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RESUMO

De acordo com a FAO/OMS (JECFA), os nitritos e nitratos desempenham um
papel relevante na conservacdo e seguranca alimentar. Contudo, estdo
associados a potenciais riscos para a saude, principalmente devido a formagéo
de nitrosaminas, compostos reconhecidos como nocivos. A IARC/OMS (Agéncia
Internacional para Pesquisa sobre o Cancer da Organizacdo Mundial da Saude),
reconhece o impacto epidemiolégico, referindo que o consumo de carnes
processadas, mesmo em quantidades moderadas, esta associado a um risco
acrescido de desenvolvimento de cancro de estbmago. A Autoridade Europeia
para a Seguranca Alimentar (EFSA), em consonancia com a FAO/OMS (JECFA),
avaliou a utilizacdo de nitritos e nitratos em carnes processadas e em géneros
alimenticios em geral, concluindo que os niveis atualmente autorizados s&o
considerados seguros. Todavia, a EFSA sublinha que o consumo elevado de
carnes processadas aumenta o risco devido ao perigo da formacdo de

nitrosaminas.

Neste contexto, e com base no parecer cientifico da EFSA, foi publicado, em
outubro de 2023, o Regulamento (UE) 2023/2108, que estabelece limites mais
restritivos para a utilizacao de nitritos e nitratos em produtos alimentares. O limite
maximo foi reduzido de 150 mg/kg (expresso em nitrito) para 80 mg/kg (expresso
em ides de nitrito). O limite de 150 mg/kg expresso em nitrito (NaNO,) equivale
a aproximadamente a 100 mg/kg expresso em ides de nitrito (NO;).
Adicionalmente, foram definidos novos requisitos de pureza para os aditivos e
estabelecidos prazos de adaptacdo especificos, de acordo com a categoria de

produto.

O presente estudo teve como objetivo comparar o efeito de duas formulacdes
em trés produtos a base de carne de suino: a formulacéo atual, jA comercializada
pela empresa, e uma nova formulagéo com redugé&o de nitritos, em conformidade
com o novo regulamento. Para tal, foram analisados trés produtos a base de
carne de suino: um enchido (chourigo de carne corrente com colorau), um cozido
(fiambre da perna) e um curado (bacon extra). A analise foi conduzida ao longo
de um periodo de 120 dias, tempo habitualmente previsto como tempo de vida
atil destes produtos e englobando parametros microbioldgicos e fisico-quimicos.
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Os resultados evidenciaram diferencas ao longo do tempo de vida uatil dos
produtos, sendo a cor o parametro mais afetado, como esperado, uma vez que
0s nitritos sdo os principais responsaveis pela preservacdo da coloragdo
caracteristica. Estas alteracdes de cor observadas instrumentalmente refletem
variacbes nos parametros de cor; no entanto, estas diferencas podem nao ter
relevancia pratica do ponto de vista comercial ou sensorial. De facto, os
equipamentos utilizados para a medicao de cor apresentam uma sensibilidade
superior a percecdo visual humana, podendo detetar diferencas que ndo sao
percecionadas pelo consumidor e que, portanto, ndo influenciam a aceitacao do

produto.

A seguranca microbiologica de carnes processadas € fortemente influenciada
por parametros intrinsecos, nomeadamente o pH, a atividade da agua (aw) € a
concentracdo de nitrito, verificando-se que, niveis elevados de humidade, em
associacdo com pH préximo da neutralidade e baixa concentracdo de sal/nitrito,
favorecem o crescimento microbiano e reduzem o tempo de vida util do produto.
Importa salientar que nenhum destes fatores, controlado isoladamente (por
exemplo, pH baixo, atividade de agua reduzida ou presenca de sal), assegura a
inibicdo completa dos microrganismos. Todavia, a agdo combinada de dois ou
mais parametros cria condi¢cdes que limitam a sobrevivéncia e multiplicacao

microbiana, configurando o denominado efeito barreira (hurdle effect).

De facto, do ponto de vista da qualidade microbioldgica, a alteracdo da
formulacdo ndo comprometeu a seguranca alimentar e permitiu assegurar o
cumprimento dos critérios microbiolégicos legalmente definidos. No final do
tempo de vida 0til dos produtos, e para além do cumprimento dos requisitos
legais em termos de seguranca alimentar, os produtos estavam dentro dos
limites definidos pelas linhas de orientacdo para avaliacdo da seguranca
microbiolégica de alimentos prontos para consumo, reconhecidos

internacionalmente (UK Health Security Agency, 2025).

PALAVRAS-CHAVE: nitrito; nitrato; chourico de carne; fiambre da perna; bacon
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ABSTRACT

According to the FAO/WHO Joint Expert Committee on Food Additives (JECFA),
nitrites and nitrates play a crucial role in food preservation and safety. However,
their use is associated with potential health risks, primarily due to the formation
of nitrosamines, compounds known for their toxic and carcinogenic potential. The
International Agency for Research on Cancer (IARC/WHO) has recognized the
epidemiological evidence indicating that the consumption of processed meat,
even in moderate amounts, is associated with an increased risk of developing
gastric cancer. The European Food Safety Authority (EFSA), in line with the
FAO/WHO (JECFA), evaluated the use of nitrites and nitrates in processed meats
and other food matrices, concluding that the currently authorized levels are
considered safe. Nevertheless, EFSA highlighted that high consumption of
processed meats increases the risk due to the potential formation of

nitrosamines.

In this context, and based on EFSA’s scientific opinion, Regulation (EU)
2023/2108 was published in October 2023, establishing more stringent limits for
the use of nitrites and nitrates in food products. The maximum permitted level
was reduced from 150 mg/kg (expressed as nitrite) to 80 mg/kg (expressed as
nitrite ions). The limit of 150 mg/kg expressed as nitrite (NaNO,) corresponds to
approximately 100 mg/kg expressed as nitrite ions (NO,7). Furthermore, new
purity criteria for these additives were defined, and specific adaptation periods

were established according to the product category.

The present study aimed to compare the effects of two formulations in three pork-
based products: the company’s current commercial formulation and a new
formulation with reduced nitrite content, in compliance with the new regulation.
Three pork-derived products were analyzed: a cured sausage (traditional paprika
pork sausage), a cooked product (leg ham), and a dry-cured product (extra
bacon). The analysis was conducted over a 120 day period, corresponding to the
typical shelf life of such products, and included microbiological and
physicochemical assessments. The results revealed variations throughout the
products’ shelf life, with color being the most affected parameter, as expected,
given that nitrites are primarily responsible for the stabilization of the
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characteristic cured color. The instrumentally detected color changes reflected
variations in chromatic parameters; however, these differences may not be of
practical relevance from a commercial or sensory standpoint. Indeed, color-
measuring instruments possess higher sensitivity than human visual perception,
and may therefore detect differences imperceptible to consumers, which are

unlikely to influence product acceptance.

The microbiological safety of processed meats is strongly influenced by intrinsic
factors such as pH, water activity (aw), and nitrite concentration. High moisture
levels, combined with near-neutral pH and low concentrations of salt and nitrite,
promote microbial growth and shorten product shelf life. It should be noted that
none of these factors alone (e.g., low pH, reduced water activity, or salt content)
can ensure complete inhibition of microorganisms. However, the combined effect
of two or more factors creates conditions that limit microbial survival and

proliferation, constituting the so-called “hurdle effect.”

From a microbiological quality standpoint, the reformulation did not compromise
food safety and ensured compliance with legally established microbiological
criteria. At the end of the products’ shelf life, and beyond fulfilling the legal food
safety requirements, all samples remained within the limits defined by
internationally recognized guidelines for the microbiological safety assessment of
ready-to-eat foods (UK Health Security Agency, 2025).

KEYWORDS: nitrite, nitrate, pork sausage, ham (leg ham), bacon
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LISTA DE ABREVIATURAS/SIGLAS

DGAYV - Direcdo-Geral de Alimentacao e Veterinaria
IDA - Ingestao diaria aceitavel

BMDL - Lower Confidence Limit of the Benchmark Dose (dose de referéncia

limite de confianca inferior)
PC - peso corporal
MetHb - meta-hemoglobina

EFSA - European Food Safety Authority (Autoridade Europeia para a Seguranca

dos Alimentos)
SCF - Supply Chain Finance (Financiamento da Cadeia de Suprimento)

JECFA - Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (Comité Conjunto
de Especialistas da FAO/OMS em Aditivos Alimentares)

FAO/OMS - Food and Agriculture Organization/World Health Organization
(Organizacao das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo/Organizacao
Mundial da Saude)

VMR - valor maximo de referéncia

VMA - Valor Maximo Admissivel

MAP- Modified Atmosphere Packaging (Embalagem com Atmosfera Modificada)
DFD - Dark, Firm, Dry (Escura, Firme, Seca)

PSE - Pale, Soft, Exudative (Palida, Mole, Exsudativa)

LAB — Bactérias Lacticas

NOCs - Compostos N-nitrosos

POV — Peroxide Value (Valor de Perdxidos)

ABTS — Radical ABTS". (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico))
RP — Reducing Power (RP assay) (Poder redutor)

OMS - Organizagdo Mundial da Saude

PCR - Polymerase Chain Reaction (Reagdao em Cadeia da Polimerase)

Xiii



Gene 16S rRNA - gene que codifica 0 RNA ribossomal 16S, uma parte essencial

da subunidade menor (30S) do ribossoma bacteriano

DGGE - Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (Eletroforese em Gel com

Gradiente Desnaturante)

EMRT-PCR - Enriquecimento + Multiplex Real-Time PCR.
MRT-PCR - Multiplex de PCR em tempo real

mapA— gene presente em Campylobacter jejuni

ceuE — gene presente em Campylobacter coli

cje — gene comum as duas espécies

CSM - carne separada mecanicamente

RTE - Ready-To-Eat (Pronto para Consumo)

INE - Instituto Nacional de Estatistica

PORDATA - Base de Dados Portugal Contemporaneo

TBARS - Thiobarbituric Acid Reactive Substances (Substancias Reativas ao
Acido Tiobarbittrico)

HACCP - Hazard Analysis and Critical Control Points (Andlise de Perigos e

Pontos Criticos de Controlo)
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https://ipvcpt-my.sharepoint.com/personal/aluisaa_ipvc_pt/Documents/Mestrado_AnaLuísaAzevedoDaSilva/Efeito%20do%20teor%20de%20nitrito%20na%20qualidade%20microbiológica%20e%20nas%20características%20físico-químicas%20de%20produtos%20cárneos%20processados_Final.docx#_Toc215689079
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https://ipvcpt-my.sharepoint.com/personal/aluisaa_ipvc_pt/Documents/Mestrado_AnaLuísaAzevedoDaSilva/Efeito%20do%20teor%20de%20nitrito%20na%20qualidade%20microbiológica%20e%20nas%20características%20físico-químicas%20de%20produtos%20cárneos%20processados_Final.docx#_Toc215689088
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https://ipvcpt-my.sharepoint.com/personal/aluisaa_ipvc_pt/Documents/Mestrado_AnaLuísaAzevedoDaSilva/Efeito%20do%20teor%20de%20nitrito%20na%20qualidade%20microbiológica%20e%20nas%20características%20físico-químicas%20de%20produtos%20cárneos%20processados_Final.docx#_Toc215689094
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https://ipvcpt-my.sharepoint.com/personal/aluisaa_ipvc_pt/Documents/Mestrado_AnaLuísaAzevedoDaSilva/Efeito%20do%20teor%20de%20nitrito%20na%20qualidade%20microbiológica%20e%20nas%20características%20físico-químicas%20de%20produtos%20cárneos%20processados_Final.docx#_Toc215689097
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https://ipvcpt-my.sharepoint.com/personal/aluisaa_ipvc_pt/Documents/Mestrado_AnaLuísaAzevedoDaSilva/Efeito%20do%20teor%20de%20nitrito%20na%20qualidade%20microbiológica%20e%20nas%20características%20físico-químicas%20de%20produtos%20cárneos%20processados_Final.docx#_Toc215689104
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https://ipvcpt-my.sharepoint.com/personal/aluisaa_ipvc_pt/Documents/Mestrado_AnaLuísaAzevedoDaSilva/Efeito%20do%20teor%20de%20nitrito%20na%20qualidade%20microbiológica%20e%20nas%20características%20físico-químicas%20de%20produtos%20cárneos%20processados_Final.docx#_Toc215689107
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https://ipvcpt-my.sharepoint.com/personal/aluisaa_ipvc_pt/Documents/Mestrado_AnaLuísaAzevedoDaSilva/Efeito%20do%20teor%20de%20nitrito%20na%20qualidade%20microbiológica%20e%20nas%20características%20físico-químicas%20de%20produtos%20cárneos%20processados_Final.docx#_Toc215689108
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https://ipvcpt-my.sharepoint.com/personal/aluisaa_ipvc_pt/Documents/Mestrado_AnaLuísaAzevedoDaSilva/Efeito%20do%20teor%20de%20nitrito%20na%20qualidade%20microbiológica%20e%20nas%20características%20físico-químicas%20de%20produtos%20cárneos%20processados_Final.docx#_Toc215689109
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1. Enquadramento e objetivos do trabalho

A seguranca alimentar tem adquirido uma relevancia crescente no ambito das
politicas publicas e da investigagéo cientifica, refletindo-se na necessidade de
garantir produtos seguros, de elevada qualidade e produzidos de forma
sustentavel. As alteragfes nos padrdes de consumo, aliadas a requisitos legais
e as inovacoes tecnoldgicas, tém vindo a impor uma reflexdo continua sobre a

qualidade e a sustentabilidade dos sistemas alimentares.

Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo avaliar o impacto da
reducdo de nitritos no tempo de vida Util de trés produtos processados a base de
carne de suino, nomeadamente, o chourico de carne corrente com colorau,
fiambre da perna e bacon extra, considerando as recentes alteracdes
legislativas, com entrada em vigor a 9 de outubro de 2025, do Regulamento (UE)
2023/2108.

Os portugueses consomem muitos produtos processados a base de carne de
porco. O consumo estimado de carne processada anual (cerca de 31,9 kg per
capita) representa uma parcela significativa do total de carne de porco
consumida. Contudo, segundo os dados do INE e PORDATA existe uma
tendéncia de reducédo do consumo de carne de porco e bovino desde os anos
2000. O consumo geral teve ligeira queda relativamente ao passado. A tradicéo
cultural ligada as carnes suinas processadas continua bem presente na dieta
portuguesa, mas atualmente existe uma grande percentagem da populagdo com
um regime alimentar diferente, ou com preocupacfes com a sua saude, pelo que
se torna fundamental criar produtos que continuem a satisfazer todas as
necessidades dos consumidores. O mercado alimentar mostra também o
crescimento de alternativas vegetais, incluindo o “fiambre” e “bacon” de origem
vegetal, enchidos vegetarianos (chourico vegetal, tofu fumado, seitan

temperado), entre outros.

O enquadramento regulamentar europeu relativo a seguranca alimentar tem
vindo a consolidar-se desde o inicio dos anos 2000, com a implementacao de
um conjunto de normas fundamentais. Destacam-se, neste ambito, o
Regulamento (CE) n° 852/2004, que estabelece disposi¢des gerais de higiene

aplicaveis a todas as fases da producéo, transformacéo e distribuicdo de géneros



alimenticios, e o0 Regulamento (CE) n°® 853/2004, que define regras especificas
dirigidas aos operadores do setor alimentar de géneros alimenticios de origem
animal, complementando o Regulamento (CE) n° 852/2004 (Parlamento

Europeu e do Conselho, 2021).

Em 2017, a Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA)
publicou pareceres cientificos relativos a reavaliacdo dos nitritos e nitratos
adicionados a alimentos (Comissdo Europeia, 2024). Estes pareceres
fundamentaram a decisdo da Comissao Europeia em reduzir os limites maximos
permitidos para a utilizacdo de nitritos e nitratos como aditivos alimentares,
tradicionalmente aplicados na conservacao de produtos carneos curados, no
ambito do Plano Europeu de luta contra o cancro. A medida foi aprovada por
unanimidade pelos Estados-Membros e oficializada através do Regulamento
(UE) 2023/2108 da Comisséo, de 6 de outubro de 2023, publicado no Jornal
Oficial da Unido Europeia a 9 de outubro de 2023. Este regulamento introduz
alteracbes ao Anexo Il do Regulamento (CE) n° 1333/2008 e Anexo do
Regulamento (UE) n® 231/2012, relativamente ao uso dos aditivos nitritos (E 249-
250) e nitratos (E 251-252).

A presente investigagao foi desenvolvida em colaboragdo com uma empresa de
producdo e comercializacdo de produtos carneos e consistiu ha comparacéo de
duas concentracfes de nitritos aplicadas nos trés produtos em estudo: a
concentracdo atualmente usada e outra concentracdo de acordo com a nova

regulamentacgao.

Os produtos foram caracterizados em termos fisico-quimicos e microbiolégicos
ao longo de 120 dias, com o objetivo de avaliar o impacto da reducéo de sal

nitrificado relativamente a formulacdo atualmente comercializada.

Com esta abordagem, pretende-se verificar a necessidade de ajustar o tempo
de vida util ou redefinir a formulacéo dos produtos em analise, de acordo com a
reducdo de nitritos prevista, assegurando simultaneamente a seguranca
alimentar do consumidor e a conformidade com o0 novo enquadramento

legislativo europeu.



2. Revisao bibliogréfica

Os sais de nitrito e nitrato sdo amplamente utilizados na conservacéo de carnes
e outros alimentos pereciveis, devido a sua capacidade de inibir o crescimento
de microrganismos patogénicos como Clostridium botulinum, agente do
botulismo, além de contribuirem para a fixacao da cor e sabor caracteristicos dos
produtos curados. No organismo humano, os nitratos e nitritos provenientes da
dieta séo rapidamente absorvidos e, em grande parte, excretados como nitrato.
Uma fracdo significativa do nitrato circulante € concentrada nas glandulas
salivares e convertido em nitrito pela microbiota oral. O nitrito absorvido pode
oxidar a hemoglobina em meta-hemoglobina, reduzindo a capacidade do sangue
de transportar oxigénio, podendo originar nitrosaminas, compostos de
reconhecido potencial carcinogénico, sobretudo em condi¢des de pH acido (Hord

et al., 2009).

As ingestdes diarias aceitaveis (IDA) foram definidas pelo Supply Chain Finance
(Financiamento da Cadeia de Suprimento- SCF) (1997) e pelo Joint FAO/WHO
Expert Committee on Food Additives (Comité Conjunto de Especialistas da
FAO/OMS em Aditivos Alimentares — JECFA) (2002) e posteriormente
reavaliadas pela EFSA, para nitrito: 0,07 mg/kg de peso corporal por dia e para

nitrato: 3,7 mg/kg de peso corporal por dia (Mortensen et al., 2017).

