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RESUMO 

 

O salame de carne suína é um produto pronto para consumo comumente consumido no 

Brasil no qual a presença de Salmonella enterica tem sido relatada. Durante a sua 

elaboração, o tratamento térmico não é indicado e por isso a segurança microbiológica 

depende da qualidade da carne, adição de ingredientes com atividade antimicrobiana, 

higiene durante a produção, redução de pH e atividade de água (Aw) durante a sua 

maturação. Além disso, o protocolo de maturação não está determinado na legislação 

brasileira.  Para isso, os modelos matemáticos, que geram previsões do comportamento 

bacteriano, podem ser utilizados para determinar protocolos de maturação eficientes. Os 

objetivos deste estudo foram (i) avaliar o comportamento de um coquetel de sorovares de 

S. enterica (Typhimurium, Infantis e Derby) durante o processo de maturação do salame; 

(ii) testar o modelo conceito gamma de acordo com Coroller et al. (2015) para a previsão 

de crescimento / inativação de S. enterica em um estudo Base e (iii) realizar a validação 

do modelo. Para isso, 50 e 21 salames foram preparados e inoculados com o coquetel de 

sorovares de S. enterica para o estudo Base e Validação, respectivamente. Os salames 

foram maturados em diferentes cenários: i. fermentação a 30ºC e secagem a 20ºC no 

estudo Base; ii. fermentação a 25ºC e secagem a 18ºC no estudo Validação. Amostras 

periódicas para quantificação de S. enterica, análises de Aw e pH foram realizadas durante 

a maturação e as curvas foram construídas. Os valores observados no estudo Base foram 

inseridos no modelo matemático e assim os parâmetros de crescimento / inactivação 

(μopt, δ1, δ2, α) foram ajustados. Posteriormente, os parâmetros obtidos no estudo Base 

(μopt = 2,54558, δ1 = 1588,06, δ2 = 163299,72 e α = 0,02158) foram aplicados na 

validação do modelo. As curvas observadas no estudo Base mostraram que a população 

de S. enterica aumentou 1,23 log UFC.g-1 nas primeiras 21 horas e diminuiu 4,95 log 

UFC.g-1 após 920 horas de maturação. No estudo Validação, observou-se um aumento de 

0,54 log UFC.g-1 nas primeiras 26 horas, seguido de uma inativação de 5,55 log UFC.g-1 

após 1095,5 horas de maturação. O valor da Aw representou o limiar na interface de 

crescimento / inativação; e a inativação bacteriana começou em Aw 0,951. A regressão 

linear dos valores previstos em comparação aos valores observados mostrou que 97,65% 

e 95% da variação nos valores observados foram explicados pelos previstos no estudo 

Base e Validação, respectivamente. Em conclusão, o modelo aplicado mostrou ser capaz 

de predizer o comportamento de sorovares de S. enterica durante a maturação do salame 

e, assim, poderá ser aplicado no planejamento de protocolos de fabricação de salame. 

Palavras-chave: crescimento bacteriano, embutido, inativação, Gamma, modelo 

matemático, maturação. 



 
 

ABSTRACT 

 

Salami prepared with pork is a ready-to-eat product commonly consumed in Brazil, and 

previous studies reported the presence of Salmonella enterica in this product. During the 

manufacture at industry the heat treatment is usually not performed, therefore food safety 

will depend on the quality of meat, addition of ingredients with antimicrobial activity, 

hygiene during production, reduction of pH and water activity. In addition, fermentation 

and drying duration of salami is not regulated by Brazilian law. Since mathematical 

models generate predictions that can be used for determining efficient maturation 

protocols, the aims of this study were to (i) evaluate the behaviour of a S. enterica cocktail 

of serovars (Typhimurium, Infantis and Derby) during the maturation process of the 

Brazilian salami; (ii) test the suitability of the "gamma concept" model according to 

Coroller et al. (2015) for the prediction of growth/inactivation of S. enterica in a Baseline 

study and (iii) perform the validation of the model. For this, 50 and 21 salami pieces in 

the Baseline and Validation study, respectively, were prepared and inoculated with the 

cocktail of S. enterica serovars. Salami pieces were ripened at different scenarios: i. 

fermentation at 30ºC and drying at 20ºC in the Baseline study; ii. fermentation at 25ºC 

and drying at 18ºC in the Validation study. Periodical samplings for S. enterica 

quantification, water activity and pH analyses were performed during maturation and 

curves were constructed. Observed values in the Baseline study were inserted in the 

mathematical "gamma concept" model that adjusted growth/inactivation parameters 

(μopt, δ1, δ2, α). Afterwards the parameters obtained in the Baseline study (μopt = 

2,54558, δ1 = 1588,06, δ2 = 163299,72 e α = 0,02158) were applied in the validation of 

the model. Observed curves in Baseline study showed that S. enterica population 

increased 1.23 log cfu.g-1 in the first 21 hours and decreased 4.95 log cfu.g-1 after 920 

hours of maturation. In the Validation study an increase of 0.54 log cfu.g-1 in the first 26 

hours was observed followed by a 5.55 log cfu.g-1 inactivation after 1095,5 hours of 

maturation. Water activity value represented the threshold in the growth/inactivation 

interface; and bacterial inactivation started at water activity 0.951. Linear regression of 

predicted values compared to the observed values showed that 97.65% and 95% of the 

variation in the observed values could be explained by the predicted ones in the Baseline 

and Validation study, respectively. In conclusion, the applied model showed to be able to 

predict the behaviour of Salmonella enterica serovars during the maturation process of 

salami, and thus the model can be applied in planning of salami manufacture protocols. 

 

Keywords: bacterial growth, inactivation, Gamma, mathematical model, maturation, 

sausage 
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1 INTRODUÇÃO  

 

O salame, produto cárneo embutido, é consumido por parcela significativa da 

população brasileira e representa 2% do total de produtos de origem suína 

comercializados no país (PELTIER, 2010). No Brasil, este produto deve ser elaborado, 

obrigatoriamente, com carne suína ou suína e bovina, submetido à cura e maturação, 

processo dividido em fermentação e secagem (BRASIL 2000). O tratamento térmico da 

matéria-prima utilizada ou do produto já embutido não é permitido, o que alerta para um 

risco de sobrevivência de bactérias causadoras de Doenças Transmitidas por Alimentos 

(DTA) no produto final.  

Considerando o tradicional consumo de salame no Brasil, é importante que esse 

produto esteja livre de bactérias patogênicas ao consumidor. Sua inocuidade depende da 

qualidade da matéria prima inicial e de fatores como ingredientes antimicrobianos 

adicionados na cura, redução de pH e Aw, consequências dos processos de fermentação e 

secagem, respectivamente; aliados aos fatores extrínsecos como temperatura e Umidade 

Relativa (UR) da sala de maturação e duração do processo. Além disso, o salame é um 

produto classificado como Ready-To-Eat (RTE), ou seja, é um alimento que pode ser 

consumido sem a adição de qualquer tratamento após sua aquisição no varejo (EUA, 

2001). Dessa forma, a preocupação com a contaminação por patógenos durante o seu 

processamento na indústria é ainda maior, já que esses produtos serão potencialmente 

consumidos sem posterior etapa de redução microbiana.  

No Brasil, apesar da elaboração do salame dever estar de acordo com as normas 

de elaboração, não há uma formulação obrigatória determinada. Assim, os ingredientes 

opcionais e tempo de execução das etapas de fermentação e secagem ficam a critério do 

elaborador, desde que, ao final, o produto apresente valores máximos permitidos de 

umidade e Aw determinados na legislação brasileira (40% e 0,90, respectivamente) com 

o propósito de criar barreiras suficientes contra os micro-organismos (BRASIL, 2000). 

No entanto, existem produtos no varejo que não estão conformes com essa 

obrigatoriedade (CACCIOPOLLI et al., 2006). Além disso, o valor do pH, ponto crucial 

como base para o início do controle microbiológico e do processo, não está estabelecido 

na legislação brasileira como critério de controle obrigatório, permitindo uma variação 

de acidez nesses produtos e, consequentemente, parâmetros de Aw alterados.  
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Além dos padrões técnicos de identidade e de qualidade, padrões microbiológicos 

são determinados pela Agência Nacional de Vigilância em Saúde (ANVISA) para o 

salame. Parâmetros limites para coliformes a 45ºC (até 1x103 UFC. g-1) e Staphylococcus 

spp. coagulase positiva (até 5x103 UFC.g-1) estão estabelecidos, bem como a exigência 

de ausência de Salmonella spp. em 25 g de alimento (BRASIL, 2001). 

Os coliformes a 45ºC e Staphylococcus spp. coagulase positiva são considerados 

micro-organismos indicadores que demonstram o nível de contaminação, indicando falha 

do processo. Para ambos os grupos a enumeração fornece informações da falta de higiene 

no processamento, o que pode ser acompanhado de risco de presença de patógenos 

(SILVA et al., 2010). No caso de Staphylococcus spp. coagulase positiva, seu controle 

também é estabelecido por ser causador de DTA, pois quando está em contagens acima 

de 105 UFC.g-1 pode produzir enterotoxinas no alimento (SPERBER, 1983; FORSYTHE; 

HAYES, 1998; ZOCCHE et al., 2011).  

Dentre as bactérias causadoras de DTA, Salmonella enterica tem ausência exigida 

porque é uma preocupação mundial devido ao elevado número de casos e a diversidade 

de alimentos potencialmente veiculadores desse patógeno. No Brasil, entre 2009 a 2018, 

S. enterica foi a segunda maior causa entre as bactérias causadoras de surtos alimentares, 

apresentando 11,3% de incidência nos casos confirmados laboratorialmente, frequência 

muito provavelmente subestimada (BRASIL, 2019). Dentre os produtos de origem 

animal, que estão implicados em casos de salmonelose, a carne suína, que é a principal 

matéria prima na elaboração do salame, figura como uma das mais importantes 

carreadoras desse patógeno em diversos países (ARGUELLO, 2013; ANDINO; 

HANNING, 2015).  

A subnotificação de casos de DTA, no Brasil, dificulta a identificação de salames 

como fonte de surtos. Registros no SIRVETA, em 2000 (INNPAZ OPS/OMS 2002), 

demonstram a ocorrência de um surto no Brasil relacionado a salame contaminado com 

Salmonella. Além disso, Zocche et al. (2011) e Peter et al. (2012) demonstraram que 

houve isolamento de S. enterica em 5,9% e 4,4% dos salames coletados nos estados do 

Paraná e Rio Grande do Sul, respectivamente. Em um panorama mundial, investigações 

epidemiológicas em surtos ocorridos em diferentes países associaram os casos de 

salmonelose ao consumo de salames curados: Salmonella Typhimurium na Inglaterra 

(COWDEN et al., 1989) e na Itália (PONTELLO et al., 1998) e Salmonella Montevideo 

nos EUA (JULIAN, 2010). No surto ocorrrido na Itália, Pontello et al. (1998) 

identificaram que o período insuficiente de maturação permitiu a sobrevivência de 
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Salmonella Typhimurium nos salames. Por outro lado, estudos determinaram que, mesmo 

realizando a produção do salame com tempo de maturação suficiente, Salmonella enterica 

conseguiu sobreviver às barreiras impostas pelo processamento do alimento 

(NITHINGALE et al., 2006).  Dessa forma, observa-se a necessidade de estimar os 

parâmetros ideais que possam descrever o comportamento do patógeno no salame 

brasileiro. Além disso, acredita-se que as bactérias apresentem um comportamento 

distinto em diferentes alimentos e que desenvolvam mecanismos celulares de adaptação 

aos estresses ambientais (BEALES, 2004; GOUNADAKI, 2007; NITHINGALE, 2006; 

ÁLVAREZ-ORDOÑEZ et al., 2012). Portanto, novas abordagens devem ser adotadas no 

estudo do crescimento bacteriano em salames com o objetivo de estabelecer parâmetros 

referenciais de controle do processo.  

Nas duas últimas décadas, a modelagem com auxílio da microbiologia preditiva, 

programas computacionais e modelos de avaliação de risco, ganhou especial atenção na 

indústria de cárneos, pois é um recurso para estimar quantitativamente a segurança dos 

alimentos (CEPEDA et al., 2013). Para isso, é necessária uma maior compreensão da 

fisiologia e do comportamento microbiano frente aos fatores que controlam o crescimento 

(temperatura, pH e Aw) em alimentos complexos tais como o salame (MCMEEKIN et 

al., 1997). Assim, modelos multifatoriais podem ser utilizados como ferramentas de 

estudos microbiológicos na indústria de alimentos como estratégias para reduzir o risco 

de salmonelose, a partir da identificação dos componentes mais e menos significativos 

para a sobrevivência do micro-organismo.  

Apesar de pesquisas de interações entre características como pH, ingredientes de 

cura, Aw e microflora inicial indicarem que a determinação de parâmetros de 

processamento possam ser benéficos para o controle de patógenos nos alimentos 

(DUFFY; WHITING; SHERIDAN, 1999; JUNEJA et al., 2014), no Brasil, raros são os 

estudos específicos de inativação de S. enterica em salames utilizando microbiologia 

preditiva. Diante do exposto, o presente estudo visa determinar o comportamento de S. 

enterica durante as etapas de elaboração de salame, utilizando a microbiologia preditiva, 

por meio da aplicação de um modelo matemático e realização de sua validação no 

alimento.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Gênero Salmonella 

 

Salmonella sp. é considerada uma das causas mais importantes de gastroenterites 

e Doenças Transmitidas por Alimentos (DTA) no mundo (HENDRIKSEN et al., 2011). 

Esse gênero, pertencente à família Enterobacteriaceae, subdivide-se em Salmonella 

enterica e Salmonella bongori. A espécie S. enterica subdivide-se em seis subespécies: S. 

enterica subsp. enterica, S. enterica subsp. salamae, S. enterica subsp. arizonae, S. 

enterica subsp. diarizonae, S. enterica subsp. houtenae e S. enterica subsp. indica. O 

gênero Salmonella também é classificado em sorovares, com base no esquema de 

Kaufmann White, publicado em 1934. Dentre os mais de 2.600 sorovares já identificados, 

cerca de 1.547 são pertencentes ao grupo S. enterica subsp. enterica. Essa subespécie é a 

mais importante, englobando 99% dos isolados identificados em humanos e animais de 

sangue quente (GUIBOURDENCHE et al., 2010; STEVENS et al., 2009). Salmonella 

enterica pode ser epidemiologicamente dividida em três grupos. O primeiro infecta 

somente seres humanos: S. Typhi e S. Paratyphi. O segundo grupo inclui sorovares 

adaptados a determinados hospedeiros, alguns dos quais podem ser patogênicos para 

humanos: S. Gallinarum (aves), S. Dublin (bovinos), S. Abortus-equi (equinos), S. 

Abortus-ovis (ovinos), e S. Choleraesuis (suínos). No terceiro grupo estão os sorovares 

não-adaptados, ou seja, sem preferência de hospedeiro, patogênicos para os seres 

humanos e outros animais e principais causadores de DTA (JAY, 2000).  

Nos alimentos, S. enterica pode multiplicar-se entre pH 4 a 9, Aw superior a 0,94, 

tolerando temperaturas de 8 a 45°C (SILVA; GIBBS, 2012). Quando ingerida por seres 

humanos pode causar infecção caracterizada por febre, náusea, vômito, cólica e diarréia. 

O período de incubação varia de 4 a 72 horas após ingestão de água ou alimento 

contaminado. Indivíduos imunocomprometidos podem sofrer uma infecção mais 

prolongada que pode causar septicemia e levar a óbito (CHEN et al., 2013).   

No Brasil, S. enterica figura em segundo lugar como a bactéria mais relacionada 

a surtos, atrás somente de Escherichia coli (BRASIL, 2019). Até mesmo em países 

desenvolvidos, é uma das maiores preocupações em termos de saúde pública. Nos EUA, 

em 2016, foi líder em causas de surtos; enquanto, na Europa, ranqueou em segundo lugar, 

perdendo somente para Campylobacter jejuni (EFSA, 2016; CDC, 2016). Dentre os 

surtos ocorridos no Brasil, produtos de origem animal são os principais veículos de S. 
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enterica. Destes, a carne suína e seus derivados estão entre as maiores fontes de infecções 

humanas, chegando a 2% de incidência entre os surtos de 2009 a 2018 (BRASIL, 2019). 

 

2.1.1 Sorovares mais relevantes na cadeia de carne suína e saúde pública 

 

A maioria das infecções humanas é causada por um número limitado de sorovares 

de S. enterica (JONES et al., 2008). A prevalência de sorovares está relacionada com o 

animal de produção, tipo de alimento e regiões geográficas de ocorrência da bactéria. Em 

relação à cadeia da carne suína, especificamente, S. Typhimurium, S. Derby e S. Infantis 

são sorovares que se destacam pela prevalência e como causa de infecções humanas 

(JONES et al., 2008; HEINDRIKSEN et al., 2011; RODRÍGUEZ et al., 2016; 

SCHROEDER et al., 2016; BONARDI, 2017; SCIENTIFIC..., 2017). 

Os sorovares mais comuns reportados em casos humanos confirmados na União 

Europeia foram S. Enteriditis e S. Typhimurium, nos quais S. Enteritidis foi mais 

associada ao consumo de carne de frango; enquanto que S. Typhimurium foi mais 

associada ao consumo de carne suína e bovina (SCIENTIFIC..., 2017). Se analisarmos as 

prevalências dos sorovares presentes nos suínos, S. Typhimurium costuma liderar entre 

os sorovares mais encontrados, o que parece explicar o fato de ser o sorovar mais 

envolvido em surtos associados a produtos de origem suína. Outro sorovar importante é 

S. Derby, que está frequentemente presente, liderando a prevalência com S. Typhimurium 

em diferentes regiões do mundo (KRANKER et al., 2003; BESSA; COSTA; CARDOSO, 

2004; SILVA et al., 2006; KICH et al., 2011; VISSCHER et al., 2011; DENIS et al., 2013; 

BONARDI, 2017).  

Embora seja difícil a correlação da presença de sorovares encontrados nos suínos 

com os produtos cárneos industrializados; no Brasil, pesquisas em abatedouros na região 

sul do país concordam que S. Typhimurium e S. Derby são prevalentes durante o 

processamento, sendo encontrados desde os animais e suas fezes no pré-abate e, também, 

ao final do processamento, nas carcaças ou até mesmo na massa para produção de 

embutidos (CASTAGNA et al., 2004; SCHWARZ et al., 2009; KICH et al., 2011; SILVA 

et al., 2012; PISSETTI et al., 2012). Corroborando com esses indicativos, recentemente, 

a análise em produtos industrializados demonstrou que S. Typhimurium (46%) e S. Derby 

(20%) foram os sorovares mais comuns encontrados em embutidos de carne suína na 

cidade de São Paulo (RISTORI et al., 2017). No estado do Rio Grande do Sul 4,4% de 

salames analisados estavam contaminados com S. Typhimurium (PETER et al., 2012). 
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Esses resultados sustentam a hipótese de que S. Typhimurium e S. Derby estão entre os 

sorovares mais importantes, quando considerado produtos de origem suína no Brasil. 

Além disso, no contexto mundial, ambos sorovares já foram associados a surtos após o 

consumo de salames e produtos semelhantes de origem suína na Inglaterra (COWDEN et 

al., 1989), na Itália (PONTELLO et al., 1998) e na Espanha (ARNEDO-PENA et al., 

2016). 

Salmonella Infantis é mundialmente reconhecida como um sorovar emergente. 

Está amplamente distribuída em todos os continentes e, frequentemente, associada a 

surtos em países desenvolvidos (HENDRIKSEN et al., 2011; SCIENTIFIC..., 2015). 

Segundo Scientific... (2017), é o quarto sorovar mais associado a infecções em humanos 

e é um patógeno importante em saúde pública, pois apresenta multirresistência a 

diferentes drogas. Autores sugerem que a rápida emergência de S. Infantis, em alguns 

surtos, tenha sido facilitada pela presença de um plasmídeo que confere resistência a 

múltiplas drogas, metais pesados, desinfetantes e patogenicidade em isolados 

considerados clonais (AVIV et al., 2014). Em Israel, durante sete anos, S. Infantis foi o 

sorovar predominante, responsável por 30% dos casos humanos de salmonelose (GAL-

MOR et al., 2010; AVIV et al., 2014). Na Alemanha, a investigação de um surto 

prolongado (durante seis meses), associado com carne moída suína, confirmou a presença 

da uma mesma cepa de S. Infantis em toda a cadeia da carne, desde o abatedouro de suínos 

até os isolados humanos, evidenciando a permanência deste sorovar durante o 

processamento de cárneos suínos (SCHROEDER et al., 2016). No Brasil, S. Infantis é 

um importante sorovar, sendo relatado em diversos estudos e em diferentes etapas da 

produção de carne suína: nos animais pré-abate (KICH et al., 2011), nas carcaças ao final 

do processo de abate (KICH et al., 2011; PISSETTI et al., 2012) e nos embutidos crus 

(MÜRMANN; SANTOS; CARDOSO, 2009; RISTORI et al., 2017). Além disso, 

pesquisas alertam para a sua capacidade de formar biofilmes em superfícies de aço inox 

utilizadas na indústria de alimentos, podendo causar contaminação cruzada durante os 

processos (WANG et al., 2013). Dessa forma, S. Infantis, é um sorovar considerado 

importante na cadeia da carne suína, devido às características apresentadas e, 

principalmente, em relação à sua emergência como sorovar potencialmente causador de 

DTA em todo o mundo (GAL-MOR et al., 2010; AVIV et al., 2014; SCHROEDER et al., 

2016).  
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2.1.2 Salmonella enterica na cadeia produtiva de carne suína 

 

A principal matéria-prima exigida para produção de salame é a carne suína 

(BRASIL, 2000). Analisando a cadeia produtiva dessa carne, entende-se porque 

alimentos de origem suína podem estar contaminados com S. enterica e que, em seu 

fluxograma de elaboração de produtos, há muitas etapas que podem alterar a prevalência 

desse micro-organismo da matéria-prima até o produto final (HURD et al., 2001).  

