concluimos que, do pontovidea da seguranca alimentar, o

maranho é um produto que deve merecer uma maiugéate



Palavras-chave: Maranho, seguranca alimentar, geerigicrobioldgicos, Listeria

monocytogenes



Abstract

This work aimed to identify the microbiological l@ds associated wittaranhos
(traditional Portuguese sausages) and also to ndieter their physicochemical

characteristics.

A total of 50 samples aharanhoswere analyzed (35 raw and 15 cooked). All samples
were performed for microbiological parameteSsscherichia coliand coagulase-
positive Staphylococcugnumeration, andisteria monocytogeneand Salmonellaspp.
detection) and physicochemical parameters (pH,tatal| protein, total fat content and
chlorides). It was also performed the serotypingLofmonocytogenessolates by
Multiplex PCR.

Considering the results of microbiological analygisvas found absence 8almonella
spp. in all samples. The same was not true fod#tection ofL.. monocytogenesince

a total of 34% of raw samples and 13% of cookedpsasnwere positive for the
detection of this bacterium. The most prevaleninonocytogeneserogroup was 1/2a,
3a (43%), followed by 4b, 4d, 4e (29%), 1/2c, 3d%) and 1/2b, 3b, 7 (7%).
Regarding the coagulase-positi8e&aphylococcugnumeration, all samples had values
below 1.0 x16. Concerning theéE. coli enumerationsignificant differencegp <0.05)
were found betweethe level of contamination of this microorganism rew and
cookedmaranhos With regard to physico-chemical parameters, waiobd pH mean
values of 5.13 for rawmaranho samples and pH 5.89 for cookedaranho In a,
determination, there was a great uniformity of lssihe values ranging between 0.920
and 0.930. Regarding the percentage of total fdttha total protein, the mean values
by producer ranged, respectively, between 4.07%l8r@b%, and between 10.57% and
15.89%. In relation to the content of chlorides,svabtained a total mean value for

cooked and rawnaranhosamples of 1.67%.

Given the presence &f monocytogenes 13% ofmaranhosamples marketed cooked,
we conclude that, from the point of view of foodetg, maranhois a product that

deserves greater attention.

Keywords:Maranho,food safety, microbiological hazarddsteria monocytogenes
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Introducéo

1. Introducao

1.1 Enquadramento

Portugal produz um numero elevado e diversificad® mrodutos agricolas e
agroalimentares com tipicidade, genuinidade e origealificados (Soeiro, 2009). Em
2009 existiam 116 produtos com nomes reconhecigaalificados e protegidos na
Unido Europeia (UE). Apesar deste facto, h4d muitosos produtos que ndo estdo
ainda qualificados (Soeiro, 2009).

Os produtos tradicionais fazem parte da nossareuét de um saber fazer que muitas
vezes passa de geracdo em geracdo. Sao esteoprgaetmuitas vezes sdo o ex-libris
de uma regido, fazendo parte do seu patriméniaayashico, como € 0 caso dos

maranhos.

Os produtos tradicionais sdo um fator de atracéetica através da criagdo de rotas,

festivais gastrondmicos e feiras, tendo um impaignificativo nas economias locais.

Possuidores de caracteristicas sensoriais espe¢ifis produtos regionais perdem
muitas vezes tipicidade e o seu caracter distintievido a ndo haver um modo de

producao devidamente estudado e descrito.

Na producdo de maranhos a nivel industrial notgise 0 processo de fabrico é
semelhante ao método tradicional, fazendo-se dodseo trabalho manualmente como
€ 0 caso da miga, mistura, enchimento e atadurandeanhos, tirando alguns casos em

gque a miga é feita recorrendo a maquinas picadierasrne.

As matérias-primas utilizadas sédo variadas e degmende produtor para produtor,
recorrendo muitas vezes as carnes que sobraramutdes cenchidos. Também as
especiarias e ervas aromaticas variam muito natigade e na variedade utilizada,
sendo a horteldMentha spicatpe o serpaoThymus serpyllujn as ervas aromaticas

gue conferem as caracteristicas organoléticasat@eteristicas deste produto.

Apesar da producdo de maranhos ter uma longa d@dg zona centro (Pinhal Interior

Sul), a informacéo disponivel sobre estes prodéiescassa e limitada.

15



Identificac@o dos Perigos Associados a ProducaMdeanhos

Assim, o0 objetivo deste trabalho foi caracterizammaranhos do ponto de vista fisico-
guimico e microbiolégico e avaliar a presenca deronganismos patogénicos que

possam colocar em risco a saude dos consumidores.

1.2 Caracterizacdo da zona de producédo dos maranhos

Os maranhos sdo uma especialidade da cozinhaitrzliportuguesa, em especial da
regido da Beira Baixa, mais concretamente da soa @oidental, conhecida por regido
do Pinhal Interior Sul. Esta € constituida pelascethos de Macéo, Oleiros, Proenca-a-

Nova, Serté e Vila de Rei (Figura 1).

e

Figura 1- Regiao do Pinhal Interior Sul (Fonte:HainViaior in
http://www.pinhalmaior.pt/conteudos.php?id)

De acordo com informacédo recolhida, e apesar de g@ihecidos e produzidos na
regido do Pinhal Interior Sul, encontramos igualimeproducdo de maranhos nos
concelhos de Nisa, Castelo Branco e Pampilhoseeda,Serificando-se uma enorme

variedade de designacdes para 0 mesmo tipo detprgsksim, temos os maranhos da
Sertd, os maranhos de Macéo, os maranhos de Qlentre outros. Este conjunto de
designacbes geograficas ndo nos permite conclliresa verdadeira origem do

maranho, apenas nos permite verificar que a praedagéferta de maranho se estende

por uma vasta area geografica do centro do pais.
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Introducéo

1.3 Consideracdes gerais sobre os maranhos

Neste trabalho, consideramos os maranhos como ggaparados de carne, tendo em
conta a definicdo constante no Regulamento (CERBBE o qual define “preparado de
carne” como sendo carne fresca, incluindo carnetepiea sido reduzida a fragmentos,
a que foram adicionados outros géneros alimenticmsdimentos ou aditivos ou que
foi submetida a um processo insuficiente para alter estrutura das suas fibras
musculares e eliminar assim as caracteristicasad®e dresca. Este regulamento diz
também que as matérias-primas utilizadas na preg@ade preparados de carne podem
ser carne fresca e musculos esqueléticos, incluiadecidos adiposos aderentes.
Tendo em conta a informacao consultada em livrbeesa regido e a gastronomia local,
foi possivel verificar a falta de consenso na dedordos ingredientes que constituem o
maranho. Assim, e de acordo com Dias (1970), “osnieps sdo um petisco feito com
arroz, toucinho, presunto, lombo de porco, chourtg@rne de borrego, horteld, sal,
pimenta, alho, cebola picada, tudo ensacado emobdehcarneiro ou porco”. Ja de
acordo com Marcelo (1993), em “Beira Baixa A memd@io Olhar”’, os maranhos sao
definidos como sendo "miudos de cabrito ou carneid® outras carnes com presunto,
paio, pimenta e horteld, sendo estes uma espedalida zona sul da regido”. Como
podemos verificar nesta ultima definicho ndo halgquex referéncia ao arroz,

considerado um ingrediente caracteristico desiupoo

Valente (1997), no livro “Cozinha de Portugal” refese aos maranhos como sendo um
manjar unico e comer indispensavel nas festas sherento, baptizado, festas de aldeia
e das celebracdes do calendario liturgico. Nos desoje perderam muito do seu

caracter ritual e comem-se em qualquer altura do an

Sendo estes produtos altamente apreciados e unta @ atracdo turistica, e
consequentemente uma fonte de rendimento, as caumanaicipais tém promovido o
produto através da criacdo de eventos, como émdm&-estival do maranho e bucho
da Sertd” na Sertd, o “ Festival gastrondmico dwrittaestonado e do maranho” em
Oleiros, o “Festival do maranho e da truta” na PHdmpa da Serra e “ O maior

maranho — candidato a maior do mundo” em ProeacaNova.

Com inicio no século XII, as confrarias chegaram massos dias e continuam cada vez

mais na ordem do dia, com programas que visamesaeafe um patriménio, dando a
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conhecer os respetivos produtos empunhando a bard#etradicdo, da qualidade e da
diferenca (DRAPC, 2008).

As confrarias tém tido a importante missdo de daras principios de prevencao,
equivaléncia, participacao, transmissao e acessiié das artes culinarias previstas no
regime juridico de salvaguarda do patrimoénio caltimortal de uma regido (Carrito,
2007).

Atualmente existem duas confrarias que tém comipal produto o maranho, a Real
Confraria do Maranho com sede em Pampilhosa da $esriada em Marco de 2002, e

a Confraria do Maranho com sede na Serta e criadagosto de 2003 (Nunes, 2011).

Tendo em conta o hino da Confraria do Maranho (Angxdo qual se coloca abaixo
um extracto, o papel das confrarias é crucial valgiacdo e promoc¢ao de produtos
tradicionais como o maranho. Para além destasidati®s, as confrarias podem
igualmente desempenhar um papel relevante no p@ads certificacdo e protecéo
deste tipo de produtos.

“O Maranho é tradigéo
Que juramos defender
Exceléncia infinita

E um prato sem igual.
Seu sabor é promocéao
E todo um saber fazer
E um cart&o-de-visita
E orgulho regional.”

No decorrer deste trabalho verificamos nédo existjislacdo especifica relativa a
composicao do maranho, estando os consumidorebparparte, sujeitos aos critérios

dos produtores.

Os produtos tradicionais podem ser protegidos étrada designacdo DOP
(Denominacédo de Origem Protegida), IGP (ldentificaGeogréfica Protegida) e ETG
(Especialidade Tradicional Garantida). Existem témbas classificagbes de DO
(Denominacéo de Origem) e IG (Indicacdo Geografiea)as para agrupamentos de
produtores que queiram ver reconhecidos os sedsijor A protecdo juridica dada as
Denomina¢Bes de Origem e as Indicacdes Geogradicaslito interessante para 0s
produtores, permitindo-lhes afirmacéo no mercadalerizagcdo das suas producoes

locais, contribuindo decisivamente para o desemw@rto economico sustentado das
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empresas e das regides. Também os consumidoreficizang dando-lhes a garantia
sobre a origem e a qualidade diferenciada do poa@gdeiro, 2009).

Os maranhos sdo um produto regional muito apre@atlis beirbes e com destaque na

gastronomia local, o que justifica a sua procura@ados os que visitam a Beira Baixa.

1.4 Legislacdo aplicada & carne e produtos carneos

De acordo com o Regulamento (CE) 2073/2005, e alRewgnto (CE) 1441/2007, que
altera o primeiro, todos os produtos alimentaregemte ter um elevado nivel de
seguranca, ndo oferecendo risco para o consunkdtes produtos devem estar livres
de qualquer microrganismo patogénico, toxinas afetabolitos em valores que sejam
prejudiciais a saude do consumidor. Estes regulareedefinem a seguranca e a
aceitabilidade dos processos, através do estaimeletn de limites microbioldgicos
acima dos quais os géneros alimenticios sao coadoke de qualidade ndo satisfatoria

para processamento ou consumo.

O Regulamento (CE) 1441/2007, diz que as matériasap utilizadas na preparagéo de
preparados de carne podem ser carne fresca e msisesdjueléticos, incluindo os
tecidos adiposos aderentes. Se o operador de umesando sector alimentar tiver
efetuado analises que demonstrem que a carne curBpeeitérios microbiolégicos
adotados pelo referido Regulamento, esta carne pedetilizada em preparados de
carne que necessitem de posterior tratamento téramtes do seu consumo (caso dos

maranhos).

Todas as industrias alimentares devem cumpririté&rios microbioldgicos estipulados
no regulamento através da realizacdo de analisé&djgas, como é evidenciado na
Portaria 699/2008 de 28 de Julho. Esta Portaria @isetamente relacionada com o
Regulamento (CE) 2073/2005 e, por sua vez, com & ateracdo ou seja o
Regulamento (CE) 1441/2007.

A frequéncia de amostragem pode ser adaptada eerate a dimensdo das empresas
do setor alimentar, desde que a seguranca dosogéalémenticios ndo seja posta em
causa. No caso dos maranhos, considerados comargulep de carne, a periodicidade
é a indicada na Portaria 699/2008 e no Regulam{@ip 1441/2007.
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ParaSalmonelh spp., sdo necessarias 30 semanas consecutivasgléspeem 10g ou
25 g do produto consoante o caso. Quando as amegtrasentarem sempre resultados
satisfatorios ao longo dessas 30 semanas a pesdgiSalmonellaspp., passa a

periodicidade mensal.

No caso d&Escherichia coli sdo necessarias 6 semanas consecutivas de sitalme

resultados abaixo do limite para passarmos parapenmadicidade mensal.

Os aditivos alimentares sdo substancias adicionad@scionalmente aos alimentos
para, desta forma, desempenharem determinada fuecéologica. Na UE todos os
aditivos adicionados aos alimentos devem vir dew&l#e identificados no rotulo do
alimento, através da letra E. Estes sdo sempneidod nos ingredientes do produto em
gue sdo usados. Além da letra E, deve vir indi@adeu niumero, nome e a sua funcéo
especifica (EFSA, 2012a).

De acordo com o Decreto-lei n°® 560/99, 18 de Dezerdb 1999, “aditivo alimentar é
toda a substancia, tenha ou néo valor nutritive, gr si sé ndo é normalmente género
alimenticio nem ingrediente caracteristico de umege alimenticio, mas cuja adicao
intencional, com finalidade tecnoldgica ou orgaticéeé em qualquer fase de obtencéo,
tratamento, acondicionamento, transporte ou arnageen de um género alimenticio,
tem como consequéncia quer a sua incorporaca@ueaeresenca de um seu derivado,
quer a modificacdo de caracteristicas desse géném,abrangendo as substancias
adicionadas aos géneros alimenticios com a firddidee lhes melhorar as propriedades

nutritivas”.

O Regulamento (CE) 1333/2008, refere os aditivamesdtares como “qualquer
substancia ndo consumida habitualmente como gémerenticio em si mesma e
habitualmente nao utilizada como ingrediente carético dos géneros alimenticios,
com ou sem valor nutritivo, e cuja adicdo intenalaos géneros alimenticios, com um
objetivo tecnologico na fase de fabrico, transfay@wa preparagdo, tratamento,
embalagem, transporte ou armazenagem, tenha pibo, ebe possa legitimamente
considerar-se como tendo por efeito, que ela Eopui 0s seus derivados se tornem

direta ou indiretamente um componente desses geakmaenticios”.

Os aditivos alimentares e condimentos utilizadosarae e produtos carneos sdo em

grande numero, visto desempenharem fungbes a mgelsua conservacdo e
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estabilidade, melhorando as suas propriedades aé@as, podendo também facilitar
a sua transformacéo, preparacdo, embalagem e aragere de determinado género
alimenticio (Colago, 1989; Hultin, 1993; Fraque2@(8).

Alguns aditivos alimentares possuem propriedadegd® para os seres humanos,
sendo por isso de uso restrito. A sua utilizacAeerde respeitar as concentracdes
permitidas.

1.5 Microrganismos associados aos produtos carneos

1.5.1 Salmonéella spp.

Salmonellapertence a famili&nterobacteriacegeé uma bactéria anaerdbia facultativa
Gram negativa e ndo formadora de esporos, sendwecida ha mais de 100 anos.

Inclui cerca de 2500 serotipos (D"Aoust, 2000; Jagssner & Golden, 2005). Estas

bactérias sdo capazes de produzir &cido e em at@sos gas a partir da glucose e a
maioria tem como principal reservatorio o trato tgastestinal de animais

homeotérmicos.

A salmonelose& a doenca mais frequentemente associada ao comguaionentos de
origem animal, em particular de carne de aves es.ooreconhecida como uma
importante zoonose (EFSA, 2012b).

As bactérias pertencentes a este género apreseridase negativa, catalase positiva e
utiizam o citrato como fonte de carbono, geralmemiroduzindo sulfureto de
hidrogénio. Descarboxilam a lisina e a ornitinad® midrolisam a ureia. Um isolado
tipico deSalmonellgproduz acido e gas a partir da glucose no meidasdtiple Sugar
Iron (TSI) e ndo utilizam a lactose ou a sacarose remuaneio de cultura (Jat al.,
2005; D’ Aoust & Maurer, 2007).

Salmonellaé uma bactéria ubiqua que se encontra largamegitédodida no ambiente,
facto que contribui significativamente para a etkevgrevaléncia desta bactéria nos
animais destinados ao consumo humano. A ocorr@oesianimais advém da utilizacédo
de forragens e aguas contaminadas dai que as pead&as com a saude publica devem
incluir as boas préaticas de producéo pecuériansita ou extensiva, sendo o estatuto
sanitario dos rebanhos um dos fatores a ter enacantadeia alimentar (D’ Aoust &
Maurer, 2007).
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A carne dos animais para consumo, 0S 0vos e os@ddrequentemente contaminados
durante a sua producdo devido a praticas de higmewretas. Os ovos, além de
poderem apresentar contaminacdo exterior, podesfithém ter o seu interior

contaminado, se existir uma infecdo do ovidutoales.

Durante o processamento de alimentos, quando enidgcdo ndo é a adequada, é
possivel a contaminacdo de superficies, equipamentatensilios que irdo funcionar

como veiculo de contaminacao.

Os alimentos mais frequentemente associados &egquprSalmonellasdo a carne de
animais de consumo, o leite e 0os ovos. Os fru®speciarias e as ervas aromaticas
também podem ser uma possivel fonte de contaminagiido a possibilidade de,
durante o cultivo dos mesmos, terem estado em aontmm matéria fecal animal,
fertilizantes organicos ou aguas contaminadas. oQutmlimentos que tém sido
implicados em surtos e casos de salmonelose incluemdos fermentados, sumos de
fruta, tomate, peixe, chocolate, molhos, bolos eeoheio, manteiga de amendoim e
rebentos de alfafa (Diakos & Borges, 2011).