A avaliacdo cientifica concluiu que a exposi¢ao a nitratos provenientes apenas
de aditivos alimentares representa menos de 5 % da ingestao total e ndo excede
a IDA em nenhum grupo populacional. Para nitritos adicionados como aditivos,
a ingestao estimada encontra-se geralmente dentro dos niveis seguros, mas
com um ligeiro excesso em criangas (1 a 6 anos), sobretudo nos percentis mais
elevados de consumo de carnes processadas, quando sao consideradas todas
as fontes dietéticas (naturais, aditivos e contaminantes). A IDA pode ser
ultrapassada em bebés, criancas e individuos com elevada ingestao alimentar
(Authrity, 2017; Mortensen et al., 2017).

Nos niveis toxicologicos, o aumento dos niveis de meta-hemoglobina foi
identificado como o principal efeito critico na derivagdo da IDA para nitritos.
Estudos in vivo ndo indicaram potencial genotéxico relevante para sais de sédio

e potassio. Utilizando uma abordagem de BMD (Benchmark Dose), a EFSA



reafirmou a IDA de 0,07 mg de ido nitrito/kg pc/dia. Embora em percentis
elevados (95 a 99 %), algumas estimativas em criangas ultrapassem esse valor,
0 excesso é considerado marginal e ndo critico, ja que a IDA ja incorpora

margens de seguranca (Mortensen et al., 2017).

Apesar dos riscos associados, os beneficios nutricionais do consumo de
vegetais, principal fonte dietética de nitrato, superam os potenciais efeitos

adversos.

2.1. Nitratos e Nitritos

2.1.1. Estrutura Quimica

O nitrato inorganico sdo sais que contém o ido nitrato (NOs™), e o nitrito
inorganico, sdo sais que contém o ido nitrito (NOz~), séo sais de &cido nitrico e
acido nitroso, respetivamente. Os anifes de nitrato e nitrito estdo ligados a um
catido metélico, comumente sddio (Na*) ou potassio (K*). S&o sais soluveis em
agua e ocorrem naturalmente no ambiente como parte do ciclo do Nitrogénio,
resultantes de processos de fixacdo e oxidacdo do nitrogénio (Omar et al.,
2012b).

Nitratos (NOs~) sdo sais ou ésteres do acido nitrico (HNO3), a sua estrutura €
constituida por um atomo de nitrogénio central ligado covalentemente a trés
atomos de oxigénio, com uma carga negativa distribuida por ressonancia.
Nitritos (NO2") sdo sais ou ésteres do acido nitroso (HNO,), a sua estrutura é
constituida por um atomo de nitrogénio ligado a dois atomos de oxigénio, com
carga negativa e geometria angular (~115°). Como é visivel na figura 1, a
principal diferenca entre nitratos e nitritos sdo que o nitrato (NOs™) tem trés

oxigénios ligados ao nitrogénio, enquanto nitrito (NO27) tem dois oxigénios, que



influenciam as propriedades quimicas, a reatividade e as vias de metabolizacao

no organismo (Omar et al., 2012a; Serddio, 2022).

o M o)
‘ /s
O—N N M : & i3
A\ N\ M*: Metal ion (Na*, K*)
) 0
Nitrates = Salts of Nitric Acid Nitrites = Salts of Nitrous Acid
Reduction NO, +2H' + 2¢ - - NO, +H,0

Figura 1. Estrutura quimica, atividade e relacao dos nitratos/nitritos (Omar et al., 2012).

2.1.2. Efeito dos nitratos e nitritos em produtos carneos

A adicdo de nitrato (NO3’) ou de nitrito (NO2) a carne é pratica comum para
preservar as suas caracteristicas sensoriais, microbioldgicas e de seguranca
alimentar. O processo inicia-se com a conversdo do nitrato em nitrito e,
subsequentemente, do nitrito em éxido nitrico (NO), em meio acido (pH <7) e na
presenca de agentes redutores como o acido ascorbico ou eritorbato. O NO liga-
se a mioglobina, originando a nitrosomioglobina, pigmento responsavel pela cor
vermelha estavel. Durante a cozedura, esta converte-se em
nitrosomocromogénio, que confere a cor rosa tipica dos produtos curados (Shakil
et al., 2022).

O nitrito € um aditivo multifuncional, fundamental na cor da inddstria carnea,
garantindo uma tonalidade rosa ou vermelha caracteristica das carnes curadas,
através da formacdo de nitrosilmioglobina, pigmento estavel ao calor e a luz,
preservando o aspeto atrativo do produto durante armazenamento e coccao.
Atua diretamente no sabor e aroma, através de compostos nitrogenados, e
indiretamente, ao inibir a oxidacao lipidica de &cidos gordos insaturados,
prevenindo rancificacéo e preservando o aroma caracteristico, mantendo sabor,

aroma e valor nutricional.

O nitrito possui forte acdo antimicrobiana, inibindo microrganismos patogénicos
e deteriorantes. Destaca-se 0 seu papel na prevencdo do crescimento de
Clostridium botulinum e da producdo da toxina botulinica (altamente letal), por
inibicAo de enzimas respiratérias dependentes de ferro e alteracdo da

permeabilidade celular. Também atua contra Listeria monocytogenes,
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Clostridium perfringens, Bacillus cereus e Salmonella (Lee et al., 2018; Nikolova
& Belichovska, 2024). A sua eliminacdo total comprometeria a seguranca
microbiologica, tornando essencial encontrar um equilibrio entre eficacia

tecnoldgica e a seguranca do consumidor (Honikel, 2008).

Apesar dos beneficios, o nitrito pode originar N-nitrosaminas, compostos
potencialmente cancerigenos. Contudo, a ingestdo proveniente da carne é
relativamente baixa, ja que a maior parte provém de vegetais e da saliva. Mesmo
assim, a indastria procura reduzir a sua utilizacdo. Os limites legais variam entre
paises, sendo que na Unido Europeia o maximo permitido é de 150 ppm de nitrito
de sddio. No entanto, os niveis residuais nos produtos finais sdo geralmente
muito inferiores, diminuindo a exposi¢ao efetiva do consumidor a estes produtos

guimicos (Nikolova & Belichovska, 2024).

Diversos estudos confirmam os efeitos do nitrito na carne, nomeadamente:
Bozkurt & Erkmen (2004), ao estudarem a linguica turca fermentada (sucuk),
observaram que a adicdo de nitrito/nitrato favoreceu a formacdo de
nitrosomioglobina, atingindo o maximo aos 12 dias de maturacdo, além de
reduzir a flora microbiana indesejada e melhorar a qualidade sensorial. De forma
semelhante, Aksu et al. (2016), ao testarem concentracdes de 150, 90, 70 e 50
ppm, verificaram que, a adicdo de 150 ppm proporcionaram melhor controlo
microbiano, menores valores de oxidacéao lipidica (TBARS) e maior intensidade
da cor vermelha (a*), com efeito antimicrobiano mais evidente. Marco et al.
(2006), num estudo sobre linguica cantonesa, concluiram que a concentracao de
90 mg/kg foi a mais eficaz para equilibrar seguranca microbioldgica e qualidade
fisico-quimica e sensorial, sugerindo que reducdes moderadas sdo viaveis,
guando associadas a outros parametros tecnoldgicos. Por sua vez, Lee et al.
(2018) demonstraram que concentracdes inferiores a 60 - 70 ppm podem ser
insuficientes para assegurar a seguranca, a menos que sejam aplicadas
medidas complementares, como reducédo do pH, maior teor de sal ou a adicao

de agentes antimicrobianos naturais, como o lactato de sédio.

O nitrito é essencial na produgéo de carnes processadas, garantindo seguranca
microbiolégica, desenvolvimento de cor caracteristica e estabilidade oxidativa.
Contudo, devido aos riscos associados a formacdo de N-nitrosaminas, a

tendéncia é para a reducéo controlada das concentracdes, desde que associada
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a estratégias complementares que assegurem a protecao contra microrganismos

patogénicos.

2.1.3. Riscos para a saude

O uso de nitrito em carnes processadas levanta preocupacdes de saude publica,
sobretudo pela formacé&o de N-nitrosaminas, compostos reconhecidamente
carcinogénicos. Estas resultam da reacdo do nitrito com aminas secundarias
presentes na carne, principalmente em condicdes de elevada temperatura
(fritura, fumagem intensa) ou pH acido (como no estdmago). A formacéao €
favorecida por niveis elevados de nitrito residual, processos térmicos
prolongados e baixa presenca de antioxidantes como a vitamina C. A Agéncia
Internacional de Pesquisa sobre o Cancro (IARC) classifica as carnes
processadas como carcinogénicas para humanos, associando 0 seu consumo

regular ao aumento do risco de cancro colorretal (Shakil et al., 2022).

Outro risco é a meta-hemoglobia, condicdo em que o ferro da hemoglobina (Fe?*)
é oxidado em Fe®, originando meta-hemoglobina incapaz de transportar
oxigénio. Esta condicdo, conhecida como “sindrome do bebé azul’, ocorre
sobretudo em lactantes com menos de 6 meses, devido a baixa maturidade das
enzimas redutoras que reconvertem a meta-hemoglobina em hemoglobina
funcional. Os casos estéo frequentemente associados a ingestéao de altos niveis
de nitrato na 4gua potavel ou vegetais, uma vez que o nitrato € convertido em

nitrito no organismo (Omar et al., 2012b).

Apesar destes riscos, os niveis residuais de nitrito nos produtos finais sé@o
geralmente muito inferiores aos valores adicionados inicialmente, devido a sua
degradacdo durante a coccdo, armazenamento e reacdes quimicas. Esta
diferenca é fundamental na definicdo dos limites legais. Assim, a concentracao
utilizada deve garantir a eficacia tecnoldgica ao longo da vida atil do produto,

mas sem exceder 0s niveis de seguranca.

Para mitigar os efeitos adversos, a industria recorre a estratégias como a adi¢cao
de antioxidantes (ex.: vitamina C), o controlo de condi¢gbes de processamento e
a utilizacdo de substitutos naturais. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS)

reforca que o consumo regular de carnes processadas esta associado a maior
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risco de doencas cronicas, incluindo cancro colorretal, sendo essencial o
cumprimento rigoroso dos limites legais e a adocdo de medidas preventivas
(Honikel, 2008; Nikolova & Belichovska, 2024).

2.1.4. Substitutos naturais do nitrito em produtos carneos

Estudos recentes tém explorado a utilizacdo de agentes naturais de cura como
alternativa ao nitrito sintético em produtos carneos. Jin et al. (2018) avaliaram p6
de aipo, extratos de frutas e vegetais em linguicas com e sem nitrito durante 4
semanas de armazenamento em refrigeracdo, demonstrando que esses agentes
naturais podem manter as propriedades fisico-quimicas e microbiol6gicas
desejaveis, substituindo parcialmente o nitrito sintético. Lee et al. (2018) destaca
que, as alternativas naturais, como extratos de aipo ou especiarias (salvia, noz-
moscada, cravo), possuem potencial antimicrobiano, embora sejam menos
eficazes contra Clostridium botulinum, do que o nitrito purificado, sendo
necessarios estudos adicionais para comprovar seguranga equivalente. A
reducdo do nitrito adicionado diretamente como aditivo quimico de origem
industrial é viavel, mas a substituicdo total apresenta ainda desafios,
principalmente na manutencdo de cor, sabor e protecdo contra C. botulinum.
Algumas estratégias envolvem o0 uso de vegetais ricos em nitrato (aipo,
beterraba, espinafre, acelga), que podem ser convertidos em nitrito por acao
microbiana durante a cura, permitindo a rotulagem como “natural” ou “sem
conservantes artificiais”. Além disso, a combinacdo com antioxidantes naturais
(acido ascorbico, vitamina C, eritorbato) ajuda a reduzir a formagcdo de N-
nitrosaminas, competindo com as aminas pela reacdo com o nitrito. Tecnologias
combinadas como a reducdo do pH via fermentacédo, controlo da atividade de
agua (secagem ou adicdo de sal), atmosfera modificada ou embalagem em
vacuo permitem reduzir a quantidade de nitrito sintético, mantendo a seguranca

microbioldgica e estabilidade do produto (Shakil et al., 2022).



2.2. Perigos microbiolégicos associados a produtos carneos

processados

Produtos carneos processados estdo sujeitos a diversos perigos
microbiolégicos, que podem comprometer a seguranca alimentar e causar
doencas transmitidas por alimentos. Esses perigos podem surgir durante a
produgdo, manipulagéo, transporte, armazenamento ou consumo. Segundo a
EFSA (2024), carne e produtos carneos representaram uma proporgao
significativa das notificacGes de surtos de origem alimentar na UE, destacando-
se carne de aves, suinos, bovinos e produtos derivados. Os agentes mais
frequentemente implicados sdo Salmonella spp., Campylobacter spp., Listeria
monocytogenes e Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC), entre
outros também relevantes como o Clostridum botulinum e S. aureus por

exemplo.

2.2.1. Listeria monocytogenes

A listeriose é uma doenca de baixa incidéncia, mas elevada letalidade, afetando
particularmente gravidas, recém-nascidos, idosos e imunodeprimidos (pessoa
com o sistema imunitério fragilizado). A contaminagéo ocorre principalmente pelo
consumo de alimentos prontos a consumir (RTE) contaminados, como carnes
curadas, enchidos e produtos refrigerados, que permitem a sobrevivéncia e
multiplicacdo da bactéria, mesmo em condicbes mais adversas (refrigeracao,
altos niveis de sal). S80o necessarias aplicar medidas de controlo eficazes,
nomeadamente boas praticas de higiene na producéo e abate, o cumprimento
rigoroso das temperaturas de armazenamento e a aplicacdo de sistemas de
gestdo de seguranca alimentar, como o HACCP (Hazard Analysis and Critical

Control Points).

Em 2023, na UE, foram confirmados 2 738 casos de listeriose, com 1 497
hospitalizagbes e 335 mortes, a maioria em pessoas acima de 65 anos. Portugal
registou < 10 casos confirmados, mantendo elevada letalidade (~13%). A
epidemiologia mostra que a maioria dos casos humanos é esporadica e
raramente rastreada até uma fonte alimentar especifica (EFSA Journal, 2024;
Manuela & Almeida, 1996).



2.2.2. Campylobacter spp

A campilobacteriose é atualmente a zoonose mais notificada na UE, transmitida
principalmente pelo consumo de carne de aves mal cozida ou por contaminagéo
cruzada. A bactéria é sensivel ao sal, fumo e calor, tornando o risco menor em
produtos de porco processados, mas ainda presente em carnes cruas ou mal

cozidas (Campylobacter coli).

Dados de 2023 indicam 148 181 casos confirmados na UE, com 247 surtos
atribuidos a Campylobacter, tornando-o o terceiro agente mais comum em surtos
alimentares. A bactéria apresenta forte sazonalidade, com aumento no verao,
associada a temperatura e, possivelmente a alteracdes climaticas. Animais como
frangos, suinos e bovinos séo reservatérios importantes, com taxas de incidéncia
até 60 % em suinos de engorda. Em Portugal foram registados 265 casos
confirmados (EFSA Journal, 2024).

2.2.3. Salmonella spp.

A salmonelose € a segunda zoonose mais reportada na UE e uma das principais
causas de surtos alimentares. A infecdo esta associada principalmente a ovos e
produtos derivados, mas também pode ocorrer em carne de porco e produtos
curados, quando hé falhas de higiene ou processamento insuficiente.

Em 2023, a UE registou 65 208 casos confirmados, com 1 013 surtos alimentares
atribuidos a Salmonella, representando 18% de todos os surtos. A variedade
Salmonella Enteritidis foi a mais prevalente. Em Portugal foram confirmados 337
casos (EFSA Journal, 2024).

2.2.4. Escherichia coli

A Escherichia coli € normalmente indicadora de contaminacéo fecal, e muitas
das estirpes presentes em alimentos ndo sdo consideradas patogénicas. No
entanto, existem estirpes de E. coli de grande viruléncia. A E. coli produtora de
toxina Shiga (STEC), por exemplo, € um grupo de microrganismos patogénicos
com capacidade para produzir toxinas Shiga, responsaveis por efeitos

citotoxicos relevantes para a saude humana. As infe¢cbes por STEC podem
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causar gastroenterite, colite hemorragica e sindrome hemolitica urémica (SHU),

condig&o potencialmente fatal, especialmente em populagdes vulneraveis.

De acordo com o relatério da EFSA, em 2023, foram reportados 10 217 casos
de infe¢cdes por STEC na Unido Europeia, representando uma taxa de 3,1 casos
por 100 000 habitantes. Este valor representa um aumento de 30 % em

comparacao com o ano anterior (EFSA Journal, 2024).

2.2.5. Clostridium botulinum

O botulismo é uma intoxicacdo rara mas extremamente grave, causada pela
toxina produzida por Clostridium botulinum, que provoca paralisia flacida
progressiva e pode ser fatal sem tratamento imediato. O risco esta associado a
conservas caseiras, produtos fermentados ou enchidos artesanais mal
processados, devido a auséncia de controlo de sal, nitratos/nitritos e condi¢des

de conservagao.

Em 2023 foram reportados 17 casos de botulismo humano na UE, com 3 surtos
relacionados. Nenhum caso foi registado em Portugal. Apesar da baixa
incidéncia, o botulismo permanece sob forte vigilancia devido a sua elevada

gravidade clinica e potencial de surtos significativos (EFSA Journal, 2024).
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3. Caracterizacao da empresa

O presente estudo foi desenvolvido numa empresa localizada na regiao norte de
Portugal, especializada no abate, desmancha e processamento de carnes, em
particular a carne de suino. Fundada em 1974, a empresa conta atualmente com
mais de 200 colaboradores e dispde de instalagbes equipadas para garantir

elevados padrbes de qualidade, higiene e seguranca alimentar.

A sua atividade comercial passa pela comercializacdo de produtos
transformados, incluindo produtos curados, enchidos e fumados, fornecendo
servigos a distribuicdo alimentar, talhos e a industria alimentar. A empresa opera

no comércio local, mas também para a grande distribuicao.

Com um forte foco na inovacdo e sustentabilidade, a empresa investe
continuamente na melhoria dos seus processos e assegura 0 cumprimento
rigoroso das normas legais e ambientais, contribuindo para o desenvolvimento

econdémico da regido norte de Portugal.

Toda a vertente laboratorial associada ao presente estudo foi realizada nos
laboratérios da Escola Superior de Tecnhologia e Gestdo do Instituto Politécnico
de Viana do Castelo, garantindo a aplicacdo de metodologias adequadas e

normas em vigor.

3.1. Caracterizagcao dos produtos

3.1.1. Chourico carne corrente colorau

O chourico de carne corrente colorau € um enchido fumado, composto por carne
e gordura de suino, fragmentadas em dimensBes superiores a 2 cm, e
enriquecido com condimentos e aditivos alimentares. A sua formulag&o inclui
carne e gordura de suino, proteina de soja, agua, carne separada
mecanicamente de suino, massa de pimentdo (pimentos, agua e sal), sal
refinado, mistura de especiarias, conservante (E250), emulsionantes (E451,
E450, E452), alho em po (contendo sulfitos) e antioxidante (E316).
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A conservacao deve ser efetuada em local seco e fresco, e o transporte realizado
em veiculos equipados com caixa isotérmica adequada, mantendo uma

temperatura entre 0 e 5 °C.

