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RESUMO

O salame € um embutido carneo fermentado pela microbiota indigena ou culturas iniciadoras
comerciais adicionadas, resultando em um produto com pH final entre 4,8 ¢ 6,2, Aw < 0,90
sendo esse produto estavel a temperatura ambiente. As culturas iniciadoras devem acidificar
rapidamente a massa do produto, e contribuir para o desenvolvimento de caracteristicas
desejaveis ao salame. S& comumente utilizadas como cultura iniciadora para produtos
fermentados as bactérias laticas, que apresentam répida capacidade de acidificacdo, e compde
grande parte da microbiota presente em leites fermentados como o kefir, sendo composta por
uma variedade de micro-organismos. Oito linhagens isoladas de kefir, pertencentes aos
géneros Lactobacillus, Leuconostoc e Lactococcus, foram avaliadas quanto ao seu potencial
como cultura iniciadora para um embutido carneo fermentado. Lactobacillus satsumensis e
Leuconostoc mesenteroides foram selecionados como cultura iniciadora por apresentarem 0s
melhores resultados na capacidade de acidificacdo e crescimento in vitro, sendo entdo
avaliados na elaboracdo de um salame. Foram elaborados 3 tratamentos de salames, sendo:
SCO (Salame controle sem adicdo de cultura iniciadora), SCS (Salame adicionado com a
cultura selecionada) e SCC (salame adicionado com a cultura comercial). Os tratamentos
foram avaliados durante a fermentacdo, maturacdo e armazenamento. Foram efetuadas
analises de pH, perda de peso, atividade de agua, cor, textura, composicdo centesimal e
microbioldgicas. Entre os tratamentos, o SCC atingiu o pH 5,3 em menor tempo de
fermentacdo, seguido do SCS. Entretanto, durante a maturacdo até o final do processo de
secagem, o tratamento SCS manteve o menor valor de pH. Durante o armazenamento, o pH
dos tratamentos SCS e SCC sofreram um leve aumento até o final de 30 dias. Os valores
finais de perda de peso variaram entre 42,54% e 43,90%, enquanto todos os tratamentos
alcancaram atividade de agua abaixo de 0,90 ao final da maturagdo, mantendo-se apds 30 dias
de armazenamento. Os parametros L*, a* e b* para cor, assim como a textura, variaram entre
os tratamentos e ao longo do periodo de armazenamento. Os tratamentos também atenderam
aos padrdes de identidade, qualidade e microbioldgicos para salame tipo italiano, fixados pela
legislacdo brasileira, exceto para umidade, que apresentou valores um pouco acima do
recomendado. A cultura iniciadora selecionada se mostrou promissora na fabricagdo de

embutidos carneos fermentados, como o salame tipo italiano.

Palavras-chave. bactérias laticas, kefir, cultura iniciadora, embutido carneo fermentado



ABSTRACT

The fermented sausage is a naturally or through of a starter culture fermented meat product,
which has final pH between 4.8 and 6.2, and Aw < 0.90 and is stable at room temperature.
Starter cultures must quickly acidify the mass and contribute to the development of product
characteristics. Lactic acid bacteria are microorganisms commonly used as starter culture of
fermented products for their acidification capacity. They also comprise a large part of the
kefir microbiota, a dairy fermented drink composed by a variety of microorganisms. Strains of
lactic acid bacteria isolated from kefir grains and identificated by PCR, were evaluated for
their potential to starter culture of fermented sausage. The eight strains used belong
tLactobacillus, Leuconostoc and Lactococcus. Lactobacillus satsumensis and Leuconostoc
mesenteroides were selected to be evaluated as starter culture of fermented sausage, because
they had the best results in acidification capacity and growth in vitro. As fermented sausage,
were prepared 3 treatments of typical italian salami: SCO (salami control without addition of
starter culture), SCS (salami added to the selected culture) and SCC (salami added with the
commercial culture). The treatments were evaluated during the fermentation, ripening and
during storage process. Were made analyzes of microbiological, pH, weight loss, water
activity, color, texture, and finally the chemical composition. Among the treatments, the SCC
reached pH 5.3 in a shorter time fermentation, followed by the SCS. However, during the
ripening until the end of the drying process, the SCS treatment maintained the lowest pH.
During the storage, the pH of the SCS and SCC treatments experienced a slight increase by
the end of 30 days. The final values of weight loss ranged between 42.54 and 43.90, while all
treatments achieved water activity below 0.90 at the end of the process, remaining after 30
days of storage. The parameters L*, a* and b* to color and texture ranged little between the
treatments and during the storage period. The treatments also complied the standards of
identity and quality and microbiological to typical italian salami, fixed by Brazilian
legislation, except for the humidity parameter, which showed values slightly above
recommended. The selected starter culture has shown considerable promise in the

manufacture of fermented sausage like typical italian salami.

Keywords. lactic acid bacteria, kefir, starter culture, fermented sausage
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1. INTRODUCAO

Kefir ¢ a denominacédo dada a uma bebida fermentada obtida pela fermentacao do
leite por estruturas brancas amareladas, gelatinosas, denominadas grdos de kefir. Os gréos de
kefir sdo formados por uma mistura complexa de micro-organismos, na qual bactérias laticas
(BAL) (Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus e Streptococcus), bactérias acéticas e
leveduras formam com a caseina e agucares complexos uma matriz de polissacarideos.

As BAL necessitam de aminoacidos pré-formados, vitaminas do complexo B e
bases purinas e pirimidinas para o crescimento. Sdo mesofilas, entretanto, algumas crescem a
temperaturas inferiores a 5°C e outras a temperaturas acima de 45°C. Seu metabolismo pode
ser homofermentativo ou heterofermentativo e podem crescer em pH 3,2 e 9,6, sendo que a
maioria cresce entre 4,0 e 4,5. Essas bactérias possuem pouca ac¢ao proteolitica e lipolitica. As
BAL presentes no kefir tém potencial probiético e sdo consideradas seguras (GRAS -
Generally Recognized As Safe), podendo ser adicionadas em diversos tipos de produtos e
alimentos.

A utilizacdo de linhagens probioticas como culturas iniciadoras para fermentacao
de produtos a base de carne, requer que essas linhagens se adaptem as condicGes encontradas
em produtos carneos fermentados. A microbiota inicial presente na carne deverd ser
suplantada pelas bactérias iniciadoras, que deverdo crescer mais depressa do que 0S outros
micro-organismos presentes.

Culturas iniciadoras sdo cultivos individuais ou mistos de micro-organismos
selecionados para uma determinada atividade enziméatica, adicionados em quantidade
determinada para se obter a transformacdo especifica desejada do substrato. As culturas
iniciadoras destinadas a industria de embutidos carneos devem ser tolerantes ao sal e ao
nitrito, devem crescer bem entre 27 e 30°C, como também em baixas temperaturas durante a
maturacdo (10 a 15°C), ndo devem produzir sabores nem odores que ndo sejam caracteristicos
do produto e ndo podem ser prejudiciais a satde.

Culturas iniciadoras devem acidificar rapidamente a matéria-prima por meio da
producdo de &cidos organicos, principalmente o &cido latico, mas também produzem &cido
acetico, etanol, compostos aromaticos, bacteriocinas, exopolissacarideos e varias enzimas. Em
consequéncia, as culturas iniciadoras aumentam a vida de prateleira e a seguranga
microbioldgica, melhoram a textura e contribuem para o perfil sensorial de produtos

fermentados.
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No Brasil, a populagdo em geral possui 0 hébito de consumir diversos embutidos,
dentre eles os salames. O salame é obtido a partir de carne suina ou suina e bovina,
adicionado de toucinho e ingredientes, embutido em envoltérios naturais e/ou artificiais,
curado, fermentado, maturado, defumado ou nédo e dessecado. Os salames apresentam fungos,
consequéncia natural do seu processo tecnoldgico de fabricacdo, possuem baixo valor de pH
(4,8-6,2) e baixa atividade de agua (Aw inferior a 0,90). Em geral, o produto deve atingir pH
igual ou inferior a 5,3, ao final do periodo de fermentacdo. Com a secagem subsequente, deve
ter sua atividade de agua reduzida a valores inferiores a 0,90. Em funcdo dessas
caracteristicas, as bactérias laticas encontram-se tecnologicamente aptas para serem utilizadas
como culturas iniciadoras em salames, visto que apresentam viabilidade e crescimento mesmo
em baixos valores de pH, na faixa de 3,9 a 4,5.

A disponibilidade no comércio de culturas iniciadoras comerciais para produtos
carneos fermentados é limitada, sendo que grande parte das indlstrias brasileiras de
embutidos carneos ainda importam essas culturas. A selecdo e a identificacdo de novas
culturas iniciadoras para a fabricacdo de produtos carneos fermentados representam um
importante recurso tecnoldgico para as indastrias processadoras relevantes no pais. Novas
culturas iniciadoras contribuem para o desenvolvimento tecnoldgico de produtos fermentados
e para a identificacdo da biodiversidade.

Diante dessas afirmacdes, o presente trabalho teve como proposta realizar uma
selecdo de BAL isoladas de kefir, e avaliar o potencial das mesmas como cultura iniciadora

para salame.
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2. OBJETIVOS

Selecionar a partir do kefir bactérias laticas, identificando e avaliando seu

potencial como culturas iniciadoras para aplicacdo em embutido carneo fermentado.

2.1 Objetivos especificos

VI.

Avaliar a capacidade de acidificacdo e velocidade de crescimento das linhagens de
BAL isoladas de kefir;

Acompanhar a variagdo das contagens das linhagens de BAL isoladas de kefir por até
24h;

Selecionar dentre as linhagens de BAL isoladas de kefir as com perfil de cultura
iniciadora para a fabricacdo de embutido carneo fermentado;

Elaborar salames sem adicdo de cultura iniciadora (SCO), e com cultura iniciadora
selecionada (SCS), e cultura iniciadora comercial (SCC);

Determinar as caracteristicas fisico-quimicas dos salames durante os periodos de
fermentagdo, maturagédo e armazenamento;

Avaliar se os salames obtidos atendem aos padrdes microbioldgicos e de qualidade
estabelecidos pela legislagéo brasileira.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Kefir

A palavra kefir é derivada da palavra turca keif, a qual significa “sentir-se bem”,
sensacdo sentida apds o seu consumo (LEITE et al., 2013; LOPITZ-OTSOA et al., 2006;
TAMIME, 2006). O kefir é também conhecido como Kefyr, Kephir, Kefer, Kiaphur, Knapon,
Kepi ou Kippi (FARNWORTH, 2005). A bebida kefir é originaria das montanhas do Caucaso,
um produto tradicional de grande consumo na Europa Oriental, Russia e sudoeste da Asia
(LEITE et al., 2013; TAMIME, 2006). Antigamente, os graos de kefir foram considerados um
presente de Al& entre os muculmanos e passados de geracdo em geracdo entre as tribos do
Céucaso, sendo estes considerados uma fonte de riqueza familiar (LOPITZ-OTSOA et al.,
2006). A fermentagdo do leite ocorria em sacos feitos do couro cru ou do estomago de
animais. Adicionava-se o leite fresco ao leite fermentado e, ap6s um tempo, ocorria um
acumulo de micro-organismos inseridos em um material com proteina e polissacarideo,
ocasionando a formacao dos graos (CARVALHO, 2011; REA et al., 1996).

Nos Gltimos anos, houve o aumento do consumo de kefir em muitos paises na
América do Norte e oeste Europeu, por suas propriedades sensoriais Unicas e associacao do
seu consumo a efeitos benéficos a saide humana (FARNWORTH, 2005; LEITE et al., 2013;
TAMIME, 2006). Apesar de a bebida kefir ser encontrada em diversos paises, no Brasil os
grdos de kefir sdo encontrados no comeércio, e sdo cultivados passando de pessoa para pessoa
(LEITE et al, 2013). No Brasil, o conhecimento sobre essa bebida, assim como os beneficios
da inclusdo de alimentos probidticos regularmente na dieta ndo esta difundido, e a producao
do kefir é exclusivamente artesanal (CARNEIRO, 2010; MAGALHAES et al., 2010).

Segundo a legislacdo brasileira vigente, o kefir, definido como leite fermentado, é
um “produto resultante da fermenta¢do de leite pasteurizado ou esterilizado, por fermentos
lacticos proprios, cuja fermentagcdo se realiza com cultivos acidolacticos elaborados com
grdos de Kefir, Lactobacillus kefiri, espécies dos géneros Leuconostoc, Lactococcus e
Acetobacter com producdo de acido lactico, etanol e didxido de carbono, sendo seus grédos
constituidos por leveduras fermentadoras de lactose (Kluyveromyces marxianus) e leveduras
ndo fermentadoras de lactose (Saccharomyces omnisporus, Saccharomyces cerevisae e
Saccharomyces exiguus), Lactobacillus casei, Bifidobaterium spp. e Streptococcus salivarius
subsp. thermophilus” (BRASIL, 2007).