Os principais sintomas de infecdo @almonellasdo a manifestacdo na forma clinica
de febre entérica poSéalmonellaTyphi ou SalmonellaParatyphi A B C; estritamente
humanas) ou de enterocolite (outros serotipos)eldref tifoide tem um periodo de
incubacdo de 7 a 28 dias e os sintomas incluemediaaiquosa, perda de forcas, dores
de cabeca, febre alta e persistente, dores abdemdwes musculares e suores. Em
paises subdesenvolvidos a febre tiféide apresamta alta taxa de mortalidade. Os
sintomas de enterocolite incluem nauseas, doresnahélis, diarreia aquosa, vomitos e
febre, surgindo entre 8h e 72h apos a ingestadimerdo contaminado. Os sintomas
desaparecem normalmente em 2 a 5 dias, no entijinsaindividuos continuam

portadores assintomaticos da bactéria ao fim deseem(Viegas, 2009a).

Os dados existentes apontam para a necessidadgedddio de um elevado numero de
células (16 — 1) para que ocorra infecdo. No entanto, dados neaisntes indicam
que, em determinadas condicbes, um numero de sébnlime 10 e 100 pode causar
doenca. E o que acontece quando o alimento corddmiapresenta elevados teores de
gordura e baixa atividade de agua, fatores estegpmiegem a bactéria da acidez do
estdmago (Jagt al, 2005; D’ Aoust & Maurer, 2007).
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Em algumas situagcdes, as infecbes causadasSglononellapodem degenerar em
infecbes sistémicas e precipitar varias condi¢cdesicas como a artrite reativa e o
sindrome de Reiter (inflamacéo das articulagcbeaseutiibes dos tendbes as mesmas,
frequentemente acompanhada por uma inflamacdo dantva do olho e das
membranas mucosas). Os sintomas s80 mais severoglosws, criancas e em

individuos imunodeprimidos (D’ Aoust & Maurer, 2007

A prevencao da contaminacdo apresenta um desgfioriamte e implica o controlo na
producao primaria, processamento e distribuicAopdodutos alimentares. Ao nivel da
producdo priméria devem ser tomadas medidas qeglassn o estado sanitario dos
rebanhos, nomeadamente o controlo da alimenta¢g@alai®almonellanas racbes pode
colonizar os animais) e o cumprimento das boascpgatie higiene na producéo e no
processamento animal, de forma a evitar a contg@inaruzada. Outros cuidados
passam pela selecdo da matéria-prima, higienizdg&outensilios e equipamentos,
controlo da temperatura de armazenamento dos @®dlimentares, separacdo dos
produtos crus de produtos processados, formacaonived dos habitos de higiene
pessoal, principalmente a correta lavagem das mé@osnanipuladores de alimentos e
implementacg&o do sistema HACCP (Shinolaral, 2008; Santos, 2010).

1.5.2 Listeria monocytogenes

Foi Murray e os seus colaboradores quem, em 1%faram pela primeira vez
Bacterium monocytogenes qual passou mais tarde a designar-sé.pmonocytogenes
(Farber, & Peterkin, 2000).

L. monocytogeneé um bacilo Gram positivo, anaerébio facultativatalase positivo,
oxidase negativo, movel devido a flagelos perisijamm mobilidade do tipmmblinga
temperaturas de 20 °C a 25 °C (Seeliger & Jon&§; 1Barber, & Peterkin, 2000).

A temperatura ideal de crescimento paranonocytogeneg de 30 °C a 37 °C, mas
pode crescer com valores de 1 °C a 45 °C (Sedlidenes, 1986; Lovett, 1990).

Este microrganismo consegue desenvolver-se conmegatte pH entre 5,5 e 9,6 com
um crescimento 6timo a pH neutro ou ligeiramentalalo (Seeliger & Jones, 1986),
podendo multiplicar-se a valores de pH 4,4 a 2@®°C6 a 10 °C e 5,2 a 4 °C, em
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condi¢cdes ambientais 6timas e ajustando o pH cado atoridrico (Hicks & Lund,
1991).

A bactérialisteria € considerada um microrganismo que tolera elevealasentracdes
salinas (halotolerante), devido a possibilidadeedesicrorganismo ter capacidade de
acumular solutos intracelulares (Lou & Yousef, 199%ndo sido referida a
multiplicacdo desta bactéria em meios com uma ctragio de 20% de NaCl e
podendo permanecer viavel apos um ano em 16% deddaCpH igual a 6,0 (Seeliger
& Jones, 1986).

Os valores de atividade da agug) (@imos para a multiplicacdo de monocytogenes
sao préximos de 0,97 (Lou & Yousef, 1999), no emtdni observada sobrevivéncia em

alimentos desidratados com valores généeriores a 0,93 (Seeliger & Jones, 1986).

Atualmente o génerd.isteria possui 8 espécies, sendo elasmonocytogenes, L.
ivanovii, L. innocua, L. seeligeri, L. welshiméri,grayi (Swaminathan, Cabanes, Zang

& Cossart, 2007; Zunabovic, Domig & Kneifel, 2011),marthii (Leclercget al, 2010)

e L. rocourtiae (Graveset al, 2010). Destas, apenas 2 espécies sdo consideradas
patogénicas,L. monocytogenegatogénica tanto para 0 Homem como para os asimai
domésticos e selvagens)Lle ivanovii (patogénica apenas para 0s animais) (Zunabovic
et al, 2011).

Esta bactéria € um microrganismo patogénico inare que se multiplica dentro dos
fagdcitos induzindo a formacéo de granulomas, dstaste processo relacionado com a
imunidade celular especifica de cada individuo.ilAs$0os doentes com imunidade
celular deficiente a doenca progride rapidamemnelas as estirpes virulentas produzem
uma toxina hemolitica e citolitica, chamada listigsina O, que parece originar rutura
das membranas dos fagossomas, tendo como conseq@Emultiplicacdo del.
monocytogenesem limitacées no citoplasma celular. Apos a tligsm da membrana
do fagolisossoma, a bactéria € cercada por filamseté actina que a orientam para a
periferia do macrofago, formando-se pseuddpodes, facilitam a sua transferéncia

para outros macrofagos (Vazquez-Bolabdl.,2001).

L. monocytogenescorre principalmente em pessoas consideradasa® tais como
gravidas, criangas, idosos e individuos imunodddom como os diabéticos, os
portadores de HIV, os alcodlicos, os submetidosmaddialise e os doentes submetidos
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a terapia prolongada com corticosterdides. Na n@aidas vezes manifesta-se por
sintomas gripais, como febre e arrepios, podenadéan existir lombalgias. A infecao

neonatal pode ser adquirida transplacentariameaotante ou logo apos o trabalho de
parto. Quando é adquirida apdés o parto manifesi@es® meningite (Marth, 1988;

Lecuit, 2007).

A sua identificacdo faz-se pela mobilidade car&tiea que demonstra, em meio
liquido, quando cultivada a 22°C e por testes bioguws e serologicos, sendo a
tipagem seroldgica extremamente importante na epalegia desta doenca e no
reconhecimento dos surtos epidemiolégicos de origafacciosa. Na industria
alimentar, para a detecdo de estirpes contaminagtembém uma ferramenta
imprescindivel para se estabelecerem ligacdes dsalidade entre isolados que se
detetam nos alimentos ou no ambiente e os quengditados em situacdo de doenca
(Guerra & Bernardo, 2004). As estirpes Hesteria sdo divididas em serovares,
baseados na caracterizacdo dos antigénios som@dresdos antigénios flagelares (H).
S&o conhecidos treze serovared.id¢eria monocytogened/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c,
4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e e 7 (Farber, & PeterkiADRCEm Portugal, a maioria dos surtos
e casos esporadicos tém sido associados ao seftbvéhimeida, Gibbs, Hogg &
Teixeira, 2006).

Este bacilo € ubiquo e tem sido isolado de vamesi$ do meio ambiente (solo,
silagem, efluentes de esgoto, cursos de agua), €§02011), e de varios animais,
sintométicos ou assintomaticos (Pintado, 2009Juindo o0 Homem. A infecdo € mais
frequente no Verdo, embora apareca esporadicamergpte todo o ano (Swaminathan
et al, 2007).

Estudos de vigilancia e investigacdo de surtos démonstrado que o consumo de
alimentos € a via mais frequente de infecdo pomonocytogenegm humanos
(McLauchlin, Mitchellb, Smerdon & Jewell, 2004). @smentos mais frequentemente
associados a listeriose séo leite cru e seus desyaarne e produtos carneos e vegetais
consumidos crus, especialmente quando requeremgemftdo durante a sua
conservacao (Esteves, Patarata, Saraiva, Silva &irda2000; Esteves, Patarata &
Martins, 2003; Pintado, Oliveira, Pampulha & FaaegR005; Thévenddt al, 2006).
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Os produtos que tém um prazo de validade longaliosentos contaminados com
elevados teores de monocytogenes que podem ser consumidos sem aquecimento
prévio, como por exemplo queijo feito com leite ceu enchidos, tém maior

probabilidade de favorecer a multiplicacaoLderia (Pintado, 2009).

Como podemos verificar na tabela 1, varios prodat®sorigem animal, estiveram

associados a presencaldenonocytogenesm Portugal.

Tabela 1 — Alguns géneros alimenticios de origeimalnaos quais esteve associada em Portugal a
presenca deisteria monocytogenes

Portugal notificou ao RASFF
Enchido alheira fumada

Enchido alheira

Enchido farinheira de porco
branco

Enchido farinheira de porco
preto

Portugal notificou ao RASFF
Distribuido para Portugal (RASFF)
Distribuido para Portugal (RASFF)

Queijo de ovelha curado

Fonte: (Adaptado de Veigs al, 2009).

L. monocytogeneg o agente de listeriose humana e animal tornaadoum dos
microrganismos patogénicos mais estudados nasasltokcadas, tanto por parte da
industria alimentar como da comunidade cientifiedrequéncia com que esta bactéria
se encontra nos alimentos, associada a elevadadéaketalidade da doenca, torna a
listeriose um problema grave de saude publica e preacupacdo para a industria
alimentar (Meackt al., 1999).

Em 2007 foram reportados na UE 1558 casos deitiseetendo havido um ligeiro
decréscimo em relacéo ao periodo de 2004 a 200@tiAicacdo mais alta ocorreu na
faixa etaria acima dos 65 anos juntamente com arrteia de letalidade, seguido pelas

criangcas com menos de 5 anos. A taxa de letaliddalefoi de 20% (Viegas, 2009a).

Em 2010 o numero de casos de listeriose dimini2@&3em comparacdo com 2009.
Aproximadamente 60% dos casos ocorreram entre sdosm mais de 65 anos. Em
criancas os casos de listeriose representaram 492009 e 6% em 2010 (EFSA,
2012c).
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A tendéncia decrescente manteve-se em 2011, amoi@se registaram apenas 3 surtos
de listeriose na UE (EFSA, 2013).

Existem dados que sugerem a existéncia de umadelgravaléncia de contaminacao
por L. monocytogenesm alguns alimentos mas a doenca que provocsteadse, por

ndo ser de declaragéo obrigatoria, devera estassmada (Veigat al.,2009).
1.5.3 Staphylococcus aureus

O nome Staphylococcudoi pela primeira vez usado por Ogston em 188la par
designacéo de cocos dispostos em cachos, que geartes responsaveis por abcessos
no Homem e em animais de laboratorio infetados raxpatalmente. O género
Staphylococcugpertence a familiaMicrococcaceae Sdo cocos Gram positivos, com
didmetro de 0,5 um a 1,5 um, iméveis, capsuladodoeesporulados. Sao anaerdbios
facultativos. Elaboram catalase e produzem acidosdegradacdo da glucose, em
aerobiose e em anaerobiose. S&o capazes de cepsameios com elevado teor de
cloreto de sédio (10%) e a temperaturas compreasdidtre 18 °C e 40 °C (Yousef &
Carlstrom, 2003; Bergdoll & Wong, 2006; Montville athews, 2008).

As bactérias do géneftaphylococcusado microrganismos meséfilos com temperatura
de multiplicacdo entre 7 °C e 48 °C (Baird-Parke900), podendo produzir
enterotoxinas termorresistentes a temperatura emdrel0 °C e os 46 °C, com
temperatura 6tima entre 35 °C e 40 °C. O pH idas p seu desenvolvimento varia
entre 6 e 7 (Baird-Parker, 2000), mas é possiveliléiplicagdo em alimentos com pH
variando entre 4 e 10. Este grupo de microrganisteos também a capacidade de
sobreviver e de se multiplicar a uma concentrag@@aldreto de sodio até 15% e a
producdo de enterotoxina acontece em concentragdeal até 10%, o que faz com que
os alimentos curados também sejam veiculos poterdéste agente de intoxicagdes
alimentares. Quanto §,,aStaphylococcugonsegue multiplicar-se em alimentos com
valores inferiores ao normalmente considerado ndrpara bactérias halofilas. O valor
minimo de @ € 0,86, apesar de ja& ter sido relatada a mubigdic destes
microrganismos em alimentos cory de 0,83 (Anderson e Pascual, 2000; Wong &
Bergdoll, 2002; Bergdoll & Wong, 2006; Santana, ddiel Arangon-Alegro &
Mendonca, 2010).
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Em alimentos, as espécies de maior importancia Saaureus, S. hyicus, S
chromogenes S. intermedius(Su & Wong, 1997; Santanet al, 2010), send&.
aureusa principal espécie associada aos casos de iag@#acalimentar (Santaeh al.,
2010).

As estirpes d&. aureuséo dos agentes mais frequentemente associadmxiaagdes
adquiridas, tanto na comunidade como no meio halapitA origem da infecdo é
muitas vezes enddgena. E um habitante da pele, raeasbmucosas, narinas, olhos e
trato gastrointestinal de individuos assintomatimm® estimativas de 20% a 30% para
colonizacéo persistente e de 60% para colonizagéomitente (Bustan, Udo & Chugh,
1996; Argudin, Mendoza & Rodicio, 2010). A versdable e gravidade das infe¢cfes
potencialmente causadas @®r aureusdevem-se a uma notavel gama de toxinas e
enzimas produzidas pelo microrganismo (Duquegired, 2010), que lhe garantem uma
elevada capacidade de invasédo e de resisténciditadticos (Young-Duck, Moon,
Park, Chang & Kim, 2007). As principais toxinasliemn quatro hemolisinas.,(B, y e

d) com acdo hemolitica, leucocida, letal e dermaima, diferentes para varias
espécies animais, incluindo o Homem, uma leucoaidom acao litica para leucocitos,
as exfoliatinas A e B, responsaveis pelo sindromgeale escaldada e enterotoxinas
(Dinges, Orwin & Schlievert, 2000). As enterotoysnsdo produzidas nos alimentos
guando estes sdo expostos a temperaturas que grar@imultiplicacdo microbiana.
QuandaS. aureusatinge niveis da ordem de”lifc/g é produzida enterotoxina, durante
a transicdo da fase exponencial para a fase eséaicio(Argudinet al, 2010), em
quantidade suficiente para originar doenca (Seo é&nash, 2007). Dentro das
enterotoxinas existem as classicas (A, B, C, D,eak)enterotoxinas termo-estaveis e
responsaveis por intoxicacao alimentar, e as desasbmais recentemente designadas
por novas que correspondem a G, H, I, R, S e T,eséando ainda completamente
estabelecida a sua relacdo com intoxicacdo alimgrtegudin et al, 2010). A
enterotoxina A parece ser a mais importante. Neste hé inicio abrupto de vomitos
intensos, diarreia e dores abdominais, que surggoa e 4 horas apds a ingestédo do
alimento contaminado e desaparecem, geralmentd, a8 dias (Su & Wong, 1995;
Young-Ducket al, 2007). Surgem alteragdes inflamatérias em diteseareas do trato
gastrointestinal, com lesdes mais severas no egtbmana parte superior do intestino
delgado (Dingestal., 2000; Argudiretal., 2010).
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1.5.4 Escherichia coli

Bacterium coli,que mais tarde originou o nome Hscherichia coli foi isolado pela
primeira vez por Escherich em 1885, a partir deedede criancas com enterite.
Depressa foi compreendido gl coli era um habitante normal do intestino das
criancas e adultos saudaveis, bem como de outrosiferas (Smith, Willshaw &
Cheastsy, 2000).

E. coli é uma bactéria anaerobia facultativa, Gram negagim forma de bacilo, imovel
ou mével por flagelos, que pertence a fantiiserobacteriaceaeAs estipes d&. coli
podem ser diferenciadas com base nos antigéniositeos (O), flagelares (H) e
capsulares (K). Adicionalmente, a presenca de fasbe de outras estruturas
relacionadas desempenham um papel importante naéndgia da bactéria. A
temperatura 6tima de multiplicagdo € de 37 °C, eonma temperatura minima de
multiplicacdo de 15 °C e uma temperatura maximasl@C (Willshaw, Cheasty &
Smith, 2000; Kaper, Nataro & Mobley, 2004; Men@yi2, Zhaot & Zhaot, 2007).