Figura 2. Chourigo de carne corrente colorau com a formulacédo atual (CA) e Chourigo de carne corrente
colorau com a formulagéo reducgédo (CR).

Na figura 2 apresenta-se a esquerda o chourico de carne corrente de colorau
com a formulacao atual (CA), que apresenta 0,25 % de sal nitrificante e 1,29 %
do conservante “Sal”’. E do lado direito a formulacdo com reducdo de nitritos
(CR), correspondendo a 0,15 % de sal nitrificante e 1,39 % do conservante “Sal’.

O sal nitrificante apresenta 5 % de nitrito de sodio.

3.1.2. Fiambre da Perna

O fiambre da perna é obtido a partir da perna de suino desprovida de 0ssos,
cartilagens, tenddes, ligamentos isolados e coagulos sanguineos. Apoés
tratamento em salmoura, o produto € prensado e submetido a tratamento

térmico. Pode apresentar ou ndo courato numa das suas superficies.

A sua composicao inclui perna de suino (57,1 %), agua, sal, proteina de soja,
acucar, emulsionante (E451, E450), maltodextrina, gelificantes (E407, E407a,
E415, E471), antioxidantes (E316, E331), intensificadores de sabor (E621, E627,

E631), aromas, lactose, dextrose e conservante (E250).

O fiambre deve ser conservado em ambiente refrigerado (0 °C < T <5 °C) e

transportado em viatura com caixa isotérmica adequada.
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Figura 3. Fiambre da perna com a formulagéo atual (FA) e Fiambre da perna com a formulag&o redugéo
(FR).

Na figura 3 apresenta-se a esquerda o flambre da perna com a formulacéo atual
(FA), que apresenta 0,30 % de sal nitrificante e 1,20 % do conservante “Sal”’. E
do lado direito a formulagdo com redugédo de nitritos (FR), os valores
correspondem a 0,15 % de sal nitrificante e 1,34 % do conservante “Sal”. O sal

nitrificante apresenta 5 % de nitrito de sédio.

3.1.3. Bacon Extra

O bacon extra é constituido por entremeada de suino com courato, desossada
individualmente, apresentando dimensdes aproximadas de 50 cm de
comprimento por 20 cm de largura. O produto é tratado em salmoura, submetido

a tratamento térmico e aplicacdo de fumo.

A sua composi¢do inclui entremeada de suino, 4gua, sal refinado, dextrose,
emulsionante (E451), antioxidante (E316), conservante (E250), aroma de fumo

e hemoglobina.

A conservagao deve ser efetuada em local seco e fresco, com transporte em

veiculo com caixa isotérmica, mantendo temperatura entre 0 e 5 °C.

Figura 4. Bacon extra com formulag&o atual (BA) e Bacon extra com a formulagao reducéo (BR).
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Na figura 4 apresenta-se a esquerda o bacon extra com a formulacéo atual (BA),
com 0, 08 % de sal nitrificante e 2.16 % do conservante “Sal”’. E do lado direito a
formulag&o com reducéo de nitritos (BR), os valores correspondem a 0.05 % de
sal nitrificante e 2.19 % do conservante “Sal”. O sal nitrificante apresenta 15 %

de nitrito de sodio.

3.2.  Processo produtivo por produto

3.2.1. Chourico de carne corrente de colorau

Na figura 6 esta representado o processo produtivo do chourico de carne
corrente colorau que se inicia com a recec¢ado e selecdo da carne e gordura,
seguida da pesagem da matéria-prima (carne e gordura) e dos ingredientes, bem
como da preparacdo da mistura. A matéria-prima deve ser mantida a uma

temperatura entre 0 e 5 °C.

Posteriormente, a carne € processada através de picagem em picadoras,
seguida da mistura inicial das matérias-primas com os ingredientes. Segue-se 0
enchimento, realizado em tripas e efetuado mecanicamente. Apos o enchimento,
realiza-se a detecdo de metais e o tratamento térmico inicial, com 3 h 30 de

secagem até que a temperatura interna do produto atinja 69 °C.

O processo prossegue com a fumagem tradicional durante 12 horas, utilizando
madeira ndo resinosa, seguida da secagem em camara de climatizacao (figura
5). Posteriormente, o produto é cortado manual ou mecanicamente, embalado a

vacuo e submetido a tlnel de retragdo. O armazenamento é efetuado em local
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seco e fresco, apds 0 que ocorre a pesagem, rotulagem, acondicionamento em
caixas e expedicéo.

Figura 5. Chourigo de carne corrente colorau em camara de climatizagédo.

16



Rece;

e

Carne
L1

Receclo de carnefrexa.
econgeiada, gelo e

ingradiontes
Cros

Tripm
Msteria de Aeond<anarenia

T Aotulos
. carne gordura & Corte decarne Cuguetas
mHAECP 1 couratosna saiade congelada
Armazenagem no
amaém

s
~ Armazenamento
/\ "’“’ temperaura ambiente
l Umagem

sarim

|
| 1 climatizada

s

=
e ny

|
:

Corte

Corte
Manual Mecinico

i

Detetor de Metais.
PCCL

Armazenar em cémara
deconservacin

Retfon
Ergfeas

Residuos Pisico; ]
Papsi; Etiquetas ic |
Cavmdecartio ]
Residuos
NCBXE em CaxE caixa L Cartdo ;
- o

sm
m - :
fresco e seco

17

Figura 6. Fluxograma do processo produtivo do chourigco carne corrente colorau.



3.2.2. Fiambre da perna

Na figura 8 estéa representado o processo produtivo do fiambre da perna que se
inicia com a recec¢ao e selecdo da carne e couratos, seguida da pesagem da
carne e dos ingredientes. Aplica-se, seguidamente a injecdo de salmoura com
agulhas (figura 7a), tenderizacdo (amaciamento da carne) (figura 7b) e
massagem em bombo durante 20 horas, em camaras de conservagdo, com

temperaturas entre 0 °C a 5 °C.

O enchimento (figura 7c) é realizado com ou sem courato (lavado e raspado
manualmente), seguido da detecéo de metais e clipsagem a vacuo, podendo ser
aplicada retracdo por banho a temperatura de 65 a 70 °C. O produto é entédo
enformado e prensado (figura 7d), seguido do tratamento térmico, com cozedura

a vapor durante 3 h 30 até que a temperatura interna atinja 69 °C.

Apoés o tratamento térmico, o fiambre é colocado em camara de arrefecimento
rapido, seguindo-se a desenformagem e colocacdo em camara de
armazenamento (figura 7e), pesado, rotulado, acondicionado e expedido, com
transporte realizado por via propria ou subcontratada com temperaturas entre O
ab°C.

Figura 7. Processo produtivo do fiambre da perna: salmoura (a), injecéo (b), enchimento (c), moldagem
(d), armazenamento em camara de refrigeragéo (e).
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3.2.3. Bacon extra

Na figura 10 esta representado o processo produtivo que inicia-se com a rececao
e selecédo da carne, seguida da pesagem da barriga de porco (com gordura e
musculo) e dos ingredientes, e preparacao da salmoura. A injecdo da salmoura
e a massagem no bombo duram aproximadamente 20 horas, seguidas de

repouso e maturagao, com temperaturas entre 0 a 5°C.

As pecas séo suspensas em ganchos, sendo colocado o fio (figura 9a), antes do
tratamento térmico inicial, que inclui secagem em estufa por 3 horas a 80 °C,
com 2 h 40 de fumagem elétrica, garantindo que a temperatura interna do
produto alcance 69 °C. Segue-se a secagem em camara de estabilizagdo (figura
9b), corte manual, embalamento primario (figura 9c), detecdo de metais e tlnel

de retracao (figura 9d).

Os produtos sdo armazenados em local seco, pesados, rotulados,
acondicionados em caixas e expedidos, com transporte realizado por via propria
ou subcontratada, com temperaturas aceitaveis de 0 a 5°C.

b

=
A
]

Figura 9. Processo produtivo do bacon extra: pegas sao suspensas antes do tratamento térmico inicial (a),

camara de estabilizagdo (b), embalamento primario (c), e tinel de retracéo (d).
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4. Materiais e Métodos

Neste estudo avaliaram-se seis produtos processados com duas formulacdes:
formulacdo atual (A) e formulacdo com reducao de nitritos adicionados (R) em
chourico de carne corrente, flambre da perna e bacon extra durante 120 dias.
Analisaram-se parametros microbiolégicos e fisico-quimicos ao longo de 0, 60 e
120 dias e 0, 15, 30, 60, 90 e 120 dias, respetivamente. A amostragem foi
realizada, sempre, em triplicado. A tabela 1 descreve as analises realizadas aos

3 produtos ao longo do periodo de conservagao.

Tabela 1. Andlises realizadas aos 3 produtos: chouri¢co carne corrente colorau, fiambre da perna e bacon

extra, nos tempos 0, 15, 30, 60, 90 e 120 dias.

Tempo (dias)
Analises realizadas

0 15 30 60 90 120

Quantificagdo de Microrganismos a 30°C

X X X
(UFC/Qg)
Quantificagéo Escherichia coli (UFC/Q) X X X
Quantificacdo de Enterobacteriaceae
X X X
(UFClg)
Quantificacado de estafilococos coagulase X X
positiva (UFC/qg)
Detecao e quantificacdo Esporos X X X
Clostridio Sulfitoredutores (UFC/g)
Detecao de Listeria monocytogenes X X
(Presente ou ausente em 25 g)
Detecado de Salmonella spp. (Presente ou « X
ausente em 25 Q)
Detecédo de Campylobacter spp.
¢ py PP X X X
(Presente ou ausente em 10 Q)
pH X X X X X X
Atividade da agua X X X X X X
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Parametros de cor (L, a*, b*)

Textura !

Humidade (%)

Cinza (%)

Cloretos (%)

Proteinas (%)

Gorduras (%)

Nitratos (mg/kg)

Nitritos (mg/kg)

X X X| X| X| X| X| X| X| X
X X X| X| X| X| X| X| X| X
X X X| X| X| X| X| X| X| X
X X| X| X| X| X| X| X| X| X
X X X| X| X| X| X| X| X| X
X X| X| X| X| X| X| X| X| X

Fosforo (mgP/1009)

1 Chourico de carne corrente: Fraturabilidade (Newton) e Dureza (Newton); Fiambre da

perna e Bacon extra: Fraturabilidade (Newton), Dureza (Newton), Elasticidade, Gomosidade

(Newton) e Mastigabilidade (N/mm).

Para uniformizar a identificacdo das amostras, o tempo de armazenamento foi
codificado de acordo com a seguinte numeracdo: 0 = 0 dias (tempo inicial), 1 =
15 dias, 2 = 30 dias, 3 = 60 dias, 4 = 90 dias e 5 = 120 dias. A designacéao de
cada amostra resulta da combinacao da sigla da formulagédo do produto e do
tempo de armazenamento. Por exemplo, CA2 corresponde ao chourico com
formulacdo atual (125 mg/kg) apds 30 dias de armazenamento, enquanto FR4
designa o fiambre com formulacdo reduzida (75 mg/kg) ap6s 90 dias de
conservacao. No caso especifico do chourico de carne corrente de colorau, as
massas iniciais (antes do enchimento) foram identificadas como CA-2 e CR-2 (2

dias antes do enchimento).

4.1. Desenho experimental

Foram analisados trés produtos carneos processados ao longo de um periodo
de 120 dias de armazenamento, sob condi¢des previamente definidas nas fichas

técnicas dos produtos. O fiambre da perna foi conservado em ambiente
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refrigerado (entre 0 e 7 °C), enquanto o chouri¢o de carne corrente de colorau e

0 bacon extra foram conservados em local seco e fresco.

Cada produto foi processado em duas formulagbes distintas, variando a
concentracdo de nitritos adicionados. As formulagdes foram identificadas com
codigos, da seguinte forma: Chourico de carne corrente de colorau: CA (125
mg/kg) e CR (75 mg/kg), Fiambre da perna: FA (149 mg/kg) e FR (75 mg/kg),
Bacon extra: BA (120 mg/kg) e BR (75 mg/kg).

Ao longo do periodo experimental, foram analisados parametros microbiolégicos
e fisico-quimicos, permitindo avaliar a evolucédo da qualidade e estabilidade de

cada produto, em fungéo do tempo de conservacao e da formulacdo aplicada.

Os resultados obtidos e a discussado foram efetuados para cada produto
analisado. A andlise de componentes principais (ACP) foi realizada utilizando a
funcdo Autobiplot.PCA incorporada na linguagem R (Alves, 2011). Os
parametros avaliados foram identificados pelos seguintes codigos: quantificacdo
de microrganismos a 30 °C = logUFC, pH = pH, atividade da agua = aw,
parametros de cor: L = L; a* = a; b* = b, textura: dureza = Dur, fraturabilidade =
Frat, mastigabilidade = Mast, gomosidade = Gom, coesividade = Coes,
elasticidade = Elast, humidade = Hum, cinza = Cinz, cloretos = Clor, proteinas =
Prot, gorduras = Gord, nitratos = Nitra, nitritos = Nitri e fosforo = Fosf.

4.2. Analises microbioldgicas

A conservacdo, manipulacdo, preparagcdo, preparacdo da suspensao-méae e
respetivas diluicdes das amostras, bem como a expresséao dos resultados, foram
efetuadas de acordo com as normas ISO 7218:2024 e ISO 6887-1:2017/Amd
1:2024 (ISO 7218, 2024)(1SO 6887, 2017).

4.2.1. Pesquisa de Salmonela spp.

A detecdo de Salmonella spp. foi realizada segundo a norma ISO 6579-
1:2017/Amd 1:2020. Realizou-se um pré-enriquecimento de 25 g de amostra em
225 g de APT (agua peptonada tamponada, Merck ref. 1.07228) com a
temperatura de incubacéo de 37°C durante 18 £ 2 h, seguida de uma repicagem
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para meios de enriguecimento seletivo de MKTTn (Muller-Kauffmann
tetrathionate-novobiocin both, Biokar Diagnostics ref. BK169) e RVS (Rappaport-
Vassiliadis médium with soya, Biokar Diagnostics ref. BK148) que séo incubados
durante 24 + 3 h, a temperaturade 37 £ 1 °C e 41.5 + 1 °C, respetivamente. Apos
0 segundo enriquecimento, procedeu-se ao isolamento em meios seletivos de
ChromID Salmonella Agar (SM2, Biomérieux ref.424326) e Xylose Lysine
Deoxycholate agar (XLD, Biokar Diagnostics ref.BK168), seguida de incubacao
a temperatura de 37 £ 1 °C durante 24 + 3 h. Em virtude da ndo detecédo de
colénias tipicas nos meios ChromID Salmonella Agar nem Xylose Lysine
Deoxycholate agar, ndo houve necessidade de realizar testes bioquimicos e
serologicos confirmatérios. Os resultados s&o expressos em “presente” ou
“ausente” em 25¢g (ISO 6579, 2020).

4.2.2. Pesquisa de esporos de clostridios sulfito-redutores

A pesquisa de esporos de clostridios sulfito-redutores, foi realizada de acordo
com a 1S015213-1:2023, onde se procedeu a uma inativacado térmica das
eventuais células vegetativas num volume de 10 mL de amostra, a temperatura
de 80 °C durante 10 + 1 minutos. Seguiu-se um arrefecimento da temperatura
até 20 °C. Esse volume foi posteriormente distribuido por 3 placas de 120 mm e
incorporado em meio de cultura ISA (Iron sulfite agar). A incubacéo foi realizada
em anaerobiose a 37 °C durante 48 + 2 h. Os resultados sdo expressos em
UFCl/g, sendo o limite de detecéo de 1 UFC/g (ISO 15213-1, 2023).

4.2.3. Quantificacdo de Escherichia coli

A gquantificagdo de Escherichia coli, foi realizada segundo a norma ISO 16649-
2:2001, tendo-se incorporado em placa de Petri,1 mL de cada diluicdo decimal
em meio de cultura Tryptone-bile-glucuronic medium (TBX Chromocult Agar,
VWR ref.84637). As placas foram incubadas a temperatura de 44 °C durante 18
a 24 h. Os resultados sao expressos em UFC/g, sendo o limite de detec&o de 10
UFC/g (ISO 16649-2, 2001)
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4.2.4. Quantificacdo de Microrganismos a 30°C

A quantificacdo dos microrganismos aerobios mesodfilos foi realizada de acordo
com a norma ISO 4833-1:2013/Amd 1:2022. Foi incorporado em placa de Petri,
1 mL de cada diluicdo decimal em meio de cultura Plate Count Agar (PCA, Oxoid
ref.CM0325). A incubacédo foi realizada a 30 £ 1°C durante 72 £ 3 h. Os
resultados sao expressos em UFC/g, sendo o limite de detecdo de 10 UFC/g
(ISO 4833, 2022).

4.2.5. Quantificacdo de Enterobacteriaceae

A gquantificacdo das Enterobacteriaceae foi realizada segundo a norma ISO
21528-2:2017, tendo-se incorporando em placa de Petri,1 mL de cada diluigéo
decimal em meio Violet Red Bile Glucose (VRBG, Biokar Diagnostics ref.BKO11)
seguido do overlay das placas. A incubacao foi realizada a temperatura de 37 +
1 °C durante 24 h. O procedimento inclui a confirmacgéo das colénias tipicas de
Enterobacteriaceae (col6nias roxas). Contudo ndo houve necessidade de
realizar procedimentos confirmatoérios pois ndo foram detetadas coldnias tipicas.
Os resultados sédo expressos em UFC/g, sendo o limite de detecdo de < 10
UFC/g (ISO 21528-2, 2017).

4.2.6. Quantificacdo de estafilococos coaqulase positiva

A quantificacdo de estafilococos coagulase positiva foi realizada segundo a
norma ISO 6888-1:2021/Amd 1:2023, por espalhamento a superficie de 1 mL
(placa de Petri com 150mm de &) e 0,1 mL (placa de Petri de 90mm de @ da
suspensao inicial, em placas de Petri, contendo o meio Baird-Parker agar
meédium (BPA, VWR ref.84664). As placas foram incubadas a temperatura de 37
°C, durante 48 + 2 h. A confirmacdo da presenca de coagulase de coldnias
tipicas (colonias pretas com halo de precipitado) e atipicas (colonias pretas) foi
realizada em meio BPA base suplementado com Rabbit Plasma Fibrinogen
(RPF, Oxoid ref.SR0122). Os resultados séao expressos em UFC/g, sendo o limite
de detecao de < 10 UFC/g (ISO 6888-1, 2023).

26



4.2.7. Pesquisa de Listeria monocytogenes

A pesquisa de Listeria monocytogenes foi realizada de acordo com norma ISO
11290-1:2017, tendo-se pré-enriquecido 25 g da amostra em 225 g de caldo Half-
Fraser broth (HFB, VWR ref.84611; Fraser sup. VWR ref.84720) a temperatura
de incubacédo de 30 £ 1 °C durante 24 a 26 h, seguida de uma repicagem para
meio completo de Fraser broth (FB) incubado durante 24 + 2 h, a temperatura de
37+1°C.

