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Extrato de espinafre como fonte de nitrito em
linguica frescal: atributos de qualidade e
estabilidade durante o armazenamento
refrigerado

Spinach Extract as a source of nitrite in fresh
sausages: quality attributes and stability during refrigerated
storage

Resumo

Introdug¢@o: Os consumidores tém inUmeras preocupacdes em relagdo a saude,
dentre as quais 0 consumo elevado de aditivos quimicos, como os conservantes, que
a0 reagir com substancias presentes nos alimentos podem produzir compostos
cancerigenos. Alguns vegetais, como o espinafre, podem ser fontes naturais desses
conservantes, e sua aplicagdo pode aumentar a saudabilidade dos produtos carneos.
Objetivo: Avaliar os efeitos do extrato de espinafre como fonte de nitrito para
conservacdo de linguicas frescais, armazenadas durante 35 dias sob refrigeracdo.
Material e Método: Quatro formula¢8es foram produzidas: controle positivo, com sal
de cura comercial (CP), controle negativo, sem sal de cura (CN), extrato de espinafre
(EE) e extrato de espinafre pré-convertido por bactérias nitrato-redutoras (EEPC). As
linguicas foram avaliadas através da composi¢do centesimal, cor, teor residual de
nitrito, TBARS e avaliagdo microbioldgica. Resultados: O sal de cura (CP) resultou em
menores altera¢Bes na coloracdo das linguicas frescais. O TBARS aumentou
aproximadamente 2,5 vezes (p<0,05) ao longo dos 35 dias, em todas as formulaces,
e 0s menores valores, ao final desse perfodo, foram encontrados nas formula¢des CP
e EEPC. Estas mesmas formula¢Bes apresentaram os maiores teores residuais de
nitrito e menor contagem de BAL e enterobactérias (35 dias), 0 que comprova que o
EEPC é tdo eficiente quanto o sal de cura comercial como conservante em linguica
frescal armazenada sob refrigeracdo. Conclusdo: O uso de EEPC pode ser uma
alternativa promissora para a indUstria carnea, possibilitando o desenvolvimento de
produtos clean label que atendam a demanda por produtos mais saudaveis.

Palavras-chave: Nitrato. Produtos da carne. Alimento saudavel. Vegetais.

Abstract

Introduction: Consumers express concerns about chemical additives in the diet,
including preservatives, which can produce carcinogenic compounds when
interacting with substances present in food. Some vegetables, such as spinach, can
be natural sources of preservatives, and their application can increase the healthiness
of meat products. Objective: To evaluate the effects of spinach extract as a source of
nitrite for the preservation of fresh sausages during 35 days of refrigerated storage.
Material and Method: Four formulations were produced: positive control, with
commercial curing salt (CP), negative control, without curing salt (CN), spinach extract
(EE) and spinach extract pre-converted by nitrate-reducing bacteria (EEPC). The
sausages were evaluated for proximate composition, color parameters, residual
nitrite content, TBARS, and microbiological characterization. Results: The curing salt
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(CP) led to a few changes in the color of the fresh sausages. TBARS increased
approximately 2.5 times (p<0.05) during the 35 days for all formulations, and the
lowest values were found for the formulations CP and EEPC at the end of the storage.
These formulations had the highest residual nitrite levels and the lowest LAB and
enterobacteria count (35 days), which proves that EEPC is an effective preservative to
replace commercial curing salt in fresh sausages subjected to refrigerated storage.
Conclusion: The use of EEPC can be a promising alternative for the meat industry,
enabling the development of clean-label products that meet the demand for healthier
products.

Keywords: Nitrate. Meat products. Healthy food. Vegetables.
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INTRODUCAO

Os sais de cura a base de nitrito e nitrato sdo utilizados em produtos carneos curados, a fim de auxiliar
no desenvolvimento da cor e do sabor, controlar a oxidacdo lipidica, retardando o desenvolvimento da
rancificacdo, e inibir o crescimento de micro-organismos patogénicos, como o Clostridium botulinum. Esses
aditivos quimicos sdo frequentemente utilizados em associa¢do, devido ao nitrato ser mais benéfico nos
processos de cura no longo prazo, enquanto os nitritos geralmente atuam no infcio do processo.’

Pesquisas apontam que 0s nitritos e nitratos contidos nos produtos carneos podem reagir com certas
aminas presentes nos alimentos e produzir compostos N-nitrosos, como as nitrosaminas, que sdo
cancerigenos responsaveis por desencadear um aumento no risco de cancer gastrico, principal enfermidade
associada ao consumo de carnes processadas.”*

Em geral, os consumidores tém inumeras preocupacfes em relacdo a saude e seguranca dos
alimentos, dentre as quais o consumo de produtos com grande quantidade de aditivos quimicos nas
formula¢des, como os conservantes, 0 que aumenta a demanda por alimentos com ingredientes naturais
em sua composicdo. Alguns vegetais podem ser fontes naturais de nitrito e nitrato, como beterraba, semente
de uva, castanhas, polpa de tomate organico, alho-pord, espinafre, entre outros. Estes possuem, em sua
composicdo, consideraveis quantidades de nitrato, que podem ser utilizadas como fonte alternativa deste
aditivo em produtos a base de carne.>8

O espinafre (Spinacia oleracea), além de ser conhecido pelo seu alto teor de ferro, possui em sua
formulagdo elevadas quantidades de nitrato e nitrito, sendo que os niveis de nitrato sdo considerados
significativamente altos neste folhoso.”'" Sebranek & Bacus'? relataram niveis de 3.227 ppm de nitrato no
suco de espinafre. Além disso, o facil plantio e o rapido crescimento em qualquer esta¢cdo do ano tornam o
espinafre uma matéria-prima rentdvel para aplicacdo na industria alimenticia.’