A maioria das estirpes de. coli ndo é patogénica e por isso ndo representa qualque
perigo para o seu hospedeiro. Contudo, nos ult@Bognos tem sido progressivamente
reconhecida a importancia desta bactéria como cdeigdiarreiaE.coli responsaveis
por diarreia sdo um grupo heterogéneo atendendonaoanismos de patogenicidade,
baseados na expressdo de fatores de viruléncia moam de interacdo celular.
Atualmente consideram-se 0s seguintes grupos paiscide E. coli patogénicos
associados ao consumo de aliment&s: coli enteropatogénico (EPBCE. coli
enterotoxigénico (ETEC)E. coli enteroinvasivo (EIEC) E. coli verotoxigénico
(VTEC), onde se inclui E.coli 0O157:H7. Outros dois grupos foram
epidemiologicamente associados, em alguns estudosn diarreias: E.coli
enteroaderente agregante (EAECEgoli enteroaderente difuso (DAEC). As suas
propriedades de viruléncia ndo estao tdo bemicladidis como as dos anteriores grupos
e ndo esta estabelecido o papel dos alimentosan&rasuismissdo (Menet al, 2007;
HPA, 2012). A infecdo pode ser adquirida atravesattato direto com animais, do
contato com humanos e do consumo de alimentos mordedos e agua. Os surtos
ocorridos demonstram que os alimentos mais frequeite implicados tém sido

vegetais contaminados com matéria fecal, aguaqmrsumo, carnes mal cozinhadas,
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principalmente de origem bovina (hamburgueres) ieapvenchidos curados, alface,
sumos de fruta n&o pasteurizados, queijo curadibeedru (Viegas, 2009a).

Os estudos realizados sobre inativacdo térmic&.deli revelaram que esta é mais
sensivel do qu&almonellapelo que os tratamentos térmicos utilizados pknairer

Salmonellgpodem ser aplicados na destruicadcdeoli (Santos, 2010).

Tal como ja foi referidoE.coli € um habitante normal do trato intestinal do Hongem
de outos animais de sangue quente. De entre todasspécies da familia
Enterobacteriaceague fazem parte da flora intestinal do Homéntoli € a espécie

predominante. Faz parte da flora normal e é enmdmtrpouco tempo apds o
nascimento. Esta sempre presente, é uma saprdita dgsempenha um papel
importante em varias funcbes fisiologicas. No eiotarcertos serovares, como
referenciado anteriormente, sdo patogénicos paf@mroem e para outros animais e
estes ndo séo considerados como fazendo parterdarftestinal normal (Willshawt

al., 2000; Kapeet al, 2004; Menget al, 2007).

1.6 Critérios microbioldgicos aplicaveis a produtos caneos

Tanto 0os governos como 0s responsaveis pela sailliliegpe a indUstria alimentar
pretendem reduzir a incidéncia das doencas denor@dienentar (DOA) causadas pelo
consumo de alimentos contaminados. Tradicionalmestpaises tém tentado melhorar
a seguranca dos alimentos através do cumprimentuitdeios microbioldgicos, quer

para as matérias-primas quer para os produtosgsades e acabados.

Nesse sentido, a Comissao Europeia (CE), com diabjde assegurar um elevado
nivel de protecdo da saude publica, publicou, ed52@ Regulamento europeu

2073/2005, alterado pelo Regulamento 1441/2007ele Regulamento 365/2010,

relativos a critérios microbioldgicos aplicaveis agneros alimenticios. Esta legislacédo
divide, ainda, estes critérios em dois tipos: dgemos de seguranca dos geéneros
alimenticios (que definem a aceitabilidade de uodpto ou de um lote de géneros
alimenticios aplicavel aos produtos colocados ncau®) e os critérios de higiene dos
processos (que indicam se o processo de produg@&mha de modo aceitavel, ndo

sendo aplicavel aos produtos colocados no mercadaeeestabelece um valor de
contaminacgdao indicativo, acima do qual se tornaoessarias medidas corretivas para

preservar a higiene do processo em conformidade @oegislacdo alimentar). O
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Regulamento apresenta como microrganismos patagentom significado em
preparados de carr@almonellae L. monocytogenegnquanto nos critérios de higiene

dos processos 0 microrganismo relevarite €oli.

De acordo com o Regulamento (CE) n° 2073/2005 s sitaracfes, ao nivel da
industria, e para os alimentos suscetiveis de fiermai multiplicagdo delL.
monocytogenesdo é admitida a presenca deste microrganismo egnd2samostra no
momento em que o alimento deixa de estar sob asatordo operador da empresa do
sector alimentar que a produziu, a menos que oupyodpossa demonstrar as
autoridades competentes que o produto ndo excedienite de 100 ufc/g até ao fim do
seu periodo de vida util.

Na tabela 2 estdo representados os critérios niidégjcos utilizados para as analises

microbioldgicas a preparados de carne, de aconshoocBegulamento 1441/ 2007.

Para além dos microrganismos contemplados no Regala 1441/2007, pode ser
importante avaliar a presenca de outros microrgamsspatogénicos relevantes para
determinados produtos. Assim, neste trabalho &uafla a pesquisa d&aphylococcus
coagulase positiva (maioritariamente da espétaphylococcus aurejisiado que um
dos reservatdrios primarios deste microrganismohé&raem e que este estudo incide
sobre um produto que requer muita manipulaaphylococcus aureusio um dos
agentes de intoxicacfes alimentares devido a qacicide de produzir enterotoxinas.
Os manipuladores de alimentos, que sejam portaddoesnicrorganismo, podem
contaminar os alimentos e desta forma provocar umuxicacdo alimentar para o
consumidor se existirem condi¢cdes favoraveis aiptigkcao (Jorda, Marucci, Guida,
Pires & Manfredi, 2012). Além dos manipuladores, matérias-primas utilizadas

também podem estar contaminadas com este micrergani
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Tabela 2- Critérios microbiolégicos para preparatsarne, de acordo com o Regulamento 1441/2007.

Plano de
Micror amostra- Himiise Fase em que o critério sq
Categoria de alimentos ganismo gem
Carne picada e preparados de car Auséncia em
destinados a serem consumidos cl 25g
Carne picada e preparados de car1e A partir de
de aves de capoeira destinados il 1.1.2006
serem consumidos cozinhados Auséncia em 1C
g
A partir de
1.1.2010
Auséncia em 25
g

Carne picada e preparados de carie,

exceto os obtidos a partir de carne de Auséncia em 1C 2
aves de capoeira, des.tlnados aserem @ g @ Produtos colocados no
consumidos cozinhados g 5 0 8 mercado durante o seu perio 10
Produtos & base de carne destinad)s a = de vida util
serem consumidos crus, excluindo o w
aqueles em que o processo de fabiico Auséncia em 2&
ou a composicdo do proprio produio g
eliminardo o risco relativamente a
Salmonella
Produtos a base de carne obtidos a A partir de
partir de carne de aves de capoeila 1.1.2006
destinados a serem consumidos Auséncia em 1C
cozinhados g
A partir de
1.1.2010
Auséncia em 25
g

Alimentos prontos para consumo

o .o e) o
susceptiveis de permitir o B O Produtos colocados no
crescimento dé. monocytogenes 5 0 100 ufc/g = = mercado durante o seu perio 1o
exceto os destinados a lactentes ¢ @ ug de vida util.
fins medicinais especificos =
(@]
§ - Antes de o alimento deixar d 2
g A 8 oy estar sob o controlo imediatc
S 5 0 USSR C =13 do operador da empresa dc
o 259 = &l' p ’ p
£ W o sector alimentar que o
& produziu
[}
Alimentos prontos para consumo n io g
susceptiveis de permitir o < iy Produtos colocados no
crescimento dé. monocytogenes 5 0 100 ufc/g =9 mercado durante o seu perio 1o
exceto os de.s.tlna}dos a Ia,c.tentes €a E = de vida util.
fins medicinais especificos
Preparados de carne Lo o~
5 500 5.000 S ~
E § 5 2 u(f)cu/g u;cljg a3 Fim do processo de fabrico
3] O«
it cn? cn? )

n — NUmero de unidades que constituem a amostra.

¢ — NUmero de unidades da amostra que apresensattadds compreendidos entre m e M.

m — Limite abaixo do qual todos os resultados s@siderados satisfatorios.

M — Limite de aceitabilidade acima do qual os reslds ja ndo sdo considerados satisfatdrios.
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De acordo com o Regulamento 1441/2007, a intewig@etdos resultados analiticos para
0s microrganismos indicados é efectuada do seguiotko:

Salmonella spp.

- Satisfatoria, se todos os valores observadosanelin a auséncia da bactéria,

- Insatisfatoria, se for detectada a presenca da&iia em qualquer uma das unidades da

amostra,;

Listeria monocytogenes
- Satisfatoria, se todos os valores observadosanglin a auséncia da bactéria,
- Insatisfatéria, se for detetada a presenca d@ti@em qualquer uma das unidades da

amostra;

Escherichia coli

- Satisfatoria, se todos os valores observadosifarm,

- Aceitavel, se houver um maximo de c/n valoreseent e M e 0s restantes valores
observados forem m,

- Insatisfatéria, se um ou mais valores observddosm > M ou mais do que c/n

valores estiverem entre m e M.

Staphylococcus coagulase positiva

Uma vez que este microrganismo ndo esta contempladegislacdo, optou-se por
seguir o critério do Instituto Nacional de Saudeudo Ricardo Jorge (INSA) (Santos,
Correia, Campos, Saraiva & Novais, 2005a).

Inaceitavel se os valores observados fordot

N&o satisfatoriz10? <10"

Satisfatéria <18

1.7 Caracterizacao fisico-quimica de produtos carneos

Dado que os produtos carneos sao produtos de odganal, apresentam determinadas
caracteristicas que afetam o crescimento dos rgmnsmos. O conhecimento dessas
caracteristicas pode ser usado para prevenir oardegt a multiplicacdo de
microrganismos patogénicos ou de alteracaodtlal, 2005).
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Os géneros alimenticios ndo apresentam apenas lommaricional importante para
guem 0S consome pois constituem igualmente, nari@ailms casos, um meio de

cultura ideal para o desenvolvimento microbianovgis, 1998).

As carnes e produtos carneos apresentam cardcteisitrinsecas que fazem com que
0S microrganismos que neles se encontrem tenhapazidade de se multiplicar. Para
além das caracteristicas intrinsecas também astedsticas extrinsecas interferem

com a multiplicacdo dos microrganismos (Brown, 2000

Para o caso da carne e produtos carneos, os imtores intrinsecos sao referidos a

sequir.

1.7.1 Atividade da agua

Para todos os organismos a agua € o principal coemp® da célula (cerca de 80%) e é
0 meio onde ocorrem as reagfes celulares (Pamp9gB8). A atividade da 4gua.jeé

um parametro que exprime a fracdo de agua do abmgue estad disponivel para
participar nas reacdes fisico-quimicas e bioquisnida metabolismo microbiano. E
definida como o quociente entre a tensdo de vapargda de um alimento (p) e a da
agua pura (), para a mesma temperaturg=@/p,). Os valores variam entre um, para a
agua pura (na auséncia de forcas capilares oustecéo) até zero. Quanto maior for a
ay maior serad o desenvolvimento microbiano de um go@CMSF, 1980). A carne
fresca apresenta, em média, um valor de 0.990y est® Otimo para uma grande
variedade de microrganismos (Feitosa, 1999giay, 2005).

A a, esta relacionada com a presenca de humectantessebdtancias solaveis no
alimento (NaCl, glucidos, etc), com o teor em aguam o teor em gordura e com a
temperatura. A sua influéncia faz-se sentir queniael de mecanismos quimicos e
bioguimicos (oxidacao lipidica, escurecimento ndzreatico, alteracdo de pigmentos,
alteracdo da textura, perda de nutrientes e alterda atividade enzimética) quer ao
nivel do desenvolvimento dos microrganismos. A agaas, sobre a microbiota do

alimento assume particular importancia na medidagei® o seu controlo permite

conservar determinados produtos sem recurso &eedfao, sem risco para a sua
deterioracdo e para a saude do consumidor. A fuegtabilizadora da reducdo dos
valores de @nos alimentos € conseguida por limitar condicdgsas de multiplicacéo

e atividade metabdlica dos microrganismos presemissalimentos. A acao inibidora
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da g, reduzida é potenciada pelo pH, potencial redoy éBemperaturas adversas, pela
presenca de substancias inibidoras e de flora mama competitiva desprovida de acao
corruptiva (Martins & Patarata, 1993; Jetyal, 2005).

A importancia atribuida pelos tecnologistas,dewvou a classificacdo dos alimentos em
trés categorias, em funcdo do valor geadimentos de humidade elevada (HMF) com
1,0 a 0,90 de,g alimentos de humidade intermédia (IMF) decampreendida entre
0,90 e 0,60; alimentos de humidade reduzida (LM#gdinferior a 0,60 (Gauthieet
al., 1986; Leistner,1990, citados por Martins & Paifar1993).

O efeito da @ € influenciado por outros parametros tais comdipgptemperatura e o
potencial redox (Eh). A combinacdo dos valores ldeepde @ permite classificar os

produtos carneos em 3 categorias: estaveis, atisrafacilmente alteraveis (tabela3).

Tabela 3 — Condi¢des de armazenamento de produtosas em fungéo dos valores gesgH

armazenamento
a, < 0,95 e pHs5,2
Estaveis ou Nao necessitam de refrigeracé .o
a,<0,91 ou pH< 4,5

a,<0,95 ou pH< 5,2 < +10°C
CENENCEIEIEVYEE a, > 0,95 e pH >5,2 < +5°C

(Fonte Tendinha, 2007; adaptado de Diretiva Sanitaria7fiCEFE de 21 de Dezembro de 1979)

Na tabela 4 estdo representados valores médioemadlos de pH e ade algumas

carnes e produtos carneos.

Tabela 4 — Valores médios ou intervalos de valdeegH e gde carne e de produtos carneos
Portugueses.

54-58 0,98
56-6,0 0,98
>45  <0,90
4,952 0,85-0,93
5,3-5,8 0,90-0,93
6,2-7,0 0,96-0,98

(Fonte: Peres, 2000)

1.7.2 Potencial hidrogenidnico

O potencial hidrogenionico (pH) é a medida quedadi grau de acidez de um alimento
e € um fator muito influente na multiplicacdo e abelismo dos microrganismos.
Como diferentes bactérias toleram diferentes valdeepH, este € também responséavel

por alguma selecdo da flora microbiana de um alimdde um modo geral, quanto

35



Identificac@o dos Perigos Associados a ProducaMdeanhos

menor o valor de pH maior a dificuldade de desennw@nto dos microrganismos
existentes num determinado produto. Contrariameosge alimentos com pH mais
elevado oferecem melhores condicbes para o desemenito da maioria dos
microrganismos. A grande maioria dos microrganisrpotencialmente patogénicos

prolifera melhor em produtos com pH neutro (Lavw&ikedward, 2006).

Sendo o pH um importante fator quimico que condiias reac¢cfes enzimaticas, bem
como a sobrevivéncia e a multiplicacdo dos micmugyaos nos alimentos, este fator
constitui uma potencial barreira que interessa eoethe controlar ao longo de todo o
processo produtivo, a fim de garantir uma maiousgy;a e melhor conservacao dos
géneros alimenticios até ao seu consumo final @elez-Herrero, Roig-Sagués,
Lépez-Sabater, Rodriguez-Jerez & Mora-Ventura, 18@8npf & Jahn, 2000; Ordofiez
& Hoz, 2007).

A maioria dos produtos carneos apresenta um pHGlewbsuperior, 0 que torna estes
produtos suscetiveis a multiplicacdo de bactériaguregos. A presenca destes
microrganismos conduz a protedlise e a quebra @igar das proteinas (putrefacdo),

libertando compostos aminados com forte odor €dai; 2005).

O pH exerce uma importante funcdo na estabilidads g@rodutos céarneos
transformados, dado que a inibicdo dos microrgasssmode ser conseguida pelo
aumento da acidez de forma artificial (adicdo deagcfracos) ou de forma natural

(fermentacéo — importancia das bactérias laticas).

1.7.3 Proteina

A proteina é o composto mais abundante do must8kb), depois da agua.
Nos produtos de origem animal, alimentos proteipos exceléncia, é importante
controlar a abundancia relativa da proteina pos dootivos: avaliar a qualidade

nutritiva do alimento e controlar a composicédo ddas produtos transformados, aos

quais é permitida a adicao de gorduras, glucidps,éentre outros.

De acordo com a Portaria n°1313/93 de 29 de Dezen#w existe qualquer limitagao

para teores minimos de proteina para produtosforamsdos.
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1.7.4 Gordura

A gordura encontra-se em muito pequena quantidademasculo (3%), quando

comparada com a agua ou a proteina, no entanmg@gesha um importante papel nas
caracteristicas organolépticas da carne. Atualmeata a relacdo entre 0 consumo de
gorduras e a incidéncia de doencas cardiovascularesnsumidor tem tendéncia a
procurar alimentos proteicos pobres em gordurajfeando muitas vezes as suas

qualidades sapidas (Tendinha, 2007).

A gordura tem um impacto nos valores finais do pithe, do produto. Altos niveis de
gordura aumentam o pH do preparado de carne, masmfi@éncia na fermentagéo do
produto (Feiner, 2006).

A determinacdo do teor em gordura € importante ysrgermite, esclarecer o
consumidor acerca do valor nutritivo dos produt@s atigem animal, e permite

controlar os produtos transformados, aos quaisrifi@o adicionar gordura.

1.7.5Cloretos

O sal de mesa ou sal de cozinha € um composto cuimiedominantemente
constituido por cloreto de sédio (NaCl), sendodale condimento mais antigo usado

pelo Homem (Viegas, 2009b).

De acordo com o Decreto - Lei n°® 350/2007, de d®dtubro, o sal alimentar € o
produto cristalino de extraccéo, no estado natwrdratado, essencialmente constituido

por cloreto de s6dio num minimo de 90% do prodatms

O cloreto de sddio é um ingrediente de utilizacBmuente no processamento de
alimentos. O seu emprego na conservacdo da caixe @ produtos de salsicharia é
feito desde tempos imemoriais sendo responsaveb pebor salgado e pela
intensificacdo e harmonizacdo dos sabores entdifeentes ingredientes (Patarata,
1995).