ApOs enriquecimento, procede-se ao isolamento a partir de meios HFB e FB em
meios solidos de ALOA (VWR ref. 84748) e PALCAM (VWR, ref.84625),
incubados a temperatura de 37 + 1 °C durante 48 + 2 h. Sempre que ocorreu
crescimento de coldnias tipicas, foram confirmadas 5 colénias presuntivas
tipicas (azul-esverdeado com ou sem halo em ALOA, verde azeitona com halo
preto em PALCAM) repicando para meio Trytone Soya Yeast Agar (TSEYA, meio
composto) e incubagdo a 37 °C durante 18 a 24 h. Para efeitos de confirmagao
foi realizado o teste da catalase, o CAMP test (Columbia Sangue COS,
Biomérieux ref.43041), e a prova de fermentacdo xilose (Scharlau Chemie,
ref.XI0080) e ramnose (TCI, Ref. 15900000R001307). Os resultados sao
expressos em presente ou ausente em 25 g (ISO 11290-1, 2017).

4.2.8. Pesquisa de Campylobacter

A detecdo de Campylobacter spp. foi realizada apés uma etapa de
enriqguecimento em meio Preston, conforme especificado na norma ISO 10272-
1:2017. Foram pesados assepticamente 10 g de amostra em sacos de
homogeneizacdo estéreis, aos quais se adicionaram 90 g de meio Preston,
totalizando 100 g. A incubacéo foi efetuada sob condicBes de microaerofilia, a
41,5 °C, durante 24 horas, utilizando uma estufa Memmert (Alemanha) em
conformidade com método normalizado (ISO 10272-1, 2023). Apés a etapa de
enriguecimento a pesquisa foi realizada por detecdo de genes especificos por
PCR (Polymerase Chain Reaction) como a seguir se descreve e com base em

método publicado por Lanzl et al. (2022).
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4.2.8.1 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA (Acido Desoxirribonucleico) seguiu o protocolo descrito na
norma 1ISO 20837:2006. Apos o enriquecimento, 1 mL da cultura foi transferido
para microtubos de polipropileno e centrifugado a 10.000 rpm durante 10 minutos
(centrifuga Hettich, Alemanha). O pellet resultante foi lavado com tampéo fosfato
salino 0,01 M (pH 7,4), seguido de nova centrifugacdo nas mesmas condicdes.
Em seguida, o pellet foi ressuspenso em 100 pL de agua estéril ultrapura e
submetido a fervura em banho-maria durante 15 minutos. Os tubos foram
imediatamente arrefecidos em gelo, agitados em vortex e novamente
centrifugados a 10.000 rpm durante 3 minutos. O sobrenadante, contendo o DNA
extraido, foi transferido para um novo microtubo e armazenado a 4 °C até a

realizacdo das reacdes de PCR.

4.2.8.2 Reacado em Cadeia da Polimerase (PCR)

A detecdo de DNA de Campylobacter spp. baseou-se no protocolo de Lanz et al.
(2022). A identificagdo dos genes cje (C. jejuni e C. coli) e mapA (C. jejuni) foi
realizada por PCR utilizando o sistema Biorad CFX96™ — Real-Time System. Foi
efetuado um controlo de amplificacéo da regido variavel V3 do gene 16S rRNA
usando primers V3 (Muyzer et al., 1993).

As reacdes de PCR foram realizadas num volume final de 13 uL, contendo 6,5
uL de iTag Supermix (BioRad, EUA), 3 uL de DNA e 50 pmol de cada primer.
Foram realizadas 3 reacdes simplex. Uma reacdo de amplificacdo do gene cej,

outra do gene mapA e outra (controlo interno) do gene V3, separadamente.

6,5 uL de iTag Supermix
0,5 primer F (foward)
0,5 primer R (reverse)

1,5 H20 +3 pL de DNA
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As condi¢cdes de amplificacao foram:
e Desnaturacao inicial a 95 °C, 10 minutos
e 40 ciclos de: 95 °C durante 60 s, 57 °C durante 30 s, 72 °C durante 15 s

e Extensao final a 72 °C durante 5 minutos

4.3. Analises Fisico-quimicas

4.3.1. Determinacao do teor de humidade

O teor de humidade foi determinado de acordo com a 1ISO1442:2023, colocando
em caixas de Petri cerca de 20 a 30 g de areia tratada e uma vareta de vidro, e
secagem em estufa a 103 £ 2 °C durante pelo menos 1 hora, arrefeceu-se em
exsicador e pesou-se 0 conjunto. Pesou-se 3 a 4 g de amostra para a caixa de
Petri, aos quais se adicionaram 10 mL de etanol e misturou-se com vareta.
Deixa-se o0 etanol evaporar e leva-se a secar na estufa a 103 £ 2 °C durante pelo
menos 2 horas. Para finalizar, transferiu-se a caixa de Petri para exsicador e
pesou-se. Repetiu-se a colocacdo na estufa a 103 + 2 °C durante pelo menos
mais 2 horas. As analises foram realizadas em triplicado (ISO 1442, 2023). A

percentagem de humidade foi obtida de acordo com a seguinte formula:

massa (conjunto * +amostra) — massa ap6s secagem(conjunto *)

%H = - -
massa antes da secagem(conjunto * +amostra) — massa antes da secagem(conjunto x)
x 100

(conjunto *= areia + caixa de Petri + vareta)

4.3.2. Determinacao da atividade da agua (aw)

A atividade da &agua foi determinada usando um medidor de aw da marca
Novasina (modelo: AW Lab Set H). As amostras, em triplicado, foram colocadas
nas capsulas e procedeu-se a determinacdo da aw, posicionando-as no
equipamento e registando os valores obtidos, a temperatura ambiente (20 °C e

25 °C). As analises foram realizadas em triplicado.
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4.3.3. Determinacao do pH

O pH foi determinado usando um medidor de pH da CRISON pH 25+,
previamente calibrado com trés solu¢des padrao: pH 4,01; pH 7,00 e pH 9,21. O
elétrodo foi inserido em trés pontos distintos na amostra previamente triturada e
homogeneizada e procedeu-se a sua medicdo e registo do valor. As analises

foram realizadas em triplicado.

4.3.4. Determinacao das cinzas

Foi calculado o teor de cinzas de acordo com a ISO 936:1998, onde se procedeu

inicialmente a lavagem dos cadinhos com HCl a 10% (v/v).

Colocou-se o cadinho na mufla a 550 - 600 °C durante 30 minutos, arrefeceu-se
e pesou-se. Colocou-se 4 a 5 g de amostra e adicionou-se 1 cm?® de acetato de
magneésio a 15 %. Secou-se em estufa, carbonizou-se numa mufla a 550-600 °C,
e pesou-se apos arrefecimento. As andlises foram realizadas em triplicado (ISO
936, 1998). A percentagem de cinza foi calculada de acordo com a seguinte

formula:

massa apés secagem(cadinho + amostra) — massa inicial(cadinho)

%Cinza = —
massa inicial(amostra)

x 100
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4.3.5. Determinacado da cor

Os parametros de cor foram medidos, para o chourico de carne corrente, em
circulos de 15 mm de espessura nas duas faces num ponto central (figura 11a).
No caso do fiambre da perna (figura 11b) e o bacon extra (figura 11c), em fatias
de 15 mm de espessura nas duas faces em 5 pontos distintos, e com recurso a
um colorimetro CM-600d (Minolta Chroma Meter CR-400, Japan).

Ryt T B
Figura 11- Chourigo de carne corrente colorau (a), fiambre da perna (b) e bacon extra (c).

Para estimar a cor da carne foi utilizado o sistema CIELAB e medidos os
parametros de cor: luminosidade, L*, vermelho, a*, e amarelo, b*. A partir dos
dois ultimos parametros, foram determinados os valores de C* (saturagédo) e h*

(tonalidade), de acordo com as seguintes férmulas:

¢ = @7+

b* 180
h* = arct —x—
a m

Antes das leituras foi efetuada uma calibragdo com um ceramico branco. As

analises foram realizadas em cerca de 20 a 50 pontos distintos em cada amostra.
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4.3.6. Determinacao da textura

A avaliacdo da textura foi realizada utilizando um analisador de textura TAXT2i
(Stable Micro System, Reino Unido), equipado com uma célula de carga de 50
kg. As amostras de chourico de carne corrente foram cortadas em circulos

(espessura de 15 mm) e submetidas a um teste de corte utilizando uma sonda
Blade Set HDP/BS (figura 12).

Figura 12. Teste de corte utilizando uma sonda Blade Set HDP/BS para o caso do chouri¢o corrente.

As amostras de fiambre da perna (figura 13a) e bacon extra (figura 13b) foram
cortadas em cubos (aresta de 15 mm) e submetidas a um ensaio de compresséo,

utiizando uma sonda de placa de compressdo P/75. As analises foram
realizadas em cerca de 20 a 50 amostras.

Figura 13. Ensaio de compresséo, utilizando uma sonda de placa de compresséo P/75 Fiambre da
perna (a) e bacon extra (b).
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A tabela 2 descreve as condicbes dos ensaios de textura para cada um dos

produtos analisados.

Tabela 2. Condi¢bes dos ensaios de textura em cada um dos produtos analisados no texturémetro.

Chourico carne Fiambre da
corrente colorau perna Bacon Bxtra
Test Mode Compression - -
Pré Test Speed 10 mm/sec 2 mm/sec 2 mm/sec
Test Speed 10 mm/sec 1 mm/sec 1 mm/sec
Post Test Speed 10 mm/sec 2 mm/sec 2 mm/sec
Target Mode Distance Distance Distance
Distance 20 mm 10 mm 10 mm
Time - 3 sec 3 sec

A partir dos gréficos do perfil de textura foram determinados os seguintes

parametros para cada produto:
Fracturabilidade (Newton) = forga no primeiro pico (Peak Force at F1)
Dureza (Newton) = maior forga exercida no 12 ciclo

distancia 2 (mm)

Elasticidade =
AsHAIAAde = Yistancia 1(mm)

Ar az .S
Coesividade = 232 (8:5¢8)
Area 1 (g.seg)

Gomosidade (Newton) = dureza X coesividade
Mastigabilidade (N/mm) = dureza X coesividade X elasticidade

Area 4 (N/mm)
Area 3 (N/mm)

Resiliéncia =
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Force (g) 8 . 2 913 12 48
L — =ren
Distdncia 1 { 6 anstancla 2 |\

4000 4
Fraturabilidade 15

Time (sec)

Figura 15. Resultado gréfico do teste de corte ao chourigo carne corrente colorau utilizando uma sonda
Blade Set HDP/BS.

Figura 14. Resultado grafico do ensaio de compressao no fiambre da perna e bacon extra, utilizando
uma sonda de placa de compresséo P/75.

4.3.7. Determinacao dos nitritos e nitratos

Segundo a ISO 3091:1975 pesou-se, aproximadamente, 10 g de amostra para
um frasco erlenmeyer de 250 mL mais 5 mL de solucéo borax e 100 mL de agua
(70°C), aqueceu-se durante 15 minutos em banho-maria com agitagéo. Deixou-
se arrefecer e adicionou-se 2 mL do Reagente 1 (106 g de hexacianofenato de
fosfato tri-hidratado para 1 L) mais 2 mL do Reagente 2 (220 g de acetato de
zinco di-hidratado mais 30 mL de &cido acético em 1 L), homogeneizando a
amostra. Colocou-se 200 mL num baldo de 200 mL, deixou-se repousar durante

30 minutos e filtrou-se posteriormente por filtro de pregas.

Para os nitritos, da amostra filtrada, recolheu-se 25 mL ao qual adicionou-se 1
mL de reagente cor (800 mL de agua mais 100 mL de acido fosforico a 85 %,10
g de sulfamilamida mais 1 g de di-hidrocloreto de N- (1-naftil)- etilenodiamina)

para 1 L) e apds 20 minutos (10 minutos a 2 h) juntar o reagente cor € ler a
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absorvancia a 543 mm (ISO 3091, 1975). A expresséao de resultados de nitritos

é expressa em mg NaNO2/kg.

mg N.NO, Absorvancia — b o
T = - X fator diluigdo

mg (N.NO, /L) Xx MM (NaNO,)
MA(N)
massa mostra (g) X diluicao

1000

mg (NaNO,)/kg =

NaNo,
kg

lao Nitrito (NO;) = Nitritos (mg ) X fator de conversao (0.67)

I30 Nitrito (NOS) = Nitrit ( NaN02>>< Massa Molar (NO3)
a0 o 2/ = THTHOS Mg kg Massa Molar (NaNO,)

Para os nitratos, da amostra filtrada, recolheu-se 25 mL ao qual adicionou-se 75
mL da solucéo de cloreto de aménio-EDTA e homogeneizou-se. Passou-se pela
coluna e recolheu-se a uma velocidade de 7 - 10 mL/minuto. Recolheu-se 25 mL
para um baldo onde adicionou-se 1 mL de reagente cor (800 mL de 4gua mais
100 mL de acido fosférico a 85 % mais 10 g de sulfamilamida mais 1 g de di-
hidrocloreto de N-(1-naftil)- etilenodiamina) para 1 L). Apés 20 minutos (10
minutos a 2 h) juntar o reagente cor e ler a absorvancia a 543 mm. A expressao

de resultados de nitratos € expressa em mg KNOz/kg.

mg N.inorgTot Absorvancia —b o
T = — X fator diluicdo

(N.inorgTot) = (N.NO;) + (N.NO3)

mg N.NO35 _mg N.inorgTot _mg N.NO;
L L L

mg (N.NO5/L) X MM(KNO5)
MA(N)
massa mostra (g) X diluicao

mg (KNO3)/kg = x 1000

mg NaNO; _mg KNO; o MM (NaNO3)
kg kg MM (KNOs)
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NaNO,

lao Nitrato (NO3) = Nitritos (mg ) X fator de conversao(0.73)

Ii0 Nitrato (NO= Nitrit ( NaN03) Massa Molar (NO3)
= X
do Nitrato (NO3) rrtres \mg kg Massa Molar (NaNO3)

4.3.8. Determinacao das proteinas/Nitrogénio total

Foi utilizado o método de Kjeldahl na determinacéo de proteina segundo a ISO
937:2023. Pesou-se 0,6 g - 0,7 g de amostra num tudo de digestdo com 10 mL
de agua destilada e em seguida efetuou-se uma digestdo com 12,5 mL de acido
sulfarico (H2SO4), na presenca de 3 mL de peroxido de hidrogénio e um
catalisador (2 pastilhas). Esta digestdo demorou aproximadamente 4 h até atingir
0s 420 °C. Foi utilizado o equipamento VELP Scientifica DK 20 Heating Digester.
Seguiu-se a destilacédo e neutralizacao, no equipamento, VELP Scientifica UDK
139 Semi-Automatic Distillation Unit, onde, primeiramente colocou-se 25 mL de
acido bérico num frasco Erlenmeyer, posteriormente os tubos provenientes da
digestao foram destilados. Apds este processo, efetuou-se uma titulacédo, onde
através da medicdo de &cido cloridrico (HCI) gasto, determina-se a quantidade

de Nitrogénio presente na substancia original.

A conversao do teor de Nitrogénio total em teor de proteina foi calculada com
um fator de converséo para carnes em geral e alimentos com mistura de proteina
animal e vegetal, de 6,25 (o nitrogénio representa 16% do peso da proteina,
assim em 100 g de proteina tem 16 g de nitrogénio) Os resultados sao
apresentados em percentagem de proteina bruta em peso seco (ISO 937, 2023).
As andlises foram realizadas em triplicado.

% Nitrogénio Total

_ V(HCl, amostra) —V (HCL, branco)x1073x N (HCI)

x 14.0067x100
m (amostra)

% Proteina = %Nitrogénio Total x f (6.25)
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4.3.9. Determinacao dos cloretos

Na determinagdo do teor de cloretos recorreu-se ao método descrito na ISO
1841:1996. Pesou-se, aproximadamente, 10 g de amostra para um frasco
erlenmeyer de 100 mL, agitou-se, deixando arrefecer a temperatura ambiente.
De seguida colocou-se 2 mL de solucado de ferrocianeto de potassio, mais 2 mL
de solucéo de acetato de zinco agitou-se, e deixa-se repousar durante 10
minutos. Afere-se a 100 mL e filtra-se com filtro de pregas. Num erlenmeyer
coloca-se 10 mL da amostra filtrada anteriormente e adicionou-se 1 mL de acido
nitrico, 50 mL de agua, 10 mL de nitrato de prata e 1 mL do indicador sulfato de
amonio e ferro (lll), deixa-se repousar por 10 minutos. Para finalizar titulou-se
com tiocianato de potassio (KSCN 0,1N) até atingir a coloracao rosa (ISO 1841,
1996). As analises foram realizadas em triplicado. A expresséo de resultados €

expressa em %.

% Cloretos

_ (V(AgNO3) x N (AgNO3) x 1073) — (V (KSCN) x N (KSCN) x 1073)
B m (amostra) X V(Filtrado titulado)
V (Filtrado Total)

X MA (Cl) x 100

4.3.10. Determinacdo do fésforo

Na determinacdo do teor de fésforo recorreu-se ao método descrito na ISO
23776:2021. A partir do teor de cinzas (apés colocacdo na mufla a 550-600 °C)
procede-se a dissolucao da cinza. Coloca-se as cinzas hum gobelé de 100 mL
adiciona-se cerca de 3 mL de acido nitrico, e 4gua até perfazer 80 mL. Leva-se
a uma placa de aguecimento até evaporar. Filtra-se e afere-se a 25 mL em baléo
volumétrico. Procede-se a uma diluicdo de 1/50 (ou seja, 2 mL em 100 mL). De
seguida dilui-se novamente para baldes volumétricos de 50 mL, nomeadamente
1 mL e 2 mL. Adiciona-se 1 gota de fenolftaleina e neutraliza-se com NaOH até
ficar com uma coloracdo rosa e afere-se aos 50 mL com agua. Para a reta de
calibracéo adiciona-se solucéo intermédia (2 mL de solucéo padrdo de fosforo
em 200 mL), adiciona-se 1 gota de fenolftaleina e neutraliza-se com NaOH até
ficar com uma coloracéo rosa e afere-se aos 50 mL com agua. Adiciona-se 2 mL

da solucdo combinada (H2SO4 5N; tartarato; molibdato e acido ascérbico) em
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cada baldo volumétrico previamente aferido a 50 mL. Lé-se a absorvancia a 880
mm (1SO 23776, 2021). As analises foram realizadas em triplicado. A expressao

de resultados € expressa em mg P/100g.