A granja de suínos pode ser considerada como uma das primeiras etapas nessa 

cadeia produtiva. Nesta, os suínos podem estar portadores assintomáticos de S. enterica 

e, quando submetidos ao estresse, esses aumentam a excreção fecal dessa bactéria. 

Considerando isso, o transporte da granja até o matadouro provoca um grande estresse 

nos portadores, causando a disseminação do patógeno entre os suínos saudáveis o que 

aumenta, por consequência, a presença de S. enterica na entrada da linha de abate no 

matadouro (RAJKOWSKI et al., 1998; ARGUELLO et al., 2013).  

No matadouro, o processo de abate objetiva impedir que micro-organismos 

presentes nos órgãos e na pele dos animais infectados e/ou contaminados sejam 

transferidos para a matéria-prima produzida. Entretanto, a entrada de animais carreando 

S. enterica no início da linha de abate é a principal fonte de contaminação da carne ao 

final do processo (BERENDS et al., 1997). Até mesmo em plantas frigoríficas com 

programas de controle implementados contra patógenos, carcaças positivas para S. 

enterica podem ser encontradas na câmara de resfriamento (BOLDER, 1997; 

HUFFMAN, 2002; KICH et al., 2011; PISSETTI et al., 2012; SILVA et al. 2012). Além 

disso, etapas posteriores ao fluxograma de abate, como fracionamento da carcaça e 

moagem da carne, aumentam o risco de contaminação por S. enterica, seja por contato 

com os equipamentos contaminados ou por contato com outras porções contendo o micro-

organismo (GONZALES-BARRON; REDMOND; BUTLER, 2012; MÜLLER et al., 

2012).  

Salmonella enterica pode estar presente na matéria-prima utilizada para a produção 

do salame. Considerando isso, a sua eliminação dependerá totalmente do processo de 

maturação do salame, pois não há tratamento térmico na elaboração desse produto 

(BRASIL, 2000). Entretanto, Zocche et al. (2011) e Peter et al. (2012) demonstraram que 

houve isolamento de S. enterica em 5,9% e 4,4% dos salames prontos para o consumo, 

disponíveis no varejo nos estados do Paraná e Rio Grande do Sul, respectivamente. Essas 

pesquisas confirmaram que alguns produtos podem conter micro-organismos patogênicos 
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após o processo de maturação. Esses trabalhos corroboram com ocorrências de surtos em 

salames a nível mundial. A ocorrência de surtos de salmonelose relacionados ao consumo 

desse tipo de produto em países onde o sistema de vigilância epidemiológica é eficiente, 

também demonstrou que o processamento pode ser ineficiente na eliminação de S. 

enterica do produto final (LUZZI et al., 2007; JULIAN, 2010; SCALTRITI et al., 2015). 

 

2.1.3 Salmonella enterica em condições de estresse 

 

Salmonella enterica está frequentemente exposta a situações de estresse, seja em 

superfícies, no hospedeiro ou em intervenções durante o processo de inativação nos 

alimentos (KUDA et al., 2013). As mudanças no ambiente podem causar alterações 

metabólicas na célula bacteriana, como redução da taxa de crescimento, extensão da fase 

lag, diminuição do metabolismo e morte celular, dependendo das consequências do 

estresse (GUAN et al., 2017). Müller et al. (2012) submeteram 26 isolados de S. enterica 

pertencentes a diferentes sorovares à desidratação no ambiente (49% UR), observando 

que os isolados de S. Infantis e S. Typhimurium U292 sobreviveram por períodos mais 

longos (56 dias) do que as outras cepas estudadas. Salmonella Derby e S. Typhimurium 

DT170, no entanto, foram mais suscetíceis, não sobrevivendo à baixa umidade.  

Dentre os processos utilizados na indústria de alimentos, a maturação do salame 

pode ser definida como um estresse bacteriano onde o micro-organismo é submetido à 

presença de ácido lático produzido pelas bactérias ácido-láticas e à desidratação do 

produto, tendo como objetivo a garantia da inocuidade do alimento (LÜCKE, 2000). 

Entretanto, os micro-organismos podem desenvolver estratégias e mecanismos de 

resistência a fim de sobreviver aos estresses ambientais (GUAN et al., 2017). Nithingale 

et al. (2006) comprovaram que os processos durante a produção de salame podem não 

eliminar completamente Salmonella Typhimurium, demonstrando que esse micro-

organismo pode tolerar os obstáculos impostos pela elaboração do produto. 

 

2.1.4 Resposta ao estresse ácido 

 

Embora existam alguns estudos em relação às respostas a condições de estresse 

em outros sorovares, S. Typhimuium é o sorovar mais estudado (ÁLVAREZ-ORDOÑEZ 

et al., 2012). Os mecanismos que garantem a resposta de S. Typhimurium ao baixo pH 

são: bombas que exportam prótons, indução de enzimas capazes de elevar o pH 
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intracelular, indução de alterações na membrana e síntese de Proteínas de Choque Ácido 

(ASP sigla em inglês) (ÁLVAREZ-ORDOÑEZ et al., 2012).  

O pH no interior da célula bacteriana é mantido por bombas de sódio e de potássio 

que exportam prótons do citoplasma para o ambiente. Além dessas bombas, a lisina 

descarboxilase e arginina descarboxilase também exercem um papel importante na 

regulação do pH em S. Typhimurium (ÁLVAREZ-ORDOÑEZ et al., 2012). Em situações 

de baixo pH, as enzimas lisina e arginina descarboxilase, que agem independentemente, 

convertem lisina e arginina no citoplasma da célula em cadaverina e agmatina, 

respectivamente. Essa ação consome um próton, aumentando o pH intracelular. A 

cadaverina e a agmatina, por sua vez, são exportadas para o exterior em troca de lisina e 

arginina, respectivamente (ÁLVAREZ-ORDOÑEZ et al., 2010). Outro mecanismo de 

resposta é a alteração da membrana da bactéria, em resposta a sinais ambientais, com o 

propósito de proteção (BENEY; GERVAIS, 2001). Os ácidos fracos conseguem penetrar 

na membrana da célula bacteriana através da cadeia lipídica e ionizar a bactéria, 

acidificando o seu interior. Diferentemente, os ácidos fortes reduzem o pH externo à 

célula, mas não são capazes de permear a membrana celular diretamente. Assim, esses 

ácidos exercem seu efeito antimicrobiano através da desnaturação das enzimas presentes 

na superfície celular, o que aumenta a permeabilidade, resultando na entrada de prótons 

na célula bacteriana (BEALES, 2004). Os ácidos graxos presentes na membrana 

citoplasmática são responsáveis pela sua fluidez e tolerância ácida em S. Typhimurium 

(ÁLVAREZ-ORDÓÑEZ et al., 2008). Diante de um baixo pH, S. Typhimurium adapta 

sua membrana, onde ocorre uma diminuição na taxa de ácidos graxos 

insaturados/saturados, com o aumento de ácidos graxos cíclicos (ciclopropano) que 

diminuem a fluidez da membrana e controlam a penetração de moléculas indesejáveis 

(ÁLVAREZ-ORDÓÑEZ et al., 2012; GUAN et al., 2017).  

A resposta adaptativa de S. enterica sob condições de estresse ácido é conhecida 

como Resposta de Tolerância Ácida (RTA) definida pela resistência induzida ao pH letal 

após adaptação (crescimento) em pH moderadamente baixo (ÁLVAREZ-ORDÓÑEZ et 

al., 2012). A síntese de ASP’s é induzida durante a RTA para prevenir e reparar os danos 

causados pelo estresse ácido (AUDIA; WEBB; FOSTER, 2001). Essas proteínas, além 

de causarem a RTA, são também responsáveis por outras atividades dentro da célula 

bacteriana e são dependentes da fase de crescimento em que o micro-organismo se 

encontra (BEALES; 2004). A proteína RpoS, durante a fase exponencial de crescimento 

de S. enterica, controla a expressão de mais dez ASP’s que protegem a célula do estresse 
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ácido e outras condições de estresse. A proteína Fur está relacionada à regulação de 

captação do ferro, mas também à proteção da bactéria na fase exponencial contra ácidos 

orgânicos (FOSTER, 1993; AUDIA; WEBB; FOSTER, 2001). A PhoPQ também está 

relacionada com a proteção durante a fase exponencial de crescimento, garantindo 

proteção contra ácidos inorgânicos. A OmpR /EnvZ em ambiente ácido, desencadeia a 

expressão de genes necessários para a fase estacionária durante a RTA (BANG et al., 

2000; BEALES, 2004).  

Greenacre et al. (2003) relataram que as maiores taxas de sobrevivência em pH 3 

foram apresentadas pelas cepas de S. Typhimurium previamente adaptadas em pH 5,5 por 

duas horas na presença de ácido acético e três horas na presença de ácido lático. Dessa 

forma, considerando que o pH durante a fermentação do salame fica próximo a 5 pela 

presença do ácido lático, essa fase poderia ser uma etapa de adaptação para a bactéria, 

caso não seja eliminada no processo. Além disso, Álvarez-Ordóñez et al. (2009) 

demonstraram que Salmonella Typhimurium foi mais resistente à condição ácida em 

extrato de carne suína acidificado do que em meio de cultura acidificado e, embora não 

esteja bem definido como micro-organismos se protegem de condições ácidas, os autores 

sugerem que a presença de aminoácidos da carne pode ser um fator importante de 

proteção para S. enterica. Esses achados sugerem que produtos à base de carne podem 

facilitar o desenvolvimento de células de S. Typhimurium adaptadas, constituindo um 

maior risco de salmonelose humana.  

A RTA possibilita a sobrevivência de S. enterica em alimentos e também pode 

potencializar sua resistência a condições de pH extremo no estômago do hospedeiro, por 

isso alguns autores sugerem como um provável mecanismo de virulência. Berk et al. 

(2005) estudaram 37 cepas de S. Typhimurium advindas de pacientes humanos e de 

ambiente e descobriram que aqueles isolados provenientes de humanos demonstraram 

uma maior resistência ácida. Esses resultados sugerem que micro-organismos capazes de 

sobreviver mais ao ácido podem apresentar vantagem contra as defesas do hospedeiro 

(macrófagos e pH estomacal). Portanto, durante a produção de alimentos, há a 

preocupação se as bactérias, introduzidas durante o processamento, já estão adaptadas 

devido aos ácidos utilizados na indústria, apresentando RTA, sobrevivendo facilmente à 

maturação. Outra preocupação é que as bactérias serão adaptadas quando submetidas ao 

moderado pH, durante a fermentação do alimento, desenvolvendo RTA no processamento 

e resistindo mais facilmente às defesas do hospedeiro, quando o alimento for consumido 

(NITHINGALE et al., 2006).  
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2.1.5 Resposta adaptativa ao estresse osmótico 

 

Outro estresse conhecido é a exposição à desidratação onde a água fica 

indisponível para a célula bacteriana. Consequentemente, as células são submetidas ao 

estresse hiperosmótico, que inibe o crescimento microbiano, funções essenciais para a 

bactéria e muitos processos como transporte de nutrientes e replicação de DNA 

(BEALES, 2004). Coroller et al. (2015), estudando o comportamento de Salmonella sp. 

durante o processamento de salame francês, demonstraram que a Aw foi o principal fator 

limitante para o crescimento de Salmonella sp. no seu produto.   

Micro-organismos têm desenvolvido mecanismos de ajuste hiperosmótico 

conhecido como osmorregulação. Acredita-se que em Aw abaixo de 0,90 muitas bactérias 

cessem sua atividade e que a 0,70 muitos fungos parem de crescer. Na microbiologia de 

alimentos, a Aw somente pode ser reduzida através da secagem dos alimentos ou através 

do aumento de solutos no ambiente (LABUZA, 1980).  

Quando a água está reduzida no ambiente, as células perdem água para garantir a 

restauração do equilíbrio osmótico. Se a redução de Aw é devido ao aumento de solutos 

no ambiente, que estão indisponíveis para serem transportados para o interior da célula; 

ocorre uma perda temporária do turgor da célula, até que ela aumente seus solutos 

internos, resultando em um aumento da pressão osmótica. Dessa forma, solutos 

específicos como açúcares, alcóois e aminoácidos são acumulados para aumentar a 

pressão osmótica e restaurar o turgor celular (BEALES, 2004).  

O balanço intracelular com solutos e sistema de transporte depende da 

permeabilidade da membrana. Em baixa osmolaridade, esse balanço ocorre com a síntese 

de oligossacarídeos derivados da membrana. Entretanto, o estresse hiperosmótico pode 

alterar a posição dos lipídeos dentro da camada bilipídica e também aumentar a proporção 

de fosfolipídeos, onde ácidos graxos são modificados, aumentando os ácidos graxos 

insaturados, modificando a fluidez da membrana (BEALES, 2004). Em baixo estresse 

osmótico, poucos solutos são acumulados e o transporte e síntese destes estão inativados. 

Com o aumento repentino do estresse ácido há a indução da expressão de genes que 

codificam enzimas para síntese de solutos e a atividade dos sistemas de transporte. A 

capacidade da célula em sintetizar esses solutos é limitada, então essas moléculas são 

importadas do ambiente para o interior da célula, através de carreadores e transportadores 
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ABC presentes na membrana celular.  Assim, os solutos entram e são acumulados, 

mantendo a célula osmorregulada (GUAN et al., 2017). 

 

2.1.6 Proteção cruzada em condições de estresse 

 

Células bacterianas que estão adaptadas em ambientes ligeiramente ácidos 

induzem proteção a outros estresses ambientais (LEYER; JOHNSON, 1993; AUDIA; 

WEBB; FOSTER, 2001). Isso ocorre devido a adaptações celulares em ambientes 

adversos, onde a regulação de genes para o estresse primário (baixo pH) desencadeia 

outras respostas ao estresse posterior. Estas regulações desempenham papéis interligados 

ao estresse, o que pode levar a um fenômeno conhecido como proteção cruzada. Por 

exemplo: proteínas de membrana externa nas bactérias Gram-negativas que respondem 

ao estresse osmótico (OmpC e OmpF), podem ser previamente expressas quando o micro-

organismo é submetido em condições levemente ácidas (LEYER; JOHNSON, 1993).  

Testes em meios de cultura demonstraram a proteção cruzada: células de S. 

Typhimurium, previamente adaptadas ao ácido, aumentaram sua tolerância ao estresse 

osmótico (2,5M NaCl), resistindo durante 21 dias, comparado com células não adaptadas 

que foram eliminadas após nove dias nas mesmas condições. Esses resultados foram 

atribuídos à presença da proteína de membrana OmpC nas células adaptadas e que é 

expressada em estresses ácidos e osmóticos (LEYER; JOHNSON, 1993). Em relação ao 

processamento de salame, é difícil sugerir o comportamento de S. enterica, pois o 

resultado depende de inúmeros fatores: isolados de mesmo sorovar apresentam respostas 

diferentes a condições de estresse (BERK et al., 2005; MÜLLER et al., 2012); meios de 

cultura apresentam pH e ácidos diferentes que o alimento; tempo de adaptação ao ácido 

na elaboração do produto; o tempo de processamento do salame e as condições da matriz 

do alimento (TIGANITAS et al., 2009; ÁLVAREZ-ORDOÑEZ et al., 2012). Entretanto, 

a fermentação e posterior secagem, onde a bactéria é submetida a pH moderado e 

posterior estresse, sugerem uma possibilidade de proteção cruzada.  

 

2.2 Salame  

 

O salame brasileiro deve ser elaborado, obrigatoriamente, com carne suína (pelo 

menos 60%) ou suína e bovina, adicionado de toucinho, ingredientes que caracterizem o 

sabor, embutidos em envoltórios naturais ou artificiais sem receber tratamento térmico 
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durante o seu preparo. Por isso, deve ser submetido às etapas de cura, fermentação e 

dessecação a fim de obter, ao final do processo, o sabor característico e segurança 

microbiológica. A presença de mofo na superfície externa é uma consequência natural do 

processo tecnológico de fabricação (BRASIL, 2000). 

 No Brasil, são descritos oito tipos de salame que diferem em relação à sua origem 

e processo de obtenção, características físico-químicas e algumas particularidades, sendo 

cada um descrito em um Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade Individual 

(RTIQ) (Apêndice A) (BRASIL, 2000). Entretanto, observando as pesquisas 

internacionais e brasileiras, o salame italiano é o tipo mais relatado (GARCIA; 

GAGLEAZZI; SOBRAL, 2000; MARCHESI et al., 2006; NITHINGALE et al., 2006; 

CICHOSKI; ZIS; FRANCESCHETTO, 2009; CIROLONI et al., 2010; MARANGONI; 

MOURA, 2011; DALLA SANTA, et al. 2014; SANTOS et al., 2015; ROCCATO et al., 

2017). O salame também pode ser classificado como produto RTE que, após ser adquirido 

no varejo, não precisa ser submetido a tratamento adicional na casa do consumidor; 

portanto, é um alimento maturado que será consumido cru (EUA, 2001).  
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2.2.1 Etapas da produção de salame  

 

A seguir está apresentado um fluxograma da elaboração de salame (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A carne in natura é facilmente perecível e ideal para o crescimento microbiano 

devido às suas características intrínsecas: elevada Aw (0.98), pH moderado (5.5 - 6.5) e 

fonte disponível de carbono e outros nutrientes (HUGAS, 1998; MCDONALD; SUN, 

1999). Para a produção do salame, é necessário que a carne seja de boa qualidade, que 

não contenha muita gordura, com baixa carga de bactérias, moída e deixada em repouso 

durante 24 horas a 4ºC. Seu tratamento térmico é proibido, a utilização de calor nessa 

matéria prima inativaria as células vegetativas e esporos microbianos; no entanto, afetaria 

negativamente a obtenção de características sensoriais desse produto (CEPEDA et al., 

2013).  

O toucinho picado deve ser adicionado à carne para fornecer sabor ao produto. 

Esse toucinho deve ser, preferencialmente, da região costal suína, porque de outras 

regiões a gordura pode ter o ponto de fusão inferior e não apresentar a consistência 

Fonte: Buckenhiiskes (1993). Adaptado. 

Figura 1- Fluxograma da produção de 

salames. 
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recomendada, podendo causar defeitos de cor e sabor, devido à alta suscetibilidade à 

oxidação química, resultando em rancificação (BACTOFERM..., 2009). Recomenda-se 

trabalhar com o toucinho congelado, pois facilita o corte, evita a perda de líquido, 

minimiza as contaminações e mantém a temperatura da massa (ROCCO, 1996).  

A cultura starter, os carboidratos, temperos e aditivos, que serão explicados nos 

itens posteriores, são misturados à carne no início do processo de mistura, enquanto que 

o sal, o antioxidante e o toucinho picado e congelado são adicionados por último. A 

posterior adição de sal garante que a carne não perca água e o toucinho picado garante 

que permaneça diferenciado após a mistura (BACTOFERM..., 2009). 

 

2.2.2. Ingredientes adicionados à massa de salame 

 

Agentes de cura  

Os sais de nitrito e nitrato (de sódio ou de potássio) também conhecidos como 

agentes de cura podem ser adicionados juntos ou isolados à massa do salame, e devem 

apresentar limites máximos de concentração final: 0,03g/100g de nitrato e 0,015g/100g 

de nitrito (BRASIL, 1998). Pelo menos um dos sais deve ser obrigatoriamente adicionado 

para duas finalidades: garantir a coloração do salame e impedir o crescimento de bactérias 

patogênicas (BRASIL, 2000). Durante a cura, o nitrato é convertido em nitrito através de 

enzimas redutases produzidas por Staphylococcus e Micrococcus, permitindo a 

manutenção do nível de nitrito no produto por um tempo mais prolongado para a sua 

conservação (MARCHESI et al., 2006).  O nitirito cumpre quatro funções: possui efeito 

antimicrobiano, promove o avermelhamento da carne, garante o sabor de cura e atua como 

um antioxidante (HAMMES, 2012). O nitrito, em ambiente ácido (pH 5,5) na carne e sob 

ação de outros aditivos como o ascorbato ou eritorbato de sódio (antioxidante), é 

convertido em diferentes espécies de nitrogênio (HNO2, N2O3) chegando a óxido nítrico 

que modifica as proteínas e pigmentos da carne, fornecendo a típica coloração e sabor 

dos produtos curados (SKIBSTED, 2011). Em relação à inocuidade do salame, compostos 

derivados do nitrito, além do óxido nítrico, impedem a germinação de esporos de 

Clostridium botulinum assim como agem impedindo a respiração e o metabolismo de 

energia de bactérias aeróbias causando efeitos bacteriostáticos (CAMMACK et al., 1999). 

Além disso, o nitrito participa da inibição de processos oxidativos, prevenindo a 

rancificação.  
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O Cloreto de Sódio (NaCl), adicionado à massa como sal de cura, melhora a 

capacidade de formar a liga entre o toucinho e a carne, devido ao aumento da solubilidade 

das proteínas miofibrilares (LYOCARNI..., 2013). Em concentração suficiente de sal, 

pode haver: a inibição do crescimento de bactérias deteriorantes da carne, pois há 

aumento da pressão osmótica do meio com a consequente redução da Aw; aumento da 

fase lag das bactérias ácido láticas não interferindo na fase exponencial, mas não é capaz 

de eliminar bactérias patogênicas (BACTOFERM..., 2009; COROLLER et al., 2015). 

Além disso, o sal é fundamental como potencializador de sabor e de aroma (ROCCO, 

1996).  