A ingestéo de sédio é motivo de preocupacdo enmosipiises industrializados, pois o
seu consumo excessivo tem sido associado a hipaaeaumento do risco de acidentes
vasculares cerebrais e morte prematura devida acdse cardiovasculares. A

quantidade de sal recomendada para um adulto salu@de 5-6 g/dia e 1 a 3 g/dia para
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individuos hipertensos. Tém sido feitos esfor¢aa pentar baixar as quantidades de sal
nos alimentos, mas essa diminuicdo afeta o sabtxtara e o tempo de prateleira
desses mesmos produtos (Puolanne, Ruusuen & Vpaapr2001; Ruussunem &
Puolanne, 2005).

A sua capacidade sequestrante de moléculas dg@maamolécula de NaCl consegue

ligar-se a seis molécula dezﬂab, faz do sal um humectante que permite diminuivrv o]

nos alimentos e com isso aumentar a sua estat@lim@dmo quando estes permanecem
com um elevado teor em &gua, garantindo a manutertg caracteristicas
organolépticas como a plasticidade e melhorandedimentos na producao, desde

que utilizado dentro dos limites sensoriais aceigpara cada produto.

O poder conservante do sal cria um efeito depresascavrdo alimento, mas a sua acgao

inibitéria sobre a multiplicacdo dos microrganismasnbém € exercida de forma
directa, provocando osmodlise, interferindo no bamcfonamento da membrana e dos
sistemas enzimaticos das células, seleccionandguwando assim 0s microrganismos
gue conseguirem desenvolver-se, dependendo ddisidasie que varia de espécie para
espécie (Flores, 1997).

1.8 Fatores extrinsecos que influenciam os produtos ados

Além dos fatores intrinsecos existem os fatoregiresdcos que influenciam a

conservacgéao dos alimentos.

- Temperatura de armazenamento — A temperatureefiigeracédo pode retardar a
multiplicacdo microbiana, durante o armazenametoentanto com o prolongamento
do tempo os microrganismos psicrofilos e psicrdosf podem multiplicar-se e

produzir algumas alteracdes nos alimentos. Segasdiferentes temperaturas éptimas,
maximas e minimas de crescimento, 0s microrganigradem ser classificados como:

mesofilos, termofilos, psicrofilos e psicrotréficos

A temperatura é dos fatores que mais afeta a atlei@ o desenvolvimento microbiano,
pois esta influencia a atividade das enzimas mianals e de enzimas dos tecidos. As
enzimas presentes nos alimentos continuam a sudaalke durante o armazenamento e
a sua atividade é tanto menor quanto menor fompdeatura de armazenamento. No

geral, as temperaturas de refrigeracdo, os mianag@s tém dificuldade de se
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desenvolver, o que diminui fortemente a producatoxi@as, levando a um aumento da
conservacdo dos produtos e a uma preservacao dastecssticas organoléticas e
nutricionais do alimento. Contudo, a refrigeraca@o npermite destruir 0s

microrganismos, ao contrario de temperaturas eds/ab que leva ao seu
desenvolvimento quando a temperatura lhes é fagbrd@\ém disso, ndo permite

eliminar algumas toxinas previamente produzidasavéGet al., 2008, citados por

Guerreiro, 2011).

- Humidade — O crescimento microbiano € iniciadasnmapidamente com valores de
humidade relativa alta, mesmo a baixas temperatQaando os alimentos mais secos
séo colocados em ambientes humidos, pode ocorrarasor¢do de humidade por
parte da superficie do alimento, permitindo a mlittacdo de microrganismos (Novais,
1998).

- Atmosfera gasosa — A atmosfera onde os alimesfus conservados € muito
importante. Quando temos quantidades de €@®olta de 10%, estamos perante uma
atmosfera controlada ou modificada, podendo o s®uw aumentar o periodo de
armazenamento das carnes (Novais, 1998).

A eliminacdo do oxigénio em algumas formas de eagmsh em atmosfera modificada,
leva a alteracdo da microbiota de deteriorag@ogedimolo o crescimento de aerdbios
estritos e retardando o crescimento de anaerobmstdtivos (Lund, Baird-Parker &
Gould, 2000). O controlo da temperatura € essencial pafecacia da embalagem em
atmosfera modificada, pois a funcdo do,@em sucedida quando a temperatura é
baixa (Lundet al.,2000).

O CO, € muito eficaz contra as bactérias Gram-negatias;ontrario das bactérias

Gram-positivas em que o0 seu efeito é menor (Sanebs al.,, 2005b).
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2. Materiais e Métodos

2.1 Processo de fabrico dos maranhos e colheita de arttas

As amostras analisadas neste trabalho, num tot&0Odenidades, foram cedidas por
empresas produtoras de maranhos e por uma grapddisie. As amostras foram em
geral colhidas nas préprias empresas e, no cagmdde superficie, no local de venda.
Houve também casos de amostras entregues diremmenmt Laboratorio de

Microbiologia da Escola Superior Agraria de Casttanco, pelo produtor, durante o

circuito de distribuicéo.

Foram analisadas amostras de 8 empresas (tabédedljzadas nos concelhos de Vila
de Rei, Serta, Proenca-a-Nova, Macao, e CastelocBraDado que o maranho se
encontra a venda no estado cru ou ja cozido e edtah vacuo (Figura 2), a
amostragem incidiu sobre estas duas formas deespagsio. Como se pode verificar na

tabela 4, a maioria das amostras analisadas engarge no estado cru.

Por outro lado, a colheita de amostras incidiu senspbre 5 unidades por lote, para
que os resultados pudessem ser interpretados ca®m ba Regulamento (CE)
1441/2007.

Tabela 5 — Empresas fornecedoras das amostrasrdehnanalisadas neste trabalho, localiza¢édo,@stad
da amostra e nimero de amostras fornecidas.

Empresa/Produtor Estado da amostra N° de unidades

Carnes Simdes Serta Cru 5
Casel Cru 5
Estrela da Beira Vila de Rei Cru 5
Carpinhal Cozido 5
Almeida e Filhos Proenca-a-Nova Cru 5
Verganista Sobreira Formosa Cru 5
Salsibeira Alcains Cru 5
Cozido 5

O Fumeiro da Beira Macéao Cru 5
Cozido 5

De forma a garantir a confidencialidade das empr@gsadutoras de maranho, estas

passaram a ser designadas de forma aleatérialgietesA, B, C, D, E, F, G e H.
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_ W |
- 1y 4
Figura 2 — Maranhos crus embalados a vacuo. (Faatera)

O processo de fabrico das empresas contactadaa paecucado deste trabalho é muito

semelhante e apresenta-se esquematizado na Figura 3

Preparacio das carnes Secundarias(areoz, Ervas

[ i [ Adicdodasllaténasprimas ]
Atomm dticad)

Picagem (0, 5cm)
{Ianual ou com picadora)

Iligtura e ternpero da massa
- Preparacdao dastipasinatiurais
Enchimento £ atadura - ou sintéticasd) e elaboragiaodas
( Tripas sintéticas ou naturais) 53005

Acondicionatnento [ Cozedura (£1h3 0 ]

ATtnarenagern

Conservacdo eexpedicio
(0a 3%y

Figura 3 — Fluxograma do processo produtivo do nfayaNota: a etapa de cozedura apenas ocorre nas

amostras cozidas

As carnes utilizadas nos maranhos em estudo s&erpemtes, predominantemente de

pequenos ruminantes (caprinos e ovinos), e de suino

Depois da preparacdo das carnes, faz-se a suaepicagm recurso a maquinas
picadoras, ou manualmente, de forma grosseira, extagps de aproximadamente 0,5
cm. Efetua-se igualmente a miga dos restantesdiggmes, como é o caso do presunto,
chourigo, toucinho que s&o entdo misturados naecgfigura 4). Estes ingredientes
podem variar de produtor para produtor. De segéiddicionado o arroz cru, sal, vinho

41



Identificac@o dos Perigos Associados a ProducaMdeanhos

branco e outros condimentos caracteristicos destkifw como a horteld ou o serpéo e
vinho branco.

Figura 4- Miga ou corte dos ingredientdsoqite:http://www.google.pt)

Apo6s a mistura dos ingredientes faz-se o enchimdogcsacos (Figura 5), os quais sédo
pequenos, tém forma ovalada a cilindrica, e sdwedos a partir dos compartimentos
gastricos de pequenos ruminantes, no caso da nap#al, ou recorrendo a tripa

sintética. Os sacos ndo podem ficar muito cheioa pgae, durante a cozedura dos

mesmos, 0 arroz tenha espaco para cozer.

Figura 5- Atadura dos sacos apos enchimento dosiasegFonte:
http://sicnoticias.sapo.pt/vida/2011/06/13/confeneido-em-proenca-a-nova-maranho-com-40-metros-

candidato-a-maior-do-mundo)

De seguida sdo acondicionados em camaras de raffige para poderem ser
comercializados.

Figura 6 — Maranho pronto para ir para a cAmareftigeracao
(Fonte:http://1.bp.blogspot.com/_wE8ST2XKY ow/TIf&kmVI/AAAAAAAACWO/I'VDYrQTgjlk/s400/
P1060882.JPG)
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Nas empresas que fazem a comercializacdo dos nosraolzidos, a cozedura é feita
depois do enchimento e atadura dos sacos.

2.1 Transporte e rece¢ao de amostras

De acordo com o que foi anteriormente referida@grasstras utilizadas para a realizacao
deste trabalho foram colhidas em unidades de p&jugma grande superficie e por
produtores que entregavam diretamente as amostsdalioratorios da Escola Superior

Agraria de Castelo Branco.

As amostras foram transportadas de forma a gargoir estas se mantivessem

refrigeradas até a chegada ao Laboratério de Mimaxha.

Apbés a sua rececdo, foram guardadas no frigorifcouma temperatura de
aproximadamente 4 °C. Foi atribuido um codigo mderdentificativo para cada

amostra, que garantisse o acompanhamento destasaitfa do resultado final.

As amostras analisadas neste trabalho apresental@amacordo com a informacao

constante nos rotulos, as caracteristicas menasnaatabela 6.

2.2 Preparacgéo das amostras e da suspensao mée

Durante a preparacdo das amostras para analisebioidgica, de acordo com as boas
praticas de laboratorio (BPL) descritas na norn®&0(I7218, 2007), as embalagens
foram inicialmente colocadas num tabuleiro em imetéril (Figura 7). Posteriormente,

desinfetou-se uma zona da embalagem com &lcod¥aa dlfriu-se a embalagem com o
auxilio de uma lamina esterilizada, retirou-se aamho e seguidamente retirou-se a

respetiva pele.

Figura 7 — Preparacao da amostra de maranho eigitabde inox estéril (Fonte: autora)
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Tabela 6 — Informacao dos rotulos presentes nasteasanalisadas.

Empresa/Produtor Instrucdes/Informacdes Validade

Estrela da Beira Carne de suino, arroz, horte 40/45 Minutos de fervura em agr 30 dias

Vila de Rei e sal. simples (cru)

Ovino adulto, pimenta, arro:
_ Conservar entre 0°C e 4°C i
Casel horteld, presunto, chouric 10 dias
~ Embalado em atmosfera controla
Serta carne gorda, sal, carne mag | 5 (cru)
) (gas ou véacuo)
vinho.

Carne de cabrito, carne L . -
~ Consumir ap6s confeccao culinari
gordura de porco, chourigi

Almeida e Filhos Conservar entre 0°C e 3°C 10 dias
presunto, sal, alhc o
Proenca-a-Nova - ) Acondicionado em  atmosfer (cru)
especiarias, vinho
protectora

aromatizantes naturais.

Carne de porco, arro;

Carpinhal ) ) 30 dias
) ) presunto, chourico, sal azeil Conservar entre 0°C e 5°C )
Vila de Rei ) o (cozido)
vinho e especiarias.
6 meses
60% Carne de cabra, 20 N&o voltar a congelar. no

Verganista .
. arroz, 5% de presunto serrar (O nosso produto ndo fc produto
Sobreira Formosa

5% de chourico, vinho, sal.  congelado) congelad
0.
10 dias
Salsibeira Carne de caprino, suino, arrc (cru)
Alcains presunto e condimentos. 3 meses
(cozido)
Cozer 12minutos em &gua, ¢ }
) _ Carne de porco, bucho e car . ) 30 dias
O Fumeiro da Beire hortela (facultativo).
. de borrego, arroz, presunt . i para 0s
Macéo ) ~ ~_ Retire logo da Agua. .
chourico, horteld, especiarias cozidos.

Conservar entre 0°C e 6°C

) ) Aconselha-se a uma cozedura
) Carne de ovino, caprino i
Carnes Simoes ~ 1h15m 10 dias
porco, presunto, chourigt
Sertd Embalado a vacuo (cru)
horteld, sal e arroz.
Conservar entre 0°C e 4°C

O maranho foi cortado em pequenos fragmentos seroptematerial esterilizado.

A preparacdo da suspensdo-mde para analise micdgibe seguiu o procedimento
constante na Norma (ISO 6887-2, 2003).
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Pesou-se na balanca (Mettler Pc 2000), a quantitickssaria de produto dependendo
do parametro microbiolégico a analisar (10 g pasacantagens e 25 g para as
pesquisas), com os devidos cuidados de assepsasauns esterilizados préoprios para
Stomacher(PE dim 177x304 mm com tela filtrante Seward Lédjt London, UK),
devidamente identificados com o nimero da amaséta, e hora da colheita.

A toma da amostra de 10 g adicionou-se diluentérie$90 ml de peptona sal), de
modo a obter-se uma suspensao-mae, a qual foi nsadantagem s8taphylococcus
coagulase positiva e na contagem Elecoli. As tomas de 25 g de amostra foi
adicionado 225 ml dos caldos de enriqguecimentoofffp®s para a pesquisa de

monocytogenes pesquisa d8almonellaspp.

A mistura assim preparada foi ao aparelho homogaderStomachefStomacher 400
Circulator, Seward Limited, London, UK), (Figura @rante 1 minuto a 230 rotacdes

por minuto (rpm), de modo a obter uma correta hamegacéo.

Figura 8 -Stomacher00 circulator — Homogeneizador de amostras (fenttora)

Apds a retirada das tomas de amostra para as emdtigrobiolégicas a amostra
restante foi colocada num saco estéril e postedotenusada para a realizacdo das

analises fisico-quimicas.
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2.3 Andlises microbioldgicas

2.3.1 Procedimento para a pesquisa d8almonella spp.

A pesquisa de&salmonellaspp. efetuou-se seguindo a Norma (ISO 6579, 2@y,
pré-enriquecimento de 25 g de amostra em 225 ragda peptonada tamponada (APT)
(Biokar DiagnosticE”, Beauvais, Franca) durante 18 h + 2h a 37 °GC+k€guido do
enriquecimento em simultdneo nos meios liquithdler Kauffmann Tetrathionate
(MKTTn) suplementado com novobiocina (ambos progi@xoid™, Cambridge, UK)
e solucdo de iodo-iodeto e iodeto de Potassio gangrvodutos Merck, Danstald,
Germany), e Rappaport Vassiliadis Soja (RVS) KBioDiagnosticE", Beauvais,
Franca), que incubaram 24 h + 2 h respectivameB#®@ + 1°C e a 41,5 °C * 1°C.

Seguiu-se o isolamento nos meios selectivos soXgtisse Lysine Deoxycholate Agar
XLD (Biokar Diagnostic§”, Beauvais, Franca) Rrilliant-Green Phenol-Red Lactose
Sucrose AgafBPLS) (Merck, Danstald, Germany), @elose au Vert Brillante et au
Rouge de Phenol (Edel et Kampeimach@ipkar Diagnostics”, Beauvais, Franca)
qgue incubaram a 37 °C £ 1 °C por 24 h + 2 h, apdaeas colonias suspeitas foram
repicadas para o meio sélidoiple Sugar Iron(TSI) (Biokar Diagnostic®', Beauvais,

Franca) (Figura 9).

Figura 9 — Meidryptone sugar iror(TSI)
(Fontehttp://totallyfreeimages.com/previews/standard£&¥8881219cdad2abd8090661abb6acclf6a45d7

8.jpg

Trata-se de um meio em rampa que permite veriictgrmentacado (ou nao) de trés
acucares, com ou sem producéao de gas, e produ¢dsdélarchal & Bourdon, 1973).

A diferenciacdo das bactérias no meio XLD fundammeet na fermentacéo da xilose,
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descarboxilagdo da lisina e producédo dsS,Heaccbes que permitem efectuar uma
diferenciacdo priméria d8higellae Salmonellade outras bactérias ndo patogénicas. A
concentracdo de desoxicolato, agente inibidor, peren inibicdo de coliformes sem
interferir com o desenvolvimento &almonek eShigella As colonias apresentam-se
vermelhas com centro negro. O meio BPLS apresdetada concentracdo de verde
brilhante que inibe o crescimento da maioria dagén@s. A presenca de lactose e
sacarose permite a distincdo entre bactérias derg&almonellaque apresentam

colonias rosa com halo vermelho a volta das cosjnéa flora competitiva que

apresenta colonias amarelas ou esverdeadas.

Quando a cultura se apresentava caracteristicsShdéz-se a prova de oxidase e, no
caso desta apresentar um resultado negativo, feasedamento eriryptone Soy Agar
(TSA) (Biokar Diagnostic®', Beauvais, Franca), para posterior confirmacaoianésl
recurso aos testes bioquimicos da galeria APl B0EMerieux® SA, Marcy L’Etoile,
Franca) (Figura 10).

Figura 10— Galeria APl 20E ap6s inoculacao e incéiba 37°C (Fonte:autora)

2.3.2Procedimento para a pesquisa deisteria monocytogenes e serotipagem por
Polymerase Chain Reaction multiplex

Para a pesquisa diésteria monocytogendsi seguida a norma (ISO 11290-1, 1996) e
a (ISO-11290-1 Amendment 1, 2004) com enriquecimpnimario de 25 g da amostra
em 225 ml do primeiro caldo de Fraser (Merck, DaldstGermany), indo a incubar
durante 24 h =2 h a 30 °C + 1 °C. A partir desteefectuada uma passagem para o
segundo caldo de Fraser (Merck, Danstald, Germardg,a incubar durante 48 h + 2 h
a 37 °C+ 1 °C. Para a preparacdo do meio Frasepletmforam adicionados o
suplemento selectivo e citrato de ferro (lll) anamal (ambos produtos Merck,
Danstald, Germany).
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O isolamento realizou-se a partir dos caldos deyeecimento, mediante sementeira
por estria a superficie nos meios de cultura OxfSelective Agar (Oxoid™,
Cambridge, UK) eDttaviani Agosti AgaffOAA) (BioMerieux® SA, Marcy L’Etoile,

Franca).