17



3.1.1 Caracteristicas

Os grdos de kefir variam em tamanho de 0,3 a 2,0 cm ou mais de diametro,
possuem uma superficie irregular, multilobular, e sua cor varia de branco para amarelo-claro.
Os gréos séo elasticos e possuem uma textura firme, com formato que lembra uma pequena
couve-flor (FARNWORTH; MAINVILLE, 2008; LEITE et al., 2013; MAGALHAES et al.,
2011, TAMINE, 2006).

O kefir é caracterizado por possuir um sabor ligeiramente acido, causado pelo
acumulo de &cido latico, refrescante, de consisténcia viscosa e carbonatada naturalmente
devido a formagdo de CO, (FARNWORTH, 2005; GARROTE; ABRAHAM; DE ANTONI,
2010; LOPITZ-OTSOA et al., 2006, MAGALHAES et al., 2011). Os principais produtos da
fermentagdo do kefir sdo o &cido acético, etanol e CO, que conferem a esta bebida
viscosidade, acidez e baixo teor alcoolico. Outros componentes podem ser encontrados,
incluindo diacetil, acetaldeido, &cidos aminados e etilicos, contribuindo para o sabor e aroma
particular do produto (LEITE et al., 2013; RATTRAY; O’CONNEL, 2011).

Essa bebida se difere de outros produtos fermentados por ndo ser resultado da
atividade metabdlica de apenas uma espécie de micro-organismo, mas sim de uma mistura de
micro-organismos (GARROTE; ABRAHAM; DE ANTONI, 2010). Os gréos de kefir séo
compostos de micro-organismos imobilizados em uma matriz constituida de proteina e
polissacarideo denominada kefirian, em que diversas espécies de bactérias laticas, bactérias
aceticas e leveduras possuem interacdes mutuamente vantajosas, caracterizadas por simbiose
(GARROTE; ABRAHAM; DE ANTONI, 2010; LEITE et al., 2013).

Os gréos de kefir desempenham o papel de fermento natural durante a producgéo e
sdo recuperados apds o processo de fermentacdo do leite (RATTRAY; O’CONNEL, 2011).
Apesar de os grdos serem utilizados como fermento na producdo de kefir tradicional, sua
associacao microbiolégica complexa torna dificil a obtencdo de uma cultura constante e
definida, apropriada para a produgéo industrial de kefir, com a finalidade de manter suas
propriedades convencionais (ROBINSON; TAMINE; WSZOLEK, 2002).

A composic¢éo fisico-quimica do kefir varia conforme a matéria-prima, ou seja, o
tipo de leite ou a &gua empregada na fermentacdo. Um Kkefir tipico contém 89-90% de
umidade, 0,2% de lipidios, 3,0% de proteina, 6,0% de carboidratos, 0,7% de cinzas e 1% de
alcool e de acido lactico. O pH fica em torno de 4,0 e o teor alcodlico varia entre 0,5 e 2%.

Estudos indicam que o kefir contém 1,98 g/L de diéxido de carbono, sendo que o contetido de
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CO, aumenta conforme cresce a concentracdo de gréos de kefir (SARKAR, 2007). Segundo o
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade (RTIQ) de leites fermentados (BRASIL,
2007), a composicdo fisico-quimica do kefir deve ser de no minimo 2,9% de proteina, de 0,5 a

6,0% de gordura, menos de 1% de &cido latico e de 0,5 a 1,5% de etanol.
3.1.2 Micro-organismos

O crescimento e a sobrevivéncia dos micro-organismos do grdo de kefir
dependem da presenca de outros micro-organismos; por isso, os grdos de kefir sdo bons
exemplos de simbiose (WITTHUHN; SHOEMAN; BRITZ, 2004). Os diversos micro-
organismos se interagem garantindo a sua sobrevivéncia e propagacdo através da sintese de
produtos que favorecem o crescimento, fornecem energia e inibem micro-organismos
competidores, tais como agentes patogénicos de alimentos e contaminantes (GARROTE;
ABRAHAM; DE ANTONI, 2010; LOPITZ-OTSOA et al., 2006). As leveduras produzem
metabolitos essenciais para o crescimento das bactérias, tais como vitaminas, aminoacidos e
outros compostos, promovendo a estabilidade do produto (VILJOEN, 2001).

As BAL sdo os micro-organismos predominantes e, dentre elas, os lactobacilos
compdem a maior parte (80-90%), porém a regido de origem, o tempo de utilizagdo, o
substrato utilizado para proliferacdo dos gréos, as técnicas usadas em sua manipulacéo e as
formas de identificacdo dos micro-organismos sdo fatores que devem ser levados em
consideracdo no estudo sobre a composicdo do kefir (KESMEN; KACMAZ, 2011;
WITTHUHN; SHOEMAN; BRITZ, 2004). Durante o processo de fabricacdo do kefir, o
tempo e temperatura de incubacdo, a quantidade de leite utilizada e as questdes higiénicas
sanitarias também interferem na microbiota do produto (ALTAY et al., 2013).

No kefir, as BAL comumente encontradas sdo os lactobacilos, lactococos,
leuconostoc e strepetococos, responsaveis pela transformacéo da lactose presente no leite em
acido latico como produto da fermentacdo, que resulta na reducdo do pH e preservacao do
leite. HA também leveduras fermentadoras de lactose, as quais produzem etanol e CO,,
leveduras ndo fermentadoras de lactose, e ainda, as bactérias acéticas (KESMEN; KACMAZ,
2011; LEITE et al., 2013; MAGALHAES et al., 2011).

Apesar de diversos fatores impactarem na composicdo da microbiota do kefir,
geralmente encontra-se uma populacdo de 10%-10° UFC/g de BAL, 10°-10° UFC/g de
leveduras e 10°-10° UFC/g de bactérias acéticas (FARNWORTH, 2005).
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3.1.2.1 Bactérias

As BAL homofermentativas das espécies de Lactobacillus como: Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus kefiranofaciens subsp.
kefiranofaciens, Lactobacillus kefiranofaciens subsp. kefirgranum e Lactobacillus
acidophilus; Lactococcus como Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp.
cremoris e Streptococcus thermophilus tém sido identificadas nos grdos e na bebida
fermentada de kefir, assim como as BAL heterofermentativas, incluindLactobacillus Kkefiri,
Lactobacillus parakefiri, Lactobacillus fermentum e Lactobacillus brevis, e as linhagens
citrato-positivas de Lactococcus lactis (L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis),
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris, e  Leuconostoc mesenteroides subsp.
mesenteroides. O uso de citrato das linhagens citrato-positivas resulta na producdo de
compostos importantes que contribuem para o sabor tipico de kefir (LEITE et al., 2013).

As espécies de bactérias aceticas foram isoladas e identificadas nos gréos e na
bebida de kefir em diversos trabalhos. A presenca dessas espécies € considerada indesejavel
em alguns paises e tem recebido menos atencdo, mesmo que elas desempenham um papel
fundamental tanto na microbiota quanto nas caracteristicas sensoriais do produto final.
Algumas pesquisas sugerem que a presenca das bactérias acéticas esta diretamente ligada a
falta de higiene na producdo da bebida. A produgdo de vitamina Bj, por essas bactérias
estimula o crecimento de outras bactérias presentes no grdo de kefir, além de serem
responsaveis pela viscosidade da bebida juntamente com as bactérias laticas (LEITE et al.,
2013; SARKAR, 2007; TAMIME, 2006).

3.1.2.2 Leveduras

As leveduras representam entre 10-17% da microbiota do kefir, sendo que as
espécies lactose-negativas sdo a maioria. Essas espécies dependem das BAL para
hidrolisarem a lactose, ja que elas ndo possuem essa habilidade (SIMOVA et al., 2002). As
leveduras sdo fundamentais para o crescimento das bactérias no grdo de kefir, mantendo a
integridade e a viabilidade da sua microbiota. Elas produzem vitaminas, amino&cidos e
metabolitos importantes para as propriedades sensoriais do kefir. As leveduras promovem a
aceleracdo da fermentacdo e a produgdo do &cido latico pelas BAL e, posteriormente, 0

ultilizam como fonte de energia.
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Sao capazes de hidrolisar proteinas, utilizando o oxigénio para producdo de CO; e
etanol. As condicdes de acidez, a presenca de CO; e o0 &lcool inibem o crescimento da maioria
das bacterias deteriorantes e de fungos filamentosos, estendendo a vida Gtil do produto e sua
estabilidade (LEITE et al., 3013; VARDJAN et al., 2013, VILJOEN, 2001).

As principais leveduras capazes de fermentar lactose encontrada em kefir e em
gréos de kefir sdo: Kluyveromyces marxianus/Candida kefyr, Kluyveromyces lactis subsp.
lactis, Debaryomyces hansenii e Dekkera andmala, enquanto as leveduras incapazes de
fermentar lactose incluem: Saccharomyces cerevisiae, Torulaspora delbrueckii, Pichia
fermentans, Kazachstania unispora, Saccharomyces turicensis, Issatchenkia orientalis e

Debaryomyces occidentalis (LEITE et al., 2013) .

3.1.3 Propriedades probidticas e antimicrobianas

A composicao quimica e microbiota do kefir o tornam um produto probidtico, isto
€, 0S micro-organismos Vivos presentes nesse alimento sdo capazes de garantir ou melhorar o
equilibrio da microbiota intestinal, com consequente producdo de efeitos benéficos a salde do
individuo (WESCHENFELDER et al., 2011).

Além de possuir alto valor nutricional como fonte de célcio e proteina, o kefir é
reconhecido por fazer bem a salde em localidades onde ele faz parte da dieta. O kefir tem
sido recomendado para o tratamento de diversas doencas gastrointestinais, hipertensdo,
alergias e doenca cardiacas (LEITE et al., 2013; VINDEROLA et al, 2005). Outros beneficios
a salde tém sido atribuidos ao consumo do kefir, incluindo a melhoria do sistema
imunoldgico, efeitos antimicrobianos, anti-inflamatério, antitumoral, antiviral, antimutagénico
e atividade antioxidante (FARNWORTH, 2005; RODRIGUES et al., 2005).

A acdo de peptidases e proteinases, na hidrolise das proteinas do leite, resulta em
um grande nimero de peptideos com a possibilidade de serem peptideos bioativos. Além dos
peptideos, durante a fermentacdo do kefir ha a formacao de outros compostos bioativos, como
a formacdo de exopolissacarideos, acidos organicos, CO,, peroxido de hidrogénio, etanol e
bacteriocinas. Esses compostos podem ter efeitos benéficos agindo de maneira isolada ou
concomitantemente (FARNWORTH, 2005; GARROTE; ABRAHAM; DE ANTONI, 2010;
LEITE et al., 2013).
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Os compostos produzidos durante a fermentacdo do kefir podem ter efeitos
benéficos tanto no tratamento de doencas quanto para eliminar ou reduzir bactérias
patogénicas e bactérias deteriorantes de alimentos e bebidas, durante a producdo e
armazenamento (FARNWORTH, 2005; SARKAR, 2007).

Carasi et al. (2014) isolaram e identificaram uma linhagem de Enterococcus
durans a partir do kefir. Esta linhagem foi capaz de inibir diversos micro-organismos
patogénicos, demonstrou ter propriedades anti-inflamatorias e ser uma linhagem com
potencial probiotico para uso na industria de alimentos.

No estudo de Rodrigues et al. (2005), os pesquisadores testaram a atividade
antimicrobiana e cicatrizante do kefir e do kefiran contra espécies de bactérias e da Candida
albicans. Ambos os produtos demonstraram atividade antagonista contra quase todos 0s
micro-organismos testados, sendo que contra Streptococcus pyogenes foi mais efetivo.
Enquanto em pele de animais tratados com 70% de gel de kefir apresentou melhor efeito
protetor.

Vinderola et al. (2005) determinaram a capacidade imunomoduladora do kefir e
do kefir pasteurizado na mucosa intestinal. Ambos obtiveram resultado positivo, apesar de ter
sido demonstrado a importancia da célula viavel no resultado.

Por fim, linhagens de BAL isoladas de kefir foram avaliadas quanto a sua
atividade inibitéria contra linhagens de Listeria monocytogenes. Foi observada a inibicdo do
crescimento de Listeria monocytogenes por até 30 horas de incubacdo, concluindo que as
linhagens de BAL isoladas de kefir sdo produtoras de substancias inibitérias de Listeria
monocytogenes (AUAD, 2014).

3.1.4 Kefir de 4gua

O kefir pode ser preparado em diversos tipos de leite, como o leite de vaca,
ovelha, cabra, bufala e camelo. Além dos leites citados, também podem ser ultilizados
substitutos do leite, como o leite de soja, leite de arroz e o leite de coco para a producdo da
bebida (ALTAY et al., 2013).

O kefir também pode ser produzido a partir de agua e sacarose, adicionado de
frutas secas ou figo e limédo para dar sabor e ser fonte de mineirais. A composi¢do microbiana
é similar ao kefir de leite, sendo que ha o predominio das BAL e, em seguida, das leveduras e

bactérias acéticas.
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Assim como a microbiota, os metabolitos produzidos durante a fermentacdo séo
similares aos poduzidos por gréos cultivados em leite (LAUREYS; DE VUYST, 2014,
MARSH et al., 2013). Enquanto os grdos sdao amarelo-claros quando cultivados em leite,
apresentam aparéncia translicida e parda quando cultivados em agua (MARSH et al., 2013).