Considerando a necessidade de as industrias alimenticias reduzirem e/ou substituirem o uso de
aditivos quimicos na produgdo de alimentos, a fim de produzir alimentos mais saudaveis, e também o
elevado conteddo de nitrato no espinafre, que pode servir como um conservante natural para esse tipo de
industria, o objetivo deste estudo foi avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas de linguicas
frescais suinas com adi¢do de extratos de espinafre e de espinafre pré-convertido por bactérias nitrato-
redutoras como fonte alternativa de nitrito durante o armazenamento sob refrigeracao.

MATERIAL E METODO
Material

Os reagentes utilizados para a realizagdo das andlise se elaborac¢do das linguicas foram: hidroxido de
sodio, tetraborato de sddio, acetato de zinco, fosfato de sédio dibasico e ferrocianeto de potassio da Synth
(Sdo Paulo, Brasil). Sulfanilamida e N-(1-Naftil) etilenodiamina (NED) da Sigma-Aldrich (Sdo Paulo, Brasil). Agar
plate count (PCA), agar MRS e agar VRBG da Merck (Belo Horizonte, Brasil). O sal de cura utilizado foi o Kura
Tel Frescal da Conatril - SBR Foods Ltda (Rio Claro, Brasil). Os demais reagentes eram de grau analitico. Os
espinafres foram coletados na cidade de Chapec6-SC, Brasil (latitude: 27° 05" 47" S, longitude: 52° 37 06" W).
As matérias-primas utilizadas para a producdo das linguicas frescais foram adquiridas em mercado local da
cidade de Pinhalzinho-SC.
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Obtencao do po do espinafre

Os espinafres foram higienizados com solucdo de hipoclorito de sédio 200 ppm por 15 min e, apds,
enxaguados em agua corrente. Os espinafres (talo e folha) foram submetidos ao processo de secagem a 80
°C (temperatura baseada em pré-testes) em estufa com sistema de convecc¢do forcada de ar CE-205 (Cienlab,
Brasil) até atingir niveis inferiores a 10% de umidade (aproximadamente 6 h). Apds, foram triturados em
liquidificador (Diamante 800, Britania, Brasil) e peneirados em peneira de Tyler de 32 mesh (Bertel, Brasil).

Preparo e caracterizacao dos extratos do espinafre

Para o preparo dos extratos, 20 g do po de espinafre foram misturados com 200 mL de agua destilada
e mantidos por 2 horas a 90°C em banho termostatico SSD 5L (Solidsteel, Brasil) para extracdo dos
compostos de interesse, seguindo metodologia proposta por Gardes et al.,'* com adapta¢des. Em seguida,
o0 extrato foi dividido em duas partes, extrato 1 (extrato de espinafre pré-convertido - EEPC) e extrato 2
(extrato de espinafre - EE). Ao EEPC foi adicionado 0,05% (m:v) de cultura de nitrato redutase ativa
contendo Staphylococcos carnosus Staphylococcos xylosus (Bactoferm SM-75, CHR Hansen) e a mistura foi
mantida em uma incubadora shaker Luca-223 (Lucadema, Brasil) a 30 °C por 24 horas, com agitacdo de 100
rpm. Apds, a solucdo foi centrifugada em centrifuga SL-700 (Solab, Brasil) a 6.000 rpm por 10 minutos e o
sobrenadante foi filtrado com papel filtro Whatman n° 1 e mantido em estufa de secagem modelo 80/280
(Lucadema, Brasil) a 90 °C por 15 horas para concentracao do extrato e inativa¢cdo da cultura. O EE foi
centrifugado por 10 minutos a 6.000 rpm e o sobrenadante filtrado com papel filtro Whatman n°® 1 e mantido
em estufa de secagem 80/280 (Lucadema, Brasil) a 90 °C por 15 horas, para concentracdo do extrato. Os
extratos EEPC e EE foram armazenados em frascos ambar, a 4 °C e avaliados, em triplicata, através das
analises descritas a seguir.