Absorvancia — b

Concentracgao (%) = X Fator de diluicao
¢ L m ¢
mg P Concentragéo (%) x107°
= X diluicao
kg massa amostra (g)
mg P _mg P »
100g kg

4.3.11. Determinacao das gorduras

Na determinacédo do teor de gorduras recorreu-se ao método descrito na ISO
1443:1973. Pesou-se, aproximadamente, 2,5 g de amostra para um frasco
erlenmeyer de 500 mL, juntou-se 100 mL de solucéo de acido cloridrico (HCI)
3N. Cobriu-se o erlenmeyer com um vidro reldgio e submeteu-se a mistura a uma
ebulicdo suave em placa de aquecimento durante 1 hora. Filtrou-se por filtro de
90 mm e lavou-se o residuo com agua quente até desaparecer a reacao acida.
Colocou-se os papéis de filtro num vidro reldgio e deixa-se na estufa durante 1
h 30 a 95 - 98 °C. ApGs secagem, introduzir num cartucho de extracao, extraindo
no soxhlet com éter de petréleo (40 - 60 °C e indice de bromo inferior a 1) durante
6 horas, recolhendo o residuo para uma baldo previamente acondicionado.
Secou-se o solvente num evaporador rotativo e levou-se a estufa a secar a 75°C
durante 1h30. Apdés arrefecimento pesou-se o conjunto (baldo mais gordura)
(ISO 1443, 1973). As analises foram realizadas em triplicado. A expressao de

resultados € expressa em %.

peso do balao com gordura (g) — peso do balédo (g) < 100

0, d =
Yogordura peso da amostra (g)
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5. Resultados e Discussao

Os resultados obtidos apresentam-se em anexo, incluindo a comparacédo das
contagens de microrganismos a 30 °C dos seis produtos em andlise,
apresentada na Tabela 4, os resultados de nitrato, expressos em N-NO;~
(mg/kg), e de nitrito, expressos em N-NO,~ (mg/kg), nos tempos to e tizo dos seis
produtos, apresentados na tabela 5, bem como a comparacao dos resultados
microbiolégicos obtidos nos restantes parametros em analise dos seis produtos,
apresentada na tabela 6. Adicionalmente, sdo apresentados 0s parametros
fisico-quimicos e de textura, com os valores médios obtidos nas analises
realizadas ao chourigco de carne corrente colorau (CA e CR), ao fiambre da perna
(FA e FR) e ao bacon extra (BA e BR), correspondente, respetivamente, as
tabelas 7,8 e 9.

5.1. Chourico carne corrente colorau

Apresentam-se seguidamente o0s resultados referentes aos parametros
microbiolégicos e fisico-quimicos das duas formulacdes de chourico de carne

corrente, assim como na massa antes do enchimento.

5.1.1. Parametros microbioldgicos no chourico de carne corrente

A figura 14 mostra os resultados obtidos da quantificagdo de microrganismos a
30 °C (log UCF/g) para cada uma das formulacdes estudadas e ao longo do
tempo.

Quantificacao de Microrganismos a 30 2C

log UCF/g
-
N B~ (o)) (o] o

o

0 60 120
Tempo (dias)

B Chourico carne corrente CA Chourigo carne corrente CR

Figura 16. Quantificacdo de microrganismos a 30 °C ao longo do tempo para cada uma das duas
formulagBes de chourigo de carne corrente (CA e CR).
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De acordo com a figura 14 e com a tabela 4, em anexo, a quantificacdo de
microrganismos totais aerobios é sensivelmente semelhante nas duas
formulacdes (CA e CR) ao longo do tempo, sendo que, 0 maior crescimento ao
fim de 60 dias de armazenamento pode resultar do desenvolvimento de bactérias
laticas, como indiciado apés coloracédo de Gram e reacao de catalase de colbnias
isoladas. Estas bactérias fermentam os hidratos presentes na carne, produzindo
acidos organicos, nomeadamente acido lactico e baixando o pH do produto. Esta
acidificacdo é fundamental, para inibir o crescimento de microrganismos
patogénicos e deteriorativos. Ao fim de 120 dias verifica-se efetivamente uma
diminuicdo dos niveis de microrganismos presentes, pois a medida que o produto
desidrata, aw diminui, o sal e os acidos produzidos ficam mais concentrados.
Conforme consta na tabela 6, em anexo, no CA para to, teo € ti2o dias o pH foi de
6.11, 4.93 e 5.19, respetivamente, e no CR para o to, teo € tizo 0 pH foi de 6.15,
5.34 e 5.63, 0 que podera explicar a diferenca relativamente aos niveis de
microrganismos na CA, uma vez que a menor acidificagcdo do produto CR em
comparacdo com o produto CA podera facilitar um maior desenvolvimento

microbiano.

Os restantes parametros microbiolégicos analisados: contagem de
Enterobacteriaceae, contagem de estafilococos coagulase positiva, contagem de
Escherichia coli, detecdo de Campylobacter spp., detecdo de Listeria
monocytogenes, detecdo de Salmonella spp. e contagem de Esporos de
Clostridios sulfito-redutores deram ausentes ou com valores inferiores ao limite

de detecao do método conforme consta da tabela 6, em anexo.

5.1.2. Parametros fisico-quimicos analisados na massa

Os resultados das analises realizadas: pH, humidade, cinza, proteina, fésforo,
cloretos, gordura, cor, nitratos e nitritos foram tratados numa ACP, para avaliar
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as diferencas entre as duas formulagdes, correlacionar as principais variaveis e

possiveis alteragdes ao longo do tempo de conservacao.

A figura 15 mostra as trés componentes principais com valores proprios

superiores a 1 (Critério de Kaiser) e que agrupam 86.9 % das variaveis

estudadas na massa (antes do

enchimento)

Plot of eigen values (scree plot)

<

absolute value
2
1

®14.9%

eigenvalue

Figura 17. Estudo dos valores préprios da ACP, em valor absoluto e em percentagem (%), dos
parametros fisico-quimicos analisados na massa das duas formulagdes de chouri¢o e no produto final

ao longo do tempo.

A figura 16 mostra a representacédo de CP1 e CP2 com 66.7 % das variaveis.

Predictive AutoBiplot: principal components 1 vs 2

Explained variance = 44.7% + 27.3%,; Variables = 66.7%

Prot

Humid

Nitri

Clor

Cinza

Figura 18. Representagéo gréfica da CP1 e CP2. CA e CR, (vermelho e verde), para cada um dos
tempos analisados. Parametros fisico-quimicos analisados: proteina, fésforo, cloretos e cinza.

A figura 16 revela que existe uma distincdo na percentagem de humidade entre

as duas formulagcbes na massa do chourico (CA-2 e CR-2) e as restantes
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formulacdes CA e CR, tal como expectavel, atribuido ao processo de enchimento
e secagem subsequente, onde ocorre uma elevada perda de 4gua. A quantidade
de nitritos também ¢é diferente na massa e nas duas formulacdes, dada a sua
rapida combinacdo em nitrosohemoglobina, diminuindo a sua concentracédo ao
longo do tempo. A figura 16 separa ainda as duas formulacdes na percentagem
de cloretos e cinza, que apresentam maior teor de sais minerais (cloretos) e
residuos minerais totais (cinzas), comparativamente a formulagdo CR. A
percentagem superior de cloretos esta associada a prépria formulacdo que
contem maior quantidade de sal nitrificado (CA). Nao parecem existir diferencas
na proteina e fosforo entre as duas formulacdes e ao longo do tempo. As
amostras de CA e CR concentram-se no lado direito do grafico, indicando valores
superiores de proteina, fosforo, cinza e cloretos e menor de humidade e nitritos

comparativamente as massas iniciais, pelo processo de enchimento seguinte.

A figura 17 mostra a representacédo de CP2 e CP3 com 55.6 % das variaveis.

Predictive AutoBiplot: principal components 2 vs 3
Explained variance = 27.3% + 14.9%; Variables = 55.6%

Nitra pH

Gord

Clor[

Cinza|

Figura 19. Representacgdo gréfica da CP2 e CP3. CA e CR, (vermelho e verde), para cada um dos
tempos analisados. Parametros fisico-quimicos analisados: gordura, cloretos, cinza, pH e nitratos.

A figura 17 mostra que no chourico existe uma correlagéo inversa entre a gordura
e 0s parametros de cinza e cloretos. CR apresenta valores superiores de gordura
e menor teor de cloretos e cinza do que CA pela formulacdo usada. A diferente
percentagem de gordura pode ser atribuida & heterogeneidade da massa nos

diferentes produtos. Os nitratos diminuem ao longo do tempo de conservacéo
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devido a sua combinacdo em nitritos por acdo bacteriana em ambas as
formulagdes. O pH e nitratos diminuem ao longo do tempo, mas ndo parecem

existir diferencas entre as duas formulagdes.

A figura 18 mostra a representacédo de CP1 e CP3 com 55.6 % das variaveis.

Predictive AutoBiplot: principal components 1 vs 3
Explained variance = 44.7% + 14.9%; Variables = 55.6%

pH
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—_— . cpd / Fosf

%/ e
" ) / N\ om
\

Figura 20. Representacao gréafica da CP1 e CP3. CA e CR, (vermelho e verde), para cada um dos
tempos analisados. Parametros fisico-quimicos analisados: proteina, fosforo, humidade pH e nitritos.

A figura 18 mostra que no chouri¢o existe uma correlacéo inversa entre o fosforo
e a humidade e nitritos, pela diferente posicdo no grafico. A diminuicdo da
percentagem de nitritos e humidade da massa em relagdo ao chourigo vai
concentrar o teor em fésforo. Registam-se diferencas entre a massa inicial nas
duas formulacdes e o produto final na percentagem de nitritos e humidade, tal
como referido na figura 16 das componentes principais anteriores. Nao parecem
existir diferencas no fosforo e proteina para as duas formulacdes, tal como
esperado, pois ndo se esperam alteracdes nestes parametros e ao longo do
tempo de conservacgdo. O decréscimo do pH, em ambas as formulagdes, esta
associado a atividade de microrganismos aerébios mesofilos, com pH inferior na

formulacdo CA.

5.1.3. Parametros fisico-guimicos e microbiolégicos no chourico de carne

corrente

A ACP para os parametros fisico-quimicos e microbiolégicos no chourico de

carne corrente para 0, 60 e 120 dias de armazenamento, revela quatro
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componentes principais com valores proprios superiores a 1 (Critério de Kaiser),

de acordo com a figura 19 e que agrupam 97.3 % das variaveis estudadas.

Plot of eigen values (scree plot)

0471%

absolute value

eigenvalue

Figura 21. Estudo dos valores préprios da ACP, em valor absoluto e em percentagem (%), dos
parametros fisico-quimicos e microbiolégicos analisados nas duas formulagbes de chourico e no
produto final ao longo do tempo (0, 60 e 120 dias).

A figura 20 mostra a representacédo de CP1 e CP2 com 85.7 % das variaveis.

Predictive AutoBiplot: principal components 1 vs 2
Explained variance = 47.1% + 26.9%; Variables = 85.7%
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Figura 22. Representacéo gréfica da CP1 e CP2. CA e CR, (vermelho e verde), para cada um dos
tempos analisados (0, 60 e 120 dias). Parametros fisico-quimicos analisados: cloretos, cinza,
humidade, nitratos, nitritos, pH, L, aw, b*, gordura e microrganismos a 30 °C.

A figura 20 mostra que os niveis de microrganismos aerébios mesofilos (log
UFC/g) aumentam ao longo do tempo, mas nao séo visiveis diferencas entre as

duas formulagdes. A figura 14 mostra esta evolugcdo do crescimento entre as
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duas formulacdes e ao longo do tempo. O teor em nitratos e nitritos variam de
forma inversa com os niveis de microrganismos, 0 que sera expectavel pois sao
parametros que tém um efeito antimicrobiano no crescimento microbiano.
Humidade, cloretos e parametro a* e L* de cor estdo representadas a esquerda,
e com maior predominancia na formulacdo A (CA), naturalmente pela maior
guantidade de nitritos nesta formulagcéo e que interferem diretamente na cor e
nos ides presentes. A gordura, parametro b* de cor e aw localizam-se a direita,
indicando amostras mais ricas em gordura, mais amarelas e com maior aw,
correspondentes a formulacdo R (CR). A cor amarela na formulacdo CR pode
estar associada a maior percentagem de gordura desta formulagdo. Ndo séo
visiveis diferencas nas duas formulacdes (CA e CR) no teor de nitratos, nitritos

e pH, mas diminuem ao longo da conservacao.

A variacdo do parametro L* de cor nas duas formulacdes, pode estar
correlacionado com os niveis de carga microbiana (log UFC/g) das amostras,
uma vez que as amostras intermédias de 60 dias (CR3 e CA3) apresentam
maiores contagens de microrganismos de bactérias laticas, e menores valores
de L.

A figura 21 mostra a representacéo de CP1 e CP3 com 64.3 % das variaveis.

Predictive AutoBiplot: principal components 1 vs 3
Explained variance = 47.1% + 14.8%; Variables = 64.3%
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Figura 23. Representacgdo gréfica da CP1 e CP3. CA e CR, (vermelho e verde), para cada um dos
tempos analisados (0, 60 e 120 dias). Parametros fisico-quimicos analisados: humidade, cinza,
cloretos, nitratos, proteina, gordura, aw, parametros a* e b* de cor.

A figura 21 revela que, a formulacdo CA tem maior percentagem de humidade,

cinza e cloretos comparativamente a formulacdo CR. No lado direito da figura
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situam-se o0s parametros de gordura, aw e parametro b, com maior
predominéncia na formulacéo CR. Estas evidéncias foram ja mencionadas nas
figuras anteriores nas componentes principais 1 e 2. A amostra CA5 apresenta
menor % proteina, podendo ocorrer devido a transformacdo em aminas
biogénicas, mais volateis, mas nao quantificadas neste estudo. A formulacéo R
(CR) tem maior parametro b* de cor (cor amarela), aw e gordura, com uma
correlacdo oposta ao parametro a* de cor (vermelho) e de nitratos da formulagéo

A, tal como confirmado na correlacdo de CP1 e CP2.

A figura 22 mostra a representacédo de CP1 e CP4 com 64.3 % das variaveis.

Predictive AutoBiplot: principal components 1 vs 4
Explained variance = 47.1% + 8.5%; Variables = 64.3%
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Figura 24. Representacao grafica da CP1 e CP4. CA e CR, (vermelho e verde), para cada um dos
tempos analisados (0, 60 e 120 dias). Parametros fisico-quimicos analisados: nitratos, humidade,
parametro a*, cinza, cloretos, fésforo, parametro b*, aw e gordura.

A figura 22 mostra uma representacdo semelhante com as variaveis de CP1 e
CP3, maior % de gordura, parametro b* de cor e aw na formulacdo R (CR). No
lado esquerdo da figura situam-se as variaveis de humidade, nitratos e cinza com
maior percentagem na formulacdo CA. Este comportamento ja tinha sido
evidenciado na correlacdo das restantes componentes principais. O eixo do
fosforo situa-se a meio do gréfico, igualmente distante das formulacdes A e R,

sem diferenciacao.

O estudo dos valores proprios da ACP dos parametros fisico-quimicos e
microbiolégicos analisados nas duas formulacdes de chourigo e no produto final

ao longo do tempo (0, 60 e 120 dias) mostra 4 componentes principais (figura
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19), pelo que, existem mais representacdes da correlacao entre as componentes
como CP2 e CP3, CP2 e CP4, CP3 e CP4, mas a percentagem de variaveis
correlacionaveis € inferior a 20 %, pelo que, com pouca informag&o importante.
Estes resultados demonstram mais uma vez a estabilidade do produto e das

formulacdes, associado ao processo de fabrico deste tipo de produtos.

5.1.4. Parametros fisico-quimicos no chourico de carne corrente

A ACP para os parametros fisico-quimicos no chourico de carne corrente para
0, 15, 30, 60, 90 e 120 dias de armazenamento, revela quatro componentes
principais com valores proprios superiores a 1 (Critério de Kaiser) de acordo com
a figura 23 e que agrupam 85 % das variaveis estudadas.

Plot of eigen values (scree plot)
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Figura 25. Estudo dos valores préprios da ACP, em valor absoluto e em percentagem (%), dos
parametros fisico-quimicos analisados nas duas formulacdes de chourico e no produto final ao longo
do tempo (0, 15, 30, 60, 90 e 120 dias).
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A figura 24 mostra a representacédo de CP1 e CP2 com 76.9 % das variaveis.

Predictive AutoBiplot: principal components 1 vs 2
Explained variance = 43.9% + 21.2%; Variables = 76.9%
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Figura 26. Representacédo grafica da CP1 e CP2. CA e CR, (vermelho e verde), para cada um dos
tempos analisados (0, 15, 30, 60, 90 e 120 dias). Parametros fisico-quimicos analisados: pH, nitratos,
nitritos, humidade, parametro a*, b* e L, cinza, cloretos e gordura.

A figura 24 revela uma separacgao evidente entre CA e CR. CA apresenta maior
componente de cor a* (vermelho), cinza, cloretos e humidade, conferida pela
adicao do nitrato. CR tem maior componente b* (amarelo) e L de cor com maior
gordura, o que explica estes parametros de cor. Nao existem diferencas nas
amostras dos parametros de pH, nitritos e nitratos, isto é, apesar dos valores
iniciais serem distintos, a sua evoluc¢do no tempo é semelhante, demonstrando
que, a reducéo da adicdo do nitrato mantem o produto satisfatério ao longo da
conservagao e que os parametros que tem maior influéncia na conservagao séo

a cor, tal como expectavel.

A figura 25 mostra a representacédo de CP1 e CP3 com 61.5 % das variaveis.

Predictive AutoBiplot: principal components 1 vs 3
Explained variance = 43.9% + 11.5%; Variables = 61.5%

Prot

e ﬂvkﬁ \20 /ﬁV/f
e T

= b 47 o
3
Gord :;/ \ \Q_ Cinza

Clor

Figura 27. Representacéo grafica da CP1 e CP3. CA e CR, (vermelho e verde), para cada um dos
tempos analisados (0, 15, 30, 60, 90 e 120 dias). Pardmetros fisico-quimicos analisados: humidade,
parametro a*, b* e L, cinza, cloretos e proteina.
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A figura 25 revela separacao das formulacfes CA e CR, a semelhanca de CP1
e CP2, exceto na proteina, onde n&o séo visiveis diferengas nos grupos, com o
eixo a meio do gréfico. A diferenca na amostra CA5, pode ser resultante da
transformacdo da proteina em aminas biogénicas (volateis), mas né&o
confirmado, pois esta andlise néo foi realizada. A semelhanca de CP1 e CP2 os
parametros variam de forma semelhante, a componente a* de cor varia de forma
oposta a componente b* de cor, CR com maior componente b* de cor (amarelo),
pelo seu teor reduzido em nitritos e também pela percentagem de gordura nestas
amostras.

A figura 26 mostra a representacédo de CP1 e CP4 com 61.5 % das variaveis.

Predictive AutoBiplot: principal components 1 vs 4
Explained variance = 43.9% + 8.4%; Variables = 61.5%
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Figura 28. Representacéo grafica da CP1 e CP4. CA e CR, (vermelho e verde), para cada um dos
tempos analisados (0, 15, 30, 60, 90 e 120 dias). Parametros fisico-quimicos analisados: humidade,
parametro a*, b* e L, cinza, cloretos, gordura e fésforo.