No processo tradicional de preparacdo do kefir, os graos de kefir sdo colocados
em uma solugdo contendo aproximadamente 8% de sacarose, frutas secas e algumas fatias de
limdo. A fermentacdo ocorre em um ou dois dias a temperatura ambiente, resultando em uma
bebida carbonatada, de coloracdo parda, &cida, pobre em aglcar e com pouco teor alcodlico
(GULITZA, et al., 2011).

3.2 Bactérias laticas

As BAL sdo bactérias Gram-positivo, ndo produzem esporos, toleram ambiente
acido, quase sempre catalase negativas e anaerdbias facultativas. Essas bactérias sdo imdveis,
com excecdo das espécies Lactobacillus satsumensis, Lactobacillus agilis e das espécies
Lactobacillus ghanensis e Lactobacillus capillatus, recentemente descritas. Em geral, séo
mesdfilas, mas podem crescer em temperaturas abaixo de 5°C ou acima de 45°C. A maioria
das linhagens cresce em pH 4 a 4,5, sendo que algumas podem crescer abaixo de 3,2, outras
acima de 9,6. S&o pouco proteoliticas e lipoliticas e necessitam de aminoacidos pré-formados,
purina, pirimidina e vitaminas do complexo B para seu crescimento (JAY, 2005, PATRICK,
2012).

As BAL pertencem ao filo Firmicutes, classe Bacilli e s&o compostas por 13
géneros: Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Lactosphaera,
Paralactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus e Weisella (JAY, 2005, PATRICK, 2012).

Ha dois grupos de BAL divididos com base nos produtos finais do metabolismo
da glicose. Um grupo, denominado homofermentativo, produz acido lactico como Unico ou
principal produto, enguanto o outro grupo, denominado heterofermentativo, produz etanol,
CO; e lactato em quantidades equimolares a partir de hexoses. As culturas homofermentativas
pertencem aos géneros Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus, Streptococcus, Vagococcus
e Tetragenococcus e algumas espécies de Lactobacillus. As bactérias heterofermentativas

pertencem ao género Paralactobacillus, Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus,
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Carnobacterium e Weissella, incluindo algumas espécies de Lactobacillus (JAY, 2005;
PATRICK, 2012).

3.2.1 Efeitos probidticos e antimicrobianos das BAL

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define probio6ticos como
“microrganismos vivos capazes de melhorar o equilibrio microbiano intestinal produzindo
efeitos benéficos a saude do individuo” (BRASIL, 2002). A recomendagdo para um alimento
ser probidtico é estabelecida com base na porc¢do diaria de alimento, cujo minimo estipulado
seja de 10° a 10° UFC/g/dia (BRASIL, 2007).

Muitos micro-organismos sdo considerados probioticos, sendo que as BAL sdo 0s
mais utilizados (FONTANA et al., 2013; RANADHEERA; BAINES; ADAMS, 2010). No
Quadro 1, estdo apresentados os principais micro-organismos utilizados como probioticos.

Quadro 1 - Principais micro-organismos utilizados como probi6ticos

Bactérias Acido Laticas .
Outras linhagens
Lactobacillus Bifidobacterium Outros géneros

Lb. acidophilus | Lb. fermentum B. adolescentis E. faecium Escherichia coli Nissle
Lb. Casei Lb. gasseri B. animalis Lac. lactis Saccharomyces cerevisiae
Lb. crispatus Lb. johnsonii B. bifidum L. mesenteroides | Saccharomyces boulardii
Lb. curvatus Lb. paracasei B. brevi P. acidilactici
Lb. delbrueckii Lb. plantarum B. infantis St. thermophilis
Lb. farciminis Lb. reuteri B. lactis St. diacetylactis

Lb. rhamnosus B. longum St. intermedius

B. thermophilum

Fonte: SAAD et al., 2013.

Para que 0 micro-organismo seja considerado probidtico, é necessario que tenha
algumas caracteristicas fundamentais. Os micro-organismos probi6ticos devem possuir a
capacidade de sobreviver as condi¢des gastrointestinais, incluindo a tolerancia as amilases da
boca, ao baixo pH estomacal causado pela secrecdo do suco gastrico e tolerancia a bile e ao
suco pancreatico no intestino delgado (HERNADEZ-HERNANDEZ et al., 2012). Além
dessas caracteristicas, os probidticos devem ser capazes de se proliferarem e colonizarem o
trato digestivo, serem seguros e eficazes e manterem-se vidveis durante a vida Util do produto
(SAAD et al.,, 2013). Por critério de seguranca, 0s probioticos ndo podem apresentar
patogenicidade, devem ser atdxicos e ndo causarem nenhum risco a saude do hospedeiro

(VASILJEVIC; SHAH, 2008)
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Os probioticos tém se mostrado efetivos no tratamento e prevencdo de diarreia,
intolerancia a lactose, doengas inflamatdrias, colesterol, pressdo alta, complicacbes no pos-
operatorio, sindrome do intestino irritado e cancer (FONTANA et al., 2013; KECHAGIA et
al., 2013; RANADHEERA; BAINES; ADAMS, 2010). No entanto, 0s mecanismos de acao
desses micro-organismos ainda ndo estdo completamente esclarecidos, e consistem em:
competicdo por nutrientes e sitios de adesdo, producdo de metabodlitos antimicrobianos,
alteracdo das condi¢fes ambientais e modulacao da resposta imune (SAAD et al., 2013).

Um encontro de especialistas foi convocado pela Associacdo Cientifica
Internacional de Probidticos e Prebiodticos (ISAPP), no ano de 2013. Neste encontro, foi
emitido um documento em consenso sobre o uso apropriado e a utilizagdo do termo
probidtico. Segundo a FAO/WHO (2001), os probidticos podem ser definidos como
“microrganismos viaveis que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem
beneficios a saude do hospedeiro”. Infelizmente, 0 mau uso do termo probidtico se tornou
uma questdo importante, ja que sua definicdo é ampla. Dentre as recomendagdes
documentadas, as mais relevantes foram: incluir no quadro de definicdo de probioticos
espécies microbianas que tém demonstrado, em estudos adequadamente controlados, que
conferem beneficios a saude; qualquer declaragdo de “contém probiodticos” deve ser
fundamentada; e manter culturas vivas, tradicionalmente associadas a alimentos fermentados
e sem nenhuma evidéncia de um beneficio a saide, fora do quadro de probidticos (HILL et
al., 2014).

Atualmente, as propriedades antipatogénicas tém recebido maior atencédo
(JENSEN et al., 2012). Os consumidores tém se preocupado com possiveis efeitos adversos a
salde decorrentes da presenca de aditivos quimicos em seus alimentos. Contudo, 0s
consumidores sao atraidos pelos alimentos naturais e sem conservantes quimicos adicionados.
Essa percepcao, aliada ao aumento da demanda por alimentos minimamente processados com
maior vida atil e conveniéncia, tem estimulado o interesse de pesquisas em encontrar
conservantes naturais, porém eficazes. Bacteriocinas podem ser consideradas conservantes
naturais ou bioconservantes que preenchem estes requisitos (CASTRO et al., 2011).

Bacteriocinas sdo definidas como compostos protéicos produzidos por bactérias
Gram-positivo e Gram-negativo, que inibem ou destroem, através do efeito bacteriostatico ou
bacterida, espécies relacionadas (BESHKOVA; FRENGOVA, 2012; BROMBERG et al.,
2006).
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Uma variedade de bacteriocinas é produzida por BAL presentes na microbiota da
carne e de seus derivados, sendo estas ativas contra outras bactérias laticas, bactérias
deteriorantes e patogénicas. Este fato indica que as BAL sdo importantes bioprotetoras e
podem elevar a seguranca microbiologica e a vida util dos alimentos, incluindo produtos
carneos fermentados (AMMOR; MAYO, 2007; CASTRO et al., 2011).

3.2.2 Aplicacdo das BAL em alimentos

As BAL séo encontradas em uma infinidade de nichos, incluindo material vegetal,
leite fermentado, vegetais, carnes e pdes fermentados. Alimentos fermentados por BAL
possuem maior vida-de-prateleira, pois a fermentacdo melhora a textura, o sabor € 0 aroma
desses produtos. Assim, uma variedade de BAL é utilizada como culturas iniciadoras para a
producdo de alimentos fermentados. Além dos alimentos fermentados, muitos alimentos
funcionais sdo suplementados com BAL, pelas suas propriedades probioticas (EL GAISH et
al., 2011).

Entre os treze géneros de BAL conhecidos somente Lactobacillus, Leuconostoc,
Lactotoccus, Oenococcus, Streptococcus e Tetragenococcus sdo usados diretamente na
fermentacdo de alimentos. Os géneros envolvidos na fermentacdo lactea sdo Lactococcus e
Streptococcus, enquanto Leuconostoc e Pediococcus sdo indicados para a fermentacdo de
vegetais, cereais e carne. Tetragenococcus € utilizado na fabricacdo de molho de soja, e
Oenococcus na fermentacdo do vinho. Lactobacillus sdo utilizados em diversos produtos
fermentados como leite, carne, vegetais e cereais (HUTKINS, 2006a).

H& uma grande gama de produtos contendo linhagens probiéticas, e essa gama
continua crescendo. Os principais produtos existentes no mercado sdo lacteos, incluindo leites
fermentados, queijos, sorvete, manteiga, leite em po e iogurtes. Outros produtos estdo sendo
desenvolvidos, como produtos a base de soja, barra de cereais, sucos, entre outros. Inovacées
tecnoldgicas atuais disponibilizam uma forma de superar a estabilidade e a viabilidade do
probidtico. Através da microencapsulacéo, é possivel proteger o micro-organismo pelos danos

causados pelo processamento e o meio externo (KECHAGIA et al., 2013).

26



3.2.3 Principais géneros de BAL e suas aplicagdes

3.2.3.1 Género Lactobacillus

Este género compreende o maior numero de espécies dentro do grupo das BAL.
Tem sido encontrada na literatura cientifica dos Gltimos anos a descricdo de novas espécies e
subespécies. Possui morfologia heterogénea, apresentando-se na forma de cocobacilos ou
bacilos e contém espécies que possuem metabolismo homofermentativo obrigatorio,
heterofermentativo facultativo e heterofermentativo obrigatério (HUTKINS, 2006a;
STILLES; HOLZAPFEL, 1997).

Esse género estd presente em plantas, vegetais, animais e nos alimentos,
distribuido em todo o ambiente, sendo que inimeras espécies sdo relevantes em alimentos
fermentados. S&o Gram-positivo, mesofilas em sua maioria e possuem temperatura étima de
crescimento variando entre 30 e 45°C. Sobrevivem em ambiente &cido e sdo capazes de
crescer em pH de até 7,2; algumas espécies sdo tolerantes ao sal, pressdo osmotica, etanol,
bile e a baixa atividade de agua (HUTKINS, 2006a; STILLES; HOLZAPFEL, 1997).

Uma nova espécie inserida no género Lactobacillus, por Endo e Okada (2005) foi
o Lactobacillus satsumensis, que isolaram o micro-organismo de uma bebida tradicional do
Japdo e encontraram caracteristicas semelhantes as espécies L. mali e L. nagelii. A nova
espécie foi descrita como bactéria latica na forma de bastonete, Gram-positivo, movel,
anaerdbia facultativa, catalase negativa e capaz de crescer em meio MRS contendo 5% de
NaCl. Além disso, o metabolismo é homofermentativo, ndo reduz o nitrato e é capaz de
crescer em temperaturas entre 15 e 45°C. Outra situacdo de constantes descobertas acerca
deste género foi a reclassificacdo da linhagem Lactobacillus ferintoshensis (VANCANNEYT
et al., 2005). O estudo constatou que esta espécie €, na verdade, sinbnima da L. parabuchneri,
possuindo 99,7% de similaridade genética.

Este género vem se destacando também pelo seu potencial probidtico e pela
producdo de bacteriocinas como resultado do metabolismo da lactose. Algumas pesquisas
apontam a importancia dos Lactobacillus como produtores de bacteriocinas. Castro et al.
(2011) identificaram e isolaram espécies de L. sakei/curvatus, e testaram sua atividade
antimicrobiana frente a linhagens de Listeria innocua, Staphylococcus aureus ou Brochothrix
spp. Apesar de constatarem a influéncia dos aditivos na producdo de bacteriocinas, as

linhagens demonstraram possuir capacidade antimicrobiana.
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Em outra pesquisa, também foi possivel comprovar a atividade antagonista de
diversas espécies de Lactobacillus frente a diferentes micro-organismos patogénicos. A
atividade antagonista se deu ndo apenas através das bacteriocinas por elas produzidas, mas
também pela presenca da cultura e outros compostos antimicrobianos formados
(HARTMANN; WILKE; ERDMANN, 2011). Inumeras linhagens de Lactobacillus
plantarum, produtores de bacteriocinas, foram isoladas de diferentes matérias-primas, nas
ultimas décadas, incluindo carne, peixe, vegetais, frutas, leite e cereais. Essas bacteriocinas
podem reduzir/substituir o uso de conservantes quimicos e melhorar a qualidade dos
alimentos em geral (TODOROV, 2009).