Determinagdo de pH, conforme método 981.12."> Teor residual de nitrito através do método
espectrofotométrico descrito por Oliveira et al.,'® em que 10 g de amostra foram quantificadas em um
Erlenmeyer e adicionadas de 100 mL de agua deionizada a 60 °C. Em seguida foram acrescentados 5 mL da
solucdo de tetraborato de sédio a 0,5% (m:v) e mantida por 15 minutos sob agitacdo em banho termostatico
LUCA-157/28 (Lucadema, Brasil). Apds, a solugdo foi transferida para um baldo volumétrico de 250 mL e
foram adicionados 5 mL de solucdo de ferrocianeto de potassio 15% (m:v) e 5 mL de solu¢do de acetato de
zinco 30% (m:v), e o volume foi completado com agua deionizada. A solucdo foi filtrada em papel filtro
Whatman n° 1, e 10 mL destes foram transferidos para um baldo volumétrico de 50 mL, onde foram
adicionados 5 mL da solugdo de sulfanilamida 0,5% (m:v) e esta permaneceu em repouso por 3 minutos. Em
seguida, foram adicionados 4 mL de solu¢do NED 0,5% (m:v), e o volume foi completado com agua
deionizada. A solu¢do remanescente foi mantida em repouso por 30 minutos e a leitura foi realizada em
espectrofotémetro Cirrus 80SA (Femto, BRA) em um comprimento de onda de 540 nm. A curva padrdo foi
previamente preparada com concentra¢ées de 0,16 a 1,12 mg.kg' de nitrito de sédio seguindo o mesmo
tratamento dado as amostras. Os resultados foram expressos em mg.kg' de amostra.

Teor residual de nitrato, através do método proposto por Cataldo et al.,'” com adaptacées. Transferiu-
se 0,2 mL dos extratos para um Becker contendo 0,8 mL de solugdo de acido salicilico 5% (v/v) em acido
sulfurico PA e esta foi mantida durante 20 minutos em temperatura ambiente para ocorréncia da reacdo.
Em seguida, foram adicionados 19 mL de hidréxido de sddio 2 N e apds a estabilizacdo da temperatura (25
°(C), para o desenvolvimento da cor, foram efetuadas as leituras em espectrofotémetro Cirrus 80SA (Femto,
Brasil) no comprimento de onda de 410 nm. A curva padrdo foi preparada com concentra¢des de 0,002 a
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0,06 mgmL" de nitrato de sédio seguindo o mesmo tratamento das amostras. Os resultados foram
expressos em mg.kg' de amostra.

Producao das linguicas frescais com extrato do espinafre

As linguicas frescais foram elaboradas conforme formula¢gdes descritas na Tabela 1, sendo elas:
controle negativo (CN), contendo apenas matéria-prima carnea; controle positivo (CP), contendo sal de cura
com nitrato/nitrito; EEPC, contendo 4% do extrato EEPC (pré-convertido por bactérias nitrato-redutoras); e
EE, contendo 4% de extrato EE. As linguicas foram produzidas a partir da carne e gordura suina previamente
trituradas em disco de 8 mm em moedor industrial MSI-10 (Becker, Brasil), adicionadas dos demais
ingredientes e misturadas de forma manual por 15 minutos; em seguida foram embutidas em tripa natural
suina com calibre de 36 mm. A formulagdo controle possui menor conteldo de sal, devido ao condimento
de nitrito/nitrato de sédio adicionado conter sal em sua formulacéo.

Tabela 1. Formulac¢8es das linguicas frescais suinas produzidas com diferentes tipos de conservantes.
Pinhalzinho, SC, 2022.

Matérias-primas e ingredientes CN (%) CP (%) EEPC (%) EE (%)
Pernil suino 85 85 85 85
Toucinho 15 15 15 15
Sal 2 1,575 2 2
Eritorbato de sédio 0,1 0,1 0,1 0,1
AgUcar 0,1 0,1 0,1 0,1
Alho em pd 0,05 0,05 0,05 0,05
Cebola em pé 0,05 0,05 0,05 0,05
Pimenta preta em pd 0,025 0,025 0,025 0,025
Agua 4 4 - -
Extrato de espinafre (E1) - - 4 -
Extrato de espinafre (E2) - - - 4

Sal de cura - 0,425 - -

Linguicas frescais suinas produzidas com diferentes conservantes: CN-Controle negativo, sem sal de
cura; CP - controle positivo com sal de cura; EE - extrato de espinafre; EEPC - extrato de espinafre pré-
convertido.

As linguicas foram embaladas a vacuo em seladora 200 S (Selovac, Brasil) e armazenadas sob
refrigeracdo a 4 °C (Solid Steel, Brasil). Todos os tratamentos foram replicados trés vezes. Para cada réplica,
foram produzidas 13 linguicas por tratamento. As amostras foram submetidas a andlise de composi¢do
centesimal, e no periodo de 1, 7, 14, 21, 28 e 35 dias de armazenamento sob refrigeracdo (4 °C), foram
analisadas quanto a pH, parametros de cor, substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), teor de
nitrito residual e andlises microbioldgicas, conforme descricdes a seguir.
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Caracterizacao das linguicas frescais com extrato do espinafre

A composi¢do centesimal das linguicas foi determinada 24 horas apds sua elaboracdo, seguindo as
metodologias descritas pela AOAC."> Umidade (método 925.45 (b)), gordura (método Soxhlet 920.39 (c)),
cinzas (método 940.26) e proteina (método 920.152) foram realizadas em triplicata. O pH e o teor residual
de nitrito foram avaliados, em triplicata, conforme metodologias descritas para a caracterizacdo dos extratos
de espinafre.