O meio OAA permite a deteccao deglucosidase que actua sobre um substrato
cromogénico, fazendo desta forma a identificac@sprtiva do géneraisteria que
apresenta coldnias azuis esverdeadas. As colGarasteristicas de. monocytogenes
apresentam um halo opaco, que as distingue dagsoespécies pertencentes a este
género (Figura 11), e cuja formacéo esta relacemicath a actividade da fosfolipase C.
A selectividade do meio é conferida pela ac¢cdo @oada do cloreto de litio e dos

antibioticos (acido nalidixico, ceftazidima e pakma B).

Figura 11 — Colonias tipicas testeria monocytogenas meio de cultur®ttaviani Agosti Aga(OAA).

(Fonte: autora)

As colonias tipicas em Oxford sdo pequenas, adiadas e rodeadas por um halo negro
resultante da hidrélise da esculina. Ao fim de 48ak de incubacdo estas coldnias

tornam-se mais escuras, aumentam o seu diameghreseatam uma depressao central.

Para confirmacédo das colonias suspeitas foi efdataaepicagem de 5 coldnias para o
meio TSA (Biokar Diagnosti¢¥, Beauvais, Franca) com extrato de levedura (Merck,
Darmstadt, Germany) e posterior incubacéo durahte22 h a 37 °C + 1 °C.

As colonias tipicas neste meio apresentam cer@aad® mm de diametro, Sdo convexas

e tém margens regulares.

Os testes de confirmacao iniciam-se com o estudwatgiluminacdo de Henry, que
permite ver a luminiscéncia azul caracteristica calénias delisteria spp. As que

apresentaram esta luminiscéncia fez-se o testatdéase, CAMP test e coloracdo de
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Gram. Por fim, efetuaram-se os testes bioquimitasés da inoculagédo da galeria API
Listeria (bioMerieux® SA, Marcy L'Etoile, Franca).

Todos os isolados de monocytogenesbtidos das amostras positivas, num total de 14,
foram crioconservados (Anexo 1), para posterioioteagem. Esta foi realizada de
acordo com o método descrito em Doumith, Buchrie€daser, Jacquet & Martin,

(2004), com algumas alteracgdes.

O ensaio ddé’olymerase Chain ReactidCR), multiplex foi desenvolvido nastitut
Pasteurde Paris por Doumith e colaboradores, em 2004baséado na utilizacdo de
cinco pares derimerscapazes de agrupar as estirpet.demonocytogenesm quatro
grupos filogenéticos relacionados com o serovau(ith, et al,.2004). Estirpes de.
monocytogenepertencentes ao serogrupo 1/2a, 3a geram fragsmemplificados a
partir dos genebno0737(691 pb), eprs (370 pb), as pertencentes ao serogrupo 1/2b,
3b, 7 geram fragmentos amplificados a partir doeegeORF2819 (471 pb) s (370
pb), as pertencentes ao serogrupo 1/2c, 3c geegméntos amplificados a partir dos
genedmo0737(691 pb), Imo1118 (906 pb)pes (370 pb), e por fim, as estirpes lde
monocytogenepertencentes ao serogrupo 4b, 4d, 4e geram fragsmmamplificados a
partir dos genes ORF2819 (471 pb), ORF2110 (59,7eqiys (370 pb).

Este método ndo diferencia o serovar 1/2a do 8aravar 1/2c do 3c, o serovar 1/2b do
3b e do 7, nem o serovar 4b do 4d e do 4e (Doushidh, 2004).

Este método permite separar 0s quatro serovaraspmialentes (1/2a, 1/2b, 1/2c e 4b)
de L. monocytogeneem 4 serogrupos distintos. Os genes marcadoretnsissio
Imo0737, Imo1118DRF2819 ORF2110 eors (tabela 7). Este ultimo caracteriza-se por

ser um gene comum a todas as espécies do géstrna.

Tabela 7 — Fragmentos amplificados em cada umetosares déisteria monocytogenes

Amplificacdo dos fragmentos de gene paultiplex PCR

Imo1118 Imo0737 ORF21D ORF2819 prs Serogrupos

- + - + L. monocytogenes 9/2a, 3a

- - + + L. monocytogenes 9v2hb, 3b, 7
+ + - + L. monocytogenes 9V2c, 3c

- - + + + L. monocytogenes g\, 4d, 4e
- - - - + Listeria spp.

Fonte: (Pintado, 2005)
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2.3.3 Procedimento para a contagem d&taphylococcus coagulase positiva -

Técnica com confirmacédo de colonias
O procedimento seguido baseou-se na norma (NP 442032).

A partir da suspensdo-mae e das respectivas dwi¢di feita uma sementeira a
superficie de 0,1 ml ou 1 ml em placas com meiecsigb de Baird-Parker Agar (BP)
(Oxoid™, Cambridge, UK). Seguiu-se a incubacédomnterd8 h+2 h a 37 °Ct1 °C, para
posterior contagem e isolamento das coldnias @fsafitas e ndo caracteristicas como
descrito na norma de referéncia. Neste meio anglie cloreto de litio e o telurito de
potdssio atuam como agentes seletivos ao passa agiedo de gema de ovo permite a
observacdo da lecitinase. As colOnias caractergarmer serem cinzentas escuras ou
pretas devido a reducéo do telurito, brilhantesyeras, com margens inteiras e halos
opacos em seu redor devido a acao proteoliticatr@eestes, muitas vezes forma-se
um halo transparente devido a agdo de uma lipase.

Trés a cinco colonias caracteristicas foram rejaisgara o meiBrain Heart Infusion
Broth (BHI) (Merck, Danstald, Germany), e incubadas 242hh a 37 °C+1 °C, para
uma posterior confirmacao através da prova da ¢asguForam igualmente repicadas
para confirmacédo 3 a 5 colonias ndo caracteristicas

Para a pesquisa da coagulase juntou-se 0,1 mllaaacjovem em BHI a 0,3 ml de
plasma de coelho com EDTA (Merck, Danstald, Germagm tubos de hemdalise, indo

depois a incubar a 37 °C £1 °C durante 4 h a 6, B®uecessario, até 24 h.

Considera-se a reacdo como positiva quando o andguipa mais de 3 quartos do

volume inicialmente ocupado pelo liquido (Figural2)

Figura 12 — Reacdo de coagulase positiva (Fortgei//ptokariotae.tripod.com/Coagulase.jpg)
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2.3.4 Procedimento para a contagem d&scherichia coli

Foi seguido o método horizontal para a contagentt. colipresumiveis, Método por

contagem de coldnias a 44°C, referido na norma {i&29-2, 2001).

A partir da suspensdo-mae (primeira diluicdo deBjnfaram preparadas mais 3

diluicdes decimais em peptona sal.

Posteriormente, realizou-se uma sementeira porpocacdo de 1ml de cada diluicao
no meioTryptone Bile X-Glucuronidégar (TBX) (Merck, Danstald, Germany), indo a
incubar a 44 °C+ 1 °C durante um periodo maxim®4léh. Este meio contém um
substrato cromogénico, designado 5-bromo-4-clomddxil-s-D-glucuronideo (X —
glucuronideo), que € degradado pela enzfivgucoronidase, produzida pela maior
parte das estirpes de coli (apenas 3% a 4 % s@eglucoronidase negativasntre as
quais se inclub serovar O157), por quebra da ligacdo do acuacar w@romogéneo.
Como se trata de uma substancia insoluvel acuneuldesitro da célula levando a
formacdao de coldnias azuis muito faceis de ideatife diferenciar da flora envolvente,
pelo que ndo é necessario efetuar qualquer testenfienacdo. O meio TBX apresenta
ainda sais biliares que inibem o crescimento degbas Gram positivas (Figura 13).

Depois da incubacédo, contaram-se as colonias deplada que continham menos de

150 colodnias caracteristicas e menos de 300 nlo tota

Figura 13 — Coldnias caracteristicassdeherichia colino meioTryptone Bile X-Glucuronid€TBX)
Agar.
(Fonte: http://www.frilabo.pt/fcms/images/storieBX.jpg)
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2.3.5 Calculo e expressao dos resultados

Expressao dos resultados dos métodos de pesquisa

O resultado d&almonellaspp e L. monocytogenésexpressa do seguinte modo:
Positiva em 25g ou Negativa em 25g.
Célculos efetuados nas contagens

As contagens das placas semeadas foram executpdssoaperiodo de incubacao
mencionado em cada norma especifica, como refaritlsiormente. Foram contadas as
colénias de placas contendo menos de 150 col&Gegsindo as indicagdes da norma
(ISO 7218, 2007).

Para aplicacdo da formula geral sdo consideradas diluicdbes consecutivas, sendo
necessario que pelo menos uma das placas apresentgnimo de 10 colonias. Foi
entdo calculado o niumero (N) de unidades formadideasolonias (ufc) presentes em

cada amostra pela média ponderada avaliada attawEguinte operacao:

N = LC
IL1xWVxd

Em que:

>C - é a soma das colonias contadas nas placademadas nas duas diluicdes
consecutivas em que pelo menos uma delas apresenténimo de 10 coldnias;
V — é o volume do in6culo semeado em cada placanititros

d - é a taxa de diluicdo correspondente a printdiuécao considerada.

No caso da contagem &aphylococcusoagulase positiva, método que necessita de
confirmacdo em que s&o contadas colonias cardmiasise coldénias nao
caracteristicas, as coldnias repicadas, 3 a 5aketqa e de cada placa original, sdo
utilizadas para calcular o nimero de microrganispaa cada uma das placas com

recurso a seguinte equacgao:
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bc < l:"? N bnu:

A’C AHE

x Cne

Em que:

b°® - € o nimero de col6nias caracteristicas quevetaram coagulase +

b"™ - € o nimero de coldnias ndo caracteristicas guevelaram coagulase +

C° - é o nimero total de coldnias caracteristicasatilizadas na placa;

C"° - é o nimero total de coldnias ndo caracteristioatabilizadas na placa;

A° - € o nimero de colbnias caracteristicas subnsetitn teste da coagulase
(geralmente 5).

A" - & o nimero de colénias ndo caracteristicas difaseao teste da coagulase

(geralmente 5).
Em todas as contagens, quando a placa da suspeits@oapresenta um nimero de

colonias inferior a 10, o resultado é consideradp niimero estimado e é obtido

através da equacao:

NE=

Vxd

Em que:

NE - € o nimero estimado de ufc;

N - € o nimero de colbnias contadas na placa,
V - € 0 volume semeado;

d - é o factor de diluicéo.

Quando na placa da suspensdo-made nao ocorreu desmento de colbnias o

resultado apresenta-se como:

M

Vxd

Em que:
V - é o0 volume semeado;

d - é o factor de diluigdo.
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Todos os resultados foram arredondados a doisisiyas significativos, entre 1,1 e

9,9, multiplicados pela correspondente poténcibade 10.

2.4 Andlises fisico-quimicas

As analises fisico-quimicas foram realizadas nootatidrio de Nutricdo da Escola
Superior Agraria de Castelo Branco. Os parametradisados foram os seguintes:
atividade da agua (& potencial hidrogeniénico (pH), teor de cloretpmteina total e

gordura total.

2.4.1 Preparacdo da amostra

A partir da mesma unidade de amostra anteriormamadisada microbiologicamente,
foi efetuada a preparacdo de amostra para as es@bico-quimicas. Comecgou-se por
retirar toda a pele e linhas. O produto foi depatsirado e homogeneizado numa

maquina de picar até se obter uma pasta fina.

As amostras assim preparadas foram colocadas spno$rae vidro de boca larga com
tampa hermética, devidamente identificados, pasapssterior andlise fisico-quimica.

Na tabela 8 encontram-se referidos os métodosamsamsados.

Tabela 8 — Métodos de analise e de referéncia asatoanalises fisico-quimicas.
Atividade da agua (& Rotronic Hygroskop DT
Potencial hidrogeniénico (pH) NP 3441 (1990)
Teor de cloretos A.O.A.C. (1975)
Método de Kjeldhal, referido na norma, NP 1€12

(2006) com algumas modificacdes.

Proteina total

Gordura total Método de Soxhlet A.O.A.C. (1975)
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2.4.2 Determinacéo da atividade da agua

A determinacao da dez-se com recurso a um aparelho previamente adtbmodelo
w

Rotronic Hygroskop DT (Figura 14) equipado com ueséacdo de medida do tipo
WA14-TH termicamente estavel a 25 °C e copos degiokeno ref2 PS 14 (14ml).

A amostra foi hermeticamente fechada na célula paretho, permitindo que a
humidade relativa (HR) do alimento e a HR do anteiem interior da célula ficassem
em equilibrio. O sensor localizado na parte supelaocélula, faz a leitura constante da
HR, estabilizando quando a variagéo for inferi@G2% HR/min e 0,02 °C/min.

Figura 14 -Rotronic Hygroskop DT (Fonte:autora)

Calculos

Leitura no aparelho Rotronic Hygroskop DT = 99.2

Ay =HR/100
Ay =199,2/100
Aw=0,992

2.4.3 Determinacédo do potencial hidrogeniénico

O pH das amostras foi determinado com recurso a patencidmetro (Hanna
Instruments— HI 9024 microcomputerpH mete)) (Figura 15), tendo a medicéo sido
feita em triplicado, seguido de uma média aritnaétias trés determinacdes para assim

se obter o valor do pH. Recorreu-se a norma (NR,34300).
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Figura 15 — Potenciémetro HI 9024 — HahmstrumentgFonte:autora)

2.4.4 Determinacao do teor de cloretos

Para a determinacdo do teor de cloretos foi segoidmétodo A.O.A.C. (1975),
conforme descrito no procedimento interno do Laldoia de NutricAo da Escola

Superior Agraria de Castelo Branco.

Os cloretos, expressos em % de cloreto de sédierndimaram-se titulando o excesso
de nitrato de prata, que néo foi combinado coml@®tos existentes na amostra, com

tiocianato de potassio, utilizando como indicadsulfato de ferro e amonio.

A destruicdo da matéria orgéanica e a clarificacésaucdo (Figura 16), € assegurada
pelo permanganato de potdssio e pelo calor. Obeitrzeno destina-se a proteger o

precipitado da reac¢cdo com o tiocianato de potassio

Figura 16 — Titulaco de cloretos (Fonte:autora)

Célculos:
Normalidade N@Ag — 0.1 (N)
KSCN -0.1 (N")
Pm (NaCly=58.44
V — volume gasto de N§g (20)
V’- Volume gasto de KSCN
%NaCl=[(2-(V'xN")) x Pm (NaCl)]/peso da amostra
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2.4.5 Determinacao da proteina total

Para a determinacdo da proteina total foi seguigoétodo deKjeldhal referido na
norma (NP 1612, 2006), com algumas modificacbeap&elho usado encontra-se na

Figura 17.

Figura 17 — Aparelho Kjeltec Analizer Unit 2300 (fe:autora)

Este método € constituido por trés fases distim@seralizacdo, destilacéo e titulacéo.
O azoto total € doseado por mineralizacdo com asidfurico concentrado, que
promove a transformacéo do azoto organico em amutmiacal, na presenca de sulfato

de cobre e sulfato de potassio como catalisadores.

A adicao de hidroxido de sodio provoca a libertad@@amoniaco, sendo este destilado e

recebido num excesso de solucéo de acido boricaruioador.
O amoniaco combinado com &cido bdrico é titulado geido cloridrico.

Célculos

Partindo-se do pressuposto de que a proteina cdiiétnde azoto, o teor da proteina
bruta do produto é obtido através da multiplicadéoseu teor em azoto pelo factor
6,25.

100g de proteina----------- 169 de azoto
Xg de proteina------------- 1g de azoto
X =6,25

Assim:

%(NT)=[(ml HCI amostra - ml HCI branco) x N x14,008] O[¥ massa da amostra (g)]
% Proteina totax % NT x 6,25
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2.4.6 Determinacédo da gordura total

Para a determinagdo da gordura total foi seguidnétodo deSoxhletdescrito em
A.O.A.C. (1975), segundo a qual a gordura € exdrald amostra seca através do

solvente apropriado, o éter de petroleo.

No aparelhdSoxtec(Soxtec System HT 1043 Extraction Unit) (Figural@solvente &
vaporizado e condensado, circulando através datemegpermitindo que a gordura,
bem como todas as substancias solluveis no étam sgjmpletamente arrastadas pelo
solvente que é recuperado no copo do aparelho gonevite pesado. A gordura é

determinada por diferenca de peso ap0s a evapodacgavente.

Figura 18 — Aparelho Soxtec System HT 1043 Extoactinit (Fonte:autora)

Célculos

% Gordura=[(P3 — P2) / P1] x 100
Sabendo que:

P1 — Peso da amostra

P2 — Peso do copo de aluminio

P3 — Peso apos arrefecimento.

2.5 Tratamento estatistico dos resultados

Os dados obtidos nas contagens de microrganismas foratados com recurso aos
programas Microsoft Office Excel 2010 para as memba 0 programa SPSS para o
testet de Student na contagem d&. coli das amostras cruas de maranho, e 0 R

commande(Version 2.15.3 (2013)), para os diagramas deemds e quartis.