 

Condimentos  

O alho em pó é um dos condimentos mais utilizados nas receitas brasileiras, além 

deste, outros ingredientes estão presentes na formulação: pimentas preta, branca e 

vermelha, noz-moscada, páprica, extrato de alecrim, cravo da índia e coentro. Esses 

condimentos muitas vezes são acrescentados ao mix de preparo de salame sendo 

adicionados desidratados (DE CARVALHO et al., 2017; FIEIRA et al., 2018)  

 

Carboidratos  

Vários carboidratos (glicose, sacarose, maltose, lactose) podem ser adicionados à 

massa do salame, já que a quantidade existente na carne é naturalmente baixa (0,08-0,1%) 

(BACTOFERM..., 2009). Sua adição é necessária, pois será substrato para a fermentação 

das bactérias ácido-láticas, adicionadas como cultura starter. A concentração e o tipo de 

açúcar estão diretamente relacionados à queda do pH. A glicose é rapidamente utilizada 

pelas bactérias ácido-láticas, enquanto que os outros açúcares (maltose, lactose e 

sacarose) são mais difíceis de serem utilizados. Isso pode ser explicado porque as enzimas 

envolvidas na degradação da glicose nas bactérias ácido-láticas são constitutivas, 

diferentemente das enzimas envolvidas no transporte e degradação dos dissacarídeos que 

precisam ser sintetizadas a partir da presença do carboidrato (NESTER et al., 1983 apud 

STAHNKE; TJENER, 2008). Dessa forma, uma formulação com dois tipos de 

carboidratos pode assegurar uma rápida, porém, pequena diminuição do pH, no início da 

fermentação, assegurando a sobrevivência de Staphylococcus spp. e Micrococcus spp. 

advindos da cultura starter e impedindo o crescimento da microbiota indesejável 

(VIGNOLO; HOLGADO; OLIVER, 1989). 
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Culturas starters 

A utilização de cultura starter não é obrigatória nas formulações industriais, 

entretanto as empresas as utilizam, pois facilita a padronização do processo. A principal 

função da cultura starter é garantir a repetibilidade e segurança, pois diante de uma 

microbiota nativa da carne desconhecida, a adição da cultura objetiva limitar o 

desenvolvimento dessa microbiota, produzir a acidificação com redução do tempo de 

maturação, garantir compostos característicos que conferem cor e sabor e aumentar a vida 

de prateleira do produto (HUGAS, 1998; BACTOFERM..., 2009). Na produção de 

produtos cárneos curados, costuma-se adicionar uma mistura de bactérias ácido-láticas e 

cocos Gram positivos como Staphylococcus spp. e Micrococcus spp. (DROSINOS et al., 

2005).  As diversas misturas de culturas starters adicionadas à massa podem causar 

diferentes comportamentos de bactérias patogênicas, além de diferentes efeitos físico-

químicos nos salames, apresentando diferentes padrões de pH, Aw e perda de peso 

(ROCCATO et al., 2017). 

As bactérias ácido-láticas (Lactobacillus e Pediococcus) são responsáveis pela 

produção de bacteriocinas capazes de eliminar Listeria monocytogenes, pela competição 

de nutrientes com bactérias da microbiota nativa e produção de ácido orgânico (ácido 

lático) que causa a queda do pH. Entre esses benefícios, a queda do pH é a consequência 

mais importante da ação desse grupo de bactérias, pois ajuda no desencadeamento das 

reações de formação de cor característica, no processo de perda de água e controle de 

bactérias indesejadas (VIGNOLO; HOLGADO; OLIVER, 1989; LÜCKE, 2000).  

A velocidade de acidificação é dada por um conjunto de fatores. Primeiramente, 

a caracterização do micro-organismo utilizado, pois as culturas são divididas em 

tradicionais e rápidas: as tradicionais (Pediococcus pentosaceus e Lactobacillus 

curvatus) levam mais tempo para o processamento e garantem um melhor aroma e cor, 

enquanto que as rápidas (Lactobacillus sakei, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus 

plantarum e Pediococcus acidilactici) agilizam o processo, mas produzem menos aroma 

e cor (BACTOFERM... [20--]; LYOCARNI..., 2013). A temperatura da fermentação pode 

variar entre 18 a 35°C, onde temperaturas mais altas garantem uma acidificação mais 

rápida. Além desses fatores, o tipo de açúcar adicionado deve ser levado em consideração, 

pois monossacarídeos serão fermentados mais rápido que dissacarídeos; entretanto é 

importante verificar se a cepa utilizada fermenta o carboidrato descrito na receita. O 

açúcar adicionado como enchimento (aquele que a cultura starter não é capaz de 

fermentar) será substrato para as bactérias nativas, produzindo uma acidificação 
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descontrolada (LYOCARNI..., 2013). Além disso, a concentração de açúcar vai 

influenciar no crescimento das cepas ácido-láticas e, consequentemente, na queda do pH; 

por isso, a quantidade de açúcar regulará o pH final do salame (VIGNOLO; HOLGADO; 

OLIVER, 1989). A quantidade de sal também influencia a velocidade das culturas 

starters, pois pode aumentar a fase lag das bactérias ácido-láticas (BACTOFERM..., 

2009).  

Além das bactérias ácido-láticas, são adicionadas ao salame bactérias como 

Staphylococcus spp. (S. xylosus, S. carnosus e S. simulans) e Kocuria varians 

(Micrococcus varians) que são importantes redutores de nitrato e, por isso, são 

responsáveis pela formação de cor (GØTTERUP et al. 2008; HAMMES, 2012), de sabor 

e aroma devido à ação proteolítica e lipolítica e pela prevenção de descoloração e rancidez 

devido à produção de catalase (BUCKENHÜSKES, 1993; MAURIELLO et al., 2004). A 

temperatura para o processamento do salame durante a fermentação e maturação será 

determinada conforme o desempenho das culturas starters adicionadas à massa 

(VIGNOLO; HOLGADO; OLIVER, 1989; DROSINOS et al. 2005; CULTURA..., 

2013).  

 

Aditivos 

São substâncias empregadas na indústria para reduzir o tempo de cura e melhorar 

o aspecto e rendimento do produto. 

 

Ascorbato, isoascorbato e eritorbato de sódio  

Funcionam como aceleradores do processo de cura, contribuem para a melhoria e 

a estabilidade da cor e impedem a rancificação das gorduras. Para tal finalidade, são 

empregados em estado puro ou sob forma de misturas prontas, geralmente denominadas 

fixadores de cor (ROCCO, 1996). São considerados agentes antioxidantes, pois doam 

elétrons ao nitrito, levando à formação de compostos nitrosos que aceleram a formação 

de cor (IZUMI, 1989; BACTOFERM..., 2009). 

 

Glucono Delta Lactona 

Algumas receitas adicionam o aditivo Glucono Delta Lactona, que é uma forma 

oxidada da glicose rapidamente hidrolisada a ácido glucônico acelerando a diminuição 

do pH na massa, o que não é possível obter com a cultura starter somente. A desvantagem 

é a impossibilidade de controlar a microbiota nativa e, em altas quantidades, este 
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componente pode causar um sabor metálico e textura quebradiça ou granulada do salame 

(BACTOFERM..., 2009; CULTURA..., 2013). 

 

2.2.3 Embutimento 

 

O embutimento tem por finalidade dar forma ao produto cárneo. São permitidos 

envoltórios de origem natural (provenientes do intestino, bexiga, esôfago de suínos ou 

bovinos) ou artificial (constituídos de celulose e colágenos). As tripas de colágeno e de 

celulose possuem a vantagem de padronização do produto, facilidade no embutimento e 

baixo risco de contaminação cruzada (PARDI, 2001). O calibre do envoltório será 

determinado pelo tipo de salame que será elaborado (BRASIL, 2000) 

Ao embutir, a massa cárnea deve estar em baixa temperatura o que previne a 

formação de película de gordura na parte interna do envoltório que poderia inibir o 

processo de secagem (CULTURA..., 2013). Por isso, após a realização da mistura de 

todos os ingredientes, a indústria refrigera a massa (etapa de descanso) que, 

posteriormente, retorna ao processo para o embutimento. O embutimento deve assegurar 

que não haja entrada de oxigênio no envoltório (ORDOÑEZ et al., 2007). A presença de 

oxigênio no embutido pode resultar em pontos esverdeados no produto e aumento da 

rancificação de gorduras devido a processos oxidativos. Para isso, as grandes empresas 

realizam o embutimento a vácuo. Após o embutimento, é importante esperar algumas 

horas para equilibrar a temperatura do embutido com o ambiente, antes de submeter a 

temperaturas mais altas a fim de evitar a condensação de água no lado externo do 

envoltório (BACTOFERM..., 2009). 

 

2.2.4 Defumação 

 

A defumação é opcional na produção de salames brasileiros (BRASIL, 2000). A 

fumaça, produzida a partir da combustão de aparas ou serragem de madeira, promove 

grande quantidade de compostos ácidos, álcoois, carbonilas e fenóis, que adsorvem ou 

condensam na superfície dos salames (ORDOÑEZ et al., 2007). É um processo realizado 

para conferir aroma, sabor e cor, ajudar na conservação e impedir a rancificação das 

gorduras superficiais (ROCCO, 1996). Atualmente, esse processo tem mais importância 

como agente saporizante do que um processo de conservação (BACTOFERM..., 2009).  

A defumação tradicional pode ser realizada a frio (20 a 25ºC, 70 a 80% UR) durante 
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algumas horas ou vários dias, ou a quente com injeção de vapor para evitar a dessecação 

do produto, contudo, é cada vez mais frequente a utlização de aromas e condensados de 

fumaça, assim como vapores líquidos em vez da utilização de fumaça (ORDOÑEZ et al., 

2007). Algumas formulações que executam a defumação por 24 horas até quatro dias e 

em temperaturas altas, já realizam a fermentação nessa etapa (BAKA et al., 2011; 

MARANGONI; MOURA, 2011). 

 

2.2.5 Maturação  

 

O processo de maturação pode ser dividido em duas etapas em sequência: (1) 

fermentação e (2) secagem. Sua duração é determinada conforme cada tipo de salame e, 

segundo Caccioppoli et al. (2006), pode levar de 25 a 50 dias, objetivando transformar a 

massa cárnea em salame, garantindo suas características físico-químicas e segurança 

microbiológica. A seguir essas etapas serão explicadas individualmente.  

 

Etapa 1. Fermentação  

Após o embutimento (e defumação, caso seja empregada), o salame é colocado 

em uma câmara climatizada para início da fermentação, etapa em que os açúcares 

presentes na massa são convertidos a ácido lático pelas bactérias ácido-láticas, causando 

queda no pH inicial da massa cárnea, limitando o crescimento de micro-organismos 

indesejáveis o que garantirá o desenvolvimento do sabor característico ao produto 

(COROLLER et al., 2015). A temperatura de fermentação (mínimo 24oC e máximo 35oC) 

será determinada pelas espécies escolhidas na cultura starter e velocidade de acidificação 

desejada (CULTURA..., 2013) e, segundo estudos brasileiros, salames têm sido 

fermentados em temperaturas que variam de 18ºC a 36ºC (GOMIDE et al., 1997; 

CASTRO; LUCHESE; MARTINS, 2000; CICHOSKI; ZIS; FRANCESCHETTO, 2009; 

CAMPAGNOL et al., 2011; MARONGANI; MOURA, 2011; DALLA SANTA et al., 

2014). É importante que a UR da câmara de fermentação permaneça 2 a 4% abaixo do 

valor da Aw do salame, que nesse momento deve estar próximo a 0,96. Dessa forma, a 

UR deve ser alta (85-90%) para não desidratar a superfície do embutido.  

É necessário o monitoramento da temperatura, pois a ação das culturas starters é 

fortemente dependente da temperatura devido às rotas metabólicas, os sistemas de 

regulação e ação das enzimas. Também a UR deve ser controlada, pois abaixo do indicado 
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pode haver a formação de uma crosta na superfície do produto (CULTURA..., 2013; 

BACTOFERM..., 2009; DALLA SANTA et al., 2014).  

A queda do pH é determinante para o término desta etapa e início da secagem, 

pois quando o pH se aproxima do ponto isoelétrico das proteínas miofibrilares da carne 

(5,3-5,5), as mesmas ficam menos carregadas eletricamente e, consequentemente, a água 

encontra-se menos ligada às proteínas. Isso facilita a migração da água para a superfície, 

para o início da secagem do produto (MIRALLES; FLORES; PEREZ-MARTINEZ, 

1996; DALLA SANTA et al., 2014). Entretanto, a legislação brasileira não requer 

parâmetros de pH nessa fase a fim de determinar adequadamente o término da 

fermentação (BRASIL, 2000). Estudos em salames brasileiros demonstram que o pH 

alcançado ao final desta etapa varia entre 4,95 a 5,15, levando de dois a sete dias de 

fermentação (CICHOSKI; ZIS; FRANCESCHETTO, 2009; CAMPAGNOL et al., 2011; 

BERTOL et al., 2012; BARBOSA et al., 2015).  

 

Etapa 2. Secagem  

A etapa de secagem é definida como o período onde o salame deve atingir a perda 

de peso e Aw ideais para garantir a segurança microbiológica. Por isso, é nessa etapa que 

a textura e firmeza do salame são alcançados devido à remoção de água e desnaturação 

de proteínas (GARCIA; GAGLEAZZI;  SOBRAL, 2000).  

Da mesma forma, é importante monitorar a UR e a temperatura da câmara de 

maturação durante a secagem; entretanto, diferentemente da fermentação, nessa fase, a 

UR diminui para 85% e deve baixar gradualmente. Esse valor deve ser regulado conforme 

a diminuição da Aw do salame, de modo que a UR da câmara seja programada para estar 

sempre entre 5 a 10% menor que a Aw do embutido. Assim, a água que está na superfície 

consegue evaporar na mesma velocidade que a movimentação da água que sai do interior 

do produto para a superfície, garantindo que não crie uma crosta na superfície do 

embutido, o que impediria a secagem do salame (ORDOÑEZ et al., 2007; 

BACTOFERM..., 2009). 

A escolha da temperatura da câmara de maturação nessa etapa pode variar. Alguns 

estudos brasileiros utilizaram uma redução gradual desde a fermentação de 25oC e UR de 

95% até atingir, no sétimo dia, 18oC e UR de 75% e, assim, permaneceram por até 30 dias 

(CICHOSKI; ZIS; FRANCESCHETTO, 2009; CIROLONI et al., 2010; CAMPAGNOL 

et al., 2011; DALLA SANTA et al., 2014). Entretanto, há uma grande variação nesses 

padrões: Castro, Luchese, Martins (2000) realizaram a maturação a 18oC, reduzindo a UR 
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até 60% durante 30 dias, enquanto que Marangoni e Moura (2011) utilizaram 16 a 18 oC 

e UR à 70% por 35 dias. Outros ainda, mativeram a mesma temperatura durante a 

fermentação e secagem à temperatura de 20ºC por 28 dias (UR de 90 a 70%) (DE 

CARVALHO et al., 2017). 

Parâmetro pH  

Observam-se em alguns estudos que, durante a secagem, o pH do salame sofre um 

pequeno aumento no seu valor devido à produção de amônia a partir de peptídeos, 

aminoácidos, aldeídos, aminas e ácidos graxos provenientes da atividade proteolítica. 

Pode ainda ocorrer o desenvolvimento de fungos na superfície do alimento (consequência 

do processo) que podem oxidar lactato causando aumento do pH (MAURIELLO et al., 

2004; CAMPAGNOL et al., 2011; MARANGONI; MOURA, 2011; COROLLER et al., 

2015). O pH final do salame não é determinado na legislação e, por isso, podemos 

observar pH finais que variam de 4,5 até 6,09 (CIROLINI et al., 2010; DALLA SANTA 

et al., 2014; BARBOSA et al., 2015). 

Parâmetro de atividade de água (Aw) 

A Aw em alimentos é descrita como a taxa de pressão de vapor de água no 

alimento dividida pela pressão de vapor da água pura na mesma temperatura (LABUZA, 

1980). A maioria dos micro-organismos apresenta máximo crescimento entre 0,990 e 

0,995 de Aw. Por isso, a redução de Aw tem um efeito drástico no crescimento bacteriano, 

aumentando a fase lag e diminuindo as taxas de crescimento da célula (BEALES, 2004).  

No salame, a Aw diminui gradualmente durante a sua secagem e as indústrias 

devem alcançar em seus produtos Aw 0,90 (BRASIL, 2000). Além da Aw, a umidade 

máxima de 35% também está determinada na legislação como parâmetro indicador de 

finalização do processo (BRASIL, 2000). Ambos os parâmetros estão relacionados entre 

si: a Aw é a quantidade de água disponível para o crescimento de micro-organismos; 

enquanto que a umidade inclui o teor de água indisponível para reações no alimento. 

Dessa forma, o valor de Aw, em relação ao crescimento de patógenos, é mais importante 

que a porcentagem de umidade (SPERBER, 1983). Embora existam esses parâmetros 

definidos em lei, encontram-se no varejo produtos que não cumprem ambas as 

determinações, colocando em risco a saúde do consumidor (CACCIOPOLLI et al., 2006). 
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Parâmetro de perda de peso 

A determinação da perda de peso é uma medida que demonstra a quantidade de 

água eliminada do embutido durante o período de secagem e não garante segurança 

microbiológica, pois não avalia parâmetros que limitam o crescimento bacteriano. 

Entretanto, pode ser um parâmetro fácil e não destrutivo para ser avaliado na elaboração 

(COROLLER et al., 2015). Campagnol et al. (2011) citando Rust (1994) afirmaram que 

a perda ideal ocorre após redução de 30 a 40% do peso e, analisando outros estudos, 

valores dentro desse intervalo corroboraram com Aw abaixo de 0,90 (GARCIA; 

GAGLEAZZI;  SOBRAL, 2000; MACEDO et al., 2008; DALLA SANTA et al., 2014).  

 

2.3 Microbiologia preditiva  

A microbiologia preditiva, que pode ser considerada um ramo da microbiologia 

de alimentos, objetiva avaliar quantitativamente o comportamento microbiano em 

alimentos e derivar adequados modelos matemáticos. Um modelo matemático é a 

descrição de um sistema real utilizando equações, a partir de dados gerados observados 

na população bacteriana, que descreverá combinações de condições que não foram 

testadas em experimentos (WHITING, 1995).  

Os principais fatores que afetam a multiplicação microbiana são: pH, Aw, 

atmosfera, temperatura e presença de determinados ácidos orgânicos. Diferentes modelos 

permitem predizer a inativação e a probabilidade de crescimento bacteriano no alimento 

sob esses fatores, considerando condições adicionais como estado fisiológico das células 

ou interação com outros micro-organismos por toda a cadeia de produção, desde a matéria 

prima até o produto final. Para as empresas produtoras de alimentos, a aplicação de uma 

ferramenta matemática é de grande importância, pois pode garantir a segurança e 

qualidade do alimento (WHITING, 1995; PÉREZ-RODRÍGUEZ; VALERO, 2013). Para 

isso, softwares e sistemas para desenvolver modelos são utilizados para promover rápidas 

estimativas dos efeitos das formulações e processo, fatores de estocagem e vida de 

prateleira nos produtos, os quais seriam respostas de difícil obtenção com a microbiologia 

tradicional (CEPEDA et al., 2013).  

A microbiologia preditiva pode ser utilizada em muitas situações: Análise de 

Perigos e Pontos Críticos de Controle (APPCC) para analisar perigos, identificar e 

estabelecer pontos críticos, determinar ações corretivas, avaliar interações das variáveis 

e nas Avaliações de Risco (AR) para estimar a população microbiana e sua dinâmica ao 
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longo da cadeia e avaliação de exposição de um patógeno específico. Além dessas, pode 

ainda ser utilizada na análise de vida de prateleira para predizer crescimento de micro-

organismos deteriorantes ou patogênicos nos alimentos, avaliar o efeito do processamento 

na qualidade e segurança dos alimentos e dar suporte às decisões quando implementadas 

operações diferentes durante a produção, avaliar impactos de desvios de processo na 

segurança e na qualidade dos alimentos (CAMPOS et al., 2005; CEPEDA et al., 2013). 

 

2.3.1 Desenho experimental de um estudo 

 

O desenho experimental de um estudo dependerá do modelo preditivo e da 

aplicação em um cenário real. Quando executado em uma matriz de alimento, o desenho 

será de acordo com a representatividade de dados em condições reais. Para esse propósito, 

é necessário entender os principais fatores que afetam o comportamento microbiano 

através de diferentes ensaios. Quanto maior o número de fatores, mais complexo torna-se 

o desenho experimental e mais dados reais são gerados (PÉREZ-RODRÍGUEZ; 

VALERO, 2013).  

A seleção dos micro-organismos em modelos dependerá dos dados 

epidemiológicos que envolvem o alimento e a bactéria estudada. O ideal é utilizar micro-

organismos que tenham sido isolados de formulações similares às do alimento escolhido 

para o estudo, além disso, patógenos de surtos de DTA também podem ser incluídos. De 

qualquer forma, é importante incubar o micro-organismo em condições padronizadas 

preferencialmente semelhantes às encontradas no alimento (PÉREZ-RODRÍGUEZ; 

VALERO, 2013).  

Quando a microbiologia preditiva é utilizada com o propósito de avaliações de 

risco, a variabilidade do comportamento das cepas escolhidas é muito importante para a 

precisão e credibilidade do ensaio (NAUTA; DUFRENNE, 1999). Por isso, múltiplas 

cepas devem ser utilizadas, incluindo preferencialmente, cepas com características 

robustas de inativação, principalmente quando o ensaio emprega múltiplas condições de 

estresse. É comum também a utilização de coquetéis; entretanto, para a segurança de 

alimentos, cepas com comportamentos atípicos de resistência ao estresse devem ser 

evitadas para não superestimar os resultados (LIANOU; KOUTSOUMANIS, 2013). 

Os modelos utilizados podem ser divididos em três grupos: crescimento, 

sobrevivência/inativação e crescimento/não crescimento onde a concentração do inóculo 

depende do objetivo do modelo. Quando o modelo objetiva avaliar a estabilidade do 
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produto, como a vida de prateleira, são utilizadas concentrações entre 102 e 103 UFC.g-1, 

correspondendo a estudos de crescimento; entretanto, quando o estudo é para estimar um 

processo de letalidade, em modelos de sobrevivência/inativação, são indicadas 

concentrações mais altas que 106 UFC.g-1. Dentre esses, existe uma distinção entre os 

conceitos de sobrevivência e de inativação. Nos modelos de sobrevivência, a condição 

ambiental ou o processo não intenciona a eliminação da população microbiana, enquanto 

na inativação o processo implementado objetiva a destruição do patógeno em um 

alimento (PÉREZ-RODRÍGUEZ; VALERO, 2013).  

Para realizar a inoculação dos micro-organismos, é necessário manter os 

parâmetros da formulação do produto. Em matrizes líquidas com alta Aw (>0,96), o 

inóculo pode ser adicionado diretamente no produto, utilizando uma mínima quantidade 

de tampão ou água como veículo da cultura. Para alimentos com Aw intermediária, o 

diluente pode ser ajustado com a Aw da formulação (PÉREZ-RODRÍGUEZ; VALERO, 

2013). 