Os parametros de cor foram avaliados, em triplicata, utilizando colorimetro portatil MiniScan EZ (Hunter
Lab, Brasil) através dos parametros L* (luminosidade) (preto (0) a branco (100)), a* (de verde (-a*) a vermelho
(+a*)) e b* (de azul (-b*) a amarelo (+b), conforme instrucdes do fabricante. Os parametros a* e b* foram
quantificados, e a partir destes foram obtidos os valores de croma (C*) e angulo® Hue."®

O indice de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) é utilizado para avaliar a oxida¢do
lipidica, e foi determinado pelo método espectrofotométrico descrito por Marangoni & Moura,’ com
modifica¢cBes. Foram utilizados 5 g de amostra de cada formulagdo, em triplicata, sendo estas
homogeneizadas em 30 mL de soluc¢do de acido tricloroacético 7,5%. A mistura foi filtrada em papel filtro
qualitativo e uma aliquota de 2 mL do filtrado foi transferida para um tubo de ensaio com 2 mL de solugdo
de acido tiobarbiturico 0,02 M, o qual foi imerso em banho termostatico digital SSD 5L (Solidsteel, Brasil) a
100 °C por 20 minutos. Apds, os tubos foram resfriados a temperatura ambiente e a leitura foi realizada em
espectrofotébmetro Cirrus 80SA (Femto, Brasil) em comprimento de onda de 532 nm. A curva padrdo foi
desenvolvida com concentra¢des de 0,00 a 0,9 ug.mL" de 1,1,3,3-tetraetoxipropane (TEP). Os resultados
foram expressos em mg de malonaldeido (MDA).kg" de amostra.

Para a contagem de micro-organismos mesofilos aerdbios, bactérias acido-lacticas (BAL),
enterobactérias e psicrotréficos foram transferidos, assepticamente, 10 g de amostra de cada formulacao
para sacos plasticos esterilizados tipo stomacher, e adicionados 90 mL de solu¢do salina peptonada a 0,1%.
Inoculou-se 0,1 mL das dilui¢cSes apropriadas na superficie das placas de Petri contendo agar platecount (PCA)
para contagem de aerdbios mesdfilos, incubadas a 37 °C por 48 horas; agar de Man Rogosa & Sharpe (MRS)
para determinac¢do de BAL, incubadas a 37 °C por 48 horas; agar Vermelho Violeta Bile Glicose (VRBG), para
contagem total de enterobactérias, incubadas a 37 °C por 24 horas, de acordo com Pintado et al.,,?° e PCA
para contagem de bactérias aerdbias psicrotréficas, incubadas a 10 °C por 10 dias, de acordo com Schilling
et al.?" As placas que apresentaram col6nias foram avaliadas e o resultado foi expresso em log UFC.g™".

Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada com o software STATISTICA 14 Trial (Statsoft), pela analise de variancia
(ANOVA) e comparacao de média pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSOES
Caracterizacao do extrato do espinafre

Em relagdo ao teor residual de nitrito e nitrato dos extratos de espinafre, observou-se diferenca
significativa (p<0,05) para as amostras EEPC e EE. As amostras EEPC apresentaram teores de 596,99+0,75 e
1162,68+0,44 mg.kg" de teores residuais de nitrato e nitrito, respectivamente; ja as amostras de extrato de
espinafre (EE) apresentaram 923,22+0,37 e 528,34+0,65 mgkg' de teores residuais de nitrato e nitrito,
respectivamente. A cultura nitrato redutase foi capaz de converter o nitrato em nitrito no extrato de
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espinafre, resultando em valores duas vezes maiores de nitrito em EEPC. Para o pH ndo foram encontradas
diferencas significativas (p>0,05) entre as amostras EEPC e EE (5,72+0,05 e 5,77+0,01, respectivamente).

Caracterizacao das linguicas frescais produzidas com diferentes conservantes

Ndo houve diferenca significativa entre as formula¢des (p>0,05) em relacdo a umidade, gordura,
proteina e cinzas (Tabela 2). As linguicas elaboradas atenderam aos padres de identidade e qualidade
requeridos para o produto, segundo a legislacdo brasileira,?? que estabelece os seguintes limites: maximo
de 30% de gordura, minimo de 12% de proteina e maximo de 70% de umidade. Estes resultados confirmam
gue a adicdo do extrato de espinafre ndo alterou as caracteristicas fisico-quimicas das amostras, indicando
que é possivel utilizar o extrato na formulacdo de linguicas frescais suinas na concentracdo avaliada.

Tabela 2. Composi¢do centesimal das linguigas frescais suinas, durante os 35 dias de armazenamento sob refrigeracdo
(4 °C). Pinhalzinho, SC, 2022.