A figura 26 confirma a separacdo entre CA e CR e mantem 0s mesmos
parametros discriminantes entre os grupos. CA com maior parametro a* de cor,
cinza, humidade e cloretos, caracteristicas do teor superior em nitratos. CR maior
parametro b* e L* de cor e gordura, sendo esta Ultima responsavel pela diferenca
nos parametros de cor. Esse resultado reforca as evidéncias das componentes

anteriores e a distingéo dos grupos CA e CR.

No estudo dos valores préprios da ACP, em valor absoluto e em percentagem
(%) dos parametros fisico-quimicos analisados nas duas formulacdes de
chourico e no produto final ao longo do tempo (0, 15, 30, 60, 90 e 120 dias)

representado na figura 23 com 4 componentes principais, as correlacdes entre
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CP2 e CP3, CP2 e CP4, CP3 e CP4 apresentam uma percentagem de variaveis

inferior a 20 % pelo que com informacgéo reduzida.

5.1.5. Textura

A ACP para os parametros de textura no chourico de carne corrente ao longo do
armazenamento, revela duas componentes principais com valores proprios
superiores a 1 (Critério de Kaiser), de acordo com a figura 27 e que agrupam
100 % das variaveis estudadas, pelo que, altamente correlacionaveis.

Predictive AutoBiplot: principal components 1 vs 2
Explained variance = 97.9% + 2.1%; Variables = 100%
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Figura 29. Representacao grafica da CP1 e CP2. CA e CR, (vermelho e verde), para cada um dos
tempos analisados (0, 15, 30, 60, 90 e 120 dias). Parametros de textura analisados: dureza e
fraturabilidade.

A figura 27 revela que a dureza se correlaciona diretamente com a
fraturabilidade. Nao existem diferencas entre as duas formulacdes CA e CR,
apresentando valores muito proximos, mas com tendéncia para aumentar ao
longo do tempo, como seria expetavel, pois ocorre perda de humidade, o que

aumenta a dureza e a fraturabilidade do produto.

5.2. Fiambre da Perna

Apresentam-se seguidamente o0s resultados referentes aos parametros
microbiolégicos e fisico-quimicos das duas formulacdes de fiambre da perna.
(FA e FR). Foram utilizadas as mesmas amostragens ao longo do tempo: 0, 15,
30, 60, 90 e 120 dias.
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5.2.1. Parametros microbioldgicos do fiambre da perna

A figura 28 mostra os resultados obtidos da quantificacdo de microrganismos a
30 °C para cada uma das formulagdes estudadas e ao longo do tempo (FA e
FR).

Quantificacao de Microrganismos a 302C
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Figura 30. Quantificacdo de microrganismos a 30 °C ao longo do tempo para cada uma das duas
formulacbes de fiambre da perna (FA e FR).

De acordo com a figura 28 e com a tabela 4, em anexo, verifica-se que o fiambre
da perna apresenta niveis de microrganismos totais aerdbicos superior no FR do
que no FA. No final do ensaio a formulacdo FR apresenta um valor de
aproximadamente 4,5 log UFC/g, comparativamente a FA de aproximadamente
3 log UCF/g. Apesar de diferentes, estes valores encontram-se dentro dos limites
(satisfatorio <10°; aceitavel: 10° a <107; ndo satisfatério: 2107 determinar flora
predominante: se o micro-organismo predominante for >10°® leveduras, >107
bacilos Gram-negativos ou espécies de Bacillus, ou >10® bactérias acido-
lacticas) indicados por linhas de orientagdo internacionalmente reconhecidas
como da UK Health Security Agency (2025). O crescimento de microrganismos
ao longo do tempo pode resultar do crescimento de bactérias laticas que
promovem uma acidificacdo do meio, conforme consta na tabela 7, em anexo,
com os valores de pH obtidos, que atua como fator condicionante do

desenvolvimento microbiano.
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Os restantes parametros microbiolégicos analisados: contagem de
Enterobacteriaceae, contagem de estafilococos coagulase positiva, contagem
Escherichia coli, detecdo de Campylobacter spp., detecdo de Listeria
monocytogenes, dete¢do de Salmonella spp. e detecdo e contagem Esporos de
clostridios sulfito-redutores deram ausentes ou com valores inferiores ao limite

de detecdo do método, conforme consta da tabela 6, em anexo.

5.2.2. Parametros fisico-quimicos e microbiolégicos do fiambre da perna

A figura 29 mostra as cinco componentes principais com valores proprios
superiores a 1 (Critério de Kaiser) da ACP para os parametros fisico-quimicos e
microbiolégicos do fiambre da perna para 0, 60 e 120 dias de armazenamento,
e gue agrupam 100 % das variaveis estudadas.

Plot of eigen values (scree plot)
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Figura 31. Estudo dos valores proprios da ACP, em valor absoluto e em percentagem (%), dos
parametros fisico-quimicos e microbioldgicos analisados nas duas formulagdes do fiambre da perna
ao longo do tempo (0, 60 e 120 dias).
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A figura 30 mostra a representacédo de CP1 e CP2 com 57.1 % das variaveis.

A figura 30 mostra que existe uma correlagdo oposta entre nitritos e o pH pela
sua acao antimicrobiana. O crescimento microbiano depende diretamente do
teor de nitratos, tal como mostra a figura, uma vez que os eixos variam de forma
oposta. Também existe uma correlagdo oposta entre a gordura e o crescimento
microbiano, pois as formulagdes do estudo (FA e FR) apresentam diferentes
percentagens de gordura. As amostras FR3 e FR5 apresentam maior teor de
humidade e niveis de microrganismos aerobios superiores (log UCF/g),
indicando que a reducgéo de sais de cura alterou o perfil microbiolégico, apesar
de se manter satisfatério de acordo com linhas de orientac&o internacionalmente

reconhecidas (satisfatério <10°; aceitavel: 10° a <107; ndo satisfatério: 210’

Predictive AutoBiplot: principal components 1 vs 2
Explained variance = 32.7% + 25.3%; Variables = 57.1%
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Figura 32.Representacao grafica da CP1 e CP2. FA e FR, (vermelho e verde), para cada um dos
tempos analisados (0, 60 e 120 dias). Parametros fisico-quimicos e microbiol6gicos analisados:
nitritos, parametro L da cor, aw, gordura, nitratos, pH, microrganismos a 30°C e humidade.

determinar flora predominante: se o micro-organismo predominante for >10°
leveduras, >107 bacilos Gram-negativos ou espécies de Bacillus, ou >108
bactérias acido-lacticas) (UK Health Security Agency, 2025). Além disso, o tempo
de armazenamento contribuiu para a separacdo das amostras, refletindo
alteracOes progressivas nas caracteristicas avaliadas. Apesar da variacdo ao
longo do tempo da aw e pH, ndo existem diferencas entre ambas as formulagdes
(FA e FR).
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A figura 31 mostra a representacdo de CP1 e CP3 com 42.9 % das variaveis.

Predictive AutoBiplot: principal components 1 vs 3
Explained variance = 32.7% + 22.3%,; Variables = 42.9%

Prot

- 1Gord

Cinza Fosf

Figura 33. Representacdo grafica da CP1 e CP3. FA e FR, (vermelho e verde), para cada um dos
tempos analisados (0, 60 e 120 dias). Parametros fisico-quimicos e microbiol6gicos analisados:
gordura, nitratos, fosforo, cinza, humidade e proteina.

A figura 31 mostra que a proteina correlaciona-se de forma negativa com as
cinzas, tal como esperado. As amostras FR3 e FR5 tem maior teor de humidade
e menor quantidade de nitratos associados a formulacdo, de acordo também
com a correlacdo de CP1 e CP2, uma vez que a formulacdo R tem menor teor
em nitratos, o que interfere na percentagem humidade final. Por outro lado, a
humidade tem correlacdo negativa com a percentagem de gordura e nitratos. A
amostra FA5 situa-se no quadrante inferior, sugerindo alteracbes dos sais
minerais com o tempo. Assim, a ACP reforca alguma variacdo ao longo do tempo
de armazenamento, mas pouca distincdo entre as formulacdes. Apesar disso, a

FA tem teores superiores de gordura e nitratos, associados a formulacao.

No estudo dos valores proprios da ACP, em valor absoluto e em percentagem
(%) dos parametros fisico-quimicos e microbioldgicos analisados nas duas
formulacbes do fiambre da perna ao longo do tempo (0, 60 e 120 dias)
representado na figura 29, com 5 componentes principais, as correlagcdes entre
CP1 e CP4, CP1 e CP5, CP2 e CP3, CP2 e CP4, CP2 e CP5, CP3 e CP4, CP3
e CP5, CP4 e CP5, correspondem a uma percentagem de variaveis inferior a 20
% pelo que, com informacao menor. Estes resultados demonstram mais uma vez
a estabilidade do produto e das formulagdes, associado ao processo de fabrico

deste tipo de produtos.
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A ACP mostra que, no fiambre, as variaveis sdo menos correlacionaveis ja que

existem mais componentes principais e com menos variaveis correlacionaveis

entre si. Trata-se assim de um produto mais estavel, homogéneo, onde as

variacfes sdo menores.

5.2.3. Parametros fisico-quimicos do fiambre da perna

A ACP para os parametros fisico-quimicos no fiambre da perna para 0, 15, 30,

60, 90 e 120 dias de armazenamento, revela cinco componentes principais com

valores préprios superiores a 1 (Critério de Kaiser) de acordo com a figura 32 e

que agrupam 84.2 % das variaveis estudadas.
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Figura 34. Estudo dos valores préprios da ACP, em valor absoluto e em percentagem (%), dos
parametros fisico-quimicos analisados nas duas formulacdes de fiambre e no produto final ao longo
do tempo (0, 15, 30, 60, 90 e 120 dias).
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A figura 33 mostra a representacdo de CP1 e CP2 com 38.5% das variaveis.

Predictive AutoBiplot: principal components 1 vs 2
Explained variance = 25.1% + 22.8%; Variables = 38.5%
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Figura 35. Representacdo grafica da CP1 e CP2. FA e FR, (vermelho e verde), para cada um dos
tempos analisados (0, 15, 30, 60, 90 e 120 dias). Parametros fisico-quimicos analisados: nitratos e
gordura, parametro de cor a* e L e proteina.

A figura 33 revela que FA e FR apresentam perfis diferentes em algumas
variaveis. FA apresentam maiores valores do parametro a (vermelho) e menor L

de cor que FR.

A figura 34 mostra a representacédo de CP1 e CP3 com 23.1 % das variaveis.

Predictive AutoBiplot: principal components 1 vs 3
Explained variance = 25.1% + 14%; Variables = 23.1%
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Figura 36. Representacdo grafica da CP1 e CP3. FA e FR, (vermelho e verde), para cada um dos
tempos analisados (0, 15, 30, 60, 90 e 120 dias). Parametros fisico-quimicos analisados: nitratos,
proteina e gordura.
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A figura 34 revela FA apresentam valores superior de gordura, proteina e nitratos

do que FR, a semelhanca da correlacdo das componentes CP1 e CP2.

A figura 35 mostra a representacdo de CP1 e CP4 com 30.8 % das variaveis.

Predictive AutoBiplot: principal components 1 vs 4
Explained variance = 25.1% + 13.2%; Variables = 30.8%
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Figura 37. Representacdo grafica da CP1 e CP4. FA e FR, (vermelho e verde), para cada um dos
tempos analisados (0, 15, 30, 60, 90 e 120 dias). Parametros fisico-quimicos analisados: nitratos,
proteina, cloretos e gordura.

A figura 35 revela o comportamento semelhante as correlagbes das
componentes principais anteriores, FA tem maior percentagem de gordura e
nitratos, contrariamente a formulacédo FR. N&o ha diferencas da percentagem de
cloretos em ambas as formulacdes, pois o0 eixo esta igualmente distante das

formulacoes.

No estudo dos valores proprios da ACP, em valor absoluto e em percentagem
(%), dos parametros fisico-quimicos analisados nas duas formulagdes de
fiambre e no produto final ao longo do tempo (0, 15, 30, 60, 90 e 120 dias)
representado na figura 32 com 5 componentes principais, as correlacdes entre
CP1 e CP5, CP2 e CP3, CP2 e CP4, CP2 e CP5, CP3 e CP4, CP3 e CP5, CP4
e CP5, a percentagem das variaveis € inferior a 15 %, pelo que a informacéo é
muito reduzida. Estes resultados demonstram mais uma vez a estabilidade do
produto e das formulagbes, associado ao processo de fabrico deste tipo de

produtos.
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5.2.4. Textura

A ACP para os parametros de textura no fiambre da perna para 0, 15, 30, 60, 90

e 120 dias de armazenamento, mostra as duas componentes principais com

valores proprios superiores a 1 (Critério de Kaiser) e que agrupam 83.7 % das

variaveis estudadas, de acordo com a figura 36.
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Figura 38. Estudo dos valores préprios da ACP, em valor absoluto e em percentagem (%), dos
parametros de textura analisados nas duas formulacdes do fiambre da perna ao longo do tempo (0,

15, 30, 60, 90 e 120 dias).

A figura 37 mostra a representacédo de CP1 e CP2 com 83.3 % das variaveis.
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Predictive AutoBiplot: principal components 1 vs 2
Explained variance = 65.5% + 18.2%; Variables = 83.3%
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Figura 39. Representacéo grafica da CP1 e CP2. FA e FR, (vermelho e verde), para cada um dos
tempos analisados (0, 15, 30, 60, 90 e 120 dias). Pardmetros de textura analisados: dureza,
fraturabilidade, mastigabilidade, gomosidade e coesividade.
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A figura 37 mostra que ndo existe uma distincdo entre FA e FR e ao longo do
tempo, uma vez que os grupos estdo misturados nas diferentes componentes de
textura: dureza, mastigabilidade e gomosidade. O efeito da adicdo dos nitritos

nao teve qualquer interferéncia na textura das formulacoes finais.

5.3. Bacon Extra

Apresentam-se seguidamente o0s resultados referentes aos parametros

microbioldgicos e fisico-quimicos das duas formulacdes de bacon extra.

5.3.1. Parametros microbioldgicos do bacon extra

A figura 38 mostra os resultados obtidos da quantificacdo de microrganismos a
30 °C para cada uma das formulacbes estudadas e ao longo do tempo (BA e
BR).

Quantificacao de Microrganismos a 302C
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Figura 40. Quantificacdo de microrganismos a 30 °C ao longo do tempo para cada uma das duas
formulacBes de bacon extra (BA e BR).

De acordo com a figura 38 e com a tabela 4, em anexo, verifica-se que o bacon
extra apresenta niveis de microrganismos totais aerdbicos iniciais
substancialmente superiores nas amostras BR. O crescimento apresentado ao
fim de 60 dias resulta principalmente do desenvolvimento de, presumivelmente,
bactérias laticas (apds coloracdo de Gram e reagdo de catalase de coldnias
isoladas). O pico de aproximadamente 8 log UFC/g deve-se assim, em principio
ao desenvolvimento de bactérias laticas, tal como no chourigco. Estas bactérias

fermentam os acucares presentes na carne, produzindo acido lactico, sendo esta
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acidificacao fundamental, pois baixa o pH do produto, o que é fundamental para
inibir o crescimento de microrganismos patogénicos e detereorativos. A
diminuicdo apresentada ao fim de 120 dias pode ser explicada pelos efeitos
indiretos da desidratacdo do produto, nomeadamente uma diminuicdo da aw, €
um aumento da concentracdo de sal e dos &acidos organicos entretanto
produzidos. Conforme consta na tabela 8, em anexo, no BA para to, teo € tizo dias
o pH foi de 6.54, 5.44 e 5.10, respetivamente e no BR para o to, teo € t120 0 pH foi
de 5.85, 5.33 e 5.10. A combinacao da baixa atividade de agua e pH conduz a

inibicdo do crescimento de microrganismos, incluindo a flora ativa na fase inicial.

Os restantes parametros microbiolégicos analisados: contagem de
Enterobacteriaceae, contagem de estafilococos coagulase positiva, contagem
Escherichia coli, detecdo de Campylobacter spp., detecdo de Listeria
monocytogenes, detecdo de Salmonella spp. e detecdo e contagem Esporos de
clostridios sulfito-redutores deram ausentes ou com valores inferiores ao limite

de detecao do método, conforme consta da tabela 6, em anexo.

5.3.2. Parametros fisico-quimicos e microbiol6gicos do bacon extra

Foi realizada uma ACP para os parametros fisico-quimicos e microbiolégicos no
bacon extra para 0, 60 e 120 dias de armazenamento, a semelhanca dos
restantes produtos. A figura 39 mostra as quatro componentes principais com
valores proprios superiores a 1 (Critério de Kaiser) e que agrupam 90.7 % das

variaveis estudadas.

Plot of eigen values (scree plot)

| e51%

- ©283%
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Figura 41. Estudo dos valores proprios da ACP, em valor absoluto e em percentagem (%), dos
parametros fisico-quimicos e microbiolégicos analisados nas duas formula¢cdes do bacon extra ao
longo do tempo (0, 60 e 120 dias).
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A figura 40 mostra a representacdo de CP1 e CP2 com 92.9 % das variaveis.

Predictive AutoBiplot: principal components 1 vs 2
Explained variance = 51% + 28.3%, Variables = 92.9%
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Figura 42. Representacdo grafica da CP1 e CP2. BA e BR, (vermelho e verde), para cada um dos
tempos analisados (0, 60 e 120 dias). Parametros microbioldgicos e fisico-quimicos analisados: pH,
proteina, microrganismos a 30 °C, parametros de cor a*, b* e L*, fosforo, cloretos, humidade, nitratos,
nitritos, gordura e cinza.

A figura 40 nado evidenciou uma separacao clara entre os grupos BA e BR nos
parametros correlacionados. Nos parametros fisico-quimicos analisados as
formulagcbes apresentam valores proximos pelo que, ndo existe diferenciacao
nas variaveis analisadas. BAO tem uma percentagem de nitritos e pH superior as
restantes amostras, mas ao longo do tempo ambas as formulacdes apresentam
um comportamento similar, diminuindo até um valor minimo a quantidade de
nitritos e nitratos, e que mantem a conservacao do produto até 120 dias de

conservacao.
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A figura 41 mostra a representacdo de CP1 e CP3 com apenas 57.1 % das

variavels.
Predictive AutoBiplot: principal components 1 vs 3
Explained variance = 51% + 11.4%; Variables = 57.1%
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Figura 43. Representacdo grafica da CP1 e CP3. BA e BR, (vermelho e verde), para cada um dos
tempos analisados (0, 60 e 120 dias). Parametros microbiolégicos e fisico-quimicos analisados:
microrganismos a 30 °C, gordura, nitratos, nitritos, fosforo, cloretos, humidade e cinza.

A Figura 41 mostra uma ligeira distingéo entre os grupos BA e BR, nas variaveis
fésforo, cinza e nitratos, com maiores valores em BR. A formulacdo BR parece
ter maior concentracdo de nitrato, no entanto, o0 somatorio dos nitritos e nitratos
(mg N-NOs/kg + mg N-NO2/kg) nesta formulagdo mantem-se ao longo da
conservacdao e proxima da formulacao atual, pela converséo do nitrito em nitrato,
0 que mantem a protecdo do produto até ao final do ensaio. BAO distingue-se
mais uma vez pelo valor superior em cloretos e nitritos, a semelhanca da
correlacdo de CP1 e CP2.
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A figura 42 mostra a representacdo de CP2 e CP3 com 35.7 % das variaveis.