A frequência de análise depende das condições ambientais em que o alimento será 

submetido. No início do experimento, primeiros dias ou semana, devem ser coletadas 

amostras mais frequentemente (uma vez ao dia ou mais vezes por dia) e então reduzida a 

frequência com intervalos maiores. As curvas de crescimento e sobrevivência de micro-

organismos devem ser construídas e os dados devem ser coletados ao longo de todo o 

período de análise do alimento (PÉREZ-RODRÍGUEZ; VALERO, 2013). 

 

2.3.2 Estimação da concentração de células bacterianas  

 

Na produção de alimentos, os micro-organismos podem não estar uniformemente 

distribuídos o que afeta a homogeneidade bacteriana e entre as unidades de alimentos 

coletados. Essa característica deve ser levada em conta no processo de modelagem da 

concentração e na escolha das distribuições de probabilidade utilizadas para representar, 

para efeitos de modelagem, a distribuição física de micro-organismos nos alimentos. A 

estimativa da concentração bacteriana, geralmente, envolve a coleta de frações, extraídas 

de vários locais dos alimentos (i.e. amostra). Para usar estes dados para inferência do 

parâmetro de concentração bacteriana, são feitas suposições, explícita ou implicitamente. 

Assim, as variações espaciais e temporais na distribuição das células são modeladas com 



41 
 

base nas suposições assumidas acerca das distribuições de probabilidade que melhor 

descrevem os parâmetros inferidos (EL-SHAARAWI; ESTERBY; DUTKA, 1981).  

O método de contagem em placa é amplamente utilizado na quantificação dos 

micro-organismos patogênicos em alimentos. Apesar da sua popularidade esta técnica 

tem limitações. Usualmente a contagem é realizada com subamostras (da amostra 

original) diluídas serialmente, onde se presumem que as celulas são distribuídas de acordo 

com uma distribuição de Poisson (ADAMS; MOSS, 2008). Nesse método, a seleção de 

qual diluição a ser utilizada é arbitrária, optando-se por selecionar placas que estejam 

dentro de uma faixa contável. Sendo assim, resultados com contagens abaixo de 25 

Unidades Formadoras de Colônias (UFC) são considerados não confiáveis, assim como 

resultados <1 UFC na placa de contagem, que não podem ser considerados como 

inexistência microbiana no alimento, pois o método apresenta um limite de detecção, 

implicando em incertezas na predição de micro-organismos (MCDONALD; SUN, 1999; 

SILVA et al., 2010). Da mesma forma, o número de replicatas realizadas dentro da mesma 

amostra são arbirárias e os dados são resumidos como estimativa pontual (média), 

negeligenciando a variação e, consequentemente, perdendo informação (DUARTE, 

2013). 

Diante das limitações de inferência com as técnicas tradicionais de amostragem e 

contagem microbiana, a quantificação de incertezas associada às inferências pode ser 

realizada por meio de modelagem Bayesiana, que tem como característica levar em conta 

evidências obtidas de mensuração e de conhecimento a priori. De forma prática, um 

modelo Bayesiano pode ser usado para estimar a distribuição de probabilidade a 

posteriori de um parâmetro de interesse (e.g. UFC/g), descrevendo contaminação em 

produtos alimentícios em termos probabilísticos. Essa distribuição é usada para 

representar a variabilidade e a incerteza resultantes tanto da variação natural da 

concentração nos alimentos quanto das incertezas geradas nos processos de amostragem 

e subamostragem utilizados na quantificação (JARMAN et al., 2008; BUSSCHAERT et 

al., 2011).  

 

2.3.3 Modelos preditivos e classificações 

 

O objetivo dos microbiologistas é conhecer o comportamento dos micro-

organismos nos alimentos submetidos a condições adversas. Com a utilização da 

microbiologia preditiva, o comportamento microbiano pode ser explicado com poucos 
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fatores ambientais (principalmente temperatura, pH e Aw), proporcionando assim, 

predições para a maioria dos alimentos (PÉREZ-RODRÍGUEZ; VALERO, 2013). 

 Com o objetivo de desenvolver estudos comparativos, muitos autores sugerem 

diferentes classificações de modelos preditivos baseados no propósito final. Existem os 

modelos cinéticos que compreendem a taxa de multiplicação microbiana e que podem 

predizer o comportamento bacteriano por meio do seu crescimento exponencial ou 

formação de curvas sigmoides relacionados a parâmetros intrínsecos e extrínsecos como 

temperatura, pH ou Aw. Esses modelos são úteis pois podem predizer as mudanças no 

crescimento microbiano em função do tempo, quando controlada uma variável que pode 

afetar o crescimento. O desenvolvimento de um modeo cinético pode ser difícil, pois é 

necessária a disponibilidade de muitos dados de parâmetros e contagens microbianas. Por 

outro lado, existem os modelos probabilísticos que predizem a probabilidade de ocorrer 

um dado evento e são comumente utilizados para modelos de bactérias esporuladas ou 

produção de toxinas. Às vezes, a utilização em conjunto desses tipos de modelos deve ser 

considerada, pois em situações adversas de crescimento, onde há ausência de crescimento 

microbiano, há sempre uma pequena probabilidade de haver crescimento (MCDONALD; 

SUN, 1999).   

Outra classificação também utilizada é baseada no desenvolvimento de modelo: 

primário, secundário ou terciário (MCDONALD; SUN, 1999). O modelo primário prediz 

o crescimento bacteriano como uma função do tempo em condições ambientais 

constantes, tais como temperatura, pH, Aw, oxigênio, conservantes, etc. Os primeiros 

modelos eram simples equações de condições de multiplicação contra condições de não 

multiplicação. Mais tarde, os modelos descreveram o tempo entre a inoculação e a 

multiplicação microbiana (FORSYTHE, 2013). Através de poucos parâmetros, os 

modelos primários definem as fases de crescimento e inativação, ou seja, parâmetros 

cinéticos como máxima taxa de crescimento, fase lag, taxa de inativação em função do 

tempo de tratamento (PÉREZ-RODRÍGUEZ; VALERO, 2013). O modelo secundário, 

por sua vez, descreve as mudanças nos parâmetros dos modelos primários com os efeitos 

das condições ambientais (fatores físico-químicos e biológicos) e são os modelos 

comumente desenvolvidos e utilizados. Os modelos terciários são baseados em 

programas de computador que promovem uma interface entre a matemática e o operador, 

permitindo que os dados inseridos de modelos primários e secundários sejam estimados 

e observados em gráficos, predições e comparações. Através de um conjunto de regras 
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determinadas no software e os dados inseridos, o programa mimetiza o raciocínio e a 

tomada de decisões de um indivíduo (WHITING, 1995).  

 

2.3.4 Modelos matemáticos desenvolvidos e descritos na literatura 

 

Dentre os modelos primários de crescimento, a equação de Gompertz e Baranyi e 

suas modificações tornaram-se os modelos mais utilizados. No modelo de Gompertz, uma 

curva sigmoidal é produzida com quatro fases comparáveis às curvas de crescimento 

microbiano: lag, aceleração, desaceleração e estacionária (FORSYTHE, 2013). A curva 

gerada é excelente para descrever o crescimento a temperaturas constantes, mas não é a 

mais utilizada para temperaturas oscilantes (GOUMUDAVELLI et al., 2007). Barayni e 

Roberts (1994) propuseram um modelo para prever o crescimento do micro-organismo 

submetido a diferentes temperaturas, o qual adaptou melhor os dados experimentais do 

que a função de Gompertz. Nesse caso, assume-se que a bactéria necessita de um subtrato 

desconhecido para o seu crescimento e crescem exponencialmente até terem o 

crescimento limitado pelo meio. Isso ocorre porque estas células se adaptam ao ambiente.   

Os modelos secundários matemáticos podem ser divididos em duas abordagens: 

descrição dos fatores ambientais simultaneamente através da função polinomial; ou 

modelagem individual de cada fator em um modelo geral que descreve os efeitos 

combinados (WHITING, 1995). Os modelos Polinomiais (chamados de modelos de 

superfície) são modelos secundários de natureza empírica onde as maiores vantagens são 

a ampla possibilidade de inserção de dados e a fácil elaboração. Geralmente, equações 

polinomiais são usadas em três termos: primeira ordem, segunda ordem (quadrática) e 

interações. Esses modelos são caracterizados pela possibilidade de inclusão de um grande 

número de parâmetros que aumentam exponencialmente, quando aumentado o número 

de fatores incluídos (PÉREZ-RODRÍGUEZ; VALERO, 2013). Entretanto, nas curvas de 

crescimento e de inativação de micro-organismos, diferentes tipos de desvios de 

linearidade como formas sigmoides, com “ombros e caudas” podem ser observados. 

Embora modelos polinomiais sejam bastante utilizados, estes são incapazes de incluir 

essas características de curva ao modelo, o que poderia subestimar o risco (GONZÁLEZ; 

SKANDAMIS; HÄNNINEN, 2009). Por isso, outros modelos têm sido propostos para 

descrever curvas não-lineares (BUZRUL; ALPAS, 2007).  

O modelo Weibull foi descrito como modelo de inativação para células 

vegetativas. Esse modelo é robusto para lidar com não linearidade nas curvas de 
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sobrevivência durante o processo de inativação, considerando as variações biológicas a 

respeito da inativação térmica. É amplamente utilizado na engenharia para descrever 

tempo de falha em eletrônicos e sistemas mecânicos, e também, é apropriado para a 

análise de dados de sobrevivência, ou seja, tempo de falha depois da aplicação do estresse 

(VAN BOEKEL, 2002). Embora esse modelo seja de natureza empírica, uma ligação 

pode ser realizada com efeitos fisiológicos, sendo utilizado na microbiologia com sucesso 

para descrever inativações não-lineares de diferentes micro-organismos sob diferentes 

condições experimentais. O mesmo incorpora os efeitos de cauda de duas fases de mortes, 

com a segunda fase apresentando uma taxa de morte mais baixa que a primeira 

(BUZRUL; ALPAS, 2007; GONZÁLEZ; SKANDAMIS; HÄNNINEN, 2009). 

 Uma forma de incorporar os fatores ambientais em modelos matemáticos é 

utilizar o conceito gamma. Quando utilizado este conceito em microbiologia preditiva, 

por vezes o modelo é chamado de modelo de conceito gamma (gamma concept model). 

Este permite a modelagem da influência de fatores ambientais (Aw, temperatura e pH) na 

taxa de crescimento máxima em relação à sua condição ótima de crescimento. Essa taxa 

de crescimento varia de zero a um, onde zero não apresenta crescimento em certa 

condição e um corresponde à condição de ótimo crescimento onde os fatores ambientais 

agem indepedentes na taxa de crescimento. Assim, os efeitos combinados do ambiente 

poderiam ser obtidos pela multiplicação dos efeitos separados de cada fator 

(ZWIETERING et al., 1992; COROLLER et al., 2012). Mais tarde, a introdução dos 

valores cardinais, também chamado de Modelo de Parâmetro Cardinal (CPM sigla em 

inglês) considerou que fatores ambientais interagiam sinergicamente para determinar a 

taxa biocinética. Além disso, de acordo com o conceito gamma, esse modelo descreveu 

uma fórmula considerando os efeitos relativos de temperatura, Aw e pH, quantificando a 

influência desses fatores no crescimento bacteriano (ROSSO et al., 1995; ROSSO; 

ROBINSON, 2001).   

 

2.3.5 A utilização de meios artificiais em microbiologia preditiva 

  

A geração de dados na microbiologia preditiva é fator importante para o 

desenvolvimento dos modelos matemáticos e pode ocorrer de diversas maneiras. Muitos 

estudos realizados em ambientes artificiais, como meios de cultura, tentam mimetizar as 

condições dos alimentos, fornecendo dados para serem utilizados nos modelos e para as 

suas validações matemáticas (SMITH et al., 1975; GIBSON; ROBERTS, 1986; NISSEN; 
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HOLCK, 1998; DUFFY; GRAU; VANDERLINDE, 2000; WIILIANS; GOLDEN, 2001; 

NIGHTINGALE et al., 2006; HWANG et al. 2009). Outros estudos modelam o 

comportamento bacteriano a partir de seus próprios experimentos em meios artificiais, 

simulando inúmeras condições ambientais (GIBSON; BRATCHELL; ROBERTS; 1988, 

DUFFY; WHITING; SHERIDAN, 1999).  

Esses modelos descritos sob condições estáticas podem oferecer uma resposta 

rápida, conveniente e econômica de comportamento do micro-organismo; entretanto, 

apresentam dificuldade em realizar previsões precisas do crescimento microbiano em 

uma matriz de alimento, pois a variação de comportamento bacteriano é inevitável em 

matrizes complexas como a carne, por exemplo (MCDONALD; SUN, 1999; BUZRUL; 

ALPAS, 2007). Dessa forma, resultados a partir de caldos de cultivo podem ser falhos e 

muitos fatores podem contribuir para isso: bactérias crescem mais rápido em meio 

líquido, há ausência de microbiota normal competitiva, os substratos são diferentes e há 

homogênea distribuição do micro-organismo. Para fins práticos, os modelos devem ser 

validados, utilizando patógenos em alimentos reais em condições que simulem as 

situações encontradas na prática industrial (MCMEEKIN et al., 1997).   

 

2.3.6 Modelos matemáticos aplicados em produtos embutidos maturados  

 

Muitos estudos conduzidos na matéria prima do alimento demonstram a redução 

de patógenos, modelando sua inativação e podem ser importantes ferramentas para o 

controle de patógenos durante o processamento de alimentos. Especificamente, em 

embutidos RTE, que dependem da diminuição de pH e Aw durante a fermentação e a 

secagem para garantir a inocuidade, diferentes modelos foram testados para descrever o 

comportamento de Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium e Escherichia coli 

O157:H7 (PORTO-FETT et al., 2008; PRAGALAKI; BLOUKAS; KOTZEKIDOU, 

2013; COROLLER et al., 2015).  

Hwang et al. (2009), utilizaram equações polinomiais para descrever a inativação 

de três patógenos (E. coli  O157:H7, L. monocytogenes e S. Typhimurium) durante a 

fermentação, secagem e estocagem em embutido tipo mediterrâneo fermentado 

(Soudjouk-style). Em outro estudo, um embutido tradicional da Turquia chamado Sucuk, 

foi testado para sobrevivência de L. monocytogenes, bactérias aeróbicas e ácido láticas e 

fungos durante a maturação e a estocagem do produto (ERKMEM, 2008). A amostragem 

foi considerada a partir de um dia de maturação, pois o crescimento observado no 
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primeiro dia não foi incluído nos modelos. Os dados de sobrevivência foram descritos 

pelo modelo de Gompertz-modificado e um modelo logístico onde os seus desempenhos 

foram analisados a partir da comparação dos resultados preditos e obtidos no experimento 

aos valores obtidos em outros modelos. Ambos os modelos demonstraram uma adequada 

predição dos resultados (ERKMEM, 2008).  

Diferentemente, Coroller et al. (2015) utilizaram um conjunto de modelos que 

abrangeu as três fases: crescimento, limites de crescimento e inativação baseado em 

modelos logístico, Cardinal, Weibull e o conceito gamma para quantificar o 

comportamento de Salmonella Typhimurium durante o processamento de embutido 

fermentado francês. O estudo incluiu a etapa de crescimento inicial, seguida da etapa de 

inativação na maturação, considerando temperatura, pH, bactérias ácido láticas, Aw, 

testando diferentes concentrações de carboidratos e sal e tipos de culturas starters para 

alterar o pH final. O modelo descreveu o comportamento de Salmonella Typhimurium 

nessas diferentes condições.  

 

2.3.7 Validação do modelo matemático 

 

Uma etapa necessária na microbiologia preditiva após o desenvolvimento e 

aplicação do modelo matemático é a sua validação. A validação permite ao pesquisador 

testar a eficácia do modelo utilizado na predição do comportamento do patógeno no 

alimento (JUNEJA et al., 2014). A validação na matriz do alimento é necessária para 

observar vieses do modelo e testá-lo, isso envolve a comparação dos dados observados 

no modelo preditivo com os dados observados em um “Teste de Desafio” (experimento 

realizado no alimento). Além do Teste de Desafio outras formas de validação podem ser 

realizadas a partir de dados advindos da literatura ou novos dados laboratoriais ou testes 

na indústria (CAMPOS et al., 2005).  

Quando a validação é realizada nas mesmas condições do experimento que foram 

retirados os dados para elaborar o modelo, denomina-se validação interna e objetiva 

determinar se o modelo é capaz de descrever os dados do experimento. Na validação 

externa, a comparação é feita entre predições e dados independentes que foram retirados 

de outros Testes de Desafios ou dados da literatura (PÉREZ-RODRÍGUEZ; VALERO, 

2013).   
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3 PROBLEMA DE PESQUISA  

 

a) É possível predizer o comportamento de Salmonella enterica durante a elaboração 

de salame, em condições típicas de produção no Brasil, por meio de um modelo 

matemático? 

 

b) As etapas de elaboração do salame, em condições típicas de produção no Brasil, serão 

capazes de eliminar Salmonella enterica? 
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4 HIPÓTESE DE PESQUISA 

 

a) O comportamento de Salmonella enterica será predito por meio do modelo matemático 

o qual será confirmado com uma validação. 

 

b) A etapa de fermentação do salame será capaz de eliminar Salmonella enterica. 

 

c) A etapa de dessecação do salame será capaz de eliminar Salmonella enterica. 
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5 OBJETIVOS 

 

5.1 Geral  

 

Contribuir para o conhecimento do comportamento de Salmonella enterica 

durante as etapas de elaboração de salame conforme a forma de produção industrial 

brasileira. 

 

5.2 Específico 

 

 

a) Determinar a curva de atividade de água (Aw) e pH durante a maturação de 

salame. 

 

b) Determinar a curva de comportamento de um coquetel de sorovares Salmonella 

enterica durante a maturação de salame. 

 

c)  Aplicar um modelo matemático para predizer o comportamento de Salmonella 

enterica durante a elaboração de salame. 

 

d) Validar o modelo matemático aplicado. 
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6 METODOLOGIA 

 

6.1 Delineamento do estudo 

 

Foi conduzido um estudo descritivo do comportamento de S. enterica durante as 

etapas de elaboração de salame inoculado com um coquetel de sorovares da referida 

espécie bacteriana. Os dados populacionais obtidos no estudo foram inseridos em modelo 

preditivo que descreveu os efeitos e as interações de Aw, pH e temperatura na inativação 

de S. enterica. Após a aplicação do modelo matemático, o mesmo foi validado pela 

comparação da sua curva predita com a curva observada durante a elaboração de salame. 

 

6.2 Escolha de cepas provenientes da bacterioteca do Laboratório de Medicina 

Veterinária Preventiva- UFRGS para comporem o coquetel de sorovares de 

Salmonella enterica  

 

Um coquetel de sorovares de S. enterica foi preparado para ser adicionado à massa 

cárnea para elaboração dos salames do estudo. Salmonella Typhimurium, S. Derby e S. 

Infantis foram os sorovares escolhidos para comporem o coquetel, com base na ocorrência 

em suínos e produtos de origem suína, bem como na importância citada na literatura como 

causador de surtos em humanos. Quatro cepas de S. enterica pertencentes aos referidos 

sorovares e que estavam armazenadas na bacterioteca do Laboratório de Medicina 

Veterinária Preventiva (UFRGS) compuseram o coquetel. Para assegurar a validade 

externa do modelo matemático testado, um teste de desempenho em pH 5 de cepas da 

coleção pertencentes aos referidos sorovares serviu de critério para a escolha das mesmas. 

Além dessas, a cepa referência S. Typhimurium ATCC 14028 foi adicionada ao coquetel, 

totalizando cinco cepas.  

6.2.1 Teste de desempenho 

Na bacterioteca estavam armazenadas 32 cepas isoladas de embutidos elaborados 

com carne suína: 12 cepas de S. Derby, 12 cepas de S. Typhimurium e quatro cepas de S. 

Infantis oriundas de linguiça frescal; e quatro cepas de S. Typhimurium oriundas de 

salame (APÊNDICE B).  

Todas as cepas estavam mantidas na bacterioteca em glicerol a -18°C e foram 

reativadas em caldo Infusão de Cérebro e Coração (BHI, Oxoid) e confirmadas 
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fenotipicamente quanto à identidade (QUINN et al., 2011). As culturas individuais foram 

preparadas realizando duas transferências, em série, em caldo BHI com 10% de glicose, 

incubado a 37°C±2 por 18 horas, para prévia adaptação das cepas.  

Para o teste de triagem, primeiramente um mix de quatro cepas de mesmo sorovar 

e mesma origem foi preparado. O mix foi constituído por uma alíquota (1 mL) de cultivo 

de cada uma das cepas. De cada mix, foram realizadas quatro diluições seriadas em base 

dez em Água Peptonada 0,1% (AP 0,1 %). A partir da diluição 10-4, alíquotas de 100 µl 

foram transferidas para caldo BHI ajustado para pH 5 com ácido lático 85%. Cada mix 

de cepas foi incubado em BHI pH 5 a 37°C±2 por 24 h. Antes e após a incubação, foi 

conduzida a enumeração de bactérias viáveis presentes no caldo BHI pH 5 em ágar 

Desoxicolato Lisina Xilose (XLD, Oxoid) conforme descrito em SILVA et al. (2010). As 

colônias características foram enumeradas e multiplicadas pelo inverso da diluição em 

que foi realizada a contagem.  

 Os mix que apresentaram maiores taxas de crescimento tiveram as cepas 

individualmente testadas em BHI pH 5, como já descrito. A partir disso, foram definidas 

as cepas com os melhores desempenhos em cada um dos sorovares e origens.  

6.2.2 Determinação do perfil de macrorrestrição das cepas de Salmonella enterica para 

formação do coquetel  

A cepa que apresentou melhor desempenho em BHI pH 5, entre as cepas de S. 