Amostras Umidade (%) Proteina (%) Gordura (%) Cinzas (%)
CN 64,20+1,58 16,01+0,08 11,08+0,41 2,51+0,07
cP 64,01+2,09 15,98+0,07 11,40+0,23 2,68+0,07
EEPC 64,98+1,24 15,92+0,10 11,36+0,29 2,65+0,20
EE 63,65+1,19 15,94+0,06 11,37+0,54 2,68+0,13

Média + desvio padrdo. Linguicas frescais suinas produzidas com diferentes conservantes: CN-Controle
negativo, sem sal de cura; CP - controle positivo com sal de cura; EE - extrato de espinafre; EEPC - extrato de
espinafre pré-convertido. As amostras ndo apresentaram diferenca significativa entre si para nenhum dos
parametros avaliados (p>0,05).

Para o pH (Figura 1), observou-se uma diminuicdo (p<0,05) em todas as formulacdes durante os 35
dias de armazenamento, redu¢do que pode ser atribuida ao aumento da contagem das bactérias acido-
lacticas (Tabela 4). Estas bactérias tém como seu produto metabdlico o acido latico e, consequentemente, a
diminuicdo do pH.?? Djeri & Williams'" relataram, em seu estudo, a reduc¢do do pH da mortadela adicionada
de pd de suco de aipo como substituto para o nitrito a partir da terceira semana de armazenamento, devido
ao aumento no log UFC.g"" de bactérias acido-lacticas, resultado semelhante ao encontrado neste estudo.
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Figura 1. Resultados das analises de pH, oxidacdo lipfdica pelo método TBARS e teor residual de nitrito das linguicas
frescais suinas, durante os 35 dias de armazenamento sob refrigeracdo (4 °C)
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Linguicas frescais suinas produzidas com diferentes conservantes: CN-Controle negativo, sem sal de
cura; CP - controle positivo com sal de cura; EE - extrato de espinafre; EEPC - extrato de espinafre pré-
convertido. Letras minUsculas diferentes em um mesmo tempo de armazenamento apresentam diferenca
significativa (p<0,05). Letras mailsculas diferentes entre os tempos de armazenamento apresentam
diferenca significativa (p<0,05).

Em relagdo aos parametros de cor L*, C* e °Hue das linguicas frescais durante os 35 dias de
armazenamento (Tabela 3), observou-se um aumento (p<0,05) nos valores de L* para as amostras CN, EEPC
e EE do 1° ao 35° dia, oposto do que era esperado, j& que durante o armazenamento de derivados carneos,

sob vacuo, ocorre a oxidagdo da mioglobina em metamioglobina, de coloragdo marrom, que resulta no
Demetra. 2023;18:e76179
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escurecimento das amostras. Entretanto, alguns fatores como desnaturacao proteica e exsudacdo de agua,
que sdo intensificados pela diminuicdo do pH (Figura 1), podem ter resultado no aumento observado.?*

Resultados semelhantes a este estudo também foram relatados por Sucu & Turp’ na aplicagdo de p6
de beterraba como substituto ao nitrito em linguica bovina, a partir de 56 dias de armazenamento.

Em relacdo aos valores de L* entre as amostras, para 0 mesmo dia, observou-se que no primeiro dia
ndo houve diferenca significativa (p>0,05), entretanto, no ultimo dia de armazenamento, as amostras CP
apresentaram menor valor de L* (p<0,05), ou seja, mais escuras. Esta formulacdo também foi a Unica que
nao apresentou variacdo neste parametro ao longo dos 35 dias avaliados, indicando que o sal de cura
comercial mantém a estabilidade da cor, o que ndo foi observado nas demais formulaces.

Tabela 3. Parametros de cor luminosidade (L*), tonalidade (°Hue) e cromaticidade (C*) das linguicas frescais
suinas, durante os 35 dias de armazenamento sob refrigeracao (4 °C). Pinhalzinho, SC, 2022

Dias
Amostra 1 7 14 21 28 35
L*
CN 38,21+0,413C 41,99+0,77%8 41,870,288 48,04+0,40% 48,27+0,66% 48,31+1,00%
cp 38,64+1,54% 40,97+0,77% 40,58+0,93bA 40,25+1,374 39,58+0,16% 41,04£0,510A
EEPC 37,65+0,45%C 37,93+0,56°C 38,90+0,65€ 43,68+0,92°8 47,07+0,772A 48,74+0,38%
EE 40,16+1,05% 42,27+0,1930 42,83+0,5920 44,57+0,86°8C 45,91+0,45048 47,23+0,65%
°Hue
CN 57,111,422 53,13+0,06% 54,84+ 1,610 60,60+0,610A 55,89+1,960A 60,90+1,72A
cp 53,56:+0,78°C 61,84+1,62348 60,77+1,8536C 65,58+1,28%8 67,57+0,52348 68,09+1,6830A
EEPC 55,35+0,7820%8 54,46+0,585B 64,121,422 67,44+1,563 65,84+1,54%A 71,35+1,70%A
EE 57,29+1,12%€ 55,58+0,68°C 60,84+1,48%8 65,101,423 65,191,644 65,84+0,7204
C*
CN 13,370,12048C  13,95+0,79%8  1335+1,167A8C  14,56+0,36% 12,730,28"¢C  12,04+0,145C
cP 12,91+0,3848 14,14+0,50% 13,78+0,54% 13,45+0,57%A 12,010,428 12,95+0,6820A8
EEPC 14,56+0,40A 14,45+1,16A 15,02+0,25% 14,35+0,522A 14,47+0,943A 13,99+0,46%A
EE 14,15+0,2930ABC 14,84+0,39%A 14,36+0,61348 13,41+0,5438C 13,14+0,2525C 13,46+0,2538C