Quanto ao potencial probidtico dos Lactobacillus, Jensen et al. (2012)
selecionaram linhagens de Lactobacillus plantarum, Lactobacillus pentosus, Lactobacillus
farciminis, Lactobacillus sakei, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus reuteri para testes in vitro. Os testes consistiram na contagem de células vidveis
apos a simulacdo das condigdes do trato gastrointestinal. O estudo revelou que L. reuteri
apresentou maior tolerancia as condi¢bes gastricas e intestinais simuladas, além de

demonstrar maior capacidade de adesdo que as demais bactérias.

3.2.3.2 Género Pediococcus

O género Pediococcus foi mencionado, pela primeira vez, no ano de 1903, quando
o0 pesquisador Claussen analisou uma cerveja deteriorada e descreveu a espécie Pediococcus
damnosus. Este género é classificado como um organismo procarionte, pertencente ao filo
Firmicutes, classe Bacilli ou Firmibacteria, ordem Lactobacillale e familia Lactobacillaceae.
Atualmente, sdo reconhecidas 15 espécies, sendo estas P. damnosus, P. parvulus, P.
inopinatus, P. cellicola, P. ethanolidurans, P. siamensis, P. claussenii, P. stilesii, P.
acidilactici, P. pentosaceus, P. dextrinicus, P. argentinicus, P. halophilus, P. lolli e P.
urinaeequi (EUZEBY, 2015b; PFANNEBECKER, 2008).

A maioria das espécies de Pediococcus possui metabolismo homofermentativo,
produzindo lactato como produto final, e apenas uma espécie heterofermentativa facultativa
(FRANZ et al., 2006). S&o bactérias Gram-positivo, anaerobias facultativas ou microaerofilas,
catalase negativa e oxidase negativa, cuja morfologia € esférica e organizam-se em tétrades,
diferente das demais BAL que formam cadeias (HOLZAPFEL et al., 2006).

28



A temperatura 6tima de crescimento varia entre 25 e 45°C, suportam ambiente
acido e com alta concentracdo de sal. Pediococcus estdo presentes naturalmente em plantas,
vegetais crus, leite, urina de animais e na cerveja (HUTKINS, 2006a).

Sdo importantes na fermentacdo de alimentos como chucrute, azeitona e cereais.
Apesar de ser desejavel na fermentacdo de diversos alimentos, Pediococcus pode causar a
deterioracdo de algumas commodities e principalmente da cerveja (HOLZAPFEL et al.,
2006).

Essas bactérias também sdo produtoras de bacteriocinas. Fernandes et al. (2012)
confirmaram o efeito antagonista da linhagem Pediococcus acicilactici UL5 contra Listeria
ivanovii HBP 28 e associaram o efeito a bacteriocina produzida. Todorov e Dicks (2009)
também identificaram uma linhagem de Pediococcus pentosaceus isolada de marula como
produtora de bacteriocina. Ela apresentou atividade inibitéria contra Listeria ivanovii susbp.
ivanovii ATCC19119 e Enterococcus faecium HKLHS.

3.2.3.3 Género Enterococcus

O género Enterococcus é classificado como um organismo procarionte,
pertencente ao filo Firmicutes, classe Bacilli ou Firmibacteria, ordem Lactobacillales e
familia Enterococcaceae. Na atualidade, sdo descritas mais de 50 espécies e 2 subespécies
(EUZEBY, 2015c).

Enterococcus sdo bactérias Gram-positivo, catalase negativa, anaerobias
facultativas e apresentam-se na forma de cocos. Este micro-organismo é capaz de se
multiplicar em meio contendo até 6,5% de NaCl, em pH de até 9,6 e a temperaturas entre 10 e
45°C, podendo sobreviver a 60°C. Este género tem como habitat natural o solo, plantas, agua
e o trato gastrintestinal de animais e do homem. Sdo componentes da microbiota intestinal
humana e de animais, agindo como micro-organismo patogénico em certas ocasides e,
frequentemente, apontado em casos de infeccdo hospitalar (DEVRIESE; BAELE; BUTAYE,
2006).

Poucos trabalhos s&o publicados em relagdo ao seu potencial probidtico, porém
ndo ha relatos de doencas causadas por linhagens probioticas deste género. As linhagens de E.
faecium SF68 e E. faecalis Symbioflor vém sendo estudadas por mais de 20 anos e séo
consideradas seguras para o tratamento de diarreia, diarreia associada a antibioticos, sindrome

do intestino irritado, colesterol e para melhorar o sistema imune.
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Entretanto, é importante a investigacdo das novas linhagens probioticas para se
certificar de que ndo se trata de uma linhagem problemética, com perfil de viruléncia e
resisténcia a antibidticos (FRANZ et al., 2011).

Apesar de ndo ser reconhecido como um micro-organismo seguro (GRAS) pela
Food and Drug Administration (FDA), ele é desejavel na fabricacdo de diversos tipos de
queijo e em salame (FRANZ et al., 2011). E comum a presenca de Enterococcus em uma
extensa variedade de queijos, proporcionando aroma e sabor diferenciados devido a sua
atividade proteolitica e produtos formados pela heterofermentacdo (DEVRIESE; BAELE;
BUTAYE, 2006). A desvantagem do uso dessa bactéria na producéo de queijos e salame é
pelo fato de ter a capacidade de produzir aminas biogénicas. Ogier e Serro (2008) sugeriram
um estudo de cada caso do uso de linhagens de Enterococcus como cultura iniciadora em
alimentos e como probidticos, para garantir a inocuidade e a auséncia de fatores de viruléncia
e resisténcia a antibidticos.

Moraes et al. (2012) apresentaram a caracterizacdo molecular e fenotipica de
Enterococcus isolados a partir de leite cru e de queijo, quanto ao seu potencial
bacteriocinogénico e sua viruléncia. Os resultados foram controversos, ja que as linhagens
isoladas apresentaram potencial aplicacdo na preservacdo de alimentos, por produzirem

bacteriocinas e fatores de viruléncia.

3.2.3.4 Género Streptococcus

Streptococcus € um organismo procarionte, pertencente ao filo Firmicutes, classe
Bacilli ou Firmibacteria, ordem Lactobacillales e familia Streptococcaceae. Este género
compreende mais de cem espécies, entre elas a Streptococcus thermophilus (EUZEBY,
2015d).

Sdo Gram-positivo, em forma de cocos, anaerdbias facultativas, imdveis e
homofermentativas obrigatorias. Sdo exigentes nutricionalmente e requerem carboidratos e
proteinas. Muitas espécies sdo patogénicas, sendo que a espécie Streptococcus thermophilus é
a Unica deste género relevante em alimentos. Esta linhagem é extremamente adaptada ao leite
e fermenta a lactose rapidamente, além de suportar temperaturas de até 60°C (HUTKINS,
2006a; STILES; HOLZAPFEL, 1997).

O uso de S. thermophilus foi testado quanto ao seu potencial probidtico na

prevencdo de diarreia infantil associada ao uso de antibidticos. O estudo demonstrou eficacia
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no tratamento oral, com uma férmula comercial de probidtico contendo S. thermophilus e
Bifidobacterium lactis (CORREA et al., 2005). Outros estudos apontam o uso de algumas
espécies de Streptococcus como sendo positivas na prevencdo do mau-halito, promocéo da
saude bucal e na alimentacgéo de tilapias (BURTON et al., 2006, 2013; LARA-FLORES et al.,
2003).

3.2.3.5 Género Leuconostoc

Leuconostoc é classificado como um organismo procarionte, pertencente ao filo
Firmicutes, classe Bacilli ou Firmibacteria, ordem Lactobacillale e familia
Leuconostocaceae. A este grupo pertencem 23 espécies e 7 subespécies, entre elas
Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc dextranicum, Leuconostoc cremoris e Leuconostoc
suionicum (EUZEBY, 2015¢).

Essas bactérias sdo Gram-positivo, mesofilas, com crescimento 6timo entre 18 e
25°C, sendo que algumas espécies sdo capazes de crescer em temperaturas abaixo de 10°C.
Apresentam-se na forma de cocos e, dependendo da composicdo do meio de crescimento,
possuem forma de bastonete. Seu metabolismo é heterofermentativo, por isso ndo possui
habilidade para acidificar intensamente o meio. Entretanto, ela desenvolve um ambiente
propicio para o desenvolvimento das bactérias homofermentativas, as quais possuem maior
potencial de acidificacdo e sdo responsaveis pelo desenvolvimento do aroma e sabor do
produto fermentado (HUTKINS, 2006a).

O seu habitat natural sdo as plantas, podendo ser encontrados no acgucar
processado e em produtos lacteos fermentados (OGIER; SERRO, 2008). Sdo importantes
aliados na industria de alimentos, pois participam da fermentacdo de vegetais, leite, queijo e
pdes (ZHU; ZHANG; LI, 2009). A espécie Leuconostoc mesenteroides pode ser utilizada em
produtos carneos, ja que é capaz de reduzir o nitrito a 6xido nitrico que, em combinagdo com
a mioglobina da carne, forma o pigmento denominado nitrosomioglobina, desejavel em
produtos carneos (OH; OH; KIM, 2004).

Assim como outras BAL, Leuconostoc também é produtor de bacteriocinas. Choi
et al. (1999) isolaram Leuconostoc sp. J2 a partir de kimchi, um tradicional produto da
culinaria coreana. Esta linhagem produziu uma bacteriocina chamada leuconocina J, que foi

capaz de inibir, pelo método de difusdo em agar, algumas bactérias laticas e patogénicas.

31



Leuconostoc mesenteroides E131 também mostrou ser uma linhagem promissora
na utilizagdo como cultura protetora e produtora de bacteriocina em carnes fermentadas, visto
que foi capaz de inibir L. monocytogenes nas condi¢Ges de producdo (DROSINOS et al.,
2005).

3.2.3.6 Género Lactococcus

Lactococcus é um organismo procarionte, pertencente ao filo Firmicutes, classe
Bacilli ou Firmibacteria, ordem Lactobacillales e familia Streptococcaceae. Esse género
atualmente € composto por nove espécies (Lactococcus taiwanensis, Lactococcus
chungangensis, Lactococcus fujiensis, Lactococcus garvieae, Lactococcus piscium,
Lactococcus plantarum, Lactococcus raffinolactise, Lactococcus lactis e Lactococcus
formosensis) e quatro subespécies (EUZEBY, 2015f).

Sao cocos Gram-positivo, imdveis, anaerdbios facultativos e homofermentativos,
com temperatura 6tima de crescimento de 30°C. Seu ambiente natural sdo as plantas e o leite
(HUTKINS, 2006a). Lactococcus lactis é essencial na fabricacdo de produtos lacteos
fermentados, em especial os queijos (NOMURA et al., 2006). Essa espécie, além de ser
importante na fabricacdo de fermentados lacteos, sdo produtoras da bacteriocina chamada
nisina.

A nisina foi a primeira bacteriocina isolada de Lactococcus lactis, e é aprovada e
utilizada em mais de 50 paises como aditivo alimentar. O uso de suas bacteriocinas também
ocorre no tratamento de mastite em vacas, e vém sendo estudadas como um agente
antipatogénico no tratamento de infeccdes gastrointestinais (ALEGRIA et al., 2010,
BESHKOVA; FRENGOVA, 2012).

Bromberg et al. (2005) testaram uma bacteriocina produzida pela linhagem
Lactococcus lactis ssp. hordniae CTC 484, proveniente de frango, quanto a sua atividade
antimicrobiana em carne bovina. A bacteriocina inibiu ndo apenas outra bactéria latica
(Lactobacillus helveticus); mas também, micro-organismos patogénicos (Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Clostridium perfringens e Enterococcus

faecalis), aumentando a vida util do produto.
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3.3 Culturas iniciadoras

No inicio, a producdo de alimentos fermentados era através da fermentacao
espontanea, com a participacdo da microbiota naturalmente presente na matéria-prima e no
ambiente. A fermentacdo espontanea foi melhorada através da inoculacdo da matéria-prima
previamente fermentada com éxito (LEROY; De VUYST, 2004).

Segundo Ordofiez et al. (2005), culturas iniciadoras séo cultivos individuais ou
mistos de micro-organismos selecionados para determinada atividade enzimatica, em
quantidade especifica para se obter a transformacdo desejada do substrato. Elas acidificam
rapidamente a matéria-prima pela producdo de &cidos organicos, principalmente o &cido
latico, além de produzirem &cido acético, etanol, compostos aromaticos, bacteriocinas,
exopolissacarideos e varias enzimas (LEROY; De VUYST, 2004; LUCKE, 2000). Dessa
forma, as culturas iniciadoras contribuem para 0 aumento da vida-de-prateleira, seguranca
microbioldgica, melhoram a textura e o perfil sensorial de produtos fermentados (LEROY'; De
VUYST, 2004).