Derby e S. Infantis foram submetidas à macrorrestrição com a enzima XbaI seguida de 

eletroforese em campo pulsado (PFGE, sigla em inglês). Para S. Typhimurium todas as 

cepas que apresentaram crescimento em BHI pH 5 e a cepa referência S. Typhimurium 

ATCC 14028 foram submetidas à macrorrestrição para determinação do perfil 

(pulsotipo). Os pulsotipos apresentados pelas cepas de S. Typhimurium foram um critério 

adicional para a escolha das cepas do coquetel, sendo eleitas as duas cepas com melhor 

desempenho em caldo BHI pH 5 que apresentaram ao menos uma banda de diferença 

entre si e com a cepa referência S. Typhimurium ATCC 14028.  

Para a realização da macrorrestrição, o DNA total foi extraído com 25 L da 

enzima Proteinase K (20mg/mL, Thermo Scientific) e clivado com 5 L da enzima XbaI 

(10U/L, Thermo Scientific e Promega), conforme o protocolo para Salmonella serotypes 

descrito em PulseNet Methods (CDC, 2017). A eletroforese em campo pulsado foi 

realizada em gel de agarose 1% utilizando tampão 0,5X Tris-borato-EDTA no sistema 

CHEF DR-II (BioRad Laboratories) ajustado para tempo inicial 2,2 segundos, tempo final 
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63,8 segundos, voltagem 6 volts e tempo de corrida de 20 horas à 14ºC conforme descrito 

em PulseNet Methods (CDC, 2017). Como referência de tamanho de fragmentos gerados 

foi utilizada a cepa de Salmonella Braenderup (H9812). Após a eletroforese, o gel foi 

corado em solução de brometo de etídio (1µg/mL, Sigma), durante 30 minutos, foto-

documentado em transiluminador onde a imagem foi capturada e digitalizada pelo 

sistema L-Pix Touch System5 (Loccus).  

6.3 Preparo do coquetel de Salmonella enterica para adição na massa do salame 

As cepas selecionadas foram adaptadas individualmente em caldo BHI adicionado 

de 10% de glicose (conforme item 6.2). Após, foram submetidas a duas transferências 

consecutivas para 10 e 20 mL de caldo BHI (Oxoid) e incubação a 37°C±2 durante 18 

horas. Ao final, as culturas foram centrifugadas a 3800 g por 40 minutos. O sobrenadante 

foi rejeitado e o sedimento de células foi reconstituído em 2 mL de solução salina 0,85%. 

O inóculo de Salmonella enterica foi ajustado na concentração de aproximadamente 10 

log UFC. mL-1, com auxílio de escala de Mc Farland. 

Um coquetel com as cinco cepas foi preparado através da transferência de uma 

alíquota de 2 mL de cada suspensão de aproximadamente 10 log UFC. mL-1 para um tubo 

estéril. 

 

6.4  Elaboração do salame 

 

Foram elaboradas três bateladas de salame, sendo a primeira para a realização do 

estudo Piloto, a segunda para o estudo Base e a terceira para o estudo Validação. A seguir 

serão explicadas as etapas para elaboração do salame. 

 

6.4.1 Formulação da massa cárnea 

A formulação da massa (Quadro 1) foi definida a partir de receitas típicas de 

salames industrializados no Brasil.  
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6.4.2 Preparo da cultura starter adicionada à massa do salame 

 A cultura starter Lyocarni (SBM-11, Sacco Brasil), contendo Staphylococcus 

xylosus, Staphylococcus carnosus e Lactobacillus sakei, foi preparada conforme 

recomendação do fabricante (0,2g/Kg de carne). Para verificar a quantidade de bactérias 

presentes no inóculo, uma alíquota de 1 mL da solução preparada, foi submetida à 

enumeração em ágar Mann Rogosa Sharpe (MRS, Merck) pela técnica de “pour plate” 

com sobrecamada. As placas foram incubadas em microaerofilia por 48 horas a 30ºC. A 

enumeração indicou uma população de aproximadamente 6 log UFC.g-1 na cultura starter 

adicionada à massa. 

 

6.4.3 Preparo da massa do salame  

A carne suína (paleta desossada), obtida de matadouro frigorífico sob Serviço de 

Inspeção Estadual, foi moída com lâmina de 6 mm. O toucinho, adquirido no mesmo 

estabelecimento, foi picado com faca em cubos de 6 mm, no dia anterior ao embutimento. 

A carne foi resfriada a 4ºC e o toucinho congelado a -18ºC até o momento da utilização.   

Quadro 1- Lista de ingredientes e quantidades utilizadas para o 

preparo de aproximadamente 1000 g de massa de salame. 

  

Ingredientes Quantidade (g) 

Carne suína (paleta) 852 

Toucinho (região costal) 108 

Nitrato de sódio 0,21 

Nitrito de sódio 0,12 

Cloreto de sódio 19,5 

Cultura starter  0,20 

Glicose 9,1 

Eritorbato de sódio 0,5 

Glutamato monossódico 0,65 

Alho em pó 2,4 

Pimenta preta 2,4 

Páprica doce 2,4 

Coentro  2,4 

Total 1000 

Fonte: a própria autora  
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Para a elaboração da massa de salame, todos os ingredientes foram pesados, 

individualmente, conforme a formulação determinada (Quadro 1). A carne, moída e 

resfriada, foi misturada manualmente ao toucinho congelado, aos ingredientes e à cultura 

starter previamente preparada conforme item 6.3.2. O sal e o eritorbato de sódio foram 

adicionados por último. Após a homogeneização da massa, esta foi refrigerada (4ºC) por 

uma hora. 

 

6.4.4 Adição de líquidos à massa  

 

Após o preparo, a massa foi dividida em duas porções; a uma delas foi adicionado 

o coquetel de cepas de Salmonella enterica. Para tanto, 1 mL do coquetel preparado como 

descrito em 6.3 foi adicionado a porções de 100 g de massa para facilitar a 

homogeneização. Posterirormente, essas porções foram misturadas para formar a massa 

final para embutimento. A concentração final de S. enterica na massa foi de 

aproximadamente 8 log UFC.g-1 de salame.  

A segunda porção, não adicionada de coquetel de S. enterica, foi preparada para 

realização das análises de Aw, visto que, por razões de biossegurança, amostras analisadas 

em área externa ao Laboratório de Medicina Veterinária Preventiva (UFRGS) não 

poderiam estar inoculadas com S. enterica. A essa porção foi adicionada solução de NaCl 

0,85% em quantidade equivalente a 1% do peso da massa para embutimento do salame. 

 

6.4.5 Embutimento 

 

A massa preparada como descrita em 6.4.4 foi embutida em envoltório natural 

bovino. Anteriormente à sua utilização, o envoltório foi hidratado, lavado e, então, 

submergido em vinagre branco, durante 4 horas. Após esse período, foi novamente lavado 

em água corrente para retirada da solução acética.  O envoltório foi inserido no funil do 

moedor de carne hidráulico provido de disco vazado. A massa cárnea foi colocada no 

moedor e foram embutidos salames medindo aproximadamente 15 cm de comprimento, 

constituídos por aproximadamente 200 g de carne. Primeiramente, foi embutida a massa 

não contaminada pelo coquetel de S. enterica; seguida da massa contaminada. Os salames 

foram amarrados com barbante, evitando a entrada de ar no embutido. 
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6.4.6 Identificação dos salames preparados 

  

Os salames recém-embutidos foram identificados por meio de etiquetas (Figura 

2), conforme os grupos a que pertenciam. Dessa forma, salames não contaminados, que 

seriam utilizados para análise de Aw, foram identificados com algarismos romanos. 

Salames que haviam sido inoculados com coquetel de S. enterica foram identificados com 

algarismos arábicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.4.7 Câmara de maturação utilizada e pendura dos salames 

 

Uma câmara de maturação medindo 100 cm x 85 cm x 60 cm em seu 

compartimento interno foi construída. No seu interior varas de aço inox foram colocadas 

para a pendura dos salames (Figuras 3 e 4). O espaço interno da câmara de maturação foi 

dividido em duas áreas: A e B (Figura 4).  

Para garantir a aleatoriedade do local onde os salames seriam pendurados, foi 

realizado sorteio. Papéis com os números que constavam nas etiquetas dos salames 

contaminados com coquetel de S. enterica, foram colocados em uma urna e retirados, 

individualmente, para cada uma das posições da área de pendura (Figura 5). Assim, todos 

os salames contaminados tiveram a mesma chance de serem alocados em uma 

determinada posição na câmara de maturação. Da mesma forma, os salames não 

contaminados, identificados foram sorteados de forma que todos também tivessem igual 

chance de serem posicionados no centro (entre as áreas A e B) e nas duas extremidades 

Figura 2: Salames recém-embutidos, 

identificados por etiquetas.  
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(esquerda e direita) da câmara de maturação (Figura 5). Após a pendura, a câmara foi 

fechada e foi iniciado o protocolo de maturação.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para que fossem alcançadas temperatura e UR planejadas para os estudos a câmara 

foi mantida em sala provida de ar condicionado Split 11.500 BTU’s (LG). Além disso, no 

interior da câmara foi colocado em um umidificador Fashion Air (Mondial) com 

capacidade de cinco litros de água. Para garantir a homogeneidade da distribuição de 

umidade, a posição do umidificador no interior da câmara foi modificada duas vezes ao 

Figura 3: Câmara de maturação 

fechada. 

 

 medindo 100 x 60 x 85 cm. 

Figura 4: Compartimento interno da câmara 

de maturação, dividido em área A e B, com 

varas de aço inox já com a posição 

identificada dos salames a serem 

pendurados, conforme definido por sorteio.  
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Figura 5: Esquema de posicionamento de salames dentro da câmara de 

maturação a partir de um sorteio hipotético de 45 salames contaminados 

identificados de 1 a 45 e seis salames não contaminados identificados de 

I a VI. 
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dia. Ambos os parâmetros (temperatura e de umidade), foram monitorados diariamente 

por meio de Termohigrômetro Digital (Kasvi) e registrados em planilha, durante o período 

de maturação. 

 

6.5 Protocolo de maturação 

 

 Os embutidos elaborados, como descrito em 6.4, foram submetidos ao protocolo 

de maturação, quando o comportamento de S. enterica foi observado. Três estudos 

independentes foram conduzidos: Piloto, Base e de Validação.   

 

6.5.1 Estudo Piloto 

 

O estudo Piloto foi realizado para: testar a receita de ingredientes; determinar o 

número de salames necessários para a realização do estudo Base, definido de acordo com 

a frequência de amostragem requerida; e avaliar a capacidade e o desempenho da câmara 

de maturação.   

Um plano de amostragem foi arbitrariamente estabelecido, de forma que 

permitisse a coleta de grande número de informações microbiológicas e físico-químicas. 

Para isso, quatorze quilos de massa foram preparados, sendo elaborados 64 salames 

adicionados do coquetel de sorovares de S. enterica, preparado conforme item 6.3. A 

análise de pH, foi realizada concomitante às análises de quantificação microbiana, pois 

era necessário identificar o momento de queda e elevação do pH ao longo da maturação.   

Para coleta de amostra para análise de Aw, seis salames não adicionados do 

coquetel de S. enterica foram elaborados, correspondendo a seis pontos de medição de 

Aw. Diferentemente do pH, dados de literatura apontavam um comportamento regular e 

constante na perda de Aw durante a maturação de salames (CORBELLINI et al., 2017). 

Assim, poucos pontos seriam suficientes para construção de uma curva desse parâmetro.  

Todos os salames foram identificados, pendurados na câmara de maturação 

(conforme item 6.4) e maturados à temperatura ambiente de 25ºC com UR de 99% a 95% 

e, posteriormente, à temperatura de 18ºC com UR do ar gradativamente reduzida de 95% 

a 70%. Os cinco primeiros salames contaminados amostrados foram colhidos e analisados 

em intervalos arbitrariamente estabelecidos de quatro a seis horas. Após, os intervalos das 

coletas foram sucessivamente ampliados para 12, 72, 96 e 120 horas conforme os 
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resultados da quantificação realizada no dia anterior. As coletas de amostras e análises 

microbiológica e físico-química foram realizadas conforme descrição nos ítens 6.5 e 6.6.  

 

6.5.2 Estudo Base 

 

A partir dos resultados do estudo Piloto, salames, elaborados como descrito no 

item 6.4 foram maturados na câmara testada. O número de salames a serem produzidos 

foi estabelecido a partir da frequência de amostragem determinada pelo estudo Piloto. 

Para garantir um bom desempenho da câmara de maturação na época do ano de realização 

do estudo Base, o protocolo de maturação foi ajustado para uma temperatura acima de 

25ºC para fermentação e de 18ºC para dessecação. De acordo com protocolos aplicados 

pelas indústrias e publicações brasileiras, ficou estabelecido para o estudo Base o seguinte 

protocolo: 30ºC na fermentação com UR de 99% a 95%; e 20ºC na secagem com UR do 

ar gradativamente reduzida de 95% até 70%. As coletas e análises microbiológica e físico-

químicas foram realizadas conforme descritos nos ítens 6.6 e 6.7. 

Os resultados do comportamento de S. enterica, da Aw e pH dos salames durante 

o período de maturação foram utilizados para a aplicação de modelo matemático como 

descrito no item 6.10.    

 

6.5.3. Estudo Validação 

 

Para validação do modelo matemático, foi conduzido um novo estudo do 

comportamento de S. enterica durante o período de maturação. Obrigatoriamente, a 

validação deveria ser realizada em um cenário diferente do estudo Base.   

Assim o estudo, denominado Validação, foi conduzido da mesma forma que o 

estudo Base, exceto pelo protocolo de maturação (temperatura da fermentação e da 

dessecação), a fim de testar o desempenho do modelo. O seguinte protocolo de maturação 

foi estabelecido: 25ºC na fermentação com UR de 99% a 95%; e 18ºC na dessecação com 

UR do ar gradativamente reduzida de 95% a 70%. Nesse estudo, apenas a área A da 

câmara de maturação foi utilizada, pois apenas uma unidade amostral contaminada foi 

analisada nas coletas realizadas. O menor número de observações foi possível, pois o 

estudo não seria utilizado para extrair parâmetros para a modelagem. Nesse caso, eram 

apenas necessárias as construções das curvas de crescimento e inativação bacteriana, pH 
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e Aw em que os dados observados pudessem ser comparados à curva predita pelo modelo 

matemático aplicado. 

A coleta de amostras e análises realizadas nos salames foram conduzidas 

conforme 6.6 e 6.7. Os resultados do comportamento de S. enterica, da Aw e pH dos 

salames durante o período de maturação foram utilizados para validar o modelo 

matemático. 

 

 6.6 Coleta de amostras  

 

Cada salame elaborado correspondeu a uma unidade amostral independente que 

foi analisada por método destrutivo. Duas unidades amostrais de salames inoculados com 

coquetel de S. enterica, sendo uma proveniente de cada uma das áreas (A e B) da câmara 

de maturação, foram colhidas para a realização da quantificação de S. enterica, análise de 

pH e pesagem. Assim, salames de diferentes áreas foram amostrados, simultaneamente, 

com a mesma sequência nas duas áreas (ordem indicada por numerais ordinais nos 

quadrados da Figura 6), a fim de minimizar uma possível diferença na inativação 

bacteriana devido à heterogeneidade de UR da câmara de maturação.  

  



60 
 

 

 

 

 

 

 

Para a realização da análise de Aw, foram colhidas unidades amostrais não 

contaminadas e, para estas, a ordem de colheita foi determinada de modo que sempre 

intercalasse um salame pendurado na extremidade e outro no centro da câmara de 

maturação (ordem indicada por numerais ordinais nas esferas da Figura 6). 

 

6.7 Análises microbiológica e físico-químicas 

 

A seguir serão apresentadas as análises realizadas em unidades amostrais colhidas 

nos estudos Piloto, Base e Validação. 

 

6.7.1 Quantificação de Salmonella enterica em unidades amostrais de salame 

 

As coletas de unidades amostrais para análise foram realizadas na frequência 

estabelecida em 6.5 e da forma descrita em 6.6.  

Após a retirada da unidade amostral da câmara de maturação, a mesma foi levada 

a uma capela de fluxo laminar para retirada da unidade analítica. O envoltório da unidade 

amostral foi retirado e foram colhidas 25g da porção interna do salame, adicionadas a 225 

mL de APT 1% e homogeneizadas (Food Samples Homogenizers, Logen Scientific) por 

um minuto.  

A partir da suspensão inicial, diluições seriadas em 9 mL de Água Peptonada 0,1% 

(AP 0,1%) foram realizadas. A partir de cada diluição, 0,1 mL foi inoculado em duplicata 

Figura 6: Ordem de coleta das unidades amostrais na câmara de maturação. Os 

numerais ordinais nos quadrados indicam a ordem de coleta dos salames 

contaminados dispostos nas áreas A e B. Os numerais ordinais nas esferas 

indicam a ordem de coleta das unidades amostrais não contaminadas. As cores 

indicam que salames de posição correspondente nas áreas A e B são amostrados 

simultaneamente.   
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na superfície de placas de ágar XLD (Oxoid). Paralelamente, alíquotas de igual volume 

foram semeadas em ágar TAL (ágar XLD + ágar TSA -Triptona de Soja (Oxoid)). Essa 

técnica, descrita por Kang; Fung (2000) e Nithingale et al. (2006) é constituída pela 

semeadura das alíquotas na superfície de ágar XLD previamente preparado com 

sobrecamada de ágar TSA. Essa modificação possibilitaria a recuperação de um maior 

número de células bacterianas injuriadas.  

Após incubação, de ambos os meios, por 48 horas a 37ºC±2ºC, as colônias típicas 

foram quantificadas. Três colônias foram repicadas para ágar TSA para confirmação 

fenotípica da espécie S. enterica, segundo Quinn et al. (2011).  

Para identificação das cepas presentes ao final do período de maturação do salame, 

dez colônias da última amostragem realizada em que houve crescimento de S. enterica 

foram colhidas. Para tanto, as placas com crescimento foram colocadas sobre um molde, 

onde estavam indicados os dez pontos de onde uma colônia deveria ser colhida. As 

colônias indicadas pelo molde foram repicadas, confirmadas por métodos fenotípicos 

como S. enterica e submetidas à macrorrestrição, conforme descrito no item 6.2.2.  

Amostras com número de S. enterica abaixo do limite de detecção em meios 

sólidos pela técnica da quantificação acima descrita foram testadas para presença de S. 

enterica de acordo com ISO 6579-2000.  

 

6.7.2 Análises físico-químicas  

  

  Determinação do pH 

O pH foi medido em cada unidade amostral colhida para análise microbiológica. 

Para tanto, 20g da amostra de salame foi suspendida em 200 mL de água destilada e 

homogeneizada (Food Samples Homogenizers, Logen Scientific). O pH do 

homogeneizado foi medido em pHmetro DM-22 (Digimed) previamente calibrado. Para 

cada amostra, foram realizadas três medições e calculada a média das leituras obtidas.  

 

Determinação de atividade de água (Aw) 

A análise da Aw foi realizada em unidades amostrais de salames não inoculados 

com S. enterica. As amostras foram transportadas em caixa isotérmica a um laboratório 

de análises físico-química de alimentos externo ao Setor de Medicina Veterinária 

Preventiva, onde foram realizadas as análises. Três gramas de cada amostra foram 

maceradas manualmente e colocadas em cápsulas EPW (Probeschalen) para aferir a Aw 
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no aparelho Lab Touch - Aw (Novasina). A análise foi realizada a 25°C, em triplicata, 

para cada unidade amostral de salame. A média das três leituras foi calculada. 

 

Pesagem 

 A pesagem de cada unidade amostral dos salames inoculado e não-inoculado foi 

realizada imediatamente ao final do embutimento em balança analítica KN 300 

(Digimed). No momento da coleta para realização das análises microbiológica e físico-

química as unidades de salame foram novamente pesadas.  

 

6.8 Medidas de biossegurança adotadas durante o estudo 

 

Os salames foram elaborados em sala de acesso restrito, localizada no Setor de 

Medicina Veterinária Preventiva. Na sala restrita, encontravam-se a câmara de maturação, 

equipamentos e utensílios utilizados no estudo, os quais foram destinados ao uso 

exclusivo das atividades de preparo, embutimento e coleta de amostras.  

A equipe de colaboradores utilizou equipamentos de proteção individual como 

luvas, toucas e jalecos durante o preparo da massa, embutimento e pendura dos salames. 

Para manipulação e análise dos salames após o preparo, utilizaram-se luvas e jalecos. 

No início de cada batelada de massa cárnea para a elaboração dos salames, todos 

equipamentos e utensílios que entrariam em contato com a massa cárnea foram 

higienizados com álcool 70°GL. Ao término de cada batelada de salame, as partes do 

equipamento utilizadas para moagem da carne e embutimento, que entraram em contato 

com a massa, foram descontaminadas por fervura durante 15 minutos e a seguir lavadas 

com detergente neutro. Utensílios como facas, tesouras, funil, tábua de vidro e bandejas 

foram esterilizados por autoclavagem (30 min a 121°C/1 atm) e, após, lavados com 

detergente neutro.  

Após as análises físico-químicas e microbiológicas, todo o material descartável 

utilizado e o restante das amostras analisadas foram autoclavados durante 30 min a 

121°C/ 1 atm antes de serem descartados.  
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6.9 Análise estatística  

 

6.9.1 Comparação do desempenho dos meios de cultura XLD e TAL (XLD+TSA) na 

quantificação de Salmonella enterica durante a maturação de salames  

 

A população microbiana foi determinada pela multiplicação do número de 

colônias confirmadas pelo inverso da diluição em que foi realizada a contagem e expressa 

em log UFC.g-1. As médias calculadas a partir das contagens de unidades formadoras de 

colônia de S. enterica em ágar XLD e ágar TAL foram comparadas e analisadas 

estatisticamente pelo Teste t para amostras pareadas. Diferenças de médias com valor de 

p<0,05 foram consideradas estatisticamente significativas. 