58



Resultados e discussao

3. Resultados e Discussao

No Anexo lll, estdo representados os valores daksas microbioldgicas efectuadas
aos maranhos. Nesta tabela encontramos tanto adramoo estado cru (amostras A,
B, C, E, F, G e H), como as amostras comercialzadaestado cozido (amostras com
asterisco: D*, G*e F*). Cada amostra € constitypda 5 unidades identificadas como
M1, M2, M3, M4 e M5.

3.1 Andlises Microbioldgicas

3.1.1 Contagem deEscherichia coli

Como podemos verificar na tabela 9 os valoreB.d®li nos maranhos apresentam um
resultado satisfatério na maioria das amostras.mdsera C foi classificada como

aceitavel visto que a unidade M1 apresentou umgagem deE. coli entre 5,0x10(m)

e 5,0x18 (M) sendo as restantes unidades da amostra deinfgdor a m, enquanto a

amostra F foi classificada como insatisfatoria perdrés das unidades (> a c/n)
apresentaram resultados compreendidos no intemvedocionado. Podemos ainda
observar que as outras 5 unidades de amostra adadisdo mesmo produtor F,
correspondentes a maranho cozido, apresentaraftadesusatisfatorio, com todas as
contagens inferiores a 1,0 x10 ufc/g. A sombreadoostram-se os resultados das

amostras cozidas.

Considerando a contagesie E.colinas unidades de amostra cruas3®), obtivemos

valores que variaram entre <1xaft/g (7/35; 20%) e 2,4x20fc/g.

A apreciacao dos resultados da contager.deli nas 7 amostras de maranho cruas, de
acordo com o Regulamento 1441/2007, mostra queagpena amostra foi considerada
insatisfatoria (14%) e uma aceitavel (14%), sensloestantes classificadas como de
qualidade satisfatoria (86%). No caso em que séogr um resultado insatisfatorio, e
de acordo com o referido Regulamento, devem seradasm medidas no
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sentido de uma melhor sele¢do das matérias-prigsas @omo da melhoria da higiene

na producao.

Pode-se verificar que as 5 unidades que constitaeamostra qualificada como
insatisfatoria apresentam um valor médio de pH,88 6 um valor médio de cloretos

de 1,8% de NaCl, valores estes propicios a muéipéio microbiana.

Tabela 9— Resultados da contagenktdmli nas amostras de maranho.

Contagem dekE. coli (Ufc/g)

<1x10 <1x10 1x10 1,6x1G <1x10 S
1,1x10 9,0x10 8,0x10 1,4x10 1,5x10 S
5,1x10° 2,6x10° 2,1x10° 2,0x10° 1,0x10° A
S
S

Produtor

*

<1x10 <1x10 <1x10 <1x10 <1x10
1,3x10° 9,0x10 8,0x10 4,0x10 3,0x10
5,2x10? 4,0x102 1,0x10° 2,4x10° 3,4x10? |

1,8x10? 3,0x10 6,0x10 9,0x10 <1x10 S
1,8x10? 1,0x10 <1x10 <1x10 <1x10 S
* <1x10 <1x10 <1x10 <1x10 <1x10 S
i <1x10 <1x10 <1x10 <1x10 <1x10 S

S-Satisfatério A-Aceitavel I-Insatisfatorio A somglado estdo os resultados das analises efectuados as

amostras comercializadas cozidas.

Considerando agora a contagem HEe coli nas 3 amostras de maranho cozidas,
verificamos que, de acordo com o Reg.1441/200asted amostras foram classificadas
como de qualidade satisfatéria, apresentando secoptagens inferiores a 1x10 ufc/g.

Na tabela 10 podemos ver os resultados em log péu@ as amostras de maranho, cru
0 que nos permite estabelecer uma comparacéao coeswutados obtidos por Salavessa
(2009). Assim, podemos observar que a meédia dasgems deE.coli nos maranhos
nao processados do referido trabalho era de 2¢g6@ftdg, superior ao valor encontrado
neste estudo, que foi de 1,6 ufc/g. Quanto aosnhasacozidos € mencionada uma
média de 0,23 log ufc/g, enquanto no presentellraliadas as amostras se revelaram
com contagens de ufc/g inferiores a 10. De refdnda que, para a determinacdo da
média, mediana e desvio padrdo, obtidos nestelh@ftabela 10), foi considerado um
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valor de O ufc dée.coli por g de amostra nos casos em que o resultadoferer a
1x10 ufc/g, sendo possivel desta forma a deterdmaps parametros de estatistica

descritiva referidos acima.

Tabela 10 — Valores médios das contagen&.deli nas amostras de maranho cru e a amplitude dos

resultados por amostra (log UFC/g).

Produtor | Média Mediana | Minimo aximo Desvio
padréo

- 0,64 2,20 0,97
_ 1,44 1,18 1,04 1,95 0,44
2,35 2,32 2,00 2,71 0,25
1,81 1,90 1,48 2,11 0,26
2,85 2,72 2,53 3,38 0,35
1,49 1,78 0 2,26 0,88
0,65 0 0 2,26 1,00

Na Figura 19 apresentam-se diagramas de extremoargs para o log das contagens
de Escherichia coli,por produtor. Estes diagramas constituem um sungdéfico da
distribuicdo da amostra, pois apresentam medidascdézacéo e dispersdo. Podemos

verificar que a amostra do produtor F é a que aptagesultados mais elevados

log UFCE. adi. porgana,

H
| clsﬁ E

QO 05 10 15 20 25 230 35
|

Produtor

Figura 19. Diagrama de extremos e quartis da cemateEscherichia col{log ufc/g), nas amostras de

maranho cru.
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O teste de Studenmostra que existem diferengas significativas (sPentre o nivel
de contaminag&o de. coli nos maranhos crus e nos maranhos cozidos o dateref

efeito positivo do processamento térmico sobreadidpde higiénica do produto final.

3.1.2 Contagem deStaphylococcus coagulase positiva

Na tabela 11 estdo apresentados os resultadosd@asea deStaphylococcusoagulase

positivanos maranhos.

Tabela 11 — Resultados da contagenstiphylococcusoagulase positiva nos maranhos.

Contagem deStaphylococcus coagulase positiva (Ufc/g)

<1x10 <1x10 <1x1C <1x1C <1x10
_ <1x10 <1x10 <1x1C <1x1C <1x10
<1x10 <1x10 <1x1C <1x1C <1x10
<1x10 <1x10 <1x10 <1x10 <1x10
<1x10 <1x10 <1x1C <1x1C <1x10
<1x10 <1x10 <1x1C <1x1C <1x10
<1x10 <1x10 <1x1C <1x1C <1x10
<1x10 <1x10 <1x1C <1x1C <1x10
<1x10 <1x10 <1x1C <1x1C <1x10
<1x10 <1x10 <1x1C <1x1C <1x10

A sombreado estéo os resultados das andlise efstaachmostras comercializadas cozidas.

Como podemos verificar, todos os resultados indicantagens inferiores a 1,0x10
ufc/g ou, no caso das amostras do produtor D*, @lufic/g todas as amostras
apresentam qualidade satisfatéria. Os resultaddglosb de certa forma foram
surpreendentes uma vez que sendo 0 nosso proditim Mmanipulado, com miga das
carnes, da hortelda e mistura do preparado, espseavque a contagem de
Staphylococcusoagulase positivéosse elevada, pois a presenca destas bactéréas est
frequentemente relacionada com a manipulacdo dogergbs por portadores deste

microrganismo (Udo, 2009).

Salavessa (2009), obteve p&@taphylococcus aureugsultados bastante diferentes.
Para maranhos crus encontrou 40,63% das amostsitivg® e nos maranhos apos
cozedura refere uma percentagem de positividade #8%, resultados indicativos de
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gue o processamento térmico influenciou a presetgste microrganismo. Esta
discrepancia pode ser explicada pelo fato de egéstigador ter recorrido a um método
de pesquisa que implica um enriguecimento antessalamento no meio seletivo,

permitindo detetar niveis mais baixos de microrgaos.

3.1.3 Pesquisa desalmonella spp.

Por observacao da tabela 12 podemos verificar quguwil modo ndo foi encontrada
Salmonellaspp. em nenhuma das amostras de maranhos (25¢yadasl tendo todas
as amostras sido classificadas como satisfatorias.

Tabela 12- Resultados da pesquis&dinonellaspp. nas amostras de maranho.

Pesquisa deSalmonella spp. em 25¢g

Unidades da amostra

Neg Neg Neg Neg Neg -

Produtor

_ Neg Neg Neg Neg Neg 2
Neg Neg Neg Neg Neg -
Neg Neg Neg Neg Neg S
Neg Neg Neg Neg Neg 2
Neg Neg Neg Neg Neg 2
Neg Neg Neg Neg Neg -
Neg Neg Neg Neg Neg -
Neg Neg Neg Neg Neg S
Neg Neg Neg Neg Neg S

A sombreado estdo os resultados das andlise efstuasl amostras comercializadas cozidas. S -
Satisfatério

Comparando 0s nossos resultados com os obtiddsatmressa (2009), verificamos que
a ocorréncia desalmonellaspp também foi muito baixa com apenas 3,13% (que
corresponde a um caso positivo em 32 amostras) gnaostras de maranho cru e 0% de

casos positivos para amostras de maranho ja cozido.

Estes resultados ndo eram os esperados, uma véemgloeas estirpes dalmonellaa

capacidade de sobreviver no solo, na agua, e erasvaunperficies, podendo ainda
multiplicar-se a temperaturas de refrigeracdo atanendesta forma a probabilidade
desta bactéria estar presente neste tipo de pr¢Dukmust, 2000). Destes resultados
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podemos inferir que foram respeitadas as BoascBsatie Fabrico (BPF) e as matérias-

primas ndo estavam contaminadas com este micrgrgani

3.1.4 Pesquisa dd.isteria monocytogenes

No que concerne ao microrganistnomonocytogenes, sua presenca foi detectada em

varias amostras de maranho, como podemos vernifectabela 13.

Podemos assim dizer gque monocytogenes$oi 0 microrganismo que apresentou

resultados insatisfatérios do ponto de vista darsega alimentar e da saude publica.

Das 50 unidades de amostra analisadas, 17 (34%3aqaraniisteria spp. mas nao
Listeria monocytogeneg 14 (28%) apresentarain. monocytogenesApenas 19
unidades de amostra (38%) apresentaram auséncgualguer espécie do género
Listeria. Para efeitos de qualificacdo segundo o Regulanmiett1/2007, que preconiza
a pesquisa deste microrganismo em produtos pramtosmer, apenas as amostras

cozinhadas poderao ser avaliadas.

Assim, considerando as trés amostras de maranhimoc@nalisadas, cada uma
constituida por cinco unidades, verificou-se quasdapresentam qualidade satisfatéria
e a terceira apresenta uma qualidade insatisfattoia duas das cinco unidades com
resultados da pesquisa positiva paranonocytogenesiao satisfazendo o exigido na

legislacao.

No que se refere as amostras de maranho cru afesljssada uma constituida por cinco
unidades verifica-se que em todas elas se endostexia spp. e em cinco foi detetada
L. monocytogenessendo assim, podemos dizer que 71% das amostnasinho cru
analisadas apresentaram uma a quatro unidadesairaroom pesquisa positiva para
esta bactéria patogénica. De referir que esta p@@em € muito elevada. No entanto, e
uma vez que estas amostras ndo podem ser avalsdasdo o Regulamento
1441/2007, se considerarmos as amostras individuén verificamos que a
percentagem de positividade € bastante mais b#@ka que encontramos 12 amostras

positivas em 35 analisadas, 0 que corresponde garnantagem de 34,3%.

Ressalta-se ainda que, dado tratar-se de um praopitcainda ir4 ser sujeito a um

tratamento térmico é expectavel que esta bactéjam destruida, uma vez que uma
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Tabela 13 — Resultados da pesquisaigieria monocytogenasas amostras de maranho.

Produtor

@)
*

*

Pesquisa dd_isteria monocytogenesem 25 g

Unidades da amostra

Neg
para
spp.
Neg
para
spp.

(positivo Neg (positivo Neg (positivo Neg (positivo Neg (positivo

Listeria

(positivo
Listeria

Positivo

Neg

Neg
para
spp.

(positivo
Listeria

Positivo

Positivo

Neg
para
spp.

Neg

Neg

(positivo
Listeria

para Listeria
spp.

Positivo

Neg (positivo
para Listeria

Spp.

Positivo

Neg

Positivo

Positivo

Neg

Neg

Neg

S — Satisfatério | — Insatisfatério

para Listeria
spp.

Neg (positivo
para Listeria

spp.
Neg (positivo
para Listeria
spp.

Neg

Neg (positivo
para Listeria

Spp.

Positivo

Positivo

Neg

Neg

Neg

65

para Listeria
spp.

Positivo
Neg (positivo
para Listeria

Spp.

Positivo

Neg

Neg (positivo
para Listeria

Spp.

Positivo

Positivo

Neg

Neg

para Listeria
spp.

Neg (positivo
para Listeria

spp.

Positivo

Neg
Neg (positivo
para Listeria
spp.
Neg (positivo
para Listeria

Spp.

Neg

Neg

Neg

Neg
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O maior problema relacionado com esta contaminggéode-se com o facto de que
numa instalagédo fabril onde se processam produtss/ados de carne crua e
processados prontos a comer, a bactériamonocytogenegode instalar-se nas
superficies de trabalho e equipamentos a partigdas pode contaminar os produtos
processados (Carpentier & Cerf, 2011). Depois dtaiada é muito dificil de eliminar
visto que forma biofilmes muitas vezes em partaséassiveis dos equipamentos. Deste
modo, a presenca desta bactéria nos produtos peatess pode advir de uma
recontaminacao pés-processamento por contaminagdEsdas se ndo existir completa
separacao entre areas de crus e processados &/ababisadores poderem circular entre
essa mesmas areas. Pode ainda ser devida a umetmgdatérmico inadequado (Osaili,
Alaboudi & Nesiar, 2011).

De acordo com Salavessa (2009), verificamos queericontrada a presenca de
monocytogeneauma percentagem de 40,37%, mais elevada do geeetada neste
trabalho (34,3%) em amostras de maranho cruas daerdiz respeito as amostras de
maranho cozido este autor refere a completa awséesita bactéria para as amostras

analisadas.

A presenca dé&. innocuaou outras espécies désteria em alimentos, é considerado
um indicador da presenca dle monocytogenesima vez que partiham os mesmos
nichos ecologicos (Encimas al., 1999; Aguado, Vitas & Garcia-Jalon, 2004). Assim,
a presenca deisteria spp. nas amostras de maranho deve ter-se em coataazr que
L. monocytogenesepresenta nos dias de hoje um motivo de preocapagadnduistria
alimentar, pois trata-se de uma bactéria ubigaititom grande capacidade de
sobrevivéncia e multiplicacdo a temperaturas deigeshcdo e ambientes fabris
(Swaminathanet al, 2007; Arevalos-Sanchez, Regalado, Martin, Donmzg

Dominguez & Garcia-Almendarez, 2012).

3.1.5Serotipagem dos isolados deisteria monocytogenes por Polymerase Chain

Reaction Multiplex

Como pode ser verificado na tabela 14, e na figOrados 14 isolados serotipados, seis
(43%) pertecem ao serogrupo 1/2a, 3a, quatro (2@%grogrupo 4b, 4d, 4e, trés (21%)

ao serogrupo 1/2c, 3c e um (7%) ao serogrupo Bi2by.
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Tabela 14- Amostras dé- monocytogenesoladas de maranhos e serotipadas por RCRiplex

Unidade Serogrupo de
Produtor S
de amostra | Listeria monocytogenes

M2 1/2b, 3b, 7
M4 1/2c, 3c
M1 1/2c, 3c
M5 1/2c, 3c
M2 4b, 4d, 4e
M4 4b,4d, 4e
M1 4b, 4d, 4e
M2 1/2a, 3a
M3 4b, 4d, 4e
M1 1/2a, 3a
M2 1/2a, 3a
M3 1/2a, 3a
M4 1/2a, 3a
M4 1/2a, 3a

Serogrupo

2 | 3%
A A R 2°%

V263 1%

1/2b, 3b, 7 o
7%
|

Figura 20 — Percentagens dos serogrupos dos isalada monocytogengsmr PCRMultiplex.

Ressalta-se que segundo MacLauchdinal (2004), os serovares 1/2a, 1/2b, 1/2c e
sobretudo o 4b s&o os que aparecem com mais freguEssociados a listeriose e todos
estes serovares estavam presentes nas amostrasatiaos. VVarios estudos publicados
referem que tem sido encontrada uma percentagencidéncia de.. monocytogenes
em carne crua e produtos a base de carne, entee®% (Encimas, Sanz, Lopez &
Otero, 1999). Um trabalho publicado efectuado eff is6lados dé.. monocytogenes
provenientes de produtos a base de carne prontasmar, frango cru e produtos
vegetais frescos evidencia que a maioria dos ieslpdrtencia ao serogrupo 1/2b, 3b, 7
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(40,7%), ao serogrupo 4b, 4d, 4e (31,7%) e ao mgprogl/2a, 3a (25,7%). Os
serogrupos 1/2c, 3c (1,2%) e 4a, 4c (0,6%), enavamn-se em menor quantidade
(Zhanget al, 2007). Segundo os mesmos autores, nos prodinaseade carne prontos
a comer o serogrupo mais frequente é o 1/2b, 3bn@uanto no nosso trabalho este
serogrupo apenas aparece associado a uma amostraultb estudo efectuado em
estirpes provenientes do ambiente de 13 unidadgwaiessamento de carne e seus
produtos derivados mostra que a maioria, 49%, sloados sdo serovar 1/2a, 20,4%
serovar 1/2c, 12% serovar 1/2b, 8% serovar 4b paap@,1% serovar 4e (Thévemobt
al., 2006).