Média + desvio padrdo. Linguicas frescais suinas produzidas com diferentes conservantes: CN-Controle
negativo, sem sal de cura; CP - controle positivo com sal de cura; EE - extrato de espinafre; EEPC - extrato de
espinafre pré-convertido. Letras minUsculas diferentes na mesma coluna apresentam diferenca significativa
entre as amostras (p<0,05). Letras mailsculas diferentes na mesma linha apresentam diferenca significativa
entre as amostras (p<0,05).

As amostras de linguica variaram de 53,56° a 71,35°, ou seja, permaneceram entre as cores vermelha
(0°) e amarela (90°).2> Os valores de °Hue para a formulagdo CP apresentaram aumento significativo (p<0,05)
ao longo dos 35 dias de armazenamento. EEPC apresentou um aumento, e em seguida, apos o 14° dia de
armazenamento, observou-se estabilizacdo. O mesmo comportamento foi observado na amostra EE, um
significativo aumento (p<0,05) até o 21° dia de armazenamento. Ja para CN, ndo foi observada diferenca
significativa ao longo dos 35 dias avaliados (p>0,05). A coloracdo avermelhada das linguicas, observada com
mais énfase nos dias 1 e 7, é devido a formacdo da oximioglobina.?® O aumento do °Hue observado nas



DEMETRA

amostras CP, EEPC e EE, que indica um aumento na tonalidade amarelada, estad associado as reac¢des
oxidativas dos lipidios ligados a formacdo de polimeros de cor amarelada,?” sendo que os resultados obtidos
para a oxidacdo lipidica no presente estudo (Figura 1) corroboram esta afirmacdo. Ainda, o aumento do °Hue
pode ser atribuido ao pigmento contido no extrato de espinafre, naturalmente verde. Outra possivel
explicacdo para esse aumento pode ser consequéncia da destruicdo da mioglobina pelo desenvolvimento
bacteriano, ja que os micro-organismos utilizam a mioglobina como nutriente, desenvolvendo uma coloracao
esverdeada e/ou amarelada.??

A saturacdo esta ligada diretamente a concentracdo do elemento corante e representa um atributo
quantitativo. Quanto maior C*, maior a saturacdo das cores perceptiveis aos humanos.?> Para os valores de
C*, de maneira geral, ndo foram observadas diferencas significativas (p>0,05) nas amostras avaliadas ao
longo dos 35 dias de armazenamento. Cabe ressaltar que as altera¢8es observadas na cor em maiores
tempos de armazenamento podem ser solucionadas com uma pratica comum realizada pelas inddstrias de
derivados carneos, em especial linguicas frescais, que é a utilizacdo de corantes naturais, como o carmim, o
gue poderia minimizar qualquer rejeicdo sensorial oriunda do uso do extrato de espinafre.

Os valores para a oxidacao lipidica, de todas as linguicas avaliadas, aumentaram aproximadamente 2,5
vezes (p<0,05) durante o periodo avaliado (Figura 1). Em 35 dias de armazenamento, ndo foi observada
diferenca significativa (p>0,05) entre CP e EEPC, ou seja, 0 extrato pré-convertido foi tdo eficiente quanto o
sal de cura comercial no controle da oxidagdo lipidica nas linguicas frescais suinas. Estudos utilizando extrato
de espinafre em lombo de porco curado obtiveram efeito protetor semelhante no controle da oxida¢do dos
lipidios em relacdo ao nitrito sintético.’® Nota-se também que o CN apresentou maior oxidacdo nos dias 21
e 35 de armazenamento (p<0,05), ou seja, a adi¢do de nitrato/nitrito, na forma de extrato de espinafre ou de
sal de cura comercial, é capaz de inibir o processo de oxidagdo em produtos carneos.' Rosa et al.?? relataram
que valores de até 1,59 mg de MDA kg ' na carne ndo sdo percebidos por andlise sensorial e ndo causam
danos a saude do consumidor. Neste estudo, apenas as amostras de controle positivo (CP) e amostras com
extrato de espinafre pré-convertido (EEPC) mantiveram seus valores abaixo de 1,59 mg de MDA kg para os
35 dias de armazenamento, com isso, teoricamente, do ponto de vista sensorial, possivelmente estariam
aptas para o consumo.