 

6.9.2 Concentração de Salmonella enterica por inferência Bayesiana 

 

As contagens de células observadas no estudo Base e Validação foram analisadas 

por inferência Bayesiana para inferir a concentração de S. enterica por grama e avaliar a 

variabilidade e incerteza da amostragem e das diluições utilizadas na quantificação 

bacteriana. A modelagem foi aplicada às contagens (UFC) obtidas nas placas do meio de 

cultura (XLD ou TAL) que apresentou o melhor desempenho em recuperar as células de 

S. enterica.  

Nesse caso, cada i-ésimo experimento de contagem nas j-ésimas placas das k-

ésimas repetições (𝑦𝑖,𝑗,𝑘) é considerado uma realização de uma variável aleatória de 

Poisson, 𝑦𝑖,𝑗,𝑘~𝑃𝑜𝑖𝑠𝑠𝑜𝑛(𝑙𝑖,𝑗). O parâmetro 𝑙𝑖,𝑗 (LogUFC/placa) que corrigido pela fração 

de amostra semeada para contagem tem uma priori Gamma, 𝜆𝑖~𝐺𝑎𝑚𝑚𝑎(5,20 ∗ 𝑑𝑖), 

sendo 𝑑𝑖 a diluição utilizada na í-ésima contagem. Os parâmetros da Gamma são de forma 

e escala e foram escolhidos de acordo com (SMID et al., 2013). Para a modelagem foram 

utilizadas 100000 iterações burnin=100 e thin=20. As análises foram realizadas com os 

pacotes BRugs e coda no software OpenBUGS por meio do R. 
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6.9.3  Estimação dos parâmetros e das variáveis ambientais 

 

Os dados referentes às variáveis ambientais foram ajustados por meio de 

interpolação linear nos casos de pH e temperatura.  

Para a Aw foi assumido que a redução segue uma taxa de decaimento proporcional 

à quantidade de Aw, sendo descrita por meio da equação diferencial: 

𝑑𝑦

𝑑𝑡
= −𝛽𝑦 ,                                                                                                              (1) 

onde  𝛽 é uma constante ajustada com base nos dados observados.  

Resolvendo a equação 1 com os valores iniciais observados em cada experimento, 

obteve-se: 

𝑦 = 𝑦0. 𝑒−𝑡𝛽 ,                                                                                                            (2) 

em que t é o tempo em horas,  𝑦0 é a quantidade de Aw no momento inicial, 𝛽=0,000244 

utilizado no estudo Base e 0,000207 no estudo Validação, ambos por minimização do erro 

quadrático médio.  

A perda média total diária de Aw das unidades amostrais da hora zero até o final 

da maturação foi dividida pelo número de horas de maturação em cada estudo.  

 

6.10 Modelagem matemática 

 

A seguir serão descritos os modelos matemáticos aplicados aos dados adquiridos 

nos estudos Base e Validação. 

 

6.10.1 Definição do modelo matemático  

 

A escolha do modelo matemático foi fundamentada em sua base teórica 

(característica do modelo e utilizações) e no comportamento das variáveis. Dessa forma, 

o modelo “conceito gamma” proposto por Coroller et al. (2015) foi aplicado ao estudo 

por abranger as fases de crescimento e inativação bacteriana. 
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6.10.2  Dinâmica de crescimento e inativação bacteriana 

 

A abordagem proposta baseada no “conceito gamma”, descreve a interação dos 

fatores ambientais no crescimento ou a inativação dos micro-organismos. 

 

Modelo de crescimento bacteriano 

O crescimento bacteriano foi modelado em função da temperatura, Aw e pH e 

utilizando valores cardinais destas variáveis (Quadro 2). Seja 𝑁 o tamanho populacional 

de bactéria  (log UFC.g-1), a variação de 𝑁 é dada por: 

 
1

𝑁

𝑑𝑁

𝑑𝑡
= 𝜇𝑜𝑝𝑡 ∏ 𝛾𝑗

3
𝑗 𝜉                                                                                                  (3) 

onde 𝜇𝑜𝑝𝑡  é uma constante específica de crescimento de S. enterica (logUFC/ghora-1) e 

quando  j=1 foi modelada a temperatura,  j=2 foi modelada a Aw e j=3 foi modelado o 

pH.  

Quadro 2: Parâmetros ambientais e seus valores cardinais de crescimento de 

Salmonella Typhimurium determinados segundo Coroller et al. (2015). 

Parâmetros 

ambientais 
Fixas crescimento Valor cardinal (unidade) Descrição 

pH 

pHmax 10,42 

pH máximo: valor máximo 

limite para ocorrer crescimento 

bacteriano 

pHmin 3,58 

pH mínimo: valor mínimo 

limite para ocorrer crescimento  

bacteriano 

pHopt 7 

pH ótimo: valor em que ocorre 

a maior taxa de crescimento 

bacteriano  

aW  

(Atividade de 

água) 

aWmax 1 
aW máxima: valor máximo 

limite para ocorrer crescimento   

aWmin 0,951 
aW mínima: valor mínimo 

limite para ocorrer crescimento   

aWopt 0,997 
aW ótima: valor em que ocorre 

a maior taxa de crescimento   

T 

 

(Temperatura) 
Tmax 46,48 

T máxima: valor máximo 

limite para ocorrer crescimento 

bacteriano 

Tmin 5,06 

T mínima: valor mínimo limite 

para ocorrer crescimento 

bacteriano 

Topt 39,3 

T ótima: valor em que ocorre a 

maior taxa de crescimento 

bacteriano 
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O parâmetro 𝜉 representa a interação dos j fatores ambientais mencionados. Os j 

parâmetros ambientais, em cada intervalo i de tempo, foram estimados pela função: 

𝛾(𝑥𝑖,𝑗) =

{

(𝑥𝑖,𝑗−𝑥𝑚𝑎𝑥𝑗)(𝑥𝑖,𝑗−𝑥𝑚𝑖𝑛𝑗)
𝑛𝑗

(𝑥𝑖,𝑗−𝑥𝑚𝑖𝑛𝑗)
𝑛𝑗−1

((𝑥𝑜𝑝𝑡𝑗−𝑥𝑚𝑖𝑛𝑗)(𝑥𝑖,𝑗−𝑥𝑜𝑝𝑡𝑗)−(𝑥𝑜𝑝𝑡𝑗−𝑥𝑚𝑎𝑥𝑗)((𝑛𝑗−1)𝑥𝑜𝑝𝑡𝑗+𝑥𝑚𝑖𝑛𝑗−𝑛𝑗𝑥𝑖,𝑗))
, 𝑠𝑒 𝑥𝑚𝑖𝑛𝑗 < 𝑥𝑖,𝑗 < 𝑥𝑚𝑎𝑥𝑗 

0, 𝑐𝑎𝑠𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟á𝑟𝑖𝑜

                        

(4) 

em que 𝑥𝑖,𝑗 é um termo genérico para as variáveis ambientais indexado conforme já 

descrito. O crescimento apenas ocorre se a variável ambiental em questão estiver entre os 

valores min e max (valores cardinais). Quando j=1, nj assume valor 2 e para as demais 

variáveis 1. 

Em cada i instante de tempo o parâmetro de interação 𝜉𝑖 é uma função do parâmetro 

adimensional 𝜓𝑖 (LE MARC et al., 2002) calculado de acordo com: 

𝜉𝑖 = {

1, 𝑠𝑒 𝜓𝑖 ≤ 0,5 ,

2(1 − 𝜓𝑖), 𝑠𝑒 0,5 < 𝜓𝑖 < 1, ; 
0, 𝑠𝑒 𝜓𝑖 > 1

                                                                    (5) 

sendo 𝜓, por sua vez calculado em função de 𝜑(𝛾): 

 𝜓𝑖 = ∑
𝜑(𝛾𝑖,𝑗)

2 ∏ 𝜑(𝛾𝑖,𝑗)𝑗≠𝑘
𝑘  𝑡𝑎𝑙 𝑞𝑢𝑒 𝑘 ∈ 𝑗                                                                        (6) 

e 

𝜑(𝛾𝑖,𝑗) = {
(1 − 𝛾𝑖,𝑗)

3
, 𝑠𝑒 𝑗 = 2, 𝑗 = 3

(1 − √𝛾𝑖,𝑗)
3

, 𝑠𝑒 𝑗 = 1
                                                                    (7) 

Com base nos parâmetros estimados e resolvendo a equação diferencial (3) temos que 

o logUFC/g de S. enterica resultante do crescimento (𝑁𝑖) é dado por: 

𝑁𝑖 = 𝑁0𝑒𝜇𝑜𝑝𝑡 ∏ 𝛾𝑖,𝑗
3
𝑗 𝜉 𝑡𝑖 ,                                                                                                   (8) 

sendo t o i-ésimo período de tempo em horas de exposição à dada combinação das 

variáveis ambientais. 
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Modelo de inativação de Salmonella enterica 

O modelo de inativação Weibull proposto por Coroller et al. (2006), demonstra 

que em condições dinâmicas a taxa de inativação pode ser descrita por: 

 

𝑑𝑁𝑘

𝑑𝑡
= 𝑝𝛿𝑘

−𝑝𝑡𝑝−1                                                                                                        (9) 

onde t é o tempo em horas de exposição aos fatores ambientais para a k-ésima cepa 

modelada, p é um parâmetro adimensional de forma fixado em 2,27 (COROLLER et al., 

2015) e 𝛿𝑘é a redução decimal da k-ésima cepa. Neste caso, foram consideradas duas 

subpopulações, sendo então k=1 subpopulação mais sensível e k=2 subpopulação mais 

resistente. Desta forma, aplicando a equação (9) a duas subpopulações, temos que a 

concentração de Salmonella enterica em logUFC/g no i-ésimo intervalo de tempo (i.e. 

condições dinâmicas) de duração t é dado por: 

log (𝑁(𝑡𝑖)) = log (𝑁0) − log(1 + 10𝛼) − log (10
(

𝑡𝑖
𝛿1𝑖

)
𝑝

+𝛼
10

(
𝑡𝑖

𝛿2𝑖
)

𝑝

)                        (10) 

onde 𝛼 é um parâmetro que relaciona a fração (f) da subpopulação 1 na população, 

sendo calculado como: 

 

𝛼 = log (
𝑓

1−𝑓
)                                                                                                               (11) 

De acordo com o conceito gamma para inativação temos que o efeito das k-ésimas 

variáveis ambientais 𝜃(𝑥𝑖,𝑘) é incorporado a cada iésimo intervalo de tempo em cada j 

subpopulação por: 

 

log(𝛿𝑖,𝑗) = log(𝛿∗
𝑗) − ∑ log (𝜃(𝑥𝑖,𝑘))𝑘                                                                       (12) 

e 𝛿∗
𝑗 é a resistência de cada subpopulação em condições ótimas de sobrevivência. Nas 

funções 𝜃(𝑥𝑖,𝑘), x é um termo genérico que se refere às variáveis ambientais de acordo 

com o índice k : 

para Aw: 
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log 𝜃(𝑎𝑊𝑖) = (
𝑎𝑊𝑖−𝑎𝑊𝑜𝑝𝑡

𝑍𝑎𝑊
)

2

                                                                                        (13) 

para o pH: 

𝑙𝑜𝑔 𝜃(𝑝𝐻𝑖) = (
𝑝𝐻𝑖−𝑝𝐻𝑜𝑝𝑡

𝑍𝑝𝐻
)

3

− (
𝑝𝐻∗−𝑝𝐻𝑜𝑝𝑡

𝑍𝑝𝐻
)

3

                                                                (14) 

e para a temperatura: 

𝑙𝑜𝑔 𝜃(𝑇𝑖) = {

2(𝑇𝑐−𝑇𝑜𝑝𝑡)(𝑇𝑖−𝑇∗)

𝑍𝑇
2 , 𝑠𝑒 𝑇𝑖≤𝑇𝑐

(
𝑇𝑖−𝑇𝑜𝑝𝑡

𝑍𝑇
)

2

−
(𝑇𝑐−𝑇𝑜𝑝𝑡)(2𝑇∗−𝑇𝑐−𝑇𝑜𝑝𝑡)

𝑍𝑇
2 , 𝑠𝑒 𝑇𝑖 > 𝑇𝑐

                                       (15) 

Para todas as equações de (13) a (15) os parâmetros  𝑥𝑘
∗ , 𝑥𝑜𝑝𝑡𝑘 e 𝑍𝐾 têm a mesma 

interpretação sendo 𝑥𝑜𝑝𝑡𝑘 o valor ótimo da variável k para a sobrevivência da bactéria,  

𝑥𝑘
∗  valor de referência arbitrário de cada variável e 𝑍𝐾 é a variação da variável ambiental 

em relação ao 𝑥𝑜𝑝𝑡𝑘 que leva a uma redução decimal na resistência bacteriana. Para a 

temperatura 𝑇𝑐 é a conexão entre a função linear e a parábola.  

Os valores cardinais para inativação foram extraídos de Coroller et al. (2015) e 

estão no Quadro 3. 
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Quadro 3: Parâmetros ambientais e seus respectivos valores de inativação de 

Salmonella Typhimurium determinados segundo Coroller et al. (2015). 

 

Fixas redução Valores (unidade) Descrição 

ZpH1 -2,3 

Variação no pH em relação ao pHopt em que há 

uma variação decimal na resistência bacteriana na 

subpopulação 1 

ZpH2 -2,38 

Variação no pH em relação ao pHopt em que há 

uma variação decimal na resistência bacteriana na 

subpopulação 2 

pH* 6 
pH de referência fixado arbitrariamente  

pHopt 5,91 
Valor ótimo para sobrevivência 

ZaW1 0,034 

Variação na aw em relação ao aWopt em que há 

uma variação decimal na resistência bacteriana na 

subpopulação 1 

Zaw2 0,039 

Variação na aw em relação ao aWopt em que há 

uma variação decimal na resistência bacteriana na 

subpopulação 2 

aWopt 0,997 
aW ótima: valor ótimo para a sobrevivência   

ZT 24,1 

A variação na temperatura em relação à Topt que 

ocasiona uma variação decimal na resistência 

bacteriana 

T* 12 
T fixada: Temperatura arbitrariamente fixada em 

12ºC  

Tc 22 
Conexão entre a função linear e a parábola 

Topt 10,5 
T ótima: temperatura ótima observada de 

sobrevivência em casos de estresse a ácidos fortes  

 

6.10.3 Ajuste do modelo e intervalos de confiança 

 

Os parâmetros do modelo (𝜇𝑜𝑝𝑡, 𝛿1
∗𝛿2

∗, 𝛼) foram obtidos por meio da minimização 

dos erros quadráticos, que na premissa de normalidade dos erros maximiza a 

verossimilhança dos parâmetros. Os intervalos de confiança foram obtidos a partir da 

premissa acima por meio da técnica de perfil de verossimilhança. Para tanto foi utilizado 

o fato de que o Teste de Razão das Verossimilhanças (TRV) se distribui com uma 

distribuição 𝜒1
2

 . Considerando a função do TRV de acordo com Coroller et al. (2015): 

 

𝑇𝑅𝑉 = 𝑛(ln(𝜃0) − ln (𝜃1))                                                              (16) 
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Onde n é o tamanho da amostra que gerou o parâmetro, 𝜃1 é o parâmetro modelado e 𝜃0 

é o limite do parâmetro em que se rejeita a hipótese nula. Com isso, invertendo a função 

do TRV e se utilizando dos valores críticos de uma distribuição 𝜒1−𝛼,1
2

 podemos saber o 

intervalo de confiança assintótico dos parâmetros. 

 

6.10.4 Validação do modelo matemático 

 

Os dados das variáveis ambientais e populacional de S. enterica adquiridos no 

estudo Validação foram inseridos no modelo matemático juntamente com os parâmetros 

(𝜇𝑜𝑝𝑡, 𝛿1
∗𝛿2

∗, 𝛼) ajustados encontrados a partir dos dados do estudo Base.  

 

6.10.5 Aplicação do modelo em um típico cenário brasileiro  

 

 O cenário brasileiro de concentração inicial bacteriano é diferente do que foi 

utilizado para aplicação do modelo matemático. Para testar a eficiência da fermentação e 

dessecação em condições típicas, o modelo foi aplicado a partir de concentrações iniciais 

relatados por Mürmann, Santos e Cardoso (2009). Esta concentração inicial foi 

considerada como incerteza no modelo e implementada como uma distribuição empírica 

discreta de probabilidades conforme a Tabela 1. O modelo estocástico foi simulado com 

valor médio de 10000 iterações no software @Risk 6.1.1. 

 

Tabela 1. Distribuição de probabilidades da concentração inicial de Salmonella enterica 

em salames. 

 

Número de amostras LogNMPg-1 (pto mediano) Probabilidade 

22 -1,19 36,07% 

31 -0,26 50,82% 

2 0,74 3,28% 

4 1,74 6,56% 

2 2,45 3,28% 
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  7. RESULTADOS  

 

7.1 Crescimento em pH 5 de Salmonella enterica sorovares Derby, Infantis e 

Typhimurium.  

 

O teste de desempenho das 32 cepas oriundas da bacterioteca do Setor de 

Medicina Veterinária Preventiva cultivadas em caldo BHI pH 5, demonstrou médias de 

crescimento, após 18 horas, entre 6,97 a 7,15 UFC.mL-1, quando testadas em mix de 

quatro bactérias (Tabela 2). Após a realização desta triagem, foram escolhidos para serem 

testados individualmente os mix de número um, seis, oito (cepas oriundas de linguiça 

frescal; sorovares Derby, Typhimurium e Infantis, respectivamente) e o mix de número 

sete (cepas oriundas de salame, sorovar Typhimurium), pois apresentaram as maiores 

médias de crescimento. Quando as cepas foram testadas individualmente, estas 

apresentaram crescimento de <1 UFC.mL-1 a 7,18 log UFC.mL-1.  
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Tabela 2: Enumeração após cultivo (37°C/24 h) em Caldo Infusão de Cérebro e 

Coração (BHI) pH 5 de 32 cepas de Salmonella enterica pertencentes à 

bacterioteca do Setor de Medicina Veterinária Preventiva, testadas em mix de 

quatro cepas e individualmente. 

 

Identificação

bacterioteca 

 

Origem  Sorovar 
Identificação 

Mix 

Enumeração 

Mix  

(log UFC.mL-1) 

Enumeração 

individual  

(log UFC.mL-1) 

3 LF Derby 1 

7,11 

 

6,76 

761 LF Derby 1 6,67 

764 LF Derby 1 7,09 

775 LF Derby 1 6,81 

781 LF Derby 2 

6,99 

 

Não testada  

787 LF Derby 2 Não testada  

791 LF Derby 2 Não testada  

1065 LF Derby 2 Não testada  

1066 LF Derby 3 

7,10 

 

Não testada  

1075 LF Derby 3 Não testada  

1077 LF Derby 3 Não testada  

1089 LF Derby 3 Não testada  

762 LF Typhimurium 4 

6,97 

Não testada  

771 LF Typhimurium 4 Não testada  

776 LF Typhimurium 4 Não testada  

778 LF Typhimurium 4 Não testada  

1001 LF Typhimurium 5 

7,05 

Não testada  

1012 LF Typhimurium 5 Não testada  

1039 LF Typhimurium 5 Não testada  

1043 LF Typhimurium 5 Não testada  

1048 LF Typhimurium 6 

7,11 

6,88 

1054 LF Typhimurium 6 Sem crescimento  

1057 LF Typhimurium 6 1,92 

1061 LF Typhimurium 6 1,82 

1 S Typhimurium 7 

7,15 

6,50 

3 S Typhimurium 7 4,58 

7 S Typhimurium 7 6,88 

10 S Typhimurium 7 3,90 

7 LF Infantis 8 

7,04 

7,18 

751 LF Infantis 8 Sem crescimento  

752 LF Infantis 8 6,08 

758 LF Infantis 8 7,12 

LF: Linguiça Frescal, S: Salame 

 

Por atingirem maior população após o cultivo em BHI pH 5, as cepas número 7 

de S. Infantis (isolada de linguiça frescal) e 764 de S. Derby (isolada de linguiça frescal) 

foram escolhidas para compor o coquetel de cepas a ser inoculado na massa para preparo 

dos salames. O perfil de macrorrestrição (PFGE) das referidas cepas foi determinado e 

consta na Figura 7.  

Para a escolha das cepas do sorovar Typhimurium, todas aquelas pertencentes aos 

mix 6 e 7 que apresentaram crescimento em BHI pH 5, foram submetidas ao PFGE. A 

partir dos perfis dessas cepas, em comparação com S. Typhimurium ATCC 14028, foram 
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escolhidas as cepas número 1048 (isolada de linguiça frescal) e 10 (isolada de salame) 

para serem incluídas no coquetel de sorovares de S. enterica. Todas as cepas apresentaram 

entre si ao menos uma banda de diferença no perfil de PFGE (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Perfis de macrorrestrição após clivagem com XbaI 

de cepas escolhidas para comporem o coquetel de Salmonella 

enterica a ser inoculado nos salames.  

  
 

M: Salmonella Branderup H9812; ATCC: Salmonella Typhimurium ATCC 

14028; 1048: Salmonella Typhimurium oriunda de linguiça frescal; 10: 

Salmonella Typhimurium oriunda de salame; 764: Salmonella Derby 

oriunda de linguiça frescal e 7: Salmonella Infantis oriunda de linguiça 

frescal. 

 

      M          ATCC       1048          10            764            7            M 
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7.2 Estudo Piloto 

  

 A receita utilizada, a câmara de maturação e o protocolo de maturação previamente 

estabelecido (25°C na fermentação e 18°C na dessecação com diminuição gradativa da 

UR do ar) foi exequível (Apêndice C) e possibilitou a elaboração de 70 salames.   

 A duração da maturação foi dependente do protocolo de temperatura pré-

estabelecido, da população de S. enterica inicial, velocidade de inativação e do número 

de salames elaborados. Por isso, a duração do estudo Piloto foi de 1238 horas (51,6 dias). 

A fermentação, primeira etapa da maturação, ocorreu durante 47 horas a 25ºC, quando o 

pH dos salames baixou de 6,05 para 5,36, sinalizando o término dessa etapa e início da 

fase seguinte. A dessecação, que teve a duração de 1.191 horas, na temperatura de 

aproximadamente 18ºC, possibilitou uma queda do pH até 4,79 nas primeiras 534 horas, 

seguido por um aumento até pH 5,30 ao final do estudo.  

