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Resumo: Nao existem legislacdes ou protocolos que regulamentem a descontaminagao de tripas
para produgao de embutidos. Esse trabalho objetivou avaliar a qualidade microbiolégica de
envoltdrios naturais suinos ap6s métodos de descontaminagao. Foram testados cinco métodos,
utilizando-se lavagem, raspagem e imersao em solugdes de acidos acético 1% e citrico 1% e
solugdo salina 10%. Nas analises microbioldgicas, efetuaram-se a contagem de bactérias totais,
coliformes totais, termotolerantes, Staphylococcus coagulase positiva e Clostridium, pesquisa de
E. coli e Salmonella. Com as solugdes de acido acético e acido citrico, houve maior reducao do
namero de bactérias totais e coliformes. Contudo, o tratamento de imersao em cloreto de sédio
10%, mesmo ndo reduzindo expressivamente a contagem de bactérias totais, eliminou a
contaminacéo por E. coli e Salmonella. Assim, o método com maior desempenho na sanitizagao
das tripas foi a imersdo em solucao salina 10%, tornando o alimento mais seguro ao
consumidor.

Palavras-chave: Descontaminagio microbiana. Seguranga alimentar. Tripas naturais. Acidos
organicos.

Abstract: There are no laws or protocols regulating the decontamination of casings for sausage
production. This work aimed to evaluate the microbiological quality of natural pig wrap after
decontamination methods. Five methods were tested using washing, scraping and immersion
in solutions of 1% acetic acid, 1% citric acid and 10% saline solution. In the microbiological
analyzes, there was a count of total bacteria, total coliforms, thermotolerants , Staphylococcus
Coagulase positive and Clostridium, research of E. coli and Salmonella. The solutions of acetic
acid and citric acid provided a greater reduction in the number of total bacteria and coliforms.
However, the immersion treatment in 10% sodium chloride did not significantly reduce the
total bacterial count but it could eliminate contamination by E. coli and Salmonella. Thus, the
method with the highest performance in the sanitization of intestines was immersion in 10%
saline solution, making food safer to the consumer.
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1INTRODUCAO

Com o aumento da populagdo mundial e a maior demanda pela produgao de
alimentos, a seguranca alimentar € imprescindivel como medida para diminuir a
quantidade e severidade de casos das doengas de origem alimentar causadas por
microrganismos e/ou suas toxinas (SCANDOLARA et al., 2012).

Para produzir alimentos seguros, deve-se aderir as recomendagoes da RDC n®
216, de 15 de setembro de 2004, que regulamenta as Boas Praticas para Servigos de
Alimentagao, estabelecendo procedimentos que garantam as condi¢des higiénico-
sanitarias do alimento preparado (BRASIL, 2004).

Alimentos de mé qualidade podem oferecer riscos a satde humana. As Doengas
Transmitidas por Alimentos (DTA) sao um problema para a saude publica, ja que o
custo das medidas de controle € altamente significativo (WHO/FAO, 2011).

De acordo com a Organizacao Mundial de Saude (OMS), as DTAs sao um dos
mais graves problemas de satide publica mundial, e a incidéncia de consumo de
alimentos e dgua contaminados tem se elevado (PAULA et al., 2015). A OMS aponta as
toxinfec¢des alimentares como as principais doengas de origem alimentar, sendo que
mais de 60% dos casos sao causados por técnicas nao adequadas de manipulagao,
processamento e contaminac¢ao da comida servida em restaurantes (ROSSI, 2006).

Um fator predisponente de surtos de origem alimentar é o desenvolvimento de
resisténcia dos microrganismos aos desinfetantes mais comumente usados para
sanitiza¢ao nas industrias de alimentos (MACHADO et al., 2010).

Entre os alimentos que sao mais propensos a contaminagdo, estao carnes e
derivados, por sua origem conter alta carga microbiana, além de alimentos que sao
consumidos crus ou que contém ovo.