O maior teor residual de nitrito (p<0,05) foi encontrado para a amostra CP (Figura 1), no 1° dia de
armazenamento, consequentemente, pela propria composicdao do sal de cura adicionado, que contém
nitrato e nitrito de sdédio. Aos 7, 14 e 21 dias de armazenamento, a amostra EEPC apresentou valores iguais
ao controle positivo (p<0,05). Ja ao final do armazenamento (28 e 35 dias), a amostra EEPC atingiu valores
maiores do que o CP, ou seja, as amostras com sal de cura diminuiram mais rapidamente o contelddo de
nitrito.

Essa diminui¢do mais acentuada em CP também foi verificada por Bertol et al.>° em salame com extrato
de alecrim e aipo. Ao longo do armazenamento, uma diminui¢do do teor residual de nitrito foi observada em
CP e EEPC (p<0,05). Durante a etapa de cura, o nitrato é reduzido a nitrito e este em Oxido nitrico que reage
com o ferro da molécula do pigmento heme da carne, resultando na nitrosomioglobina, que é responsavel
pela formacdo da coloracdo résea tipica de produtos carneos curados.?

Alinguica frescal com extrato de espinafre, que ndo recebeu uma pré-conversao (EE), apresentou baixo
teor residual de nitrito do primeiro ao Ultimo dia de armazenamento. Este extrato possui altos valores de
nitrato e, possivelmente, precisaria de mais tempo (ja que a acdo das bactérias nitrato-redutoras pode ser
lenta) para que a conversdo a nitrito ocorresse. A amostra CN ndo foi apresentada na Figura 1, pois ndo foi
detectado teor residual de nitrito nesta formulagdo.
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As linguicas apresentaram uma concentracdo inicial (dia 1) de micro-organismos mesdfilos de
aproximadamente 3,5 log UFC.g" (Tabela 4), valores que se encontram dentro dos parametros determinados
pela Instrugdo Normativa n°® 161, de 1 de julho de 2022, que estabelece os parametros microbiolégicos para
os alimentos.?? No 35° dia de armazenamento, os tratamentos CP, EEPC e EE ndo apresentaram diferenca
significativa (p>0,05), ao contrario do CN, que apresentou maiores contagens de bactérias mesdfilas para
este dia (p<0,05). Esses resultados indicam que os extratos de espinafre e espinafre pré-convertido
possivelmente apresentam atividade antimicrobiana semelhante ao sal de cura comercial em linguica frescal
suina refrigerada.

Tabela 4. Contagem de micro-organismos mesdfilos, psicrotréficos, bactérias acido-lacticas e enterobactérias (log
UFC.g™") das linguicas frescais suinas, durante os 35 dias de armazenamento sob refrigeracdo (4 °C). Pinhalzinho, SC,

2022.

Tempo de estocagem (dias)
Amostras 1 7 14 21 28 35
Meséfilos
CN 3,55+0,09%P 6,25+0,10%¢ 6,55+0,1738 6,33+0,073B¢ 6,04+0,063¢ 7,96+0,15%
cP 3,51+0,123P 3,89+0,090¢D 4,61+0,33<C 5,53+0,41b8 5,82+0,4638 6,63+0,335*
EEPC 3,42+0,143¢ 4,38+0,430D 4,90+0,15bccP 5,15+0,12b8C 5,76+0,2123 7,04+0,14bA
EE 3,52+0,122¢ 4,29+0,240bC 5,46+0,468 6,67+0,15 6,61+0,18% 7,05+0,110A
Psicrotréficos
CN 4,29+0,032¢ 7,47+0,15A 7,29+0,01348 7,35+0,202b48 7,45+0,043A 7,61+0,04%4
cP 4,17+0,142°P 4,44+0,11<P 5,21+0,27°¢ 6,55+0,25¢E 7,05+0,05P48 7,51+0,05PA
EEPC 4,27+0,218¢ 6,81+0,04bA8 7,19+0,199A 7,09+0,05PA 6,63+0,17B 7,42+0,09PA
EE 4,28+0,093¢ 7,39+0,1338 7,60+0,143A8 7,68+0,193A8 7,41+0,05%8 7,92+0,113A
Bactérias Acido-LActicas
CN 3,14+0,14°€ 5,44+0,36%° 5,92+0,14b8 6,25+0,07°8 6,31+0,16%8 7,26+0,15%
CcP 4,68+0,16C

3,04+0,123P 3,41+0,230 5,66+0,29 6,40+0,23% 6,50+0,1204
EEPC 2,70+0,093P 3,65+0,09°¢ 4,37+0,09¢ 4,97+0,0998 4,86+0,098 6,28+0,10PA
EE 2,62+0,15% 5,85+0,133¢ 6,70+0,08%8 6,73+0,09%8 5,23+0,27°¢ 7,37+0,04%
Enterobactérias
CN 1,91+0,132C 3,30+0,25%8 4,15+0,19%A 3,33+0,05%8 4,29+0,45% 4,59+0,35%
cP 2,00+0,1388¢ 1,68+0,33<C 2,02+0,16B¢ 2,31+0,0704B 2,45+0,22048 2,75+0,03PA
EEPC 2,08+0,26%8 2,23+0,06P8 2,54+0,23B 2,62+0,320AB 2,62+0,11048 2,93+0,54bA
EE 2,20+0,06%P 2,76+0,1020¢ 3,28+0,37P5 3,72+0,21248 3,81£0,11 4,19+0,06%4

Média + desvio padrdo. Linguicas frescais suinas produzidas com diferentes conservantes: CN-Controle
negativo, sem sal de cura; CP - controle positivo com sal de cura; EE - extrato de espinafre; EEPC - extrato de
espinafre pré-convertido. Letras minUsculas diferentes na mesma coluna apresentam diferenca significativa
entre as amostras (p<0,05). Letras mailsculas diferentes na mesma linha apresentam diferenca significativa
entre as amostras (p<0,05).