A primeira unidade amostrada no estudo Piloto apresentou Aw 0,9555 na hora zero e 

decresceu até 0,732 após 1224 horas de maturação, apresentando uma média de redução 

diária de 0,0043 na Aw. A partir da construção do gráfico de Aw (Figura 8), determinou-

se que cinco pontos de amostragem, com intervalo de 12 dias, seriam suficientes para 

determinação da queda de Aw no estudo Base. Dessa forma, as amostragens foram 

definidas para serem conduzidas nas horas zero, 288, 576, 864 e 1152 de maturação. 
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Os dados de comportamento de S. enterica eram desconhecidos e, por isso, foram 

realizadas 32 amostragens (conforme descrito no item 6.6) ao longo de 1238 horas. A 

comparação entre as médias de contagens em ágar XLD e TAL apresentaram diferença 

significativa (p<0,05), em que o meio de cultura TAL apresentou uma média total de 

crescimento/recuperação de 0,08 UFC.g-1 S. enterica maior quando comparado ao ágar 

XLD. 

As primeiras unidades amostrais apresentaram concentração inicial de 7,94 e 8,03 log 

UFC.g-1 de S. enterica em ágar XLD e TAL, respectivamente. O intervalo de quatro e seis 

horas de amostragem realizado nas primeiras 24 horas demonstrou um aumento de 0,03 

log UFC.g-1 de S. enterica em ambos meios de cultura XLD e TAL. A partir desse 

momento a população começou a declinar (Figura 9). O protocolo inicial de quatro e seis 

horas, arbitrariamente determinado, foi capaz de identificar o comportamento bacteriano 

e, portanto, deveria ser adotado nos estudos posteriores.  

Das 25 horas até 206 horas de estudo, as amostragens foram realizadas com intervalos 

de 12 horas, quando houve uma pequena diminuição da população bacteriana de 0,92 e 

0,87 log UFC.g-1 no ágar XLD e TAL, respectivamente (Figura 9).  

  

Figura 8: Média e desvio padrão das análises de atividade de água 

de unidades amostrais durante 1224 horas de maturação no estudo 

Piloto.   
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Como o intervalo de amostragem era determinado a partir da leitura das placas de 

XLD e TAL da enumeração do dia anterior, ao observar o pequeno decréscimo até as 206 

horas do estudo Piloto, houve uma ampliação nos intervalos de coletas posteriores. 

Assim, um intervalo arbitrariamente definido de 72 horas alternado com 96 horas foi 

realizado no período de 207 a 638 horas, o que possibilitou a visualização do decréscimo 

populacional de 1,72 e 1,83 log UFC.g-1 em ágar XLD e TAL, respectivamente (Figura 

10).  

Para prolongar a observação da curva de inativação bacteriana, um intervalo de 120 

horas passou a ser realizado, no período de 639 a 1238 horas, em que foi observado um 

decréscimo de 2,25 e 2,16 log UFC.g-1 no ágar XLD e TAL, respectivamente (Figura 10). 

Assim, o estudo Piloto completou 51,6 dias de maturação, período em que houve uma 

redução populacional total de S. enterica na ordem de 4,92 e 4,84 log UFC.g-1 nas análises 

realizadas em ágar XLD e TAL, respectivamente. 
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● Média das contagens de Salmonella enterica de unidades amostrais coletadas na área A e B 

realizada em ágar TAL. 

□ Média das contagens de Salmonella enterica de unidades amostrais coletadas na área A e B 

realizada em ágar XLD. 

Figura 9: Média de quantificação de Salmonella enterica em unidades amostrais 

contaminadas da hora zero até 206 horas de maturação no estudo Piloto. 
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Dentre as 40 colônias analisadas pelo PFGE ao final do período de maturação, todos 

os perfis de macrorrestrição das cepas inoculadas foram identificados, exceto S. Derby. 

Por isso, as demais colônias também foram submetidas à análise de PFGE para confirmar 

a inexistência de colônias de S. Derby, nas placas de ágar XLD e TAL: 36 colônias de S. 

Typhimurium (12 de S. Typhimurium ATCC 14028; 12 de S. Typhimurium 10 e 12 de S. 

Typhimurium 1048); 32 colônias de S. Infantis e duas colônias de S. Derby. Assim, 

confirmou-se que todas as cepas de S. enterica do coquetel inoculado nos salames 

sobreviveram à maturação. 

Embora ainda houvesse contagem microbiana, de aproximadamente 3 log UFC.g-1 

de S. enterica em ambos os meios de cultura, nos últimos salames amostrados, o aspecto 

ressecado e descaracterizado do embutido sinalizava que o estudo Base deveria ter 48 

dias de duração.  

Observando a curva de inativação de S. enterica, determinaram-se os intervalos de 

coleta de amostra, conforme Quadro 4. Para cumprir o plano de amostragem, seriam 

necessárias 50 unidades amostrais contendo o coquetel de S. enterica e cinco unidades 

amostrais para análise de Aw. 
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Figura 10: Média de quantificação de Salmonella enterica em unidades 

amostrais contaminadas das áreas A e B, da hora 206 até 1238 horas de 

maturação no estudo Piloto. 

 

● Média das contagens de Salmonella enterica de unidades amostrais coletadas na área 

A e B realizada em ágar XLD. 

□ Média das contagens de Salmonella enterica de unidades amostrais coletadas na área 

A e B realizada em ágar TAL. 
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7.3 Estudo Base 

 

No estudo Base, a maturação dos salames ocorreu durante 941 horas (39 dias). A 

fermentação ocorreu nas primeiras 66 horas, quando houve a queda do pH seguida da 

etapa de secagem que ocorreu durante 875 horas. A temperatura e UR do ar medida nesse 

período encontra-se no Apêndice C.  

A evolução do pH dos salames contaminados está demonstrada na Figura 11. Nas 

primeiras 66 horas, o pH decresceu de 6,69 para 5,4, indicando a acidificação do ambiente 

pela ação de bactérias ácido láticas e o término da fase de fermentação. O pH ainda 

decresceu até 5,05 até as 88 horas, elevando-se a 5,84 ao final da maturação.   

  

Quadro 4: Intervalo de amostragem em relação ao tempo de maturação do salame 

e número de unidades amostrais a ser colhido para quantificação de Salmonella 

enterica e para análise de atividade de água. 

 

Quantificação de Salmonella enterica Análise de atividade de água (Aw) 

Tempo de 

maturação em 

horas 

 

Intervalo 

entre 

amostragens 

(horas) 

Total de unidades 

amostrais a serem 

colhidas no período 

Tempo de 

maturação 

 

 

Número de 

unidades 

amostrais  

 

0-24 4 12 Hora 0 1 

25-96 12 12   

97-240 48 6   

241-576 72 10 Horas 288 e 576  2 

577-1152 120 10 Horas 864 e 1152  2 
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A análise de Aw estava prevista para ser realizada em cinco salames; entretanto, na 

última análise programada (1152 horas), não havia mais detecção de colônias nos meios 

sólidos e, por isso, esta não foi realizada (Figura 12).   
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Figura 12: Média e desvio padrão de atividade de água das unidades 

amostrais em quatro pontos de amostragem durante 840 horas de maturação 

do salame no estudo Base. 

Figura 11: Média e desvio padrão do pH das unidades amostrais em 

23 colheitas de amostras durante 941 horas de maturação do salame 

no estudo Base. 
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Com a análise por equação diferencial dos valores adquiridos nos quatro pontos 

amostrados foi possível determinar a Aw a cada hora durante a maturação. Assim, ao 

início do processamento a Aw dos salames era de 0,9570 na hora zero; 0,9417 na hora 66 

(início da dessecação); 0,9141 na hora 188; 0,8699 na hora 391 e 0,7607 na hora 941, 

representando um decréscimo médio diário de 0,0050 na Aw. 

O salame atingiu o limite máximo permitido de 0,90 de Aw nas 252 horas (10,5 dias) 

de maturação, embora a perda de peso de 40% tenha ocorrido entre 140 e 188 horas 

(Figura 13). 

 

 

 

 

 

 

O comportamento de S. enterica foi determinado em 23 colheitas de amostra, quando 

o limite para capacidade de detecção da metodologia de enumeração foi alcançado. Para 

a análise Bayesiana, foram utilizados os dados de contagem bacteriana do ágar TAL, pois 

o mesmo apresentou uma média de recuperação de S. enterica 0,14 log UFC.g-1 superior 

em comparação ao ágar XLD (p<0,005). A primeira amostragem (hora zero) das unidades 

de salame contaminadas, resultou em população inicial de aproximadamente 7,09 log 

UFC.g-1 de S. enterica. A maior concentração observada foi de 8,33 log UFC.g-1 em 21 

horas de fermentação e, após esse período, a população bacteriana apresentou declínio 

médio de 0,0054 log UFC.g-1 por hora. No início da dessecação (hora 66) a população era 

de 8,16 log UFC.g-1 e continuou decrescendo até 3,37 log UFC.g-1 na última amostragem 
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Figura 13. Média e desvio padrão da perda de peso das unidades 

amostrais em 23 colheitas de amostra durante 941 horas de maturação do 

salame no estudo Base. 
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(hora 941). As cadeias geradas com a inferência Bayesiana convergiram com cerca de 

5000 iterações (dados não mostrados) e os intervalos de credibilidade (CrI 95%) foram 

estreitos durante toda a curva (Figura 14).  

 

 

 

 

 

 

 

Amostragens posteriores a 941 horas de maturação, na hora 977 e 1013 não foram 

consideradas na curva de comportamento bacteriano, pois a concentração de S. enterica 

nos salames estava abaixo do limite de detecção do método empregado (<100 UFC.g-1), 

embora os salames ainda estivessem positivos para S. enterica pelo método qualitativo. 

 

7.3.1 Interface de crescimento e inativação de Salmonella enterica durante a maturação 

do salame. 

 

Com a aplicação do modelo matemático descrito por Coroller et al. (2015) observou-

se que os valores de temperatura de 20°C a 30°C modelados permaneceram dentro dos 

valores dos parâmetros cardinais limites de crescimento (<5,06°C e >46,48°C). Da 

mesma forma, o pH que variou entre 5,05 a 6,69, também não ultrapassou os valores 

limites cardinais (<3,58 e >10,42). Diferentemente, a Aw teve uma variação de 0,9565 a 

0,7607, ultrapassando o valor limite cardinal de crescimento (1 a 0,951) e iniciando a 

Figura 14: Média de quantificação de Salmonella enterica em unidades amostrais 

contaminadas, durante 941 horas de maturação do salame no estudo Base, a partir 

da inferência Bayesiana. 
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inativação bacteriana. Por isso, a influência da Aw foi fundamental para determinar o 

momento em que a bactéria deixou de crescer e iniciou sua inativação. Em, 

aproximadamente, 26 horas com Aw de 0,9507 o parâmetro γ(aW) declinou a zero, 

interrompendo o crescimento bacteriano e iniciando a inativação (Figura 15). 

  

Figura 15: Valores das variáveis ambientais (𝛾𝑖,𝑗) e 𝜉 no crescimento de Salmonella 

enterica. 

 

7.3.2 Estimação dos parâmetros e ajuste do modelo. 

 

A inserção dos dados de crescimento e inativação da população bacteriana com os 

valores das variáveis ambientais, ajustadas no modelo matemático, determinaram os 

parâmetros (95% IC) de 𝜇𝑜𝑝𝑡(ℎ−1) = 2,54558  (2,54540 −  3,03), 𝛿1
∗(h) =

1588,06 (1587,99 −  1891,68),  𝛿2
∗(ℎ) = 163299,72 (163292,80 - 194520,80) e 𝛼 =

0,02158 (0,02157 - 0,02571). Os resultados preditos ficaram bem ajustados aos 

observados, com soma dos erros quadráticos de 1,47. Foi possível prever o crescimento 

populacional, o “ombro” formado no ápice da curva, a queda da população e a 

concavidade ao final da mesma para ajustar à redução da taxa de inativação bacteriana 

(Figura 16). 
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A dispersão calculada por regressão linear dos valores observados em relação aos 

valores preditos evidenciou que 97,65% da variação desses valores puderam ser 

explicados pelos preditos (R2= 0,9765 na Figura 17). Além disso, a equação da reta 

mostrou uma inclinação próxima a um (1,0022) e o intercepto próximo de zero (0,0082) 

(Figura 17). 

  

Figura 16: Curva do comportamento de Salmonella enterica observada no estudo 

Base e a curva predita pelo modelo matemático aplicado. 

─ Valores preditos pelo modelo matemático aplicado 

 Valores observados no estudo Base 
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 7.4 Estudo Validação 

 

Cinco quilos de massa cárnea foram preparados para a elaboração de 27 salames. 

Vinte e um salames inoculados com aproximadamente 8 log UFC.g-1 de S. enterica 

corresponderam a pontos de amostragem microbiológica e de pH e os outros seis 

corresponderam a pontos de amostragem de Aw durante a maturação.  

A fermentação dos salames ocorreu durante 48 horas. No início da maturação o 

pH encontrava-se em 6,5; o qual decresceu até 5,29, valor determinado para o início da 

dessecação. Após o início da dessecação, o pH do salame continuou decrescendo até 5,04 

nas 233 horas e aumentou até 6,06 quando a dessecação foi encerrada na hora 1121,5 

(Figura 18). Assim, o estudo Validação teve duração de 46 dias. A temperatura e a UR do 

ar foram aferidas diariamente na câmara de maturação (Apêndice C).   
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Figura 17: Gráfico de dispersão e equação da reta dos valores de crescimento e 

inativação de Salmonella enterica observados no estudo Base comparado aos 

valores preditos. 
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 A Aw foi aferida em seis momentos da maturação (Figura 19) e determinada em 

1121 pontos/ hora a partir de equação diferencial.  
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Figura 18: Média e desvio padrão do pH das unidades amostrais em 

21 pontos de amostragem durante 1121,5 horas de maturação no 

estudo Validação. 

Figura 19: Média e desvio padrão da atividade de água das unidades 

amostrais em seis colheitas de amostra durante 912 horas de maturação do 

salame no estudo Validação. 
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Os salames apresentaram Aw: 0,9555 na hora zero; 0,9455 ao início da 

dessecação; 0,8999 nas 286 horas; 0,8698 nas 450 horas e 0,7568 ao final de 1121 horas 

de maturação. A perda diária de Aw foi calculada em 0,0042. A perda de peso de 40% foi 

observada entre as 233 e 305 horas (Figura 20). 

 

 

 

 

 

A primeira amostragem (hora zero) dos salames contendo o coquetel de S. enterica 

demonstrou uma contaminação inicial de aproximadamente 6,83 log UFC.g-1, alcançando 

7,37 log UFC.g-1 em 26 horas de fermentação. Após esse período, a população bacteriana 

começou a diminuir em média 0,0052 log UFC.g-1 por hora. No início da dessecação (hora 

48) a população era de aproximadamente 7,20 log UFC.g-1 e continuou decrescendo até 

1,82 log UFC.g-1, quando foi realizada a última amostragem (hora 1121,5). As cadeias 

geradas com a inferência Bayesiana convergiram com cerca de 5000 iterações (dados não 

mostrados) e os intervalos de credibilidade (CrI 95%) foram estreitos durante toda a 

curva, exceto ao final desta, devido à maior variabilidade na contagem bacteriana (Figura 

21). 

 

 

 

Figura 20. Perda de peso das unidades amostrais em 17 colheitas de amostra durante 

1121,5 horas de maturação do salame no estudo Validação. 
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7.4.1 Ajuste e validação do modelo 

Os parâmetros ajustados de 𝜇𝑜𝑝𝑡, 𝛿1
∗, 𝛿2

∗ e 𝛼 obtidos no estudo Base foram 

utilizados para a validação do modelo matemático. O modelo matemático construiu 

uma curva predita que se ajustou à curva observada tanto no crescimento e inativação 

bacteriana, quanto na formação do ombro no ápice da curva, embora esse tenha 

apresentado uma falha na predição da cauda onde a concentração (log UFC.g-1) teve 

maior variabilidade (Figura 22).   

  

Figura 21: Média de concentração de Salmonella enterica em unidades amostrais 

contaminadas, durante 1121,5 horas de maturação do salame no estudo Validação, 

a partir da inferência Bayesiana. 
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A soma dos erros quadráticos foi 3,86 e a regressão linear (valores observados vs 

preditos) demostrou que 95% da variação nos valores observados puderam ser 

explicados pelos valores preditos pelo modelo. Neste caso, a equação da reta 

construída ficou mais distante do modelo ideal y=x, com o intercepto mais distante 

de zero (0,7334) em relação à modelagem do estudo Base e inclinação diferente de 1 

(0,8865) (Figura 23).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Curva do comportamento de Salmonella enterica observada no estudo 

Validação e a curva predita pelo modelo matemático aplicado. 

─ Valores preditos pelo modelo matemático aplicado. 

 Valores observados no estudo Validação. 
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7.5 Aplicação do modelo em uma situação de incerteza na concentração inicial 

(logUFC.g-1) de Salmonella enterica. 

 

Para a aplicação do modelo para um cenário típico brasileiro, a partir de uma 

concentração bacteriana inicial de incerteza foi observada uma concentração média de      

-0,34 log UFC.g-1 na hora zero, com posterior aumento até as 25 horas (0.9443 log       

UFC. g-1), seguida de declínio. Nas 175 horas, a concentração declinou a menor que uma 

UFC. g-1 (i.e 0 log UFC.g-1) e continuou até a hora 837 quando estabilizou (Figura 24). O 

intervalo de confiança foi assimétrico em torno da média e a mediana apresentou valores 

muito próximos à média (dados não mostrados). 

  

Figura 23: Gráfico de dispersão e equação da reta dos valores de crescimento e 

inativação de Salmonella enterica observados no estudo Validação comparado aos 

valores preditos pelo modelo matemático. 
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Figura 24. Curva do comportamento de Salmonella enterica observada utilizando o 

parâmetro de concentração inicial como incerteza. 

 

 

7.6 Análise dos perfis de macrorrestrição de Salmonella enterica encontrados nos 

salames ao final da maturação dos estudos Base e Validação. 

 

A análise do PFGE, no estudo Base, foi realizada em dez colônias de cada meio de 

cultura e de cada área da câmara de maturação. Os perfis de macrorrestrição 

demonstraram que todas as cepas inoculadas estavam presentes ao final da maturação: 

Salmonella Typhimurium ATCC 14028 (16/40; 40%) como a mais frequente; seguida por 

S. Infantis (11/40; 27,5%); S. Typhimurium 10 (9/40; 22,5%); S. Typhimurium 1048 

(3/40; 7,5%) e S. Derby (1/40; 2,5%).  

No estudo Validação, foram analisadas 20 colônias: a cepa mais frequente foi S. 

Typhimurium ATCC 14028 (9/20; 45%), seguida por S. Infantis (4/20; 20%), S. 

Typhimurium 10 (3/20; 15%), S. Derby (2/20; 10%) e S. Typhimurium 1048 (1/20; 5%). 

Além desses, um isolado de S. enterica apresentou um perfil de macrorrestrição diferente 

dos pulsotipos inoculados. 
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8 DISCUSSÃO 

 

Na elaboração de salames, a fermentação e a dessecação são etapas necessárias 

para a obtenção do produto e tradicionalmente utilizadas para o controle de patógenos em 

produtos que não utilizam tratamento térmico (LINDQVIST: LINDBLAD, 2009). Como 

consequência da ausência de padronização dessas etapas, salames disponíveis no mercado 

varejista brasileiro podem apresentar padrões físico-químicos acima dos limites 

permitidos (CACCIOPOLLI et al., 2006).  

Pesquisas com modelagem preditiva relacionadas ao comportamento de micro-

organismos patogênicos têm sido desenvolvidas para predizer o seu comportamento em 

alimentos, entre eles os embutidos (MATARAGAS et al., 2015; RUBIO et al., 2018). 

Portanto, o modelo matemático aplicado no presente estudo pode tornar-se uma 

importante ferramenta para predizer o comportamento de S. enterica em salame elaborado 

pela indústria brasileira. Para isso, foram mensurados parâmetros físico-químicos a partir 

da receita e protocolo de maturação comumente utilizados no Brasil. Os sorovares que 

compuseram o coquetel de S. enterica (S. Derby, S. Typhimurium e S. Infantis) foram 

escolhidos de acordo com a ocorrência em carne suína brasileira e com a importância na 

saúde pública. Dessa forma, garantiu-se maior validade externa ao estudo. 

O declínio do pH durante as primeiras horas de fermentação assegurou a 

conversão e estabilização da cor e formação de compostos desejáveis para o sabor do 

salame (LÜCKE, 1994). A queda do pH próximo a 5,3, valor referente ao ponto 

isoelétrico da carne, foi determinante para o início da secagem dos salames, garantindo a 

continuidade do processo tecnológico, uma vez que é nesse momento que se inicia a 

migração da água para a superfície do embutido (MIRALLES; FLORES; PEREZ, 1996; 

CHASCO; LIZASO; BERIAIN, 1996). O período para esse declínio variou de 48 a 66 

horas, corroborando com estudos em salames brasileiros, assim como o aumento do pH 

apresentado ao longo do processo (CICHOSKI; ZIS; FRANCESCHETTO, 2009; 

CAMPAGNOL et al., 2011; BERTOL et al., 2012; BARBOSA et al., 2015). Esse 

aumento pode ocorrer devido à produção de amônia e desenvolvimento de fungos na 

superfície do alimento (consequência do processo) os quais podem oxidar lactato 

(MAURIELLO et al., 2004; CAMPAGNOL et al., 2011; MARANGONI; MOURA, 

2011; COROLLER et al., 2015).  

Durante a etapa de dessecação na elaboração do salame, a Aw diminui 

gradativamente e essa redução deve alcançar 0,90 segundo a legislação brasileira 



92 
 

(BRASIL, 2000). A abordagem não linear para perda de Aw (i.e. modelo diferencial) foi 

fundamental para o ajuste do modelo. Com isso foi possível determinar a Aw a cada hora 

durante a maturação e, assim, determinou-se que o salame atingiu o valor de Aw <0,90 

aos 10,5 e 11,9 dias nos estudos Base e Validação, respectivamente. Outros autores 

sugerem que o salame esteja finalizado ao atingir 0,87 de Aw (CAMPAGNOL et al. 