De referir ainda que foi possivel verificar quediferentes unidades de amostra dos
produtores B e F estavam contaminadas tommonocytogenepgertencente a mais do
que um tipo de serovar, o que podera indicar qéente de contaminacdo por esta

bactéria é multipla nos produtores ja referenciados

3.2 Andlises fisico-quimicas

Na tabela do Anexo IV, estdo representados todosattwes das andlises fisico-
quimicas efectuadas aos maranhos. Nessa tabelatrmsos tanto as amostras no
estado cru (amostras A, B, C, E, F, G e H) com@ a®zidas (amostras D*,G*e F*).
Cada amostra é constituida por cinco unidades dsteam designadas pelas letras M1,
M2, M3, M4 e M5.

3.2.1 Potencial hidrogeniénico

Os valores médios das determinacdes de pH obsermadanalise aos maranhos estédo
representados na tabela 15. Da analise efectuaifiaaraos que as amostras B, D*, E,
F, G, H, G*, F* sdao classificadas como alteraymss o pH € >5,2; a amostra A &

classificada como estavel (gh,5), assim como a amostra G, £0,95 e pH<5,2) .

Podemos verificar que as amostras de maranho dofproA apresentam valores muito
baixos em relacdo aos restantes, o que nos levapa sjue houve adicdo de
substancias conservantes, do tipo acidos organizoslor meédio de pH encontrado
para as 5 amostras deste produtor foi de 2,6 eatermuito inferior aos valores médios
das amostras dos restantes produtores, os quasavarentre 5,01 e 6,19. De acordo
com Figueiredo (2008) e Salavessa (2009), os \salogglios de pH para as amostras de

maranho analisadas por estes autores foram, respeente, 5,57 e 6,01.
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Tabela 15 — Resultados da determinacdo do pH dastieas de maranho.

3 O O 3 G G CO I L
318 538 5,08 6,15 6,10 6,18 5,99 5,69 6,12 573
294 533 4,99 6,20 583 6,29 5,26 5,78 597 4,79
235 532 5,01 6,19 581 6,03 5,32 5,62 585 592

257 5,18 5,00 6,23 5,77 5,97 5,30 5,60 5,66 5,97
1,95 5727 4,97 6,17 5,75 5,92 5,23 5,40 5,87 5,47

2,60 5,30 5,01 6,19 5,85 6,08 5,42 5,62 5,89 5,58
195 5,18 4,97 6,15 5,75 5,92 5,23 5,4 5,66 4,79
3,18 5,38 5,08 6,23 6,1 6,29 5,99 5,78 6,12 5,97
2,57 5,32 5,00 6,19 5,81 6,03 5,30 5,62 5,87 5,73

Desvio

Analise

PH

0,48 0,08 0,04 0,03 0,14 0,15 0,32 0,14 0,17 0,48

padréo (3)

*amostras comercializadas cozidas

NoO nosso caso, e exceptuando as 5 amostras da@rddwbtivemos um valor global
médio de pH para as amostras analisadas de %@®,este proximo do referido pelos
autores citados atras. Foi feita uma tentativa pashtencéo do diagrama de fabrico do
maranho produzido pela empresa A mas tal ndo nofadaltado. No entanto, por
telefone, foi possivel saber que esta empresa pratlariamente para grandes
superficies e que o prazo de validade destes n@gante 30 dias. Este € um prazo de
validade superior ao das amostras de maranho sruelstantes empresas, o qual é de
10 dias.

Como ja foi referido, ndo nos foi facultado o acesem ao diagrama de fabrico, ficha

técnica do produto, nem as instalacdes, pelo goes@&abe qual o tipo de conservante
usado. Podemos, no entanto, referir que os priiscigditivos usados neste tipo de

produtos sdo os antioxidantes, conservantes msifitmdores de sabor.

Na tabela seguinte (16) podemos verificar que agsaas de maranho previamente
processados termicamente, apresentam valores aiacslile desvio padréo, o que nos
leva a concluir que o0s dados estdo mais proxinaomédia e que existe uma maior

precisao de dados.
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Tabela 16- Resultados das determinagfes médiad dagpamostras de maranho.

Média Desvio
Mediana] Minimo | Maximo
padréqg)

513 5,42 2,60 6,08 1,17

5,89 5,89 5,58 6,19 0,31

Cru e

535 5,68 2,60 6,19 1,03

cozido

Na Figura 21 apresentam-se diagramas de extremoargs para as determinagdes de
pH, por produtor e por amostra crua (cr), e cotatdd. Estes diagramas constituem um
sumario grafico da distribuicdo da amostra, poiesgntam medidas de localizacéo e
dispersdo. Podemos verificar que a amostra F €éeaapuesenta resultados mais
elevados de pH enquanto que a amostra A apressntalores mais baixos. No
diagrama por amostra podemos ainda verificar quevaderes da amostra A sdo
considerados comautliers uma vez que se afastam do padrao geral dos gadasas

restantes amostras no estado cru.

470 047

pH

1o

] ™ 20
E a0
30

Produtor Amostra

Figura 21 - Diagramas de extremos e quartis paraloses de pH, por produtor e por amostra, cozido

(co), e cru (cr).
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3.2.2 Atividade da agua

Os valores médios das determinacdes,dabdidas nos maranhos estao representados

na tabela 17, apresentando diferencas minimas esitvalores obtidos.

Tabela 17- Resultados da determinagéo,diaa amostras de maranho.

S N N N N G O N N E
M1 0,929 0,928 0,925 0,937 0,922 0,923 0,928 0,924 0,935 0,929
M2 0,932 0,929 0,930 0,936 0,915 0,926 0,926 0,932 0,917 0,929
M3 0,930 0,926 0,933 0,922 0,919 0,924 0,927 0,923 0,925 0,929

Andlise

M4 0,928 0,929 0,932 0,928 0,922 0,925 0,928 0,933 0,928 0,930
M5 0,933 0,928 0,926 0,925 0,922 0,926 0,925 0,924 0,929 0,921
Vo] 0,930 0,928 0,929 0,930 0,920 0,925 0,927 0,927 0,927 0,928
Minimo 0,928 0,926 0,925 0,922 0915 0,923 0,925 0,923 0,917 0,921
Maximo 0,933 0,929 0,933 0,937 0,922 0,926 0,928 0,933 0,935 0,930
Vemee 0,930 0,928 0,930 0,928 0,922 0,925 0,927 0,924 0,928 0,929

Desvio

0,002 0,001 0,004 0,007 0,003 0,001 0,001 0,005 0,007 0,004
padréo (3)

| I

*Amostras comercializadas cozidas

O valor médio do @nos maranhos variou entre 0,920 e os 0,930. Coloregaentre
0,920 e 0,930, os maranhos estdo incluidos mg@adh de alimentos de humidade
elevada (1,0 a 0,9,8 existindo assim condicbes favoraveis para aipliclhcao e
atividade dos microrganismos que podem causamefies no produto e, no caso dos

microrganismos patogeénicos, colocar em risco aesdad consumidores.

Comparando estes valores com os obtidos por Fefiei(2008) e Salavessa (2009),
verificamos que o valor médio global por nés en@afd (0,93) se encontra dentro dos
valores médios referidos por ambos (0,91 e 0,%peativamente).

Com o objetivo de verificar de que forma podemlassificar as amostras analisadas
neste trabalho, optou-se por registar os valoreg, dede pH de todas as unidades de
amostra num grafico (Figura 22). Através da obsg@wadeste grafico, podemos

constatar que a maior parte das amostras anali§a8#g sdo consideradas alteraveis,

com base nos valores dgeade pH constantes na tabela 3. Considerando astrasio
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classificadas como estaveis (n = 11), podemos duizerestas pertencem aos produtores
A(n=5),B(nh=1)eC(n=5).

0,96
0,95
0,94
e tete oy
0,92 *7%

0,91

pH

Figura 22 — Comparacéao dos valores gle@an os valores de pH.

Ao analisar a tabela 18 podemos verificar que aermdnacdes medias de, a
apresentarmama grande precisdo de dados e que estes estaopraxtmos das médias
em todas as amostras, como podemos ver pelos haikoes de desvio padréo.

Tabela 18 - Resultados das determinacdes méd@gdds amostras de maranho.

Média _ o -
Mediana] Minimo | Maximo
(3}

Cru 0,927 0,927 0,920 0,930 0,003
Cozido 0,928 0,928 0,927 0,930 0,001

Cru e
0,927 0,927 0,920 0,930 0,003

cozido

Na Figura 23 apresentam-se diagramas de extremoargs para as determinagdes de
ay, por produtor e por amostra crua (cr) ou cozi@d. (Estes diagramas constituem um
sumario grafico da distribuicdo da amostra, poiesgntam medidas de localizacéo e
dispersdo. Podemos verificar que a amostra D* &ia apresenta resultados mais
elevados de ,aenquanto que a amostra E apresenta os valores baeigs. No

diagrama por amostra podemos verificar que as taasosozidas apresentam dois

outliersenquanto que as amostras cruas apenas um.
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Figura 23 - Diagramas de extremos e quartis paralmses de aw, por produtor e por amostra cozida

(co) e crua (cr).

3.2.3 Gordura total

Os valores de gordura variaram entre 9,72% e @5%9 como podemos verificar na
tabela 19.

Tabela 19 — Resultados da determinacdo da gordialadas amostras de maranho.

Empresa/Produtor

S CRN O O O O N CO N E

4,73 11,07 3,37 518 16,87 5,03 16,38 9,40 16,00 8,97

Andlise

=

7,26 10,46 5,02 474 2368 4,82 1797 11,38 1518 8,70
6,33 10,92 5,01 3,70 1844 384 13,44 12,18 13,82 9,47
837 1581 493 6,26 1921 4,28 1540 12,39 18,39 9,51
560 7,99 741 525 2157 238 12,18 9,72 13,79 7,32

= I =<
aj &>

Gordura

Vo 6,46 11,25 5,15 503 1995 4,07 15,07 11,01 1544 8,79
473 799 337 37 16,87 2,38 12,18 9,40 13,79 7,32
837 1581 7,41 6,26 23,68 5,03 17,97 12,39 1839 9,51
6,33 10,92 5,01 5,18 1921 4,28 1540 11,38 1518 8,97

Total (%)

Minimo
Méaximo
Mediana

Desvio

1,42 284 145 093 269 105 230 1,38 61,90 0,89

padréo (8)

*amostras comercializadas cozidas
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As variagcO0es encontradas para os valores da gorthted estdo diretamente
relacionadas com os diferentes tipos de ingredientilizados na producéo de

maranhos.

Nos enchidos a percentagem de gordura pode sex %), alta (40%) ou dificil de
avaliar, no caso em que a gordura e a carne nhAartesido separadas para o preparado
de carne. O racio carne/gordura é de 2:1 na madws preparados de carne dos
produtos de salsicharia industriais, enquanto gas enchidos tradicionais essa

proporcéao é variavel (Mendonca, 2012).

Comparando os valores obtidos neste trabalho comaferidos por Figueiredo (2008) e
Salavessa (2009), verificamos que o0 nosso valoriangidbal (10,2%) se encontra
acima dos valores médios por eles encontrados%/8,57%, respectivamente) (ver
Anexo 4).

De salientar a grande heterogeneidade das ampst@agste parametro, principalmente

considerando as amostras de diferentes produtores.

Através da analise da tabela 20 verificamos quanes perante amostras muito

heterogeneas a nivel da % de gordura total vistooe altos valores de desvio padrao.

Tabela 20 — Resultados médios das determinagd@s)d#e gordura nas amostras de maranho.

Gordura | Média Desvio
Mediana] Minimo | Maximo
total (%) padrégg)
- 10,42 11,01 4,07 19,95 5,73
9,75 8,79 5,03 15,44 5,27

Cru e
. 10,22 9,90 4,07 19,95 5,31
cozido

Na Figura 24 apresentam-se diagramas de extremoargs para as determinagdes de
% de gordura por produtor e por amostra crua (ccpada (co). Estes diagramas
constituem um sumario grafico da distribuicdo dastna, pois apresentam medidas de
localizac&o e dispersdo. Podemos verificar que@saeE € a que apresenta resultados
mais elevados enquanto que a amostra F apresena@ares mais baixos. Podemos
verificar que no diagrama por produtor temos progig com mais do que uautlier

como o B, C e D*.
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Gorduratotal....

A B C D* E F F* G G* H co cr

Produtor Amostra

Figura 24 - Diagramas de extremos e quartis panzatores de % de gordura total, por produtor e por

amostra, cozida (co) e crua (cr).

3.2.4 Proteina total

Na analise da proteina os valores variaram entre0p87% e 15,89% (tabela 21).

Tabela 21 — Resultados da determinacao da prdtgalalas amostras de maranhos.

Empresa/Produtor

B
S X N N G GO GO I N
14,59 12,75 14,73 16,56 10,85 12,25 11,53 13,35 12,85 15,82
15,13 12,98 14,68 16,63 9,45 1296 1244 13,50 12,96 14,43

Andlise

M1
M2
M3 15,13 12,10 13,73 16,74 11,43 12,70 11,60 12,92 13,11 15,38
14,80 11,09 13,73 14,56 10,84 12,07 11,07 12,77 13,26 15,60
14,26 12,13 13,45 14,98 10,26 13,02 12,47 12,92 13,29 13,551

14,78 12,21 14,06 15,89 10,57 12,60 11,82 13,09 13,09 14,95

M4
M5

Proteina

Total Média (x)

(%)

14,26 11,09 13,45 14,56 9,45 12,07 11,07 12,77 12,85 13,51
15,13 12,98 14,73 16,74 11,43 13,02 1247 135 13,29 15,82
148 12,13 13,73 16,56 10,84 12,70 11,60 12,92 13,11 15,38

Minimo
Méaximo
Mediana

Desvio

037 073 060 104 075 042 061 031 0,19 0,9

padrédo ()

*amostras comercializadas cozidas

Comparando os valores médios encontrados com &sgdeiredo (2008) e Salavessa
(2009), verificamos que o valor médio global pos mficontrado (13,3%) se encontra
proximo dos valores médios obtidos por aqueles resitq14,46%, e 13,7 %

respectivamente).
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As amostras do produtor E e G destacam-se pelo di@gcterem valores de proteina total
inferiores aos da gordura total.

Com a analise da tabela 22 verificamos que as sédi#s amostras variam entre 12,73
para amostras de maranho cru, 14,64% para amao&tnasranho cozido e 13,31 para
as amostras de maranho cru e cozidas. As amosrasathnho cozidas e cruas sdo

aquelas que apresentam um valor mais alto de dpaui@o.

Tabela 22 — Resultados médios das determinacd@s)die proteina nas amostras de maranho.

Proteina | Média Desvio
Mediana] Minimo | Maximo
total (%) padréqg
- 12,73 12,60 10,57 14,78 1,41
14,64 14,95 13,09 15,89 1,42

Cru e
13,31 13,09 10,57 15,89 1,62
cozido

Na Figura 25 apresentam-se diagramas de extremoargs para as determinagdes de

% de proteina total por produtor e por amostra ¢cu) e cozida (co). Estes diagramas
constituem um sumario grafico da distribuicdo dastna, pois apresentam medidas de

7

localizagéo e dispersdo. Podemos verificar que asten D* € a que apresenta

resultados mais elevados enquanto que a amospeegeata os valores mais baixos

1G

{0
L]

Proteina total
[ H
[T}

L]
1

co cr

Produior Amostra

Figura 25 - Diagramas de extremos e quartis pakeloses de proteina total, por produtor e por @raos

cozida (co) e crua (cr).
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3.2.5 Teor de cloretos

Os valores médios de cloretos apresentaram valer6s97% de NaCl e 2,69% de NaCl
(tabela 23).

Tabela 23- Resultados da determinac&o do teomdetas das amostras de maranho.

Empresa/Produtor
Analise

S NN N N N I N GO G
139 243 09 160 198 1,67 1,15 1,70 1,06 1,61

1,78 259 091 171 215 1,88 1,38 1,89 1,42 1,63
163 327 094 172 206 193 1,32 1,87 1,32 1,59

II

= =<

<

<
>

142 231 08 155 198 1,70 1,26 1,74 1,11 1,88
165 287 120 165 198 203 124 1,79 1,23 1,60
Verwond 157 2,69 097 165 203 184 1,27 1,80 1,23 1,66
Minimo 139 231 08 155 198 1,67 1,15 1,70 1,06 1,59

<

Cloretos
(%
NaCl)
WS 178 327 120 172 215 203 138 189 142 188
W 163 259 094 165 198 188 126 179 123 161

Desvio

o
=
~

038 0,13 0,0r 008 0,15 0,09 0,08 0,15 0,12

padréo (6)

*amostras comercializadas cozidas

Comparando estes valores com os obtidos por Feglei(2008) e Salavessa (2009)
verificamos que o valor médio global por nés en@aiu (1,66% de NaCl) se encontra
um pouco acima dos valores por eles encontradé5%ilde NaCl e 1,04% de NaCl
respectivamente).

As amostras do produtor C sdo as que apresentamesahais baixos de NaCl (média
de 0,97% de NaCl para as cinco amostras), enquamas do produtor B, com um

valor médio de 2,69% de NaCl sao as que apreseygamlores mais elevados.

Relativamente a média das amostras de maranhcaatadi (Tabela 24) verificamos que
guanto ao desvio padrdo sdo as amostras de macaalto que se aproximam mais
dos valores da média, uma vez que apresentam wmmals baixo (0,25).
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Tabela 24 - Resultados das determinacdes médigodde cloretos das médias das amostras de

maranho, cruas, cozidas e cruas e cozidas.

Teor de] .
Média . o o Desvio
cloretos Mediana] Minimo | Maximo dré
padré

(% NaCl) ) S0

Cru 1,74 1,80 0.97 2,54 0,51

1,51 1,65 1,23 1,66 0,25

Cru e

1,67 1,66 0,97 2,54 0,45

cozido

Na Figura 26 apresentam-se diagramas de extremoargs para as determinagdes de
% de NaCl por produtor e por amostras cruas (ctpadas (co). Estes diagramas

constituem um sumario gréafico da distribuicdo dastna, pois apresentam medidas de
localizacao e dispersdo. Podemos verificar que@stenB é a que apresenta resultados

mais elevados enquanto que a amostra C apresevaooss mais baixos.