O Brasil é um grande produtor e consumidor de derivados carneos. O
seguimento com maior expressividade no comércio sao os embutidos, sendo a linguica
o preferido entre os brasileiros (BRASIL, 2007). A linguiga frescal é um dos derivados
mais produzidos, uma vez que sua fabricacao nao demanda tecnologia sofisticada, e os
equipamentos utilizados sao acessiveis e de baixo custo (CARVALHO et al., 2010). Na
sua produgao, existem pontos criticos, como o preparo, a trituracdo das carnes e a
limpeza das tripas naturais, que influenciam na qualidade e na seguranga do alimento,
ja que podem ser fontes de contaminagao microbiana (MEDEIROS, 2011). Um dos
fatores que pode afetar a qualidade do produto final é o fato de a tripa natural ser
altamente contaminada, podendo ser portadora de microrganismos deteriorantes e
patogénicos (LUCINI et al., 2009).

Apesar de haver envoltorios artificiais e estes serem menos acometidos por
contaminacao microbiana, as tripas naturais continuam sendo utilizadas em razao de
serem comestiveis, eldsticas, moldaveis, permeaveis a dgua e a fumacga (LUCINI et al.,
2009). Elas devem apresentar capacidade de encolhimento, permitindo o contato direto
com a superficie da carne enquanto o produto perde umidade, além da vantagem de
poderem ser salgadas (SANTOS, 2006). Desse modo, ¢ de suma importancia garantir a
sanidade microbioldgica das tripas naturais, para que estas possam ser utilizadas como
matéria prima sem oferecer contaminacdo do produto final (SCANDOLARA et al.,
2012).
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Para a produgdo de tripas naturais, os intestinos dos animais sacrificados sao
extraidos com cuidado para que nao haja a perfuragio e a contaminacio do produto. E
separado o contetido gorduroso do mesentério, depois a tripa € lavada e escorrida e,
por fim, a mucosidade do seu interior é removida. Posteriormente é realizada a salga
hiperconcentrada para promover a sua conservagao enquanto ela nao ¢ utilizada
(SANTOS, 2006).

Alguns paises, como os Estados Unidos, os integrantes da Unido Europeia e o
Brasil, aprovam a descontamina¢do de carcagas de animais com a utilizagao
sanitizantes quimicos (NICOLAU, 2016). Entre as substancias mais utilizadas, estao
compostos clorados, 4cido latico, acido ascorbico, acido acético, acido citrico, solugao
salina e incidéncia de luz UV (SCANDOLARA et al., 2012). A eficacia desses
sanitizantes pode ser afetada por fatores como concentra¢do de residuos, superficie a
ser descontaminada, tempo de contato com a substancia e concentragio de
microrganismos no material avaliado (TELLES, 2011).

Nao ha legislagao que avalie os critérios microbioldgicos para envoltdrios
naturais. Em 1996, a ENSCA (European Natural Sausage Casings Association) aprovou
algumas recomendagdes para tripas naturais frescas salgadas, estabelecendo a
contagem de aerobios totais, Enterobacteriaceae, Staphylococcus aureus e esporos de
Clostridium sulfito redutores. Desse modo, faz-se necessario a elaboragao de protocolos
que viabilizem o uso desse tipo de envoltdrio e assegurem a sua qualidade e sanidade.

Para atender esta demanda, objetivou-se, com este trabalho, avaliar métodos de
descontaminacao de envoltérios naturais suinos (tripas) com diferentes agentes
sanitizantes para alimentos e determinar a qualidade microbioldgica destas apds esses
tratamentos, definindo qual o mais efetivo para a redugao da carga microbiana do
produto.

2 MATERIAL E METODOS

O projeto foi submetido a avaliagdo do Comité de Etica de Uso de Animais do
Centro Universitario de Patos de Minas — UNIPAM, tendo sido aprovado para a
execugao, sob o nimero de protocolo 16/18.

Este estudo foi realizado no Laboratério de Controle de Qualidade de
Medicamentos e Quimica Farmacéutica e Laboratério de Microbiologia, Bloco D, do
Centro Universitario de Patos de Minas — UNIPAM.