2009). Esse valor foi alcançado após 19 dias de maturação no estudo validação, 

concordando com o estudo de Campagnol et al. (2009); enquanto que no estudo Base esse 

valor foi atingido aos 16 dias.  

A determinação da perda de peso é uma medida que demonstra a quantidade de 

água eliminada do embutido durante o período de secagem, mas não garante a segurança 

microbiológica, pois não avalia parâmetros que limitam o crescimento bacteriano. Porém, 

segundo a literatura, o salame está pronto quando atinge 40% da perda de peso e, assim, 

deveria estar de acordo com os parâmetros limites da legislação (GOMIDE et al., 1997; 

DE CARVALHO et al., 2017). Por isso, a coleta de dados de peso do salame durante a 

maturação foi realizada, com o objetivo de sugerir uma relação segura de valores de perda 

de peso e Aw, já que o peso poderia ser um parâmetro fácil e não destrutivo para ser 

avaliado durante a sua elaboração. Alguns autores sugeriram que a Aw pudesse ser 

calculada a partir da perda de peso, pois é difícil obter informação sobre esse parâmetro 

na indústria (COROLLER et al. 2015; NOVELLI et al., 2017). No presente estudo, foi 

observada uma relação direta entre a perda de peso e a Aw, entretanto essa relação não foi 

linear. No estudo Base, o peso decresceu mais rapidamente do que a perda de Aw, 

atingindo 40% de perda antes de alcançar 0,90 de Aw; enquanto que no estudo Validação 

esta perda não foi tão acentuada. Sabe-se que há uma relação entre esses parâmetros, 

porém a velocidade de perda de peso parece maior que a perda de Aw quando em 

temperatura de maturação mais elevada. Portanto, é difícil indicar porcentagens de perda 

de peso relacionadas à perda de Aw, quando o salame pode ser elaborado em diferentes 

cenários de maturação. Roccato et al. (2017) em seu estudo encontraram correlação entre 

os parâmetros, porém consideraram insegura a predição dos valores encontrados de peso 

em relação à perda de Aw. 

Patógenos submetidos ao estresse ambiental como a mudança de pH e Aw durante 

a maturação de embutidos apresentam padrões variados de dano e morte celular. Com 

isso, há dificuldade na recuperação de suas células injuriadas, as quais podem causar uma 

falha na determinação do comportamento dos patógenos (RIORDAN et al., 1998; 

HWANG et al. 2009). No presente estudo, para tentar minimizar essa falha, utilizou-se o 
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meio de cultura TAL, o qual possibilitou uma maior média de recuperação de células 

quando comparada ao ágar XLD (p<0,05). Segundo Nigthingale et al. (2006) essa 

diferença sugere a presença de células injuriadas, porém viáveis, e destaca a importância 

na utilização de meios sólidos de reparo capazes de avaliar com precisão a capacidade 

dos processos de fabricação de produtos RTE para controlar S. enterica. 

Modelos dinâmicos que abordam a variação de patógenos durante o 

processamento de embutidos estão descritos (POND et al., 2001, ERKMEN, 2008). O 

modelo matemático escolhido para este trabalho foi capaz de descrever a interface de 

crescimento e a inativação de S. enterica, considerando a interação entre os parâmetros 

intrínsecos durante a maturação. O valor de 𝜇𝑜𝑝𝑡(ℎ−1) possibilitou que o modelo 

predissesse o crescimento de S. enterica observado em ambos estudos, Base e Validação, 

possibilitando a observação do ombro do modelo. Os parâmetros ajustados demostraram 

que o modelo foi coerente, uma vez que 𝛿2
∗(ℎ) > 𝛿1

∗(h), ou seja, a resistência, em 

condições ótimas de sobrevivência, da subpopulação mais resistente é maior que a 

resistência da mais susceptível, possibilitando a observação da cauda do modelo.  

A quantificação bacteriana no estudo Base e Validação demonstrou que a 

população aumentou até as primeiras 21 e 26 horas de maturação, respectivamente, 

resultando em um ombro seguido por uma cauda a qual pode estar relacionada com a 

resistência de subpopulações microbianas presentes (SAVRAN; PÉREZ-RODRÍGUEZ; 

KADIR HALKMAN, 2018).  Segundo Coroller et al. (2015), durante a maturação, duas 

subpopulações de S. enterica podem apresentar comportamentos diferentes de resistência. 

Em nosso estudo, o parâmetro 𝛼, razão de logaritmos entre as subpopulações, teve valor 

próximo a zero, indicando que ambas as subpopulações sugeridas pelo modelo estavam 

em igual proporção (i.e log(1)=0). Além disso, a presença de todos os isolados ao final 

da maturação na análise de PFGE indicou a homogeneidade das populações inoculadas 

inicialmente à massa do embutido e seus comportamentos semelhantes frente à 

maturação.  

Embora a temperatura utilizada para a maturação no estudo Base não tenha sido 

determinante para a inativação bacteriana, porque não ultrapassou o valor cardinal, 

constatou-se que o aumento de temperatura influencia na inativação de micro-

organismos. Uma das razões, pela qual as temperaturas de 30°C e 25°C foram escolhidas 

para os cenários, foi a investigação do efeito do aumento de temperatura decorrente da 

falta de controle do processo. Nesse caso, foi demonstrado que a utilização de temperatura 

superior durante a maturação, no estudo Base, favoreceu a inativação de S. enterica, a 
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qual apresentou uma queda mais acelerada quando comparado ao estudo Validação. Os 

resultados do estudo concordaram com o estudo de Hwang et al. (2009), no qual S. 

Typhimurium apresentou maiores taxas de redução quando os embutidos foram 

armazenados em temperaturas de 21 e 30°C do que a 4°C. Outros micro-organismos 

parecem ter o mesmo comportamento quando submetidos à maturação. Novelli et al. 

(2017) observaram que o frio durante a dessecação de salame teve efeito protetor em 

relação à Listeria monocytogenes; enquanto que Faith et al. (1997) demonstraram uma 

maior redução de E. coli O157:H7 armazenadas a 21°C do que as armazenadas a 4°C.  

A maturação realizada em temperatura mais elevada no estudo Base acelerou a 

redução de todas as variáveis físico químicas avaliadas (i.e. pH, Aw e peso). Apesar da 

fermentação no estudo Base ter ocorrido em 66 horas, ainda sim o pH caiu mais 

rapidamente até alcançar o seu valor mínimo de 5,17, quando comparado ao estudo 

Validação. De acordo com a modelagem matemática, o pH não foi determinante para a 

eliminação de S. enterica, pois a faixa de pH atingido no estudo Base não alcançou os 

valores cardinais limites necessários para inibição da bactéria. 

A maioria dos micro-organismos apresenta crescimento máximo entre 0,990 e 

0,995 de Aw. Por isso, a redução de Aw tem um efeito no crescimento bacteriano, 

aumentando a fase lag e diminuindo as taxas de crescimento da célula (BEALES, 2004). 

Os valores cardinais inseridos no modelo matemático, determinavam que a Aw 0,951 era 

o valor mínimo para ocorrer o crescimento da população de S. enterica. No estudo Base, 

ocorreu um decréscimo de 0,9565 a 0,7607, ultrapassando limite mínimo do valor 

cardinal e, por isso, diferentemente dos outros parâmetros estudados, a Aw foi o único 

parâmetro determinante para iniciar a inativação da população bacteriana.  

A maturação de 39 dias do salame foi capaz de reduzir 4,95 log UFC.g-1 de S. 

enterica, inativação alta quando comparada a outras reduções de 1,6 a 3 log UFC.g-1 do 

mesmo micro-organismo em protocolos de fermentação e dessecação (SHAY, 1993; 

ELLAJOSYULA et al., 1998; MATARAGAS et al. 2015). Um alcance de redução de 5 

log UFC pode ser utilizado como indicador de uma produção segura (LINDQVIST; 

LINDBLAD, 2009). Embora o processamento tenha quase atingido esse valor, é 

importante destacar que o tempo de maturação nesse estudo foi ampliado para que a curva 

de comportamento de S. enterica pudesse ser conhecida e que essa duração extrapola os 

protocolos convencionais de elaboração de salame brasileiro, onde são comuns períodos 

de 14 a 28 dias (GOMIDE et al., 1997;  SANTA et al., 2014; FIEIRA et al., 2018). A 

concentração bacteriana inicial também foi aumentada com o mesmo objetivo, ou seja, 
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propiciar a avaliação do comportamento bacteriano. Embora sejam improváveis níveis de 

contaminação da matéria-prima próximos a 7 log UFC.g-1, a ocorrência de abuso de 

temperatura e contaminação cruzada durante o processamento pode aumentar a carga 

bacteriana inicial até níveis relativamente elevados (NIGHTINGALE et al. 2006). 

Embora a modelagem matemática seja bastante utilizada, processos que não 

apresentam padronização podem levar a um tipo de incerteza chamado de incerteza 

metadoxastica. Essa incerteza atua no sentido prático de reduzir a confiança de que o 

algoritmo seja capaz de predizer com acurácia um dado fenômeno (MURPHY et al., 

2011). No caso da produção de salames, além da formulação e duração da maturação não 

estarem determinadas em legislação (BRASIL 2000), a matriz cárnea pode apresentar 

microbiota competitiva, Aw e pH iniciais diferentes entre salames embutidos em uma 

mesma batelada e entre bateladas diferentes (ROCCATO et al. 2017). Por isso, a 

validação do modelo matemático torna-se necessária e foi realizada para garantir maior 

robustez ao modelo de predição.  

No estudo Validação, um cenário de temperatura e tempo de maturação 

obrigatoriamente diferente do estudo Base foi utilizado para execução da validação do 

modelo. Esse estudo avaliou quão bem o modelo ajustado com os parâmetros de 𝜇𝑜𝑝𝑡, 𝛿1
∗, 

𝛿2
∗  e 𝛼, obtidos no estudo Base, previu o comportamento de S. enterica em outro cenário. 

Nesse caso, 95% dos valores observados puderam ser explicados pelos preditos e apesar 

da soma dos erros quadráticos aumentar de 1,47 no estudo Base para 3,86 no estudo 

Validação, o modelo ajustou-se bem à validação proposta, predizendo o comportamento 

de S. enterica em salame. 

A partir dos resultados do modelo matemático, a simulação de um cenário típico 

de concentração e duração de maturação foi construído. A avaliação do modelo 

estocástico realizado para lidar com a incerteza da concentração inicial mostrou 

comportamento similar aos estudos realizados, com um aumento na concentração até as 

25 horas seguido de uma queda e estabilização após 837 horas. Esse aumento na 

concentração do micro-organismo no primeiro dia de maturação deve ser considerado, 

pois em mercados informais o salame é comercializado sem maturação em virtude da 

preferência do consumidor, expondo-o, no entanto, ao maior risco de S. enterica. A 

incerteza na concentração inicial de S. enterica levou a um intervalo de confiança 

assimétrico, no qual o intervalo superior apresentou maior amplitude que o intervalo 

inferior. Do ponto de vista prático, de acordo com nossos resultados, a exposição à S. 

enterica pelo consumo de salames sem maturação pode alcançar 4 log UCF.g-1 (vide 
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Figura 23) sendo função da incerteza na concentração inicial. Considerando que a dose 

infectiva de S. enterica é variável, mas normalmente baixa (de 10 a 1000 células) 

(TEUNIS et al. 2010), mesmo se o salame estivesse contaminado com a dose mínima 

inicial calculada, este poderia ser um veículo para a infecção. Em relação ao limite 

máximo do intervalo de confiança, a concentração bacteriana alcançaria zero log     

UCF.g-1 próximo a 600 horas (25 dias) de maturação. Embora ainda houvesse células 

bacterianas presentes, segundo análise de risco realizada por Corbellini et al. (2017) 24 

dias de maturação garantiria um processo seguro para o consumo de salame.       

A microbiologia preditiva aplicada a embutidos ainda é incipiente no Brasil. 

Pesquisas com salame estão mais relacionadas à utilização de bacteriocinas, culturas 

starters eficientes, melhoramento de características sensoriais ou substituição de agentes 

de curas (BARBOSA et al. 2015; DE CARVALHO et al., 2017; KAWSKI et al., 2017; 

FIEIRA et al., 2018). São poucos os estudos relacionados ao comportamento dos 

patógenos frente às etapas da maturação. Corbellini et al. (2017) estimaram o risco de 

toxinfeccção alimentar por S. enterica pelo consumo de salame no Brasil. A abordagem 

preditiva adotada utilizou o valor D (pH, T e Aw) por meio do modelo de Bigelow. Em 

nosso estudo, o modelo proposto considerou, além dos parâmetros ambientais, a interação 

entre eles e, também, parâmetros adicionais como os valores cardinais e a razão de 

subpopulações bacterianas existentes. Desta forma, esse modelo mostrou-se uma opção 

robusta para a predição da concentração de S. enterica e pode ser utilizado para a 

estimação de riscos em trabalhos futuros. Além disso, o modelo aplicado a partir da 

elaboração de salame em laboratório, com a utilização de isolados relacionados à 

casuística brasileira e validação em diferente cenário pode ser uma importante ferramenta 

para a indústria, uma vez que esta disponha dos valores das suas variáveis ambientais.     
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9. CONCLUSÃO  

 

A partir da geração das curvas de Aw e pH, o modelo matemático aplicado foi capaz 

de determinar os parâmetros de 𝜇𝑜𝑝𝑡, 𝛿1
∗,  𝛿2

∗ e 𝛼  e predizer o comportamento de S. 

enterica no salame. 

A validação realizada demonstrou que o modelo matemático descreve o 

comportamento de S. enterica em diferentes cenários de maturação. 

  A dessecação é etapa preponderante na inativação de S. enterica no processo de 

maturação do salame. 

O modelo pode ser utilizado como ferramenta para a indústria de salame brasileiro. 
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APÊNDICE A- Quadro demonstrativo da definição e composição entre os salames descritos na IN 22/2000 e IN 55/2003 

Tipo de 

Salame 

Granulometria 

da moagem 

Obrigatoriedades diferenciais Ingredientes Características 

Físico-Químicas Obrigatórios Opcionais 

Salame tipo 

Italiano 

Entre 6 e 9 mm Elaborado com pelo menos 60% de 

carne suína ou suína e bovina. 

Carne Suína  

Toucinho 

Sal, nitrito  

e/ou nitrato  

de sódio e/ou 

potássio 

Carne bovina  

Leite em pó  

Açúcares/ Maltodextrinas  

Proteínas lácteas  

Aditivos intencionais / Vinho  

Condimentos, aromas e especiarias  

Substâncias glaceantes (revestimento 

externo)   

Atividade de água  

(máx.) 0,90 

Umidade (max) 35% 

Gordura (máx.) 35% 

Proteína (mín.) 25% 

Carboidratos totais  

(máx.) 4,0% 

Salame tipo 

Alemão 

Entre 3 e 6 mm Elaborado exclusivamente com 

carne suína. 

Carne suína  

Toucinho 

Sal, nitrito  

e/ou nitrato  

de sódio e/ou 

potássio 

Leite em pó  

Açúcares / Maltodextrinas  

Proteínas lácteas  

Aditivos intencionais /Vinho  

Condimentos, aromas e especiarias  

Substâncias glaceantes (revestimento 

externo)  

Atividade de água  

(máx.) 0,90 

Umidade (max) 35% 

Gordura (máx.) 32% 

Proteína (mín.) 25% 

Carboidratos totais  

(máx.) 4,0% 

Salame tipo 

Calabrês 

Entre 10 e 15 

mm 

Elaborado com pelo menos 60% de 

carne suína ou suína e bovina. 

Produto caracterizado pelo sabor 

picante e calibre de 80 mm. 

Deve conter pimenta calabresa em 

sua composição. 

Carne Suína  

Toucinho 

Pimenta calabresa 

Sal, nitrito e/ou 

nitrato de sódio  

e/ou potássio 

Leite em pó  

Açúcares/ Maltodextrinas  

Proteínas lácteas  

Aditivos intencionais/Vinho  

Condimentos, aromas e especiarias  

Substâncias glaceantes (revestimento 

externo)  

Atividade de água  

(máx.) 0,90 

Umidade (max) 35% 

Gordura (máx.) 35% 

Proteína (mín.) 25% 

Carboidratos totais  

(máx.) 4,0% 

Salame tipo 

Friolano 

Entre 6 e 9 mm Elaborado exclusivamente com 

carne suína. 

Carne Suína  

Toucinho 

Sal, nitrito  

e/ou nitrato  

de sódio e/ou 

potássio 

Leite em pó  

Açúcares /Maltodextrinas  

Proteínas lácteas  

Aditivos intencionais/Vinho  

Condimentos, aromas e especiarias  

Substâncias glaceantes (revestimento 

externo)  

Atividade de água  

(máx.) 0,90 

Umidade (max) 35% 

Gordura (máx.) 30% 

Proteína (mín.) 25% 

Carboidratos totais  

(máx.) 4,0% 
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Salame tipo 

Napolitano 

Entre 8 a 12 mm Elaborado com pelo menos 60% de 

carne suína ou suína e bovina.  

Deve conter pimenta do reino 

quebrada ou em grãos e alho.  

Carne Suína  

Toucinho 

Pimenta do reino 

Alho, Sal, nitrito  

e/ou nitrato  

de sódio e/ou 

potássio 

Carne bovina  

Leite em pó  

Açúcares / Maltodextrinas  

Proteínas lácteas  

Aditivos intencionais/ Vinho  

Condimentos, aromas e especiarias  

Substâncias glaceantes (revestimento 

externo)  

Atividade de água  

(máx.) 0,91 

Umidade (max) 35% 

Gordura (máx.) 35% 

Proteína (mín.) 23% 

Carboidratos totais  

(máx.) 4,0% 

Salame tipo 

Hamburguês 

Entre 3 e 6 mm Elaborado com pelo menos 50% de 

carne suína ou suína e bovina. 

Carne Suína 

 (mín. 50%)  

Toucinho 

Sal, nitrito  

e/ou nitrato  

de sódio e/ou 

potássio 

Carne Bovina  

Leite em pó  

Açúcares /Maltodextrinas  

Proteínas lácteas  

Aditivos intencionais /Vinho  

Condimentos, aromas e especiarias  

Substâncias glaceantes (revestimento 

externo)  

Atividade de água  

(máx.) 0,92 

Umidade (max) 40% 

Gordura (máx.) 35% 

Proteína (mín.) 23% 

Carboidratos totais  

(máx.) 4,0% 

Salaminho Entre 6 e 9 mm Elaborado com pelo menos 60% de 

carne suína ou suína e bovina. 

Produto caracterizado por ser 

embutido em tripas com calibre de 

até 50 mm. 

Carne suína 

 (mín. 60%) 

Toucinho 

Sal, nitrito  

e/ou nitrato  

de sódio e/ou 

potássio 

Carne Bovina  

Leite em pó  

Açúcares / Maltodextrinas  

Proteínas lácteas  

Aditivos intencionais / Vinho  

Condimentos, aromas e especiarias 

Substâncias glaceantes (revestimento 

externo) 

Atividade de água  

(máx.) 0,90 

Umidade (max) 35% 

Gordura (máx.) 32% 

Proteína (mín.) 25% 

Carboidratos totais  

(máx.) 4,0% 

Salame tipo 

Milano 

Entre 3 e 6 mm Elaborado com pelo menos 60% de 

carne suína ou suína e bovina. 

Carne Suína  

(mín. 60%) 

Toucinho 

Sal, nitrito  

e/ou nitrato  

de sódio e/ou 

potássio 

Carne bovina  

Leite em pó  

Açúcares /Maltodextrinas  

Proteínas lácteas  

Aditivos intencionais  / Vinho  

Condimentos, aromas e especiarias  

Substâncias glaceantes (revestimento 

externo)  

Atividade de água  

(máx.) 0,90 

Umidade (max) 35% 

Gordura (máx.) 35% 

Proteína (mín.) 23% 

Carboidratos totais  

(máx.) 4,0% 
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APÊNDICE B- Relação de cepas de Salmonella enterica provenientes da bacterioteca 

do Laboratório de Medicina Veterinária Preventiva-UFRGS com sorovares 

correspondentes a sua origem submetidos aos testes de desempenho em pH 5 (BHI + 

ácido lático). 

Bacterioteca Sorovar Origem 

3 Salmonella Derby Linguiça frescal 

761 Salmonella Derby Linguiça frescal 

764 Salmonella Derby Linguiça frescal 

775 Salmonella Derby Linguiça frescal 

781 Salmonella Derby Linguiça frescal 

787 Salmonella Derby Linguiça frescal 

791 Salmonella Derby Linguiça frescal 

1065 Salmonella Derby Linguiça frescal 

1066 Salmonella Derby Linguiça frescal 

1075 Salmonella Derby Linguiça frescal 

1077 Salmonella Derby Linguiça frescal 

1089 Salmonella Derby Linguiça frescal 

762 Salmonella Typhimurium Linguiça frescal 

771 Salmonella Typhimurium Linguiça frescal 

776 Salmonella Typhimurium Linguiça frescal 

778 Salmonella Typhimurium Linguiça frescal 

1001 Salmonella Typhimurium Linguiça frescal 

1012 Salmonella Typhimurium Linguiça frescal 

1039 Salmonella Typhimurium Linguiça frescal 

1043 Salmonella Typhimurium Linguiça frescal 

1048 Salmonella Typhimurium Linguiça frescal 

1054 Salmonella Typhimurium Linguiça frescal 

1057 Salmonella Typhimurium Linguiça frescal 

1061 Salmonella Typhimurium Linguiça frescal 

1 Salmonella Typhimurium Salame 

3 Salmonella Typhimurium Salame 

7 Salmonella Typhimurium Salame 

10 Salmonella Typhimurium Salame 

7 Salmonella  Infantis Linguiça frescal 

751 Salmonella  Infantis Linguiça frescal 

752 Salmonella  Infantis Linguiça frescal 

758 Salmonella  Infantis Linguiça frescal 
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APÊNDICE C: Média dos registros da umidade relativa do ar e temperatura na câmara 

de maturação aferidos duas vezes ao dia durante a execução dos estudos Piloto, Base e 

Validação. 

 

 

  