Predictive AutoBiplot: principal components 2 vs 3
Explained variance = 28.3% + 11.4%; Variables = 35.7%
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Figura 44. Representacdo grafica da CP2 e CP3. BA e BR, (vermelho e verde), para cada um dos
tempos analisados (0, 60 e 120 dias). Parametros microbiolégicos e fisico-quimicos analisados:
nitratos, parametros de cor b* e L*, proteina, atividade da agua.

A Figura 42 revela uma diferenca entre os grupos BA e BR, no parametrob e L
de cor, com maior predominancia em BR, atribuido fundamentalmente ao nitrito
adicionado que tem interferéncia direta na cor dos produtos. A menor
concentragdo de nitrito adicionado leva a uma menor conversdo da mioglobina
em nitrosomioglobina e a uma maior formacdo de metamioglobina, pigmento de
tonalidade amarelada ou acastanhada que reflete mais luz, aumentando a
luminosidade observada. Embora represente menor proporgéao da variabilidade
total, esta figura complementa as correlagbes das componentes principais
anteriores, ao evidenciar a importancia das variaveis associadas a estabilidade

fisico-quimica nos tratamentos do grupo BA.
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5.3.3. Parametros fisico-quimicos do bacon extra

Foi realizada a ACP dos parametros fisico-quimicos no bacon extra para 0, 15,
30, 60, 90 e 120 dias de armazenamento. A figura 43 mostra as trés
componentes principais com valores préprios superiores a 1 (Critério de Kaiser)

e que agrupam 85.4 % das variaveis estudadas.

Plot of eigen values (scree plot)
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Figura 45. Estudo dos valores préprios da ACP, em valor absoluto e em percentagem (%), dos
parametros de fisico quimicos analisados nas duas formulagbes do bacon extra ao longo do tempo
(0,15, 30, 60, 90 e 120 dias).

A figura 44 mostra a representagdo de CP1 e CP2 com apenas 69.2 % das

., .
variavels.
Predictive AutoBiplot: principal components 1 vs 2
Explained variance = 34.5% + 27.3%; Variables = 69.2%
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Figura 46. Representacdo grafica da CP1 e CP2. BA e BR, (vermelho e verde), para cada um dos

tempos analisados (0, 15, 30, 60, 90 e 120 dias). Parametros fisico-quimicos analisados: pH, aw,
nitratos, gordura, parametros de cor b*, fésforo, humidade, cloretos e cinza.

A figura 44 evidencia perfis semelhantes entre os grupos BA e BR e ao longo do

tempo. De acordo com os resultados obtidos o bacon apresenta inicialmente
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maiores valores de pH, atividade de agua e nitratos, o que indica menor
estabilidade fisico-quimica e maior suscetibilidade & deteriora¢éo microbiologica.
Por outro lado, teores mais elevados de nitrato inicial podem refletir um estagio
inicial do processo de cura ou um maior potencial de conservacao futura, uma
vez que o nitrato pode ser gradualmente convertido em nitrito, contribuindo para
a formacdo da cor caracteristica e para a estabilidade do produto. A ACP
evidenciou perfis semelhantes entre os grupos BA e BR, com ambas as

formulacdes a variar no tempo.

A figura 45 mostra a representacédo de CP1 e CP3 com 46.2 % das variaveis.

Predictive AutoBiplot: principal components 1 vs 3
Explained variance = 34.5% + 15.9%, Variables = 46.2%
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Figura 47. Representacdo grafica da CP1 e CP3. BA e BR, (vermelho e verde), para cada um dos
tempos analisados (0, 15, 30, 60, 90 e 120 dias). Parametros fisico-quimicos analisados: parametros
de cor a*, humidade, cloretos, fosforo, gordura e proteina.

A Figura 45 evidencia que o grupo BA manteve-se associado aos parametros de
cor a* e proteina, em contraste com a formulacdo BR, o que indica maior
estabilidade de cor ao longo do tempo. Nas restantes variaveis analisadas nao

sao detetadas diferencas em ambas as formulacdes.
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A figura 46 mostra a representacédo de CP2 e CP3 com 46.2 % das variaveis.

Predictive AutoBiplot: principal components 2 vs 3
Explained variance = 27.3% + 15.9%, Variables = 46.2%
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Figura 48. Representacdo grafica da CP2 e CP3. BA e BR, (vermelho e verde), para cada um dos
tempos analisados (0, 15, 30, 60, 90 e 120 dias). Parametros fisico-quimicos analisados: parametros
de cor a* e L*, pH, aw e proteina.

A figura 46 demonstra que ao longo do tempo, produtos carneos tendem a
reduzir o pH e aw, como resultado de reac¢des bioquimicas e microbiolégicas,
reforcando a estabilidade fisico-quimica e a conservacdo do produto. Assim, a
associacdo do grupo BA a proteina e cor a* reflete estabilidade, enquanto o
grupo BR, associado a luminosidade, evidencia diferencas estruturais e fisicas

ao longo do tempo.

O estudo dos valores proprios da ACP, em valor absoluto e em percentagem
(%), dos parametros fisico-quimicos analisados nas duas formulac¢des do bacon
extra ao longo do tempo (0,15, 30, 60, 90 e 120 dias) mostra quatro componentes
principais, de acordo com a figura 43. As correlagdes de CP1 e CP4, CP2 e CP4,
CP3 e CP4, sao inferiores a 20 % pelo que, apresentam informacéo muito
reduzida. Estes resultados demonstram mais uma vez a estabilidade do produto

e das formulac@es, associado ao processo de fabrico deste tipo de produtos.

5.3.4. Textura

A ACP para os parametros de textura no bacon extra para 0, 15, 30, 60, 90 e

120 dias de armazenamento, mostra as duas componentes principais com
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valores proprios superiores a 1 (Critério de Kaiser) e que agrupam 100 % das

variaveis estudadas, de acordo com a figura 47.

Plot of eigen values (scree plot)
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Figura 49.Estudo dos valores proprios da ACP, em valor absoluto e em percentagem (%), dos
parametros textura analisados nas duas formulagdes do bacon extra ao longo do tempo (0, 15, 30, 60,
90 e 120 dias).

A figura 48 mostra a representacdo de CP1 e CP2 com 100 % das variaveis.

Predictive AutoBiplot: principal components 1 vs 2
Explained variance = 65.2% + 31.3%; Variables = 100%
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Figura 50. Representacdo grafica da CP1 e CP2. BA e BR, (vermelho e verde), para cada um dos
tempos analisados (0, 15, 30, 60, 90 e 120 dias). ParAmetros de textura analisados: dureza,
fraturabilidade, mastigabilidade, gomosidade, elasticidade e coesividade.

A Figura 48 evidencia uma separacao entre os grupos BA e BR, na coesividade
e elasticidade, com valores superiores em BR. O tempo de armazenamento
intensificou essas caracteristicas. Dessa forma, a ACP destacou alguns perfis

texturais diferenciados no tempo.
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5.4. Resultados da pesquisa de Campylobacter

O DNA microbiano associado a cada amostra foi extraido e utilizado para a
detecédo de Campylobacter spp. A detecao foi realizada por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), empregando primers especificos direcionados aos genes cje
(para C. jejuni e C. coli) e mapA (para C. jejuni), utilizando o sistema Biorad
CFX96™ Real-Time PCR System. Foram realizadas 3 reac¢des simplex: uma
reacao de amplificacdo do gene cej (figura 49), outra do gene mapA (figura 50)
e outra (controlo interno) da regido V3 do 16S rDNA V3 (figura 51),
separadamente. 6,5 yL de iTaq Supermix, 0,5 primer F (foward), 0,5 primer R
(reverse), 1,5 H20 + 3 L de DNA.
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Figura 51. Reacgédo de amplificacdo do gene mapA (para C. jejuni) — Controlo positivo.
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Figura 52.Reacédo de amplificacdo do gene cej (para C. jejuni e C. coli) — Controlo positivo.
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Amplification
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Figura 53. Reacdo de amplificagdo do (controlo interno) do gene V3, onde as diferentes curvas
representam as reac¢des de amplificacdo de cada uma das amostras testadas, sendo que todas elas
revelaram a existéncia de amplificacéo.

Atendendo a que todas as amostras demonstraram possuir DNA bacteriano
amplificavel (controlo de amplificacdo, figura 51), e nenhuma das amostras ter
apresentado amplificacdo relativa a presenca do gene mapA ou cje, conclui-se
pela auséncia de Campylobacter spp. nas diferentes amostras testadas.

5.5. Discusséo geral dos resultados

Todos os produtos analisados, independentemente da formulac&o, encontram-
se dentro dos critérios definidos legalmente, sendo que, outros parametros
analisados como, Campylobacter spp, Enterobacteriaceae, E. coli, S. aureus, B.
cereus e Clostridios sulfito-redutores apresentam resultados satisfatérios para
todas as amostras ao longo do tempo definido pela empresa, como tempo de
vida util final dos produtos (120 dias), cumprindo a legislacdo aplicavel, o
Regulamento (CE) n° 2073/2005 e respeitando as linhas de orientagdo
internacionalmente aceites para o tipo de produtos analisados (Health Security
Agency ,2025).

A empresa estipula como critérios, a nivel quimico: fosfatos (P20s) < 5g/kg
(quantidade adicionada), nitritos em NaNO:2 < 150 mg/kg (quantidade
adicionada) até 9 de outubro de 2025, aw < 0.95, pH < 6.4, e a nivel
microbioldgico: auséncia em 25 g na pesquisa de Salmonella, auséncia em 25 g
na pesquisa de Listeria monocytogenes, contagem de Escherichia coli <1 x 10!
UFC/g e contagem de Staphylococcus coagulase positiva < 1 x 102 UFC/g. No
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presente trabalho a quantificacdo de microrganismos aerdbios foi realizada no
inicio (to), @ meio (te0) € no fim do tempo de vida util (t120) previamente definido
pela empresa. Verificaram-se niveis relativamente elevados (107 - 108 UFC/g) de
microrganismos aeroébios totais ao fim de 60 dias, mas com uma diminuicdo
significativa no fim do tempo de vida util, 0 que podera dever-se a desidratacao
do produto (tal como constatada nas analises fisico-quimicas) e também na
producdo de &cidos organicos que levam a uma acidificagdo que, por si so,
contribui de forma significativa para uma inibicdo do desenvolvimento
microbiano. Como referido pela UK Health Security Agency (2025) contagens
superiores a 10° UFC/g encontram-se geralmente associadas a um
microrganismo predominante, sendo que nos produtos carneos, como 0S
analisados, a microbiota consiste, frequentemente, quase inteiramente em
bactérias laticas. De facto, a analise de varias colénias da flora microbiana que
cresceu em condi¢des aerdbias a 30 °C mostrou ser essencialmente composta
por microrganismos Gram positivo, catalase negativa, o que é compativel com
uma identificacdo presuntiva como bactérias laticas, microrganismos que, como
referido, estdo normalmente presentes neste tipo de produtos e que nao
provocam a sua deterioracdo, exceto se os niveis ultrapassarem cerca de 10°
UFC/g. Os microrganismos totais, E. coli e Enterobacteriaceae enquadram-se
como indicadores microbioldgicos, cuja presenca em niveis superiores aos
aceitaveis podera revelar potencial contaminacéo fecal, contaminagcdo ambiental
(através de equipamentos, ar, superficies, agua, utensilios), deficiéncias higio-
sanitarias nas etapas de processamento, manipulacao, e potencial risco indireto
a salde, pois a sua presenca pode estar associada a falhas que igualmente

permitem a sobrevivéncia ou entrada de microrganismos patogénicos.

Os resultados obtidos nos trés produtos carneos analisados (chourico de carne
corrente colorau, fiambre da perna e bacon extra), para ambas as formulagdes
(A com teor atual de nitrito e R com teor reduzido), demonstraram que todas as
amostras se mantiveram dentro dos limites legais estabelecidos pelo
Regulamento (CE) n°® 2073/2005 ao longo dos 120 dias de armazenamento. A
conformidade com os critérios microbiolégicos foi assim verificada para os
seguintes microrganismos: Escherichia coli, Enterobacteriaceae, estafilococos

coagulase positiva, Campylobacter spp., Listeria monocytogenes, Salmonella
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spp., Bacillus cereus e clostridios sulfito-redutores, os quais se apresentaram em
conformidade com os limites definidos pelas linhas de orientagdo da UK Health
Security Agency (2025). Assim, a reducao do teor de nitrito ndo comprometeu a
seguranca microbiolégica dos produtos em estudo, evidenciando que a

formulacéo reduzida (R) € viavel do ponto de vista da seguranca alimentar.

Relativamente a evolucdo da microbiota, verificou-se um aumento das
contagens de microrganismos aerébios mesdfilos até aproximadamente os 60
dias de conservacao, seguido de uma reducao até ao final do prazo estipulado
(ti20). Este comportamento pode estar associado ao desenvolvimento
predominante de bactérias acido-laticas, capazes de fermentar os hidratos de
carbono presentes na matriz carnea, conduzindo a producdo de acidos
organicos, nomeadamente acido lactico, com consequente diminuicdo do pH.
Paralelamente, a desidratacao do produto ao longo do tempo reduz a atividade
da 4gua (aw), promovendo um ambiente menos favoravel ao desenvolvimento
microbiano. Este efeito foi particularmente notorio no chouri¢o de carne corrente
colorau e no bacon extra, onde a perda de humidade contribuiu para a

estabilizacdo microbioldgica final.

Relativamente aos parametros fisico-quimicos, a evolucao das formulagfes A e
R revelou tendéncias semelhantes ao longo do armazenamento, com pequenas
variacbes associadas ao teor inicial de nitrito. A andlise de componentes
principais (ACP) permitiu identificar os parametros mais influentes na
diferenciacdo entre tempos e formulacées em cada produto. No chourico de
carne corrente colorau, a ACP evidenciou a associacdo entre a reducdo da
humidade (em CA de 17.7%, e em CR de 28.6%) e da atividade da agua (aw)
com o aumento relativo da concentracdo de nitratos, cloretos e cinzas ao longo
do tempo, bem como a influéncia do pH na diferenciacdo entre formulagées. No
fiambre da perna, destacaram-se os parametros cor (a* e L*), gordura e proteina
como principais determinantes da variabilidade, refletindo a estabilidade da
matriz sob refrigeragcdo. JA& no bacon extra, as componentes principais
agruparam as variaveis de textura (dureza, mastigabilidade e coesividade) e
gordura, demonstrando que a formulagdo com menor teor de nitrito apresentou
maior variacao estrutural ao longo da conservacdo. Globalmente, constatou-se

que, apesar das diferencas iniciais entre as formulagbes A e R, os parametros
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fisico-quimicos convergiram no final do periodo experimental, sugerindo que a

reducao de nitritos ndo comprometeu a estabilidade global dos produtos.

Atualmente 0s teores maximos sao expressos em nitrito de sodio ou nitrato de
sodio, os teores maximos revistos devem ser expressos em ides nitrito e nitrato,
respetivamente, em conformidade com as DDA estabelecidas pela Autoridade.
Relativamente ao bacon, quando € considerada a soma de quantidade de
nitratos e nitritos (mg N-NOs/kg + mg N-NO2z7/kg), verifica-se que no tempo zero
(BAO) a formulacdo atual apresenta um valor 13% superior a formulacao
reduzida (9.11 e 7.94 mg N/kg) e que ao longo do tempo de conservacéo, o

decréscimo foi mais acentuado na formulacéo atual.

Assim sendo, ao fim dos 120 dias, em média, o nitrito residual, em ides nitrito,
foi de 3.20 mg NOz2/ kg para CA, de 3.05 mg NOz7/ kg para CR, de 3.53 mg NO2
/ kg para FA, de 3.19 mg NO2/ kg para FR, de 0.99 mg NO2/ kg para BA e de
2.28 mg NO2/ kg para BR, ou seja, a quantidade residual maxima proveniente
de todas as fontes para o produto pronto para comercializagdo durante todo o
prazo de conservagdo do produto ndo excede os 45 mg/kg, expressa em ides
NO:2 estipulada no Regulamento (UE) 2023/2108, conforme consta da tabela 3,
abaixo. No bacon extra observou-se um valor residual de nitrito em BR maior
que em BA, apesar do somatdrio de nitritos e nitratos (mg N/kg) ser semelhante

nas duas formulacdes, o que mantem o produto em condi¢cdes de conservacao.

Tabela 3.Tabela comparativa dos resultados obtidos, de ido nitrato e ido nitrito, no final do tempo de vida
Gtil dos 6 produtos em analise.

Nitratos Nitritos
NO3 (mg/kg) NO2 (mg/kg)
Formulacdo Tempo (dias) A R A R
Chourico 0 23,096 28,261 27.431 22792
de carne
corrente 120 8,646 6,619 3,204 3,045
colorau
Fiambre da 0 31,375 28,314 3,477 1,865
Perna 120 29,561 25184 3,526 3,194
Bacon 0 22,944 32,636 12,962 1,876
Extra 120 3,999 8,772 0,989 2,285
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Nos parametros fisico-quimicos, entre as formulacdes FA e FR, os parametros
aw, humidade, cinza, cloretos, proteina, gordura e fésforo ndo apresentaram
correlacdo direta com os nitritos adicionados, podendo variar conforme a
matéria-prima. Observou-se uma reducdo esperada dos nitritos adicionados,
atingindo niveis residuais de 3 a 4 ides de nitrito. Verificou-se ainda que nitratos
e nitritos variam inversamente com o crescimento microbiano, dado que atuam

como agentes antimicrobianos.

Existe ainda uma correlacao entre outros estudos nomeadamente Karwowska et
al. (2019) que avaliou os diferentes niveis de nitrito de sodio (0, 50, 100 e 150
mg/kg) em salsichas cozidas durante 15 dias de refrigeracéo e concluiu que 50
mg/kg de nitrito manteve qualidade fisico-quimica e antioxidante semelhante ao
controlo (150 mg/kg), sugerindo ser possivel reduzir o teor de nitrito sem
comprometer a estabilidade (Karwowska et al., 2019). Ainda, Marco et al. (2006)
estudou a reducao gradual de nitrito em linguica e verificaram que essa reducéo
resultou em menor intensidade de cor vermelha (valor a*) (Marco et al., 2006).

Dessa forma, a andlise integrada dos resultados microbioldgicos e fisico-
quimicos confirma a viabilidade tecnologica e da seguranca alimentar da
formulagdo com teor reduzido de nitrito, sustentando as conclusbes

apresentadas neste estudo.
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6. Conclusodes

Este trabalho foi desenvolvido em colaboracdo com uma empresa de producéo
e comercializacdo de produtos carneos e consistiu na comparacado de duas
concentracdes de nitritos utilizadas na producdo de trés produtos em estudo:
chouri¢o de carne corrente, flambre da perna e bacon extra ao longo de 120 dias
de conservacdo. A quantidade de nitritos escolhida teve como objetivo o
cumprimento do Regulamento (UE) 2023/2108. Os produtos foram
caracterizados em parametros fisico-quimicos e microbiolégicos ao longo do
tempo, com o objetivo de avaliar o impacto da reducdo de sal nitrificado
relativamente a formulacdo atualmente comercializada que cumpre o
Regulamento (CE) n° 1333/2008.