As tripas suinas, previamente esvaziadas do contetdo intestinal e separadas da
mucosa mesentérica, foram adquiridas em um matadouro do municipio de
Coromandel — MG, regiao do Alto Paranaiba, e congeladas at¢é o momento do
manuseio. Para o transporte até o Laboratério de Microbiologia UNIPAM, foram
armazenadas em sacos estéreis para coleta de alimentos, alocadas em caixa térmica
com gelo para o transporte, e refrigeradas de 0 a 2°C até o momento da
descontaminacao e analise microbioldgica.
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2.1 DESCONTAMINACAO DAS TRIPAS

As tripas foram raspadas com auxilio de espatula, apoiadas em superficie plana
para a retirada da mucosidade do seu interior. Foram preparados cinco tratamentos
diferentes com uma amostra e uma repeticdo: Tratamento 1 (tripa apenas lavada),
Tratamento 2 (tripa raspada e lavada), Tratamento 3 (tripa raspada e imersa em
solugao de 4cido acético 1%), Tratamento 4 (tripa raspada e imersa em acido citrico 1%)
e Tratamento 5 (tripa raspada e imersa em cloreto de s6dio 10%). As amostras raspadas
foram imersas nas solugdes onde permaneceram por 15 minutos. Posteriormente, as
tripas foram, durante 15 minutos, enxaguadas sob imersdao e agitacdo em agua
purificada, para a realizagao da analise microbiologica. Foi utilizada uma amostra para
cada tratamento, sem realiza¢ao de repetigoes.

2.2 ANALISES MICROBIOLOGICAS

As andlises microbioldgicas foram realizadas de acordo com os parametros
propostos pela European Natural Sausage Casings Association — ENSCA (1996).
Realizou-se a contagem de bactérias aerobias totais, coliformes totais, coliformes
termotolerantes, Staphylococcus coagulase positiva, Clostridium sulfito redutores,
pesquisa de Escherichia coli e, adicionalmente, pesquisa de Salmonella.

Para a contagem das bactérias aerobias totais, foram pesadas assepticamente
10g da amostra e transferidas para um Erlenmeyer contendo 90 mL de Agua
Peptonada Tamponada (APT) 0,1%. Foram preparadas diluiges seriadas, 10, 102 e 10-
3. De cada uma das dilui¢Oes, foram retiradas aliquotas de 1 mL e transferidas para
placas de Petri em duplicata, onde se adicionaram 25 mL de Plate Count Agar (PCA)
liquido (técnica de plaqueamento em profundidade). Apds a solidificagao do meio, as
placas foram incubadas invertidas em estufa de 36°C por 48 horas. Ao fim do prazo, as
colonias foram contadas.

Para a contagem de coliformes totais e termotolerantes pelo Numero Mais
Provavel (NMP) e para a pesquisa de Escherichia coli, foi utilizado 1 mL das diluigoes
10, 102 e 10?3 adicionadas isoladamente em trés tubos de Caldo Lauril (LAU)
contendo tubo de Durhan. Posteriormente, procedeu-se a incubagao em estufa a 36°C,
por um periodo 24-48 horas. Tubos com presenga de bolha foram repicados para tubos
com Caldo EC e com Caldo Verde Brilhante (VB), utilizando-se alga calibrada de 10uL,
incubados, por 24 horas, respectivamente em estufas em temperatura de 42,5°C e 36°C.
Os tubos com crescimento positivo foram estriados em placas com Agar EMB para a
qualificagao do coliforme (presenca ou auséncia). Os tubos em que houve crescimento
foram relacionados a tabela de NMP para a quantificacao dos coliformes, com 95% de
confiabilidade.