Para a selecdo de uma cultura iniciadora, devem ser levadas em consideracdo as
caracteristicas da matéria-prima, a formulacdo, as atividades metabdlicas, a tecnologia
aplicada e as caracteristicas finais do produto. Os fatores ambientais também afetam o
desenvolvimento da cultura iniciadora, como a temperatura, umidade relativa, pH, NaCl,
quantidade de oxigénio, entre outros (BUCKENHUSKES, 1993, LEROY; VERLUYTEN;
VUYST, 2006).

Embora as BAL sejam as bactérias mais importantes e utilizadas como cultura
iniciadora, outras bactérias ndo laticas também sdo utilizadas. Na industria de queijo, a
Propionibacterium subsp. freudenreichii shermanii é usada na fabricacdo do queijo emmental
e gueijo tipo suico, enquanto a Brevibacterium é utilizada na producdo de queijo Limburg e
Munster (HUTKINS, 2006b).

Na Europa e, ocasionalmente, nos Estados Unidos, fabricantes de embutidos
carneos fermentados adicionam espécies de Micrococcus spp. Alguns fungos também sdo
usados na fabricacdo de queijos, como Penicillium roquefort, na fabricacdo de queijo
roquefort, e Penicillium camemberti, na fabricacdo de queijo camembert. Para a fabricacéo de
tempeh e molho de soja séo utilizadas as espécies de fungos Rhizopus microsporus subsp.

oligosporus, Aspergillus sojae e Aspergillus oryzae.
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As leveduras Saccharomyces cerevisae sdo importantes culturas iniciadoras de
pées, vinhos, cervejas e bebidas destiladas (HUTKINS, 2006b).

O uso de culturas iniciadoras com microbiota funcional vem ganhando
importancia e sendo mais exploradas pelas industrias de alimentos. Além de contribuirem
para o0 processo de fermentacdo, essas culturas proporcionam propriedades funcionais,
oferecendo maior seguranca microbioldgica, nutricional e beneficios a saide (AMMOR,;
MAYO, 2007; LEROY; DE VUYST, 2004).

3.3.1 Culturas iniciadoras utilizadas em embutido carneo fermentado

A fermentacdo espontanea de produtos carneos envolve a participacdo das BAL,
cocos coagulase negativo e catalase positivo da familia Micrococcaceae (Staphylococcus e
Kocuria) e, com menor relevancia, leveduras (Debaryomyces) e bolores (Penicillium). A
grande maioria das culturas iniciadoras comerciais utilizadas em produtos carneos contém
uma mistura dessas bactérias (AMOR; MAYO, 2007; LUCKE, 2000).

As culturas iniciadoras adicionadas em embutidos carneos podem reduzir 0s
custos de producdo, por causa da reducdo no tempo de fermentacdo e maturacdo, melhorar o
controle microbiolégico e padronizar o processo e o produto, estendendo sua vida de
prateleira (LUCKE, 2000).

As culturas iniciadoras destinadas a industria de embutidos carneos devem ser
tolerantes ao sal e ao nitrito; devem crescer bem entre 27 e 30°C; mas também, em baixas
temperaturas durante a maturacdo; ndo devem produzir sabores nem odores que ndo sejam
caracteristicos do produto; ndo podem ser prejudiciais a saude; e ndo devem descarboxilar os
aminodcidos reduzindo a formacdo de aminas biogénicas (GLORIA, 2005; ORDONEZ et al.,
2005).

3.3.1.1 Bactérias laticas (BAL)

Lactobacillus sakei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus curvatus,
Lactobacillus pentosus, Lactobacillus casei, Pediococcus pentosaceus e Pediococcus
acidilactici sdo especies comumente isoladas de salame e as mais utilizadas como culturas
comerciais. BAL isoladas da propria carne sdo mais adaptadas ao ambiente e podem ter

melhor competitividade perante outros micro-organismos, impedindo o desenvolvimento de
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propriedades sensoriais indesejaveis no produto final (HUGAS; MONFORT, 1997; AMOR;
MAYO, 2007).

As BAL séo responsaveis pelo acimulo de &cido latico nos salames, através do
metabolismo do carboidrato, diminuindo o pH do produto e fazendo com que as proteinas se
aproximem do ponto isoelétrico. O acimulo de &cido latico coagula as proteinas sollveis da
carne, reduz sua capacidade de retencdo de &gua e favorece o processo de maturacao,
resultando em melhor fatiabilidade, firmeza e coesividade (HUGAS; MONFORT, 1997;
LUCKE, 2000; RUIZ, 2011).

A acidificacdo do produto cérneo pode ser alcancada através da adicdo de
glucona-delta lactona; contudo, o sabor e 0 aroma originais sdo obtidos pela fermentagéo
(BUCKENHUSKES, 1993). O sabor acido do salame é desenvolvido pelas bactérias laticas,
além de outros compostos que favorecem o sabor e aroma produzidos pela atividade
proteolitica e lipolitica, que ndo ocorre em excesso, no entanto, foi observada em algumas
linhagens de BAL presentes na carne (LEROY; VERLUYTEN; VUYST, 2006). A
degradacdo das proteinas ocorre durante a fermentacdo e maturacdo do embutido cérneo, e
pode ser atribuida a acdo sinérgica das proteases da carne e da atividade proteolitica das BAL
e de outras bactérias, induzidas pela acidificacdo da carne alcancada durante a fermentacéo
(FADDA; LOPEZ; VIGNOLO, 2010).

O desenvolvimento da cor também ocorre em condigdes acidas, quando o 6xido
nitrico é produzido através da reducao do nitrito e pode reagir com a mioglobina formando o
composto nitrosomioglobina, pigmento responsavel pela cor vermelha do embutido. Estudos
apontam que algumas bactérias laticas envolvidas na fermentacdo de embutido carneo
possuem atividade catalase, nitrato e nitrito redutase (HAMES, 2012; HUGAS; MONFORT,
1997).

As bactérias heterofermentativas podem produzir grande quantidade de didxido de
carbono, causando defeitos na textura e fatiabilidade do produto; porém, também podem
inibir o crescimento de micro-organismos patogénicos e deteriorantes, através da redugdo do
potencial redox, criando um ambiente favoravel ao crescimento das bactérias que acidificam o
meio (BUCKENHUSKES, 1993; HUTKINS, 2006b). Além da producdo de gas, essas
bacterias produzem acido acético como produto da fermentacdo em quantidades que causam o
indesejavel sabor de vinagre (AMMOR; MAYO, 2007).

O uso de bactérias laticas como cultura iniciadora pode causar a formacdo de

perdxidos de hidrogénio. A maioria das BAL é capaz de produzir peréxido de hidrogénio pela
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reacdo de oxidacdo do lactato. O perdxido de hidrogénio pode agir de forma positiva em
certos alimentos, resultando na inibigdo de micro-organismos indesejaveis. Entretanto, em
produtos carneos, esses compostos geram defeitos na coloragdo, visto que essas substancias
atacam os hemepigmentos (BUCKENHUSKES, 1993).

Finalmente, as bactérias deterioradoras e patogénicas sdo inibidas através do
acumulo de &cidos organicos, peréxido de hidrogénio, enzimas e bacteriocinas produzidas
pelas BAL (HAMES, 2012; HUGAS; MONFORT, 1997).

3.3.1.2 Cocos coagulase negativa

Assim como as BAL, Staphylococcus coagulase negativa estdo presentes na
microbiota natural da carne e de embutidos carneos fermentados. S. xylosus, S. carnosus, S.
saprophyticus e Kocuria varians sdo as espécies mais frequentemente utilizadas como cultura
iniciadora comercial, no processamento de embutido carneo fermentado. A principal funcédo
dessas bactérias, no processamento de embutido carneo fermentado, é a reducdo do nitrato a
nitrito e, posteriormente, a Oxido nitrico, jA& que possuem alta atividade nitrato redutase
(BONOMO et al., 2009, CASABURI et al., 2005; RUIZ, 2011).

Além de possuirem atividade nitrato redutase, esses micro-organismos contribuem
para 0 desenvolvimento das qualidades organolépticas dos produtos fermentados durante a
maturacdo, através das atividades das enzimas catalase, proteases e lipases (HUTKINS,
2006b; LEROY; VERLUYTEN; VUYST, 2006). Essas enzimas sao importantes no
desenvolvimento de cor, aroma e sabor, na inibicdo de patdgenos e na degradacdo de perdxido
de hidrogénio (HAMES, 2012). O peroxido de hidrogénio, comumente produzido pelas BAL,
pode ser degradado por esses micro-organismos por serem catalase positivo, reduzindo o risco
de oxidacdo lipidica e defeitos na coloracdo, aroma e sabor do produto (HUTKINS, 2006b).

Apesar de Staphylococcus ser largamente utilizado como cultura iniciadora de
carnes fermentadas, ndo € reconhecida como segura (Qualified Presumption of Safety) pela
Autoridade Europeia para a Seguranca Alimentar (EFSA). Sdo necessarios estudos sobre
toxicidade e patogenicidade, assim como ocorre a resisténcia a antibioticos (HAMES, 2012).

E importante ressaltar que esse grupo é de bactérias ndo fermentativas, ou seja,
nédo produzem é&cido latico como produto final, sendo necessario o uso concomitante de BAL
na fabricacdo de embutido carneo fermentado (CASABURI et al., 2008).
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3.4 Embutido carneo fermentado

A composicdo da carne a torna extremamente vulneravel a deterioracdo
microbiana. Ela é um substrato rico em nutrientes, com elevada Aw e pH entre 5,6 € 5,8. A
carne é considerada um componente essencial na dieta humana, por favorecer o crescimento e
o desenvolvimento. O seu consumo estad ligado a fatores socioeconémicos, étnicos ou
religiosos e tradicdo. A carne contém uma variedade de nutrientes que estdo presentes tanto na
sua forma fresca quanto na carne processada (FONTI-I-FURNOLS; GERRERO, 2014,
HAMES; HALLER; GANZLE, 2006).

Com a finalidade de preservar a carne certas praticas foram adotadas, como o uso
de especiarias, sal, 0 cozimento, o processo de secagem e fermentacdo. Essas praticas
aumentavam a vida util do produto mesmo em temperatura ambiente (HUTKINS, 2006¢). A
fabricagdo dos embutidos carneos fermentados originou-se na Europa, proximo ao Mar
Mediterraneo, durante a Era Romana. A tecnologia da fermentacéo da carne era considerada
uma arte, realizada por artesdo, monges e especialistas (HUTKINS, 2006c).

O processo de fermentacdo da carne transforma um produto perecivel em um
produto estavel e seguro, com alto valor nutritivo e qualidades sensoriais elevadas (HAMES;
HALLER; GANZLE, 2008). Atualmente, com o desenvolvimento de tecnologia no processo
de preservacdo da carne, ha uma grande variedade de produtos cérneos fermentados,
classificados de acordo com a origem, matéria-prima utilizada, o processo de secagem e
defumacdo (HUTKINS, 2006c).

Na Europa, a producdo e o consumo de produtos carneos fermentados sdo
bastante elevados, sendo que mais de 600 milhdes de quilos sdo consumidos apenas na
Alemanha, Italia, Espanha e Franca. Cerca de 3-5% de toda carne consumida nesses paises
ocorrem na forma de embutido carneo fermentado (HAMES; HALLER; GANZLE, 2008;
HUTKINS, 2006c).

No Brasil, a fabricacdo de embutidos carneos fermentados iniciou-se com a
colonizacdo de imigrantes italianos e aleméaes, principalmente na regido sul do pais, onde as
condic@es climaticas propiciaram a producgdo caseira que, com o passar do tempo, deu origem
as pequenas fabricas (CIROLINI, 2008). Segundo o ultimo relatorio da Associacéo Brasileira
da Industria Produtora e Exportadora de Carne Suina (ABIPECS, 2013), em 2012, o Brasil foi

o terceiro maior produtor de carne suina no mundo e o quarto maior exportador. O mercado
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interno tem maior preferéncia pelos produtos processados, sendo que do total das aquisicdes
domiciliares de carne suina em 2009, 2% foram de salame (ABICEPS, 2010).

3.4.1 Salame

A legislacdo brasileira define o salame como um “produto carneo industrializado
obtido de carne suina ou suina e bovina, adicionado de toucinho, ingredientes, embutido em
envoltorios naturais e/ou artificiais, curado, fermentado, maturado, defumado ou ndo e
dessecado”, e, ainda, podem apresentar "mofos" caracteristicos, que é consequéncia natural do

seu processo tecnoldgico de fabricacdo (BRASIL, 2000).

3.4.1.1 Processamento de salame

O processo de fabricacdo do salame consiste basicamente de 3 etapas: elaboracédo
do salame, fermentacéo e maturacdo (HUTKINS, 2006c¢).

A elaboragdo do salame ocorre por meio da selecdo dos ingredientes, pesagem,
mistura e embutimento da massa. Os ingredientes comumente adicionados sdo a carne suina,
carne bovina, toucinho, sal de cura, nitrato, acido ascérbico e especiarias. O carboidrato
(glicose, sacarose e maltodextrina) também deve ser parte dos ingredientes para servir como
substrato para a fermentacéo realizada pelas BAL (HAMES; HALLER; GANZLE, 2008;
HOLCK et al., 2011). A cultura iniciadora adicionada pode ser composta de uma Unica
espécie de BAL ou uma mistura de bactérias. A mistura dos ingredientes é embutida em tripa
e submetida ao processo de fermentacao.