Em relagdo as bactérias psicrotrdéficas (Tabela 4), observou-se aumento significativo (p<0,05) para as
amostras CN, EEPC e EE do 1° ao 7° dig, e estas, de maneira geral, se mantiveram estaveis ou sofreram um
pequeno aumento até o Ultimo dia de armazenamento avaliado. A amostra CP apresentou aumento
significativo (p<0,05) apds 14 dias de armazenamento, e aos 35 dias de armazenamento ndo diferiu
estatisticamente (p>0,05) da amostra EEPC, indicando que a adicdo de EEPC apresentou a¢do similar ao sal
de cura comercial sobre estes micro-organismos.
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Os micro-organismos psicrotréficos, embora ndo previstos na legislacdo vigente, podem ser utilizados
como indicadores de vida de prateleira, uma vez que apresentam bom desenvolvimento em temperaturas
de refrigeracdo, capazes de deteriorar o produto, diminuindo a vida Util de alimentos refrigerados.?
Miyagusku et al.** ao avaliarem cortes de peito de frango irradiados, observaram que em contagens de
bactérias psicrotréficas acima de 6 log UFC.g™' pode haver a formacdo de limosidade superficial no produto
e odor desagradavel.

A contagem de bactérias acido-lacticas (Tabela 4), no dia 1, ndo apresentou diferenca significativa entre
as formulacBes (p>0,05). Ao longo da vida util, houve aumento no nimero de BAL em todas as formulagdes
das linguicas elaboradas. Em 35 dias de armazenamento, as linguicas CP e EEPC apresentaram as menores
contagens para este micro-organismo e ndo diferiram estatisticamente entre si (p>0,05).

Este comportamento, de elevada contagem para CN e EE em 35 dias de armazenamento, pode ser
justificado pelo baixo teor de nitrito ou nenhuma adi¢do desse conservante nessas formulac¢8es, o que pode
ter ocasionado aumento na producdo de BAL.* Segundo Sukumaran et al.*® produtos cdrneos que
apresentam contagens de bactérias acido-lacticas superiores a 7 log UFC.g " sdo imprdéprias para o consumo;
sendo assim, CP e EEPC podem ser consideradas aptas ao consumo apos 35 dias de armazenamento.

Para a contagem de enterobactérias (Tabela 4), 0 mesmo comportamento ja relatado para as bactérias
acido-lacticas foi observado. Inicialmente, as formula¢8es ndo apresentaram diferenca significativa, e ao
longo do tempo, um aumento (p<0,05) foi observado em todas as formula¢Bes, sendo que CP e EEPC
apresentaram os menores valores e ndo diferiram entre si no 35° dia de armazenamento (p<0,05).

Contagens elevadas de enterobactérias podem ser atribuidas a qualidade microbiana da matéria-
prima3’ e estdo geralmente envolvidas na deterioracdo da carne.® Estes resultados mostram, mais uma vez,
que o extrato de espinafre pré-convertido é tdao eficiente quanto o sal de cura comercial na inibicdo de micro-
organismos patogénicos.

CONCLUSAO

As linguicas frescais suinas utilizando o extrato de espinafre apresentaram caracteristicas fisico-
guimicas - como umidade, proteina, gordura e cinzas - iguais as linguicas produzidas com sal de cura
comercial. O uso do extrato de espinafre pré-convertido mostrou-se mais eficiente no processo de inibi¢dao
da oxidacado lipidica e controle do crescimento de micro-organismos mesdfilos, bactérias acido-laticas e
enterobactérias das linguicas frescais suinas, ao longo de 35 dias de armazenamento sob refrigeracdo,
guando comparado com a formulagdo contendo o extrato de espinafre sem conversdo (EE).

Assim, mesmo o espinafre sendo uma excelente fonte de nitrato, para sua utilizagdo em substituicao
a0 nitrito de sddio, uma pré-conversdo se faz necessaria. O espinafre pode ser considerado uma alternativa
promissora para a industria carnea, possibilitando o desenvolvimento de produtos com menor conteldo de
aditivos quimicos e atendendo a uma demanda crescente por produtos clean label, e por consequéncia,
maior saudabilidade. Entretanto, cabe ressaltar que, segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, para
autorizar o uso de novos aditivos alimentares, é necessaria a realizacdo de uma avaliagdo da seguranga, a
fim de garantir que o consumo desses aditivos, nas condi¢des e nos limites aprovados, ndo ird expor a
populacdo a um risco relevante.
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