A contagem de Staphylococcus coagulase positiva ocorreu a partir da
tranferéncia de aliquotas de 0,1 mL das dilui¢des 10! e 102 para duas placas de Agar
Baird Parker (BP) enriquecido com ovo e telurito de potassio. A amostra foi espalhada
na superficie do 4gar utilizando-se a alga de Drigalski estéril. Incubou-se a 36°C por 48
horas. Havendo crescimento de colonias puntiformes negras, estas foram contadas e
utilizadas para os testes de catalase e coagulase para confirmacao.
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Para a pesquisa de Salmonella, o erlenmeyer com diluicao 10 foi incubado em
estufa de 36°C por 24 horas. Apos esse periodo, transferiu-se 0,1 mL desse material
para um tubo contendo Caldo Rappaport Vassiliadis (RAPA) e 1 mL para um tubo com
Caldo Selenito Cistina, incubando-os por 24 horas, respectivamente a temperatura de
42°C e 36°C. Tubos com alteracio da cor do meio foram repicados em Agar
Salmonella/Shigella (SS), incubando as placas a 36°C por até cinco dias. Coldnias
avermelhadas ou enegrecidas foram submetidas a confirmacao por coloragao de Gram
e testes bioquimicos de confirmagao.

Também foi realizada a contagem de Clostridium semeando-se aliquotas de 1
mL da dilui¢ao 10" em duas placas contendo Agar Triptose Sulfito Cicloserina (TSC).
Espalhou-se por toda a superficie do meio utilizando-se al¢a de Drigalski. Adicionou-
se 15 mL de TSC fundido sobre a placa, homogeneizando-as. As placas foram
incubadas em jarra de anaerobiose sem inverter, em temperatura de 36°C, por 24 horas.
Colonias tipicas de Clostridium (1-3 mm de cor negra com halo) foram coradas para
detecc¢ao de bacilos Gram positivos. O resultado da contagem das colonias confirmadas
foi multiplicado pela dilui¢ao utilizada, obtendo-se o resultado real.

ApoOs as andlises, os resultados foram comparados com a amostra controle
(Tratamento 1) por meio de estatistica descritiva, para a definicaio do método mais
adequado de descontaminacao de tripas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das andlises microbioldgicas de cinco tratamentos de
descontaminacdo de envoltdérios naturais suinos encontram-se indicados na Tabela a

seguir.

Tabela 1- Resultado das andlises microbioldgicas, contagem de bactérias totais, NMP
de coliformes totais e termotolerantes, pesquisa de E. coli, contagem de Staphylococcus
coagulase positiva e Clostridium sulfito redutor e pesquisa de Salmonella, apos cinco
tratamentos de descontaminacao de envoltdrios naturais suinos

Bactérias Coliformes Coliformes Escherichia Staphylococcus .
Tratamento  Totais Totais Termotolerantes coli Co?)f;lti:\e Ci({)jér(zjd/m)m Salmonella
(UFC/g)  (NMP/g) (NMP/g) (P/A) ?UFC/g) ’
1 4,2 x 104 1100 240 Auséncia 100 <1x10 Presenca
2 2,5 x 104 240 93 Auséncia <100 <1x10 Auséncia
3 3 x 102 7,4 3 Presenca <100 <1x10 Presenca
4 6,8 x 102 9,2 9,2 Presenca <100 <1x10 Presenca
5 4,4 x 103 240 240 Auséncia <100 <1x10 Auséncia

Fonte: Dados da pesquisa, 2018.

O Tratamento 1 foi utilizado como controle. Nessa etapa, as tripas foram apenas

lavadas. A contagem de bactérias desse tratamento serviu como parametro para
verificar se os demais tratamentos com diferentes métodos de desinfec¢ao foram
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eficientes. Conforme apresentado na Tabela 1, a contagem de bactérias totais, de
coliformes totais, de termotolerantes e de Staphylococcus coagulase positiva foi de,
respectivamente, 4,2x10* UFC/g, 1100 NMP/g, 240 NMP/g e 100 UFC/g. Nao se detectou
a presenga Escherichia coli. Isolou-se Salmonella da amostra. A contagem de Clostridium
foi <1x10* UFC/g.

Trigo e Fraqueza (1998) encontraram resultados semelhantes em seu estudo da
microbiota de tripas naturais frescas de suino: 7,6 UFC/g de aerdbios mesdfilos, 7,5
UFC/g de Enterobacteriaceae, 4,6 UFC/g de Streptococcus fecais e 1,7 UFC/g de esporos
de Clostridium sulfito redutores. Ja Martins (2014), em seu estudo, obteve uma
contaminagdo inicial das tripas naturais frescas de suino de 5,73 UFC/g de
Enterobacteriaceae, 4,25 UFC/g de E.coli, <1 UFC/g de Salmonella e 3,38 UFC/g de
Staphylococcus coagulase negativa. Segundo a autora, a qualidade microbioldgica esta
diretamente ligada a higiene no matadouro durante o processamento da tripa,
refor¢ando a necessidade de um processo de elimina¢ao dos contaminantes.