Durante a fermentacdo e maturacdo do salame, reacBes bioquimicas e fisicas
ocorrem e resultam em uma mudanca significativa das caracteristicas iniciais. Estas mudancas
podem ser resumidas do seguinte modo: diminuicdo do pH, mudangas da microbiota inicial,
reducdo de nitrato a nitrito com a formacdo de nitrosomioglobina, solubilizagéo e geleificacdo
das proteinas miofibrilares e sarcoplasmaticas, protedlise, lipolise, fenémenos oxidativos e
desidratacédo. Essas reacOes acarretam o desenvolvimento da cor vermelha, formagéo de sabor
e aroma caracteristicos, desenvolvimento de textura e fatiabilidade, inibicdo de micro-
organismos patogénicos e deterioradores e aumento da vida de prateleira
(BUCKENHUSKES, 1993; CASABURI et al., 2007).
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A fase de fermentagdo deve ser conduzida em condicOes adequadas, com
temperatura e umidade controladas, facilitando o desenvolvimento das BAL. As BAL sdo
responsaveis pela fermentacdo do carboidrato, resultando em acido latico, &cido acético em
menor quantidade e alguns volateis (HOLCK et al., 2011; LEROY; VERLUYTEN; VUYST,
2006). O &cido latico produzido durante a fermentacdo leva a uma reducdo do pH. Em geral,
o0 salame deve atingir pH igual ou inferior a 5,3, no final do periodo de fermentacdo (HOLCK
et al., 2011). A reducdo do pH leva a estabilidade e seguranca do salame, ja que esta
relacionado com a reducdo do tempo de secagem e torna o ambiente acido (HOLCK et al.,
2011). Durante essa etapa, as proteases da carne sdo responsaveis pela protedlise e formacéo
de peptideos, importantes na formacdo de aroma e sabor (LEROY; VERLUYTEN; VUYST,
2006).

A maturacdo tem como propdsito desenvolver qualidades sensoriais (cor, sabor,
aroma e textura) e proporcionar a secagem (HUTKINS, 2006c). Nesta etapa, os salames
devem atingir baixa atividade de agua (< 0,9) e sua umidade fica em torno de 25-40%,
proporcionando a textura caracteristica do produto (HOLCK et al., 2011, KIM et al., 2012).
Compostos aromaticos sdo desenvolvidos pelas culturas iniciadoras durante a maturacao, a
partir da conversdo de peptideos gerados pela protedlise muscular na fermentacdo em
aminoacidos. Além disso, a lipolise desempenha papel fundamental no desenvolvimento de
aroma e sabor através da liberacdo de &cidos graxos (LEROY; VERLUYTEN; VUYST,
2006). O desenvolvimento da cor ocorre de forma gradativa principalmente durante a
maturacdo do embutido carneo fermentado, quando ocorre a reducdo do nitrato e nitrito a

nitrosomioglobina, pigmento responsavel pela cor vermelha do embutido (Figura 1).

Figura 1 — Reagdes quimicas de formag&o da cor de embutido carneo fermentado
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Fonte: HUTKINS, 2006c.
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Ao final do processamento, os salames tém baixo valor de pH (4,8-6,2) e baixa
atividade de agua (< 0,9) (HOLCK et al., 2011, KIM et al.,, 2012). Baseado nessas
caracteristicas, as bactérias laticas sdo tecnologicamente aptas a serem utilizadas como
culturas iniciadoras de salame, visto que apresentam viabilidade e crescimento mesmo em
baixos valores de pH, na faixa de 4,5 a 3,9 (CARNEIRO, 2010; CARVALHO, 2011).

3.4.1.2 Ingredientes

O salame tipo italiano deve ter como ingredientes obrigatérios no minimo 60% de
carne suina, toucinho, sal, nitrito e/ou nitrato de sodio e/ou potassio. Outros ingredientes
como carne bovina, leite em pd, acUcares, maltodextrinas, proteinas lacteas, aditivos
intencionais, vinho, condimentos, aromas e especiarias e substancias glaceantes s&o
permitidos. As culturas iniciadoras entram como coadjuvantes de tecnologia e foram
detalhadas anteriormente (BRASIL, 2000).

A carne é obviamente o ingrediente mais importante na fabricacdo de um
embutido carneo fermentado. Além de ser a matriz proteica, fornece também a gordura, que
pode ser retirada de um corte diferente ou até mesmo de outro animal. O carboidrato é
comumente adicionado, uma vez que a quantidade de acido latico produzido pela cultura
iniciadora esta diretamente relacionada com a quantidade de acucar disponivel. Além disso,
niveis elevados de agucar, promovem rapida fermentacdo (HUTKINS, 2006c).

O sal (NaCl) é um dos conservantes mais antigos na utilizacdo para
preservacdo dos alimentos. E indispensavel nos embutidos carneos de todos os tipos, e é
adicionado em concentracao de até 3%. O sal é responsavel pela extracéo e solubilizacdo das
proteinas musculares, formando uma consisténcia de gel e criando a emulsdo. Além disso, o
sal proporciona sabor e ajuda a controlar a microbiota e inibir diversos micro-organismos
indesejaveis. E importante a escolha de uma cultura iniciadora resistente & quantidade de
NaCl utilizada no processamento do embutido (HOLCK et al., 2011; HUTKINS, 2006c).

O nitrito e o nitrato estdo incluidos nos sais de cura e sdo frequentemente
utilizados. Estdo presentes juntamente com 0 sédio ou o potassio. Esses ingredientes agem
contra bactérias indesejaveis, principalmente o Clostridium botulinum, que desenvolvem a
toxina botulinica. O nitrito, normalmente utilizado em combinacdo com o ascorbato,
desenvolve a cor e sabor tipico de curado, além de agirem como antioxidante. Em pH baixo,

aumenta a atividade antimicrobiana, pois se encontra na forma de NaNO, (HAMES, 2012,
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HOLCK et al., 2011). No Brasil, a legislagdo estabelece um limite méximo residual de nitrito
de 30 mg . Kg™ de produto por razdes toxicolégicas (BRASIL, 2000; HAMES, 2012).

O ascorbato e o eritorbato sdo utilizados como agentes antioxidantes, auxiliando
na fixacdo da cor e do sabor e aroma dos salames. Outros ingredientes ainda podem ser
adicionados com o intuito de promover e realcar aromas e sabores aos embutidos (HUTKINS,
2006c¢).

3.4.1.3 Padrdes de Identidade e Qualidade para Salame Tipo Italiano
3.4.1.3.1 Padrdes fisico-quimicos

A Instrucdo Normativa N° 22 de 31 de julho de 2000, do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e do Abastecimento (MAPA), alterada pela Instru¢cdo Normativa N° 55
de 07 de julho de 2003, fixa a identidade e estabelece as caracteristicas minimas de qualidade

para os diferentes tipos de salames elaborados no Brasil (Quadro 2).

Quadro 2 - Caracteristicas estabelecidas para produtos denominados “salame tipo Italiano”

Parametros Salame Tipo Italiano
Atividade de agua (Aw) Maéaximo 0,90
Umidade Maximo 35%
Gordura Maximo 32%
Proteina Minimo 25%
Carboidratos Totais Maximo 4%

Fonte: BRASIL, 2000, 2003.
3.4.1.3.2 Padrdes microbioldgicos

Os padrdes microbioldgicos do salame sdo regulamentados através da Resolugéo
n° 12, de 2 de janeiro de 2001, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). No

Quadro 3, estdo mencionados 0s micro-organismos e o limite de contagem permitido pela

legislacdo brasileira para salame.

Quadro 3 - Padrdo microbiol6gico para salames

Micro-organismo Tolerancia (UFC/g)
Coliformes a 45°C 103
Staphylococcus coagulase positiva 5x 108
Salmonella spp. Auséncia/25g

Fonte: BRASIL, 2001.
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Durante a preparagdo do embutido carneo fermentado, alguns fatores como a
qualidade da matéria-prima, o pH e a temperatura inadequada durante o processo influenciam
na contaminacdo e no crescimento de micro-organismos indesejaveis. Os coliformes
termotolerantes sdo facilmente encontrados em salame. Essas bactérias fazem parte da
microbiota intestinal do homem e dos animais e sua presenca é um indicador de contaminagéo
fecal. Produtos elaborados com carne de porco representam um grande risco de contaminagéo
por Escherichia coli, o que gera um problema de satde publica, causando colite hemorragica,
sindrome urémica hemolitica e parpura trombocitopénica trombotica (DIAS et al., 2011,
RODE et al., 2012).

Os salames sdo produtos prontos para 0 consumo, ndo cozidos previamente. A
manipulacdo inadequada desse produto pode ser a causa de contaminagdes por
Staphylococcus coagulase positiva. Staphylococcus coagulase positiva também representa um
risco a saude do consumidor quando presente em alta quantidade. S. aureus é a espécie mais
associada a surtos de intoxicacdo alimentar. Essa bactéria é capaz de crescer na temperatura
de fermentacdo e em condi¢Oes anaerobias, além de tolerar sal e nitrito. Esse micro-organismo
produz uma enterotoxina que ao ser ingerida pode causar nduseas, vomito e mal-estar
(BORGES et al., 2008; KABAN; KAYA, 2006). S. aureus esta presente no ambiente, nariz,
face, pele e nas maos do homem. A dose infectante minima em um alimento para que se tenha
a formagdo da enterotoxina esta entre 10° e 10° UFC/g de produto (GIRMA; KETEMA;
BACHA, 2014).

Também foi relatada a producédo de enterotoxinas por espécies de Staphylococcus
coagulase negativa, mostrando que esses micro-organismos podem oferecer riscos a saide do
consumidor apesar do baixo potencial toxigénico e enterotoxigénico (BORGES et al., 2008;
TALON; LEROY, 2011). Em embutidos carneos fermentados, a populacdo de
Staphylococcus coagulase negativa pode variar entre 5 e 7 log de UFC/g, sendo que as
espécies S. xylosus e S. equorum, encontradas nesses produtos, ja foram relatadas em casos de
infeccdes que ndo envolviam o consumo de alimentos (TALON; LERQY, 2011).

Por fim, Salmonella spp. € uma bactéria entérica causadora de doencas
gastrointestinais cujos sintomas sdo dores abdominais, febre e diarreia. A salmonelose pode
estar associada ao consumo de carne, principalmente de aves e suina, ovos, leite e alimentos
que tiveram contato com fezes de animais contaminados através da contaminagdo cruzada.
(GIRMA; KETEMA; BACHA, 2014; HOSPITAL; HIERRO; FERNANDEZ, 2014).
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O risco de conter Salmonella spp. em salame é por sua habilidade em crescer em
ambiente com Aw inferior a 0,94 e pH acima de 4,0. No Brasil e em diversos paises a
legislacdo ndo permite a presenca dessa bactéria em 25¢g de produto (BRASIL, 2001; DUCIC
etal., 2014).

Por causa da combinacdo de obstaculos, tais como baixo pH e baixa atividade de
agua, os embutidos carneos fermentados sao tradicionalmente considerados seguros (HOLCK
etal, 2011).
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4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos deste trabalho foram desenvolvidos no Laboratério de
Microbiologia de Alimentos (MICROAL) do Departamento de Alimentos da Faculdade de
Farmacia (FAFAR) e no Laboratorio de Fisico-Quimica Il do Departamento de Tecnologia e
Inspecdo de Produtos de Origem Animal (DTIPOA) da Escola de Veterindria, ambos
pertencentes & Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os salames foram
processados na Salumeria Chiari, localizada no municipio de Belo Horizonte, no estado de

Minas Gerais.

4.1 Material

4.1.1 Linhagens de bactérias laticas

Foram utilizadas oito linhagens de bactérias laticas isoladas de grdos de kefir de
agua ou leite por Zaniratti (2012). Resumidamente, a identificacdo dos isolados do grdo de
Kefir, foi obtida através da associacdo dos métodos dependente e independente de cultivo em
laboratdrios do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB), da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG).

No Laboratério de Ecologia e Fisiologia de Micro-organismos (LEFM), foi feita a
identificacdo preliminar morfolégica através da coloracdo de Gram e teste de catalase. Em
seguida, os isolados dos géneros Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus e Oenococcus
foram submetidos a identificacdo por PCR-ARDRA (Reacdo em Cadeia de Polimerase-
Anélise de Restricdo do DNA Ribossémico Amplificado), no Laboratério de Genética
Molecular de Protozoarios e Parasitas (LGMPP). Posteriormente, 0 DNA total extraido das
amostras de graos de Kefir foi submetido a reacdo de PCR do gene 16 SrRNA, e os amplicons
obtidos foram clonados e transformados. Aleatoriamente, foram selecionadas 80 col6nias que
foram analisadas por PCR, utilizando primers especificos do vetor TOPO 2.1. Os amplicons
gerados de 50 coldnias transformantes foram digeridos separadamente com as enzimas Tagl e
Sau3Al, para agrupamento das amostras e posterior sequenciamento no Nucleo de Analise de
Genoma e Expressdo Génica (NAGE), localizado no Departamento de Bioquimica e
Imunologia (ZANIRATTI, 2012).
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As linhagens foram classificadas de acordo com sua localidade (cidade) e origem
(kefir de leite ou kefir de agua), sendo seis linhagens de Lactobacillus (L. perolens, L. caseli,
L. satsumensis e L. mali); uma linhagem de Leuconostoc mesenteroides; e uma linhagem de
Lactococcus lactis (Quadro 4 ) (ZANIRATI, 2012).