As andlises microbiolégicas realizadas para quantificacdo de Escherichia coli,
Enterobacteriaceae, estafilococos coagulase positiva e detecdo e quantificacao
de esporos clostridio sulfito-redutores foi inferior a 10 UFC/g. A detecdo de
Listeria monocytogenes e Salmonella spp. foi ausente em 25 g. A detecao de
Campylobacter spp. foi ausente em 10 g. Os microrganismos a 30 °C ao fim dos
120 dias cumprem com os valores indicativos constantes nas linhas de
orientacdo da UK Health Security Agency (2025), embora com niveis superiores

na formulacéo R.

A formulac&o A apresenta maior concentracao de nitrito que a formulagéo R. Ao
fim de 120 dias de armazenamento, os niveis residuais de i6es nitrito e ides
nitrato tendem a se igualar-se entre as formulacbes diferentes,
independentemente da quantidade inicial adicionada pois deve existir sempre
uma quantidade residual para o que o produto se mantenha estavel e sem perigo
de crescimento microbioldgico.

Ao longo do tempo de vida atil dos produtos carneos, observa-se uma reducao
gradual do nitrito e a conversao progressiva do nitrato em nitrito, até que se atinja
um estado de equilibrio, independentemente da quantidade inicial adicionada. O
nitrito reage principalmente com a mioglobina da carne, originando a
nitrosomioglobina, pigmento responsavel pela cor caracteristica e pela
capacidade de inibir microrganismos patogénicos. Paralelamente, o nitrito pode

ser consumido em reagcdes com aminoacidos, proteinas e lipidios, ou ainda
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convertido em oOxido nitrico, contribuindo para diferentes transformacdes

quimicas durante o armazenamento.

Como concluséo final deste estudo, a adicdo de 75 mg/Kg de nitrito de sédio ao
chourico de carnes corrente de colorau, fiambre da perna e bacon extra, de
acordo com Regulamento (UE) 2023/2108 relativo as quantidades de nitrato e
nitritos e com o Regulamento (CE) n° 2073/2005 relativo aos critérios
microbiolégicos, demonstra que, todos os produtos se mantém satisfatérios até
ao final do tempo de conservacéo de 120 dias nos parametros analisados neste
estudo. Nos restantes parametros analisados, atividade da &agua, textura,
humidade, cinza, cloretos, proteinas, gorduras e fésforo, verificaram-se algumas
variacdes ao longo do tempo. Contudo, apenas uma andlise sensorial podera

determinar a real relevancia dessas alteracfes para a qualidade do produto.

O pH baixo potencializa a acdo antimicrobiana do nitrito, pois favorece a
formacao de &cido nitroso, espécie quimica ativa contra microrganismos. Ja o
nitrato (naturalmente presente, ou de origem de conversdo nitrito a nitrato)
funciona como uma fonte de nitrito ao longo do tempo, garantindo efeito
prolongado durante o tempo de vida util do produto. Verificou-se que para os 3
produtos, chourigo de carne corrente colorau, flambre da perna e bacon exira,
ndo existem diferencas significativas, em termos microbiol6gicos, considerando
que a reducdo a nitritos ndo tem influéncia nos parametros microbiologicos,

mantendo-se ajustado o tempo de vida util estipulado ajustado.

Como sugestédo final, e para trabalhos futuros, serd importante acompanhar
estes estudos com testes sensoriais, para avaliagdo da sua aceitabilidade nas
alteracdes de cor, sabor, aroma e textura dos produtos com diferentes teores de
nitrito. Podendo ainda testar o uso de alternativas naturais (extratos vegetais
ricos em nitrato, antioxidantes naturais) como substitutos do nitrito. Avaliar ainda
0 impacto da redugé&o de nitrito em condi¢cdes de armazenamento e distribuigdo

menos controladas, simulando a realidade do mercado.
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ANEXOS

Tabela 4. Tabela comparativa dos resultados obtidos nas contagens de microrganismos a 30 °C dos 6

produtos em analise.

Produtos (UFC/g)

Tempo (dias) Chourigo carne corrente Fiambre da Perna Bacon Extra
CA CR FA FR BA BR
0 6,58E+02 7,42E+02 2,67E+01 2,52E+01 1,32E+02 1,43E+04
60 2,09E+08 2,22E+08 1,40E+03 1,19E+03 7,33E+07 5,11E+07
120 1,54E+06 1,61E+07 1,15E+03 1,75E+05 9,36E+06 9,87E+06

Tabela 5. Tabela comparativa dos resultados obtidos, de nitrato, em N-NOz™ (mg/kg) e nitrito, em N-NO2
(mg/kg) no t0 e t120 dos 6 produtos em analise.

Nitratos Nitritos Nitratos + Nitritos

N-NOs (mg/kg)  N-NO2z (mg/kg) N-NOs + N-NO2" (mg/kg)

Formulacdo Tempo (dias) A R A R A R
Chourico 0 521 638 831 691 13,52 13,29
de carne
corrente 120 1,95 1,49 0,97 0,92 2,92 2,41

colorau

Fiambre da 0 7,08 6,39 1,05 0,57 8,13 6,96

Perna 120 667 569 1,07 0,97 7,74 6,66
Bacon 0 5,18 737 393 0,57 9,11 7,94
Extra 120 0,90 1,98 0,30 0,69 1,20 2,67




Tabela 6. Tabela comparativa dos resultados obtidos nos restantes parametros em andlise dos 6 produtos
em andlise.

Chourigo carne

Parametro Normade Tempo corrente colorau Fiambre de perna Bacon extra
analisado referéncia  (dias) CA CR FA FR BA BR
g 0 <1,0E+01 <1,0E+01 <1,0E+01 <1,0E+01 <1,0E+01 <1,0E+01
N
Contagem de g
Enterobacteriacea N 60 <1,0E+01 <1,0E+01 <1,0E+01 <1,0E+01 <1,0E+01 <1,0E+01
e (UFC/g) -
N
8 120 <1,0E+01 <1,0E+01 <1,0E+01 <1,0E+01 <1,0E+01 <1,0E+01

§ 0 <1,0E+01 <1,0E+01 <1,0E+01 <1,0E+01 <1,0E+01 <1,0E+01
, ©
Contagem de : @ <E( P
1 | I N
estafilococos o B IS 60 <1,0E401 <10E+01 <I,0E+01 <1,0E+01 <1OE+01 <1,0E+01
coagulase So08Y
iti (o] N
positiva (UFC/g) o n &
n 120 <1,0E+01 <1,0E+01 <1,0E+01 <1,0E+01 <1,0E+01 <1,0E+01
§ 0 <1,0E+01 <1,0E+01 <1,0E+01 <1,0E+01 <1,0E+01 <1,0E+01
N
Contagem N
Escherichia coli % 60 <1,0E+01 <1,0E+01 <1,0E+01 <1,0E+01 <1,0E+01 <1,0E+01
(UFClg) ©
8 120 <1,0E+01 <1,0E+01 <1,0E+01 <1,0E+01 <1,0E+01 <1,0E+01
™~ 0 Ausente Ausente  Ausente  Ausente  Ausente  Ausente
I & g em 10g em 10g em 10g em 10g em 10g em 10g
3 — I~ ™
Detecao de a8 < S Ausente Ausente  Ausente  Ausente  Ausente  Ausente
Campylobacter ~a ™~ 60
o d em 10g em 10g em 10g em 10g em 10g em 10g
spp. S 8 I
o~ - 120 Ausente Ausente  Ausente  Ausente  Ausente  Ausente
@ em 10g em 10g em 10g em 10g em 10g em 10g
~ 0 Ausente Ausente  Ausente  Ausente  Ausente  Ausente
a em 25g em 25g em 25g em 25g em 25g em 25g
3 —
Det_e(;ac_n de ) Ausente Ausente  Ausente  Ausente  Ausente  Ausente
Listeria o) 60
N em 25g em 25g em 25g em 25g em 25g em 25g
monocytogenes .
@) 120 Ausente Ausente  Ausente  Ausente  Ausente  Ausente
@ em 25g em25g em259 em259 em25g em 25g
~ 0 Ausente Ausente  Ausente  Ausente  Ausente  Ausente
§ em 25g em 25g em 25g em 25g em 25g em 25g
Detecéo de ; 60 Ausente Ausente  Ausente  Ausente  Ausente  Ausente
Salmonella spp. 5 em 25¢g em 25¢g em 25¢g em 25¢g em 25¢g em 25¢g
©
8 120 Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
= em 25g em 25g em 25g em 25g em 25g em 25g
g 0 <1,0E+00 <1,0E+00 <1,0E+00 <1,0E+00 <1,0E+00 <1,0E+00
Detecdo e ~
contagem N
Esporos Clostridio g 60 <1,0E+00 <1,0E+00 <1,0E+00 <1,0E+00 <1,0E+00 <1,0E+00
Sulfitoredutores 0
(UFClg) o
;) 120 <1,0E+00 <1,0E+00 <1,0E+00 <1,0E+00 <1,0E+00 <1,0E+00




Tabela 7. Quadro sintese dos valores médios obtidos nas andlises fisico quimicas realizadas ao chourigo de carne corrente colorau (CA e CR).

g & & 5 g g s g 2 2. 25 o s . o
2 T E 83 B85 81 < 23 3 S 2 A= 5 28 86 2 89 =z {2 §8
£ £§8 &S &8 § 32 £ § & § § Eg E5 g E§5 & g2 a8
8 g s 5 g 2 O a o Zz zz — z=Z= g~ U
CA-2 5,99 59,83 3,93 1,03 11,34 13,33 30,52 25,65 18,73 85,07 56,99 21,50 177,29
CAO0 6,11 0,918 50,91 26,65 20,36 44,26 38,65 49,93 4,64 1,62 1850 11,57 37,64 31,64 23,10 40,94 27,43 13,53 228,25
CAl 6,10 0,919 51,40 2597 21,83 50,11 38,89 49,67 4,68 152 18,34 12,67 75,64 6359 46,42 1140 7,64 12,79 218,07
CA2 544 0,912 49,97 26,42 19,98 56,07 48,03 49,17 4,56 161 1883 10,69 47,13 39,62 2893 653 438 7,86 239,02
CA3 493 0918 50,03 26,96 20,55 60,86 54,17 46,15 4,37 149 17,89 11,16 33,86 28,47 20,78 457 3,06 5,62 22581
CA4 4,79 0918 50,23 26,67 19,63 61,38 53,05 49,67 4,65 1,31 18,87 13,68 12,73 10,70 7,81 485 325 2,75 22521
CA5 519 0,921 5357 23,74 2191 64,42 57,89 49,23 4,62 1,48 15,69 16,79 14,09 11,84 8,65 4,78 3,20 292 220,99
CR-2 6,09 62,12 2,87 0,47 15,33 13,43 15,56 13,08 9555 34,65 23,22 9,19 156,70
CRO 6,15 0,925 57,02 23,00 23,06 48,56 43,20 48,13 4,16 1,27 19,21 15,77 46,05 38,71 28,26 34,02 22,79 13,29 22543
CR1 6,15 0,934 53,93 23,87 22,48 52,20 48,06 46,19 3,72 1,07 20,84 16,48 47,57 39,99 29,19 13,84 9,27 9,40 219,85
CR2 544 0,912 5390 24,11 22,87 56,24 50,14 46,98 3,63 1,10 19,00 19,27 32,21 27,07 19,76 6,67 4,47 5,82 22597
CR3 534 0,921 53,82 24,10 22,12 58,17 49,43 45,18 3,68 0,96 20,13 16,23 16,50 13,87 10,12 451 3,02 3,20 226,47
CR4 539 0,909 5357 23,74 2191 64,42 57,89 47,10 3,86 1,02 20,87 16,09 9,64 8,10 591 5,19 347 239 229,98
CR5 5,63 0,927 5335 21,14 2595 60,05 53,91 44,38 3,62 1,18 17,92 1866 10,79 9,07 6,62 455 3,05 242 23344




Tabela 8. Quadro sintese dos valores médios obtidos nas andlises fisico quimicas realizadas ao fiambre da perna (FA e FR).

Amostra

pH

aw

Parametros de
cor L*

Parametros de
cor a*

Parametros de
cor b*

Dureza (Newton)

Fraturabilidade
(Newton)

Elasticidade

Coesividade

Gomosidade
(Newton)

Mastigabilidade
(N/mm)

Humidade (%)

Cinza (%)

Cloretos (%)

Proteina (%)

Gordura (%)

Nitratos (mg
KNOs/kg)

Nitratos (mg
NaNOz/ kg)

lao Nitrato

Nitritos (mg
NaNO2/kg)

140 Nitrito

Nitratos+Nitritos

(mg N/ kg)

Foésforo (mg
P/100 g)

FA-2

8,23

FAO

6,36

0,955

65,29

15,57

3,07

57,19

51,10

0,61

0,39

22,05

13,56

77,42

3,41

0,76

15,29

1,63

51,13

42,98

31,38

5,19

3,48

225,77

FA1l

6,03

0,952

64,32

16,59

3,82

59,17

51,11

0,63

0,36

21,04

13,49

78,05

3,73

0,77

14,40

1,79

52,43

44,08

32,18

3,88

2,60

24511

FA2

6,84

0,954

63,94

16,62

3,17

54,02

49,09

0,59

0,39

21,07

12,74

78,44

3,65

0,89

14,43

1,30

59,65

50,14

36,60

6,95

4,66

245,20

FA3

6,83

0,952

64,74

16,11

2,70

63,49

57,06

0,60

0,37

23,47

14,24

78,15

3,72

0,83

14,67

1,26

47,95

40,31

29,43

2,06

1,38

245,20

FA4

6,11

0,952

65,10

15,98

2,96

78,66

70,26

0,60

0,38

29,65

17,93

77,93

3,80

0,89

12,84

1,25

46,47

39,07

28,52

7,11

4,76

248,41

FA5

6,23

0,955

64,85

16,45

3,28

67,51

58,33

0,65

0,41

27,58

18,05

78,14

0,76

12,10

1,27

48,17

40,49

29,56

5,26

3,53

245,10

FR-2

8,37

FRO

6,78

0,955

65,11

15,83

3,53

58,73

53,61

0,64

0,38

22,47

14,51

78,09

3,32

0,85

14,65

1,64

46,14

38,79

28,31

2,78

1,86

6,96

237,71

FR1

6,17

0,955

65,98

15,02

2,38

48,32

44,28

0,61

0,39

18,84

11,78

77,03

3,65

0,76

14,49

1,38

42,66

35,87

26,18

8,80

5,90

7,70

244,32

FR2

6,82

0,953

65,46

15,82

2,88

52,01

50,10

0,57

0,39

20,17

11,55

79,37

3,80

0,83

12,33

0,96

31,65

26,61

19,42

1,40

0,94

4,67

256,29

FR3

6,16

0,954

65,63

15,54

3,18

56,88

53,18

0,58

0,35

19,80

11,75

79,38

3,63

0,72

11,74

101

42,64

35,84

26,17

5,00

3,35

6,92

24477

FR4

6,14

0,956

64,11

15,64

2,86

70,16

56,31

0,65

0,34

24,18

15,86

78,96

3,67

0,70

13,70

111

41,04

34,50

25,18

3,84

2,57

6,46

227,78

FRS

6,25

0,952

65,20

15,70

3,26

70,03

53,33

0,66

0,37

25,87

17,16

78,46

3,49

0,88

14,65

0,74

41,04

34,50

25,18

4,77

3,19

6,65

217,79




Tabela 9. Quadro sintese dos valores médios obtidos nas andlises fisico quimicas realizadas ao Bacon extra (BA e BR).

2 8 28 § 8 4, o9 ¥ g 5 5 = o o= o g8
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8 I § ©- T. - £ B33 © > @95 BE B © g &£ 5 88 868 =2 380 = $Z g8
£ €8 5 &8 § 52 % § £2 22 § 5 8 & E§ fZ2 fg g =5 & £2 3%

IS g IS g LSE w O O g 3 (@) o o z zZ - z ,sz g
BA-2 8,07
BAO 6,54 0,925 5581 16,55 4,03 108,14 98,01 0,63 044 47,60 30,24 6517 555 1,78 19,67 6,49 37,39 31,43 22,94 19,35 12,96 9,11 356,40
BAL 6,11 0,926 56,18 16,89 4,29 103,94 9527 0,56 0,38 38,94 22,09 5569 4,60 1,51 19,88 9,68 36,59 30,76 22,45 2,47 1,65 557 339,79
BA2 6,54 0,929 53,20 18,08 515 99,86 9425 0,61 0,40 40,59 2553 52,40 4,98 1,34 2134 10,19 29,32 24,65 18,00 2,43 1,63 4,56 356,97
BA3 544 0,927 54,85 18,00 4,98 121,95 113,82 0,57 0,36 44,63 26,39 52,08 4,44 1,23 21,87 1425 11,33 952 695 213 1,43 2,00 244,68
BA4 4,72 0,917 58,77 16,80 6,67 136,34 12521 0,56 0,38 53,43 31,12 54,93 500 1,39 2122 9,87 643 540 394 1,17 0,78 1,13 319,52
BA5 510 0,919 57,95 17,40 6,02 130,42 124,86 0,64 0,43 56,37 36,50 57,55 4,87 1,42 1873 10,02 6,52 548 4,00 148 099 1,20 297,35
BR-2 7,87
BRO 585 0,929 56,68 17,58 536 69,85 64,55 0,64 0,38 26,63 17,10 60,54 6,15 1,45 19,84 9,47 53,18 44,71 32,64 2,80 1,88 7,94 336,00
BRL 6,75 0,932 58,71 17,38 4,92 76,13 6826 0,64 0,41 31,05 20,07 52,90 4,01 1,00 17,79 10,49 30,14 2534 18,50 577 3,86 535 304,52
BR2 6,63 0,927 59,31 16,50 4,68 87,89 7876 0,61 0,40 3523 21,75 53,41 4,62 1,24 16,48 12,62 3523 29,62 21,62 2,61 175 541 337,17
BR3 533 0,930 59,58 17,06 526 11521 109,21 0,63 0,41 47,37 30,73 60,12 4,69 1,25 20,13 10,09 30,23 2542 18,55 3,40 228 4,88 339,86
BR4 521 0,926 60,89 16,96 6,03 113,34 102,93 0,66 0,42 47,67 31,56 54,16 4,71 1,44 19,55 1131 1540 12,95 945 4,10 2,75 2,97 320,94
BR5 510 0,922 61,44 16,26 580 117,37 106,69 0,62 0,40 46,52 29,82 61,01 562 1,67 18,24 10,28 1429 12,02 877 3,41 228 267 347,46