A amostra de tripa lavada e raspada (Tratamento 2), comparando-a com a
Amostra 1, apresentou redugdo do numero de bactérias totais, porém esta nao foi
expressiva (sem reducao logaritmica). Para coliformes, reduziu-se 78,18% de coliformes
totais e 61,25% de coliformes termotolerantes (equivalente a 1 ciclo logaritmico), nao
havendo presenca de Escherichia coli e Salmonella. Nao houve crescimento de
Clostridium e Sthaphylococcus coagulase positiva, sendo os resultados expressos pelo
minimo detectado pelo método: <1x10' UFC/g e <100 UFC/g.

Martins (2014) sugere que deve ser feita a raspagem para a eliminagado de toda a
mucosa, uma vez que hd a adesdo de microrganismos a parede intestinal e a inclusao
destes no muco, o que contribui para a ineficicia nos processos de eliminagao
microbiana.

A amostra raspada e tratada com acido acético 1% (Tratamento 3) apresentou
contagem de bactérias 99,60% (2 ciclos logaritmicos) menor que a do controle. Houve
uma reducao de 99,33% de coliformes totais e 98,75% de coliformes termotolerantes (3
e 2 ciclos logaritmicos, respectivamente), porém confirmou-se a presenca de E. coli e de
Salmonella. Nao houve crescimento de Clostridium (<1x10' UFC/g), e a contagem
Staphylococcus coagulase positiva foi <100 UFC/g.

Molineros et al. (1991) utilizaram o acido acético 1% como agente antisséptico e
mostraram que nao houve atividade antimicrobiana contra cepas de E. coli,
Pseudomonas e Proteus.

Silva, Soares e Costa (2001) realizaram aspersao de acido acético 1% e 2% sobre
carcagas de frango. Nas amostras aspergidas com a solugao 1%, nao houve a redugao
significativa de coliformes termotolerantes. J& com a solucdo a 2%, esse numero
reduziu pouco mais que 1 ciclo logaritmico de coliformes termotolerantes, sendo que a
reducao de bactérias totais foi de 1,3 ciclos logaritmicos. Para Salmonella, a solugao do
mesmo acido a 1% nao foi efetiva para a descontaminagao, entretanto o aumento da
concentracao para 2% eliminou por completo a sua presenga nas quatro carcagas em
que havia sido detectada.

Além de ser usado como acidificante, o acido acético possui agao conservante
na faixa de 1-2% em carne, pescado ou vegetais, inibindo ou eliminando a maioria dos
microrganismos presentes, exceto bactérias acido-tolerantes (CARLI et al., 2015).
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A amostra raspada e tratada com dacido citrico 1% (Tratamento 4) diminuiu
98,41% (2 ciclos logaritmicos) da contagem de bactérias totais. Ja para coliformes totais
e termotolerantes, houve uma reducao de 99,16% e 96,17% das bactérias (3 e 2 ciclos
logaritmicos). Entretanto, houve a presencga de E. coli e de Salmonella. A contagem de
Staphylococcus coagulase positiva foi menor que 100 UFC/g e a de Clostridium foi <1x10!
UFC/g.

De acordo com Ferrari (2000), o acido citrico atua como agente sanitizante, pela
sua capacidade de interferir na membrana celular das bactérias, alterando seu
equilibrio hidrico. Além disso, possui efeito antioxidante por quelar ions metalicos,
diminuindo o processo de rancificagado.

Zabot (2016) testou diferentes concentragdes de acido citrico e diferentes tempos
de exposicao na inibicdo de Salmonella Typhimurium, Salmonella Heidelberg e
Salmonella Enteritidis. As cepas de Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis
apresentaram sensibilidade em concentragdes a partir de 1%, no tempo de 10 minutos.
Ja para a Salmonella Heidelberg, foi necessaria uma concentragao de 2,5% e 20 minutos
de exposigao ao acido citrico para sua eliminagao.