Quadro 4 - Linhagens de bactérias laticas (BAL) utilizadas neste estudo

Espécie Fonte* Classificagao** Caddigo

Lactobacillus satsumensis ICB/UFMG KLSA 23P3
Lactobacillus casei ICB/UFMG KABH 17U
Lactobacillus perolens ICB/UFMG KASA 11P3
Lactobacillus mali ICB/UFMG KACI 21U2
Lactobacillus satsumensis ICB/UFMG KACU 18P

Lactobacillus perolens ICB/UFMG KACU 17P2
Lactococcus lactis ICB/UFMG KLCU 3P

Leuconostoc mesenteroides ICB/UFMG KLVI 13U2

*ICB/UFMG, Instituto de Ciéncias Bioldgicas/Universidade Federal de Minas Gerais (Minas Gerais, Brasil).

** KLSA - Kefir de leite de Salvador; KASA - Kefir de 4gua de Salvador; KLCU - Kefir de leite de Curitiba;
KACU - Kefir de 4gua de Curitiba; KLVI - Kefir de leite de Vicosa; KAVI - Kefir de agua de Vicosa; KABH -
Kefir de agua de Belo Horizonte; KLDI - Kefir de leite de Divindpolis.

Fonte: ZANIRATI, 2012.

4.1.2 Matéria-prima e ingredientes do embutido carneo fermentado

A matéria-prima e os ingredientes utilizados na elaboracdo do embutido carneo

fermentado estdo relacionados no Quadro 5.

Quadro 5 - Relagdo das matérias-primas utilizadas na elabora¢do do embutido carneo fermentado

Matéria - prima Fornecedor Cidade — Estado Pais
Pernil suino Cristal Frigo Ind. e Com. Imp. e Exp. LTDA Belo Horizonte — MG Brasil
Lombo suino Cristal Frigo Ind. e Com. Imp. e Exp. LTDA Belo Horizonte — MG Brasil
Toucinho Cristal Frigo Ind. e Com. Imp. e Exp. LTDA Belo Horizonte — MG Brasil
Sal sem iodo Henrigue Lage Salineira do Nordeste Macau — RN Brasil
Sal de cura Duas Rodas Industrial Jaragua do Sul - RS Brasil
Antioxidante Duas Rodas Industrial Jaragua do Sul - RS Brasil
Pimenta do reino Fuchs Gewiirze do Brasil LTDA Itupeva - SP Brasil
Noz Moscada Fuchs Gewirze do Brasil LTDA Itupeva - SP Brasil
Dextrose Tradal Brazil Séo Paulo - SP Brasil
Vinho Tinto Lapunta | Premium Wine Belo Horizonte - MG Brasil
Alho Comércio local Belo Horizonte - MG Brasil
Bactoferm® T-SPX Chr. Hansen A/S Harsholm Dinamarca
Envoltério Natural Distribuidora Tridngulo LTDA Belo Horizonte - MG Brasil
Embalagem Distribuidora Tridngulo LTDA Belo Horizonte - MG Brasil
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A cultura comercial utilizada foi a Bactoferm® T-SPX da empresa Chr. Hansen
AJ/S (Hgrsholm, Dinamarca). Trata-se de uma cultura mista constituida de uma BAL,
Pediococcus pentosaceus, e de um Staphylococcus coagulase negativa, Staphylococcus

xylosus.

4.2 Meétodos

4.2.1 Ativagdo e manutengao das culturas bacterianas

As linhagens de bactérias laticas foram ativadas em caldo MRS (Difco®, Detroit,
Michigan, EUA), em concentragdo 2% (100 uL/ 5 mL). As culturas foram incubadas em
aerobiose, a 37°C, por 24 horas. Ap0s crescimento em sua primeira ativacdo, realizou-se mais
uma ativacéao.

As culturas obtidas da segunda ativacdo foram estriadas por esgotamento em
placas contendo agar MRS (Difco®, Detroit, Michigan, EUA), a fim de verificar sua pureza.
Posteriormente, foi realizada a coloracdo de Gram para evitar que culturas contaminadas
prosseguissem no experimento.

A manutencéo das culturas puras foi feita a partir do cultivo das mesmas em caldo
MRS, as quais foram incubadas a 37°C, por 24 horas. Posteriormente, aliquotas de 1500 pL
foram transferidas para tubos criogénicos e adicionadas de 20% glicerol. Os tubos criogénicos
foram armazenados em ultra-freezer (Revco Scientific, Asheville, North Carolina, EUA), a
-80°C, até o momento de sua utilizacao.

A cultura comercial em p6 foi armazenada a temperatura de -17°C, sendo
utilizada dentro do prazo de validade 18 meses, conforme as instrugdes do fabricante.

4.2.2 Selecdo da linhagem de bactéria latica como cultura iniciadora

A selegdo das linhagens a serem utilizadas como cultura iniciadora de embutido

carneo fermentado baseou-se no seu crescimento e capacidade de acidificacéo.

4.2.2.1 Capacidade de acidificagédo

A partir da ativacdo das linhagens de bactérias laticas armazenadas em ultra-

freezer a -80°C, foi conduzido o teste de capacidade de acidificagdo. Uma aliquota de 100 pL
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de indculo foi transferida para um tubo de ensaio contendo 5 mL de caldo MRS para cada
amostra, em duplicata. Em seguida, os tubos foram incubados a 37°C, por um periodo de 24
horas. Em intervalos de 2 horas, durante as 24 horas de incubacéo, o pH foi mensurado com o
auxilio de um potencidmetro digital (Quimis Q-400 A), previamente calibrado com solucéo

tampdodepH 4 e 7.
4.2.2.2 Curva de crescimento microbiano

Primeiramente, as linhagens de bactérias laticas armazenadas em ultra-freezer a
-80°C foram ativadas. A partir do cultivo com 24 horas de crescimento, foram transferidos
200 pL de indculo para um tubo de ensaio contendo 10 mL de caldo MRS, para cada cultura
separadamente. Os tubos foram incubados em aerobiose, a 37°C, por 24 horas. Em intervalos
de 2 horas, durante 24 horas de incubacdo, uma aliquota de 1 mL do cultivo foi retirada e
submetida a diluicdes decimais até 10®, utilizando 9 mL de 4gua peptonada 0,1%. Em
seguida, foram plaqueadas em profundidade (pour plate) em caldo MRS com 1,5% de agar,
em duplicata, e incubadas a 37°C, por 48 horas. Ap6s 48 horas de incubacdo, realizou-se a
contagem das colbnias de bactérias laticas. A curva de crescimento foi expressa em log UFC.

mL ™. Foram realizadas duas repeticdes por linhagem de BAL estudada.

Figura 2 - Contagem das coldnias de BAL

4.2.3 Preparo da linhagem de bactéria latica selecionada para aplicacdo no embutido carneo

fermentado

O nivel de in6culo aplicado a massa de carne para a fermentacdo do embutido

deve ser em torno de 6 - 8 log UFC por grama de massa do produto (LUCKE, 2000). Para
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isso, as bactérias laticas selecionadas, armazenadas em ultra-freezer a -80°C, foram ativadas.
Em seguida, foi transferida uma aliquota de 200 pL de in6culo para um tubo de ensaio
contendo 10 mL de caldo MRS, e incubado a 37°C, por 12-18 horas, baseado na analise de
curva de crescimento microbiano. Foram utilizados 10 mL de inoculo de cada BAL
selecionada com contagem em torno de 9 log UFC . mL™ por Kg de massa do produto. A
cultura comercial foi adicionada na proporcdo recomendada pelo fabricante, sendo 250 mg de

cultura para 1 Kg de carne, previamente solubilizada em 100 mL de agua mineral.
4.2.4 Elaboracdo do embutido carneo fermentado
Foi elaborado um salame tipo italiano, como embutido carneo fermentado,

utilizando-se carne suina, toucinho, cloreto de sddio, nitrato e nitrito de sddio, ascorbato de
sodio, condimentos e aglcar (MAPA, 2000) (Quadro 6).

Quadro 6 - Formulacdo do Salame tipo italiano

Ingredientes Peso (%/Kg de massa)
Pernil suino 68,96
Cabeca de Lombo 12,93
Toucinho 9,48
Sal sem iodo (grosso moido) 2,37
Sal de cura 0,21
Antioxidante 0,21
Pimenta do reino 0,12
Noz moscada 0,02
Dextrose 0,68
Vinho tinto 0,86
Alho 0,08

A carne suina e o toucinho, a temperatura de 0°C, foram moidos em disco de 10
mm, em moedor de carne da marca CAF-10 NR 12 (Rio Claro, Sdo Paulo, Brasil). Os
ingredientes ndo carneos foram adicionados e misturados manualmente. Em seguida, a massa
foi dividida em trés porcGes iguais, sendo uma para o tratamento Controle (SCO), sem adigéo
de cultura iniciadora; uma segunda, a qual foi adicionada de cultura iniciadora comercial para
salame (SCC); e uma terceira porcdo que foram adicionadas as linhagens de bactérias laticas
selecionadas como potencial cultura iniciadora (SCS).

O embutimento foi realizado através de uma embutideira manual, em envoltorio

natural. A identificacdo dos diferentes tratamentos foi feita utilizando-se etiquetas. Apos o
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embutimento, as pecas foram levadas para uma cadmara de incubacdo B.O.D. da marca
Fanem® modelo 347 (S&o Paulo, Brasil) para a etapa de fermentacao.

No periodo de fermentagdo, os salames foram mantidos a temperatura de 30°C,
até que as pecas atingissem o pH de 5,3, ou até quando o tratamento SCS atingisse esse pH.
Ao final da fermentacdo, as pecas de salame foram levadas & camara de maturagdo, mantida a
temperatura de 10°C, com a umidade relativa em torno de 95%. A maturacdo foi encerrada

guando as pecas atingiram Aw de 0,90.

Figura 3 - Etapas do processamento do salame tipo italiano

(1) Pesagem dos ingredientes; (2) Moagem da carne suina e toucinho; (3) Mistura dos ingredientes; (4) Diviséo
dos tratamentos e adi¢do de cultura iniciadora; (5) Embutimento; (6) Fermentacdo; (7) Maturacdo; (8)
Embalagem a vacuo e; (9) Armazenamento.

A umidade relativa do ambiente interno foi mantida com o auxilio de um
umidificador acoplado a cAmara, com exce¢do do processo fermentativo, em que a umidade
do produto foi suficiente para manter a umidade relativa do ambiente. Os processos de
fermentacdo e de secagem das pecas de salame foram realizados ao abrigo da luz.

Com a finalizagdo do processo de maturacao, foi retirado o envoltério natural de

cada peca manualmente e os salames foram acondicionados, individualmente, em embalagem
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plastica a vacuo e armazenados em camara de incubacdo B.O.D, & temperatura de 20 +1° C.
As etapas do processamento do salame tipo italiano estéo representadas na Figura 3.

4.2.5 Avaliacdo dos tratamentos de salame tipo italiano

As alteragbes nas caracteristicas fisico-quimicas dos tratamentos de salame,
durante o periodo de fermentacdo/maturacdo, foram verificadas através das analises de pH,
perda de peso e atividade de d&gua (Aw). No produto maturado, foram feitas as analises de pH,
cor, atividade de agua (Aw) e maciez objetiva nos tempos 0, 15 e 30 dias de armazenamento.
Além disso, foram feitas avaliagdo microbioldgica e a caracterizacdo fisico-quimica dos
salames, com o objetivo de verificar se o produto atende aos padrbes de qualidade

estabelecidos pela legislacdo para salame (BRASIL, 2000, 2001).

4.2.5.1 Andlises fisico-quimicas

4.25.1.1 Avaliacdo do pH

A cultura iniciadora tecnologicamente adequada deve reduzir o valor de pH do
produto até 5,3 (AMMOR; MAYO, 2007). Sendo assim, o pH foi mensurado no periodo de
fermentacdo nos tempos 0, 4, 8, 20, 26 e 34 horas ou até que a massa do salame atingisse um
pH < 5,3, e, em seguida, a cada 7 dias, durante o periodo de maturagdo. Ao final do periodo
de maturagéo dos salames, o pH foi mensurado nos tempos 0, 15 e 30 dias de armazenamento.

O pH das amostras foi medido utilizando um pHmetro modelo HI 221 marca
Hanna Instruments (Sdo Paulo, Brasil), composto por duas sondas, sendo uma para medir
temperatura e outra para pH. O eletrodo do equipamento foi previamente calibrado com
solucdes tampdes pH 4 e 7, e, em seguida, foi introduzido na pega de salame, sendo realizadas
trés medicOes por peca (Figura 4). Foi analisada uma peca de cada tratamento escolhida
aleatoriamente em cada tempo de analise para cada repeticdo, exceto para os periodos de
fermentacdo e maturagdo, nos quais uma peca de cada tratamento foi monitorada ao longo dos
periodos. Até o final do periodo de maturacdo foram analisadas 9 repeticdes, e a partir do
periodo de armazenamento 6 repeticdes.
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4.25.1.2 Determinacdo da atividade de agua (Aw)

O salame tipo italiano deve ter no maximo 0,90 de atividade de 4gua (BRASIL,
2000). A atividade de agua foi determinada utilizando-se um medidor especifico para
atividade de dgua modelo AquaLab CX2 (Decagon Devices Inc.®,Pullman, Estados Unidos).
Fatias de aproximadamente 3 mm de espessura, sem as bordas, foram dispostas em recipientes
proprios para a andlise, com excecdo da massa que foi distribuida uniformemente no
recipiente, com o auxilio de uma espatula. Apds atingir o equilibrio, foi dado o valor da
atividade de agua (Figura 5).

O aparelho foi previamente calibrado com uma solucdo saturada de NaCl, que
possui atividade de agua de 0,75, a temperatura ambiente (20 a 25°C) (BRASIL, 1999). A
determinacdo da atividade de &gua foi feita logo apds a elaboracdo do salame, durante a
maturacdo a cada 7 dias e, ao final da maturagdo dos salames, nos tempos 0, 15 e 30 dias de
armazenamento. Foi analisada uma peca de cada tratamento, escolhida aleatoriamente em
cada tempo de analise para cada repeticdo, sendo uma medicdo por peca. Até o final do
periodo de maturagdo foram analisadas 9 repeticGes, e a partir do tempo de armazenamento 6

repeticoes.

Figura 5 - Andlise de determinag&o de atividade de 4gua (Aw)
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4.2.5.1.3 Avaliacdo da perda de peso

Com a finalidade de acompanhar a perda de peso das pecas de salame, durante o
processo de fermentacdo e maturacgdo, as pecas foram pesadas logo apos a elaboracéo, durante
a fermentacdo apos 24 e 48 horas, e durante a maturacdo dos salames a cada 7 dias, até o final
do processo de secagem. Foram analisadas 7 pecas de cada tratamento para cada repeticéo,

sendo 9 repeticdes.

4.2.5.1.4 Determinagdo da maciez objetiva

A maciez objetiva foi avaliada com a finalidade de detectar alteracGes de
textura do salame diante dos tratamentos e em funcdo do tempo de armazenamento. A analise
foi realizada ao final da maturagdo dos salames, nos tempos 0, 15 e 30 dias de
armazenamento. Foi escolhida uma peca aleatoriamente por tratamento em cada tempo de
analise para cada repeticdo, sendo 6 repeticdes. Foram retirados 6 cilindros,
perpendicularmente a superficie das amostras de salame, medindo aproximadamente 1,27 cm
de diametro utilizando uma sonda vazada, removidos da porcéo interna de cada salame.

A andlise foi feita em um texturbmetro modelo TA-XT2i (Stable Micro
Systems®, England), utilizando lamina tipo Warner Bratzler (Figura 6). O aparelho foi
configurado da seguinte maneira: velocidade pré-teste 1,0mm/s; velocidade do teste 2,0 mm/s;
velocidade ap6s o teste 15,0mm/s; e a distancia percorrida pela lamina apés ter atingido a
parte superior da amostra 15,0mm. Os resultados foram expressos em Kgf. O célculo da forca
de cisalhamento foi feito através do programa Texture Expert (SMS, 1997).

Figura 6 - Determinacéo de maciez objetiva
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4.25.1.5 Determinagéo de cor

A cor foi medida com a finalidade de avaliar as alteracdes de cor do salame diante
dos tratamentos e em funcdo do tempo de armazenamento. A analise foi feita ao final da
maturacdo dos salames, nos tempos 0, 15 e 30 dias de armazenamento. Foi analisada uma
peca escolhida aleatoriamente por tratamento em cada tempo de anélise para cada repetico,
sendo 6 medicdes por peca e 6 repeticoes.

Para a mensuracdo da cor, foi utilizado o equipamento Minolta Chroma Meter
CR- 400 (Minolta Camera Co., Osaka, Japan). As medicbes foram realizadas diretamente
sobre as amostras cobertas com pléastico filme, em que “L*” corresponde ao brilho, “a*” ao
indice de cor vermelha e “b*” ao indice de cor amarela (Figura 7). O equipamento foi

previamente calibrado com porcelana padrao (Y = 93,8, x = 0,3130 e y = 0,3191).

Figura 7 - Determinacdo de cor

4.2.5.2 Composicéo centesimal

As andlises referentes a composicdo centesimal (lipideos, proteina, umidade,
cinzas e cloretos) foram feitas, conforme metodologia da Instrucdo Normativa n°® 20
(BRASIL, 1999). As andlises foram feitas na massa do salame, ap6s a mistura dos
ingredientes, ao final da maturacdo e com 30 dias de armazenamento. Para cada tempo, foi
analisada uma peca aleatoriamente por tratamento para cada repeticédo, sendo de 6 repeticdes.
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4.25.2.1 Umidade

As placas de Petri utilizadas para a andlise foram colocadas em estufa marca
FANEM® modelo 315SE (S&o Paulo, Brasil), a 105°C, durante 1 hora. Esfriou-se em
dessecador e pesou-se 5,00 gramas de amostra. As placas contendo as amostras foram levadas
para estufa a 105°C, por aproximadamente 15 horas, apresentando peso constante. Esfriou-se
em dessecador e pesou-se. Foram realizadas 6 pesagens para cada tratamento. Apds a
determinacdo de umidade, as amostras foram utilizadas para a determinacdo de lipidios,

proteinas e cinzas, sendo duas amostras destinadas para cada analise.

Calculo:

% umidade e volateis = 100 x p
pI

Onde:

p = perda de massa em gramas;
p' = massa da amostra em gramas.

4.2.5.2.2 Determinacdo de lipideos (método Soxhlet)

A amostra, ap6s a determinacdo da umidade, foi pesada em papel filtro e
transferida para um cartucho de extragdo. Colocou-se o cartucho mais amostra no extrator de
Soxhlet e foi feita a extracdo com 100 mL de éter etilico em um determinador de gordura TE-
044, marca TECNAL (Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil), a 50°C. Apo6s 10 horas, o éter foi
recuperado, ficando apenas a gordura extraida da amostra no copo de extracdo. O copo
contendo a gordura foi retirado e colocado em estufa a 105°C, por 1 hora. Esfriou-se em

dessecador e pesou-se 0 copo com a gordura.

Célculo:

% lipidios =100 x p
pl

Onde:

p = massa de lipidios extraidos em gramas;
p' = massa da amostra em gramas.
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4.2.5.2.3 Nitrogénio total e protideos (método Kjeldahl)

Apbs a determinacdo da umidade, pesou-se aproximadamente 0,25 g de amostra
seca, em tubo de micro Kjeldahl. Para a etapa de digestdo das amostras, foram adicionados
2,5 g de mistura catalitica e 7 mL de &cido sulfurico p.a. As amostras foram transferidas para
0 bloco digestor e foram aquecidas lentamente até atingirem 400°C. Quando o liquido se
tornou limpido, de tonalidade azul- esverdeado, as amostras foram retiradas do bloco digestor.
Apdbs as amostras esfriarem, adicionaram-se aproximadamente 10 mL de &gua destilada. A
digestdo resulta em sulfato de amonio a partir do nitrogénio da amostra.

A destilacdo foi realizada em um microdestilador modelo TE-012, marca
TECNAL (Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil). Foi adicionado solucdo de hidréxido de sédio a 50
% até que a solucdo se tornasse negra (em torno de 25 mL). O destilado contendo aménia foi
coletado em um Erlenmeyer contendo 20 mL de solucdo de acido bérico a 4 %, adicionado de
4 a 5 gotas de solugéo de indicador misto vermelho de metila: verde de bromocresol (2:1).
Procedeu-se a destilacdo até que o Erlenmeyer atingisse um volume de aproximadamente 100
mL. Em seguida, esta solucdo foi titulada com solucdo de &cido cloridrico 0,1 N, até a

viragem do indicador.

Célculo:
% nitrogénio total=V x N x f x 0,014 x 100

Y
% proteinas = % nitrogénio total x F

Onde:

V = mililitros de solucdo de &cido cloridrico 0,1 N gastos na titulacdo, apos a correcdo do
branco;

N = normalidade tedrica solucdo de acido cloridrico 0,1 N;

f = fator de correcédo da solucdo de &cido cloridrico 0,1 N;

p = massa da amostra em gramas;

F = fator de conversdo da relacdo nitrogénio/proteina, de acordo com o produto:

Carnes e derivados F = 6,25.

4.2.5.2.4 Residuo mineral fixo (cinzas)

Os cadinhos usados na analise foram colocados em forno mufla a 550 °C, durante
30 minutos. Em seguida, foram resfriados em um dessecador, identificados e pesados em

balanca analitica. Apds a determinacdo de umidade, pesou-se o valor referente a
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aproximadamente 2,50 g da amostra Umida, diretamente nos cadinhos. As cinzas foram
determinadas pela eliminacdo da matéria organica e inorgénica volatil, & temperatura de
550°C em forno mufla, marca EDG (S&o Carlos, Sdo Paulo, Brasil), modelo 3P — S 7000. Os
cadinhos permaneceram na mufla até obtencéo de cinzas claras.

Foram transferidos ao dessecador onde permaneceram até esfriarem, sendo entéo

pesados.

Calculo:

% cinzas= 100 x p
D

Onde:

p = massa das cinzas obtidas em gramas;
p' = massa da amostra em gramas.

4.2.5.2.5 Determinagdo de cloretos (método argentométrico)

A partir das amostras da determinacdo de residuo mineral fixo, conduziu-se a
determinacdo de cloretos. Adicionaram-se 2 a 3 gotas de &cido nitrico 1:9 para a dissolucéo
das cinzas e 100 mL de agua deionizada previamente aquecida. As amostras foram filtradas
em papel filtro qualitativo e coletadas em Erlenmeyer. Em seguida, foi feito o ajuste do pH do
filtrado, quando necessario, entre 6,5 e 10,5, com solucdo de hidroxido de sodio 0,1N ou
bicarbonato de sodio. Adicionou-se 1 mL de cromato de potassio a 5% e foi feita a titulacéo

com solucdo de nitrato de prata 0,1N, até a coloracdo vermelho-tijolo.

Célculo:

% cloretos em NaCl = V x f x N x100 x 0,0585
P

Onde:

V = mililitros de solucéo de nitrato de prata 0,1 N gastos na titulacéo;

f = fator da solucdo de nitrato de prata 0,1 N;

p = massa da amostra em gramas;

N = normalidade da solucgéo de nitrato de prata 0,1 N;

0,0585 = milequivalente grama do cloreto de sodio na normalidade trabalhada.

4.2.5.3 Avaliacdo microbiologica

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA, através da Resolucédo

RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001, estabelece o padrdo microbiol6gico para produtos
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carneos maturados como os salames. O limite estabelecido pela legislacdo para coliformes
termotolerantes é de 108 UFC/g de produto; para Staphylococcus coagulase positiva é de 5 x
103 UFC/g de produto e; auséncia de Salmonella spp. em 259 de produto (BRASIL, 2001).

As analises microbioldgicas foram realizadas ao final do periodo de maturacao,

em triplicata para cada tratamento.

4.25.3.1 Coliformes termotolerantes

Foi feita a determinagdo de coliformes a 45°C, utilizando o método de Numero
mais provavel de Coliformes Totais e Coliformes Termotolerantes em Alimentos, descrito
pelos Métodos Analiticos Oficiais para Analises Microbioldgicas para Controle de Produtos
de Origem Animal e Agua, Instrucdo Normativa n° 62/2003 (BRASIL, 2003).

4.2.5.3.2 Staphylococcus coagulase positiva

Foi realizada a andlise de Staphylococcus coagulase positiva, através do
método de contagem de Staphylococcus aureus, descrito pelos Métodos Analiticos Oficiais
para Analises Microbioldgicas para Controle de Produtos de Origem Animal e Agua,
Instrucdo Normativa n° 62/2003 (BRASIL, 2003).

4.2.5.3.3 Salmonella spp.

Foi realizada a analise de Salmonella spp., através do método de Pesquisa de

Salmonella, descrito pelos Métodos Analiticos Oficiais para Analises Microbioldgicas para

Controle de Produtos de Origem Animal e Agua, Instrucdo Normativa n° 62/2003 (BRASIL,
2003).

As amostras que obtiveram reacdo suspeita nos meios TSI (Triple Sugar Iron

Agar) e LIA (Lysine Iron Agar) foram testadas em meio Rugai modificado, fabricado pela

Renylab Quimica e Farmacéutica (Barbacena, Minas Gerais, Brasil). Este meio permite o

teste de motilidade, lisina descarboxilase, urease, producdo de gas sulfidrico, fermentacéo da

glicose em profundidade e da sacarose na superficie do meio, gas em