3.0
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15 TH | |
S - o | . i
- = = i
. -
T T T T T T T T T T T T
A B C D* E F F G G H co cr
Produtor Amostra

Figura 26 - Diagramas de extremos e quartis dosreslde % de teor de NaCl, por produtor e por
amostras cozidas (co) e cruas (cr).
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4. Conclusoes

Que seja do nosso conhecimento existiam apenagstoidos sobre maranhos, e, como
consequéncia, acreditamos que este trabalho vembzonpara o conhecimento da
qualidade deste produto tradicional. E um produtaicp conhecido mas muito
apreciado pelas gentes das regides onde € prodagsilm como de quem o consome

pela primeira vez.

Relativamente a qualidade higiénica, consideranihalicador de contaminac&o coli,
verificamos que as contagens se situaram entreQffclg e 2,4x18ufc/g, e, de acordo
com a legislacdo europeia, 90% das amostras ramelauma qualidade
satisfatoria/aceitavel e apenas uma amostra reveioa qualidade insatisfatoria. No
gue respeita a contagem 8ecoagulase positiva verificamos que nenhuma dastaas
se revelou positiva pelo método utilizado. Comanaté de detecdo do método € de
1,0x16, é possivel que pudesse existir um nivel de cdngag@o inferior que nao foi
possivel detetar. Refere-se que é necessario Lehddste microrganismo > 40fc/g
para que possam ocorrer situacdes de intoxicagaerdhr e, por conseguinte um nivel
inferior ao limite de detecdo do método néo repriasdasco para o consumidor. Além
disso esta bactéria ndo se multiplica a tempeatleaefrigeracdo durante o tempo de

prateleira do produto. Nenhuma das amostras setepesitiva par&almonellaspp.

No entanto, do ponto de vista da seguranca alimeéntam produto que apresenta
algumas preocupacdes a nivel da presencal.denonocytogenespois foi o
microrganismo patogénico encontrado em algumasb@aamostras analisadas. Este
microrganismo patogénico tem originado muitos casaurtos de origem alimentar,
especialmente nos grupos de risco. A nivel da UEsedregistou aumento do numero
de casos de 2009 para 2011 mas em 2009 registom-s@imento comparativamente
aos 5 anos anteriores, sendo o grupo dos idososi® afetado. A presenca de
monocytogeneso produto cozido revela que ocorreu contaminaligAproduto apos o
processamento térmico por incorreta manipulacado@@ae este microrganismo tem a
capacidade de se multiplicar durante o periodo ida util do produto este pode

representar um risco severo para a Saude Publica.
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Anexos

6. ANEXOS
Anexo | - Hino da Confraria do
maranho

Refréo
Ser confrade é preservar

Os valores e a tradiciio Quem ndo provar a lampreia

. Comer cabrito estonado
Promover e divulgar

. Ou o bucho recheado
Toda esta regiéo.

R E os maranhos do Pinhal
E ter orgulho em mostrar

. N&o faz sequer uma ideia
A nossa gastronomia

E também saber honrar Do que € ouvir um fado

. A guitarra acompanhado
O maranho e a confraria. 9 P

O maranho é tradigdo

Ou um hino a Portugal.
Letra: Joaquim Filipe Patricio

) Musica:Maestro Augusto Mesquita
Que juramos defender

Exceléncia infinita )
i ) Real confraria do maranho
E um prato sem igual.
Seu sabor é promocéo
E todo um saber fazer
E um cartdo-de-visita
E orgulho regional.

11

De Oleiros a Macéao
Sertéd e Vila de Rei

Pedrogéo, Proenca-a-Nova:
Seis concelhos — Um Pinhal
Unidos numa cancgéo

Como se fosse uma grei
Que agora se renova

Neste canto nacional.
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ANEXO |l —PROCEDIMENTO DE TRABALHO PARA A CRIOCONSERVAGCAO DE
MICRORGANISMOS A -80°C.

1.D EFINICAO E  OBJECTIVO

A crioconservacao de microrganismos € a técnica de 0s
isolar e manter a baixas temperaturas para que toda s as
suas caracteristicas permanecam inalteradas e a sua

viabilidade mantida por tempo indefinido.

2. REFERENCIAL NORMATIVO
17025

3. DESCRICAO

A manutenc¢do em laboratorio deve garantir que os

microrganismos permanecam viaveis e protegidos de p ossiveis
contaminacdes.

As culturas podem ser mantidas :

- refrigeradas a 4 °C;

- congeladas a (-20 °C)ou (-80  °C);
- em azoto liquido (-180 °C);

- liofilizadas.

1 — Purificacéo da cultura

Seja qual for o método de conservacédo a cultura a ¢ onservar
deve primeiro ser purificada:

- COm uma ansa retirar uma pequena por¢ao de uma co l6nia
bem isolada e fazer uma sementeira por esgotamento em meio
de cultura sélido (por exemplo: TSYEA);

- incubar a temperatura adequada (37 °C);

- do crescimento obtido a partir de uma Unica célul a,
convém fazer subculturas a partir sempre de uma s6 colonia

bem isolada, de modo a certificar-se da sua pureza.

2 — Preparacéo da cultura para centrifugar

- apos purificagdo da cultura, inocular uma ansada num
tubo com 10 ml de meio liquido TSB ou BHI, homogene izar e
incubar durante 6 a 7 horas a 37 °C. Apés este periodo, os
microrganismos encontram-se na fase exponencial do seu
crescimento e € a altura ideal para se proceder a s ua
conservagao.

Nota : caso ndo haja possibilidade de centrifugar nesse dia,
faz-se uma diluicdo 1/10 para refrescar o meio, cer cade4

horas antes de iniciar a centrifugacao.

3 - Centrifugacéo
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Para cada estirpe, usar dois criotubos de 2 mi
esterilizados e devidamente identificados. (E impor
fazer duplicados para ter um tubo de trabalho e um
reserva);

- com uma pipeta esterilizada retirar para cada cri
1,5 ml de suspenséo das células,

- centrifugar a 10 000 rotacdes por minuto durante
minutos;

- rejeitar o sobrenadante e repetir a mesma operaca
trés ou mais vezes de modo a obter o maximo de cult
- terminada a sequéncia de centrifugagdes, nos crio
com o pelet, colocar em cada um 500 pl de meio liqu
15% de glicerol;

- fechar as tampas, e agitar no vortex para ressusp
pelet.

- congelar em arca a -80 °C.

Composigéo dos meios de cultura

TSYEA

TSB 309
Extracto de levedura 69
Agar-agar 15-18 g
Agua destilada 1000 ml
TSB gl/litro
Pancreatic digest of 17
casein

Papaic digest of soybean 3
meal

Cloreto de sodio 5
Fosfato dipotassio 2,5
Dextrose 2,5

Preparado de acordo com
indicacdes do fabricante.
pH:7,3+0,2a25°C

TSB + glicerol a 87%

15 ml de TSB + 3 ml de glicerol

4. CONTROLO
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Para controlar a actividade, apés alguns meses de
congelacgdo, a cultura podera ser repicada para um m
cultura selectivo e de isolamento e observar as sua

caracteristicas.

5. RESPONSABILIDADES

eio de

Accéo

Q Colabora )
6.M ODELOS ASSOCIADOS

| NSTRUCOES DE TRABALHO
- Estufa

- Camara de fluxo laminar
- Centrifuga

- Balanca

- Placa de aguecimento

- Autoclave

PROCEDIMENTOS

- Preparacao de meios de cultura
- Esterilizag&do de meios de cultura
- Crioconservacao

- Inactivagéo de culturas

7. REGISTOS

| DENTIFICACAO SUPORTE E LOCAL DE

(o Responsavel

RESPONSAVEL PELOARQUIVO

TEMPOMNIMO DE

ARQUIVO ARQUIVO

Registos de

utilizagéo dos Digital e papel no
equipamentos lab. de microbiologia
associados

Registos de

manutencéo dos Digital e papel no
equipamentos lab. de microbiologia
associados

VERSAO DATA ALTERACOES
1 2010 Versdo inicial

ELABORADO

APROVADO
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Anexos

Anexo Il
Resultados de todas as analises microbiologicatuefdas aos maranhos<80)
. s . Staphylococcus Ligteria
Amostra/Unidade da | Escherichia coli coagulase Salmonella spp.
amostra (Contagem) positiva (Pesquisa) monocytogenes
Contagem ((RERVIEEY]
M1 <1x10ufc/g <1x102ufc/g Neg 259 Neg 25g*
M2 <1x10ufc/g <1x102ufc/g Neg 25g Neg 25g*
Cp;u M3 1x10ufc/g <1x102ufc/g Neg 259 Neg 25g*
M4 1 6x102ufc/g <1x102ufc/g Neg 259 Neg 25g*
M5 <1x10ufc/g <1x102ufc/g Neg 25g Neg 25g*
_____
1,1x10ufc/g <1x102ufc/g Neg 25¢g Neg 25g*
M2 9,0x10ufc/g <1x102ufc/g Neg 25¢ Positivo 25g
CE:u M3 8,0x10ufc/g <1x102ufc/g Neg 25¢ Neg 25g*
M4 1,4x10ufc/g <1x102ufc/g Neg 25¢g Positivo 25g
1,5x10ufc/g <1x102ufc/g Neg 25g Neg 25g*
_____
5,1x102ufc/g <1x102ufc/g Neg 25g Positivo 25¢g
M2 2 6x102ufc/g <1x102ufc/g Neg 259 Neg 25g*
CC;u M3 2 1x102ufc/g <1x102ufc/g Neg 25g Neg 25g*
M4 2 0x102ufc/g <1x102ufc/g Neg 25g Neg 25g*
M5 1 ox102ufc/g <1x102ufc/g Neg 25g Positivo 25g
_____
<1x10ufc/g <1x10ufc/g Neg 259 Neg 259
M2 <1x10ufc/g <1x10ufc/g Neg 25g Positivo 25¢g
Colii 4o M3 <1x10ufc/g <1x10ufc/g Neg 259 Neg 259
M4 <1x10ufc/g <1x10ufc/g Neg 259 Positivo 25g
<1x10ufc/g <1x10ufc/g Neg 25g Neg 25g
_____
1,3x102ufc/g <1x102ufc/g Neg. 259 Neg 25g*
M2 9,0x10ufc/g <1x102ufc/g Neg 25¢ Neg 25¢
CEru M3 8,0x10ufc/g <1x102ufc/g Neg 25¢ Neg 25g*
M4 4,0x10ufc/g <1x102ufc/g Neg 25¢g Neg 25¢g
3,0x10ufc/g <1x102ufc/g Neg 25g Neg 25g*
_____
5,2x102ufc/g <1x102ufc/g Neg 25g Positivo 25¢g
M2 4,0x102ufc/g <1x102ufc/g Neg 25g Positivo 25g
oy M3  10x10%fcly  <Ix10ufclg Neg 25¢ Positivo 25g
M4 2 4x103ufc/g <1x102ufc/g Neg 259 Neg 25g*
M5 3,4x102ufc/g <1x102ufc/g Neg 25g Neg 25g*
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1,8x102ufc/g <1x102ufc/g Neg 25g Positivo 25¢g
M2 3,0x10ufc/g <1x102ufc/g Neg 259 Positivo 25g
Cc;u M3 6,0x10ufc/g <1x102ufc/g Neg 259 Positivo 25g
M4 9,0x10ufc/g <1x102ufc/g Neg 259 Positivo 25g
<1x10ufc/g <1x102ufc/g Neg 25g Neg 25g
1,8x102ufc/g <1x102ufc/g Neg 25g Neg 25g*
M2 1,0x10ufc/g <1x102ufc/g Neg 25g Neg 25g
C|-r|u M3 <1x10ufc/g <1x102ufc/g Neg 259 Neg 259
M4 <1x10ufc/g <1x102ufc/g Neg 259 Positivo 25g
<1x10ufc/g <1x102ufc/g Neg 25¢g Neg 25¢g
<1x10ufc/g <1x102ufc/g Neg 25g Neg 25g
M2 <1x10ufc/g <1x102ufc/g Neg 259 Neg 259
G 2,
Cozido M3 <1x10ufc/g <1x102ufc/g Neg 25g Neg 25g
M4 <1x10ufc/g <1x102ufc/g Neg 25g Neg 25g
<1x10ufc/g <1x102ufc/g Neg 25g Neg 25g
<1x10ufc/g <1x102ufc/g Neg 25g Neg 259
M2 <1x10ufc/g <1x102ufc/g Neg 25¢g Neg 25¢g
F 2,
Cozido M3 <1x10ufc/g <1x102ufc/g Neg 25¢g Neg 25¢g
M4 <1x10ufc/g <1x102ufc/g Neg 25¢g Neg 25¢g
<1x10ufc/g <1x102ufc/g Neg 259 Neg 25g

*Positivo paralisteria spp
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Anexo IV
Resultados de todas as analises fisico-quimicatuaftas aos maranhos<80)

Lol s c o] ] cf o ] v fo ] |

Analise

Gordura
Total %

Proteina
Total %

Cloretos
%

3,18
2,94
2,35
2,57
1,95

12,6

6 0,4¢
0,929
0,932
0,930
0,928
0,933

¥ 0,92
o
0,00z
4,73
7,26
6,33
8,37
5,60

16,4¢

01417
14,59
15,13
15,13
14,8
14,26

¥14,18

0371
1,389
1,780
1,626
1,424
1,654

¥1,57%
0,164

5,38
5,33
5,32
5,18
5,27

75.3C

00,07¢
0,928
0,929
0,926
0,929
0,928

70,92¢

60,0012

11,07
10,46
10,92
15,81
7,99

y1125

62,836¢
12,75
12,98
12,10
11,09
12,13

y1221

60,734¢
2,426
2,585
3,266
2,309
2,871

%2,691
00,3841¢

5,08
4,99
5,01
5,00
4,97

75,01

60,041
0,925
0,930
0,933
0,932
0,926

70,9292

60,00356

3,37
5,02
5,01
4,93
7,41

¥5.18

01,4457
14,73
14,68
13,73
13,73
13,45

14,06

60,59¢€
0,955
0,906
0,938
0,847
1,200

70,96¢
60,13¢

6,15
6,20
6,19
6,23
6,17

76.1¢

60,03C
0,937
0,936
0,922
0,928
0,925

70,929¢

60,0066

5,18
4,74
3,7

6,26
5,25

75,08

60,926¢
16,56
16,63
16,74
14,56
14,98

¥1589

61,0381
1,603
1,710
1,724
1,549
1,646

y1.64¢€
60,072

6,10
5,83
5,81
5,77
5,75

75,88

60,1421
0,922
0,915
0,919
0,922
0,922

70,92

60,00308

16,87
23,68
18,44
19,21
21,57

71998

02,68¢
10,85
9,45
11,43
10,84
10,26

1057

80,74¢
1,975
2,153
2,062
1,977
1,976

¥2,02¢
00,07¢

101

6,18
6,29
6,03
5,97
5,92

16,08

60,153¢
0,923
0,926
0,924
0,925
0,926

70.924¢

60,0013

5,03
4,82
3,84
4,28
2,38

¥4,07

61,0532
12,25
12,96
12,70
12,07
13,02

126

60,4240¢
1,673
1,88
1,929
1,700
2,034

1843
60,1537¢

5,99
5,26
5,32
5,30
5,23

%542

60,32
0,928
0,926
0,927
0,928
0,925

70.926¢

60,001

16,38
17,97
13,44
15,40
12,18

¥1507

82,3(
11,53
12,44
11,60
11,07
12,47

1182

60,61
1,148
1,379
1,324
1,261
1,242

y1,271
60,08168°

5,69
5,78
5,62
5,60
5,40

15,62

60,1407
0,924
0,932
0,923
0,933
0,924

70,927

60,0048

9,40
11,38
12,18
12,39
9,72

71101

61,384¢
13,35
13,50
12,92
12,77
12,92

713.0¢

0,3145¢
1,701
1,893
1,871
1,744
1,792

%1.80C
90,08168°

6,12
5,97
5,85
5,66
5,87

75.8¢

60,16€
0,935
0,917
0,925
0,928
0,929

70,926¢

60,0065

16,00
15,18
13,82
18,39
13,79

y1544

61,89¢
12,85
12,96
13,11
13,26
13,29

¥130¢

60,18¢
1,060
1,416
1,321
1,114
1,227

¥1,228
60,145¢

Anexos

5,73
4,79
5,92
5,97
5,47

1558

60,481
0,929
0,929
0,929
0,93
0,9209

20.927¢

60,00376

8,97
8,70
9,47
9,51
7,32

¥8.,79

60,891¢
15,82
14,43
15,38
15,6
13,51

x149E

60,9628¢
1,611
1,629
1,587
1,878
1,604

+1,662
60,1217¢
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Anexo V

Valores obtidos por Figueiredo (2008) e Salave 9P

Parametros
5,42 5,92 5,72 6,1
0,91 0,945 0,92 0,94
7,34 10,03 7,42 7,11
13,45 12,81 15,46 14,6
1,69 1,25 1,41 0,82

Valores médios obtidos de todas as amostras paeiréglo (2008) e Salavessa (2009)

Parametros Média de todas as amostras
Figueiredo (2008)] Salavessa (2009

5,57 6,01
0,91 0,94
7,35 8,57
14,46 13,7
1,55 1,04

Resultados das anélises microbioldgicas efectyaataSalavessa (2009).
Estado da amostr Analises microbioldgicas (valores médios)

E.coli (log ufc/g) Staphylococcus | Salmonellaspp. | L. monocytogene
aureus(resultadog Positivo em 25g | (positivo em 259)
negativos 1g)

Cru 2,62 59,37% 3,13% 40,37%

0,23 84,3% 0% 0%
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