Silva, Soares e Costa (2001) utilizaram suco de limao para aspersao na superficie
de carcagas de frango. O suco integral e a solugao 50% diminuiram aproximadamente
1,3 e 1,2 ciclos logaritmicos NMP de coliformes totais e termotolerantes. Ja para a
avaliacao de Salmonella, os dois tratamentos foram efetivos, eliminando a bactéria de
75% das amostras positivas (uma de quatro amostras).

Ruschel al. (2015) testaram diferentes concentragdes de acido citrico no controle
de Salmonella in vitro, concluindo que € necessaria uma concentragao de 1,5% de acido
citrico e de um periodo 15 minutos de exposicao para a eliminacao da bactéria,
mostrando que o acido citrico pode ser uma alternativa na linha de abate de frango
para o controle de Salmonella.

Em um estudo, Drehmer (2005) avaliou a vida de prateleira de carne suina e
concluiu que a aspersao das carcagas pds-abate com mistura de acidos organicos (acido
latico 1%, acido ascorbico 0,8%, acido citrico 1% e acido acético 1%) reduziu a
contagem de bactérias aerobias mesofilas, psicrdfilos e coliformes totais.

Segundo Boldrin e Mesquita (2012), os acidos organicos sao efetivos para a
descontaminacao de carcagas, além de serem seguros, acessiveis e baratos, podendo ser
recomendados para utilizagao em escala industrial.

A amostra tripa raspada e imersa em cloreto de soédio 10% (Tratamento 5)
reduziu em 89,61% (1 ciclo logaritmico) a contaminagao por bactérias totais, 78,18% de
coliformes totais (1 ciclo logaritmico) e 0% de coliformes termotolerantes, porém nao
obteve presenca de E. coli e Salmonella. A contagem se Staphylococcus coagulase positiva
e Clostridium foi minima, como nas amostras anteriores: <100 UFC/g e <1x10' UFC/g.

Carli et al. (2015) utilizaram solugao salina acidificada com 4acido citrico para
descontaminacdo de cortes suinos e obtiveram reducao de cerca de 2 log de bactérias
aerdbias mesofilas, em relagdo ao controle. Esse efeito provavelmente se deve a acao
dos ions de CI- associados ao acido citrico que confere a¢ao antioxidante sobre os
microrganismos, levando-os a morte.

Nas amostras dos Tratamentos 3 e 4, houve descontaminagao mais expressiva
em relagdo ao nimero de bactérias totais, coliformes totais e termotolerantes, porém os
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acidos acético e citrico ndao foram capazes de eliminar bactérias como E. coli e
Salmonella. Isso pode ser justificado por Gongalves e Franco (1996), que afirmam que a
presenca de microbiota variada pode produzir proteases e lipases que tornam o meio
adverso a sobrevivéncia de algumas bactérias.

Por nao apresentar Salmonella, o Tratamento 5 (tripa raspada e imersa em
cloreto de sédio 10%) foi o mais efetivo entre os processos de descontaminagao, mesmo
que a redugdo de bactérias totais e coliformes totais tenha sido inferior as amostras
tratadas com 4cidos (Tratamento 3 e 4). Por a Salmonella ser um microrganismo
associado as DTA'’s, considera-se esse tratamento mais seguro, por nao apresentar
riscos a saude do consumidor.

4 CONCLUSAO

O tratamento com melhor desempenho na sanitizagao das tripas foi o realizado
com solugao de cloreto de sdédio 10%, reduzindo em cerca de um ciclo logaritmico a
contaminagdo por bactérias totais e coliformes totais e eliminando bactérias como E.
coli e Salmonella. Diante disso, sugerem-se novos estudos para avaliar novas
concentragdes e misturas de acidos e/ou o aumento do tempo de imersao das tripas nas
solucdes, a fim de se eliminarem as bactérias que resistirem ao processo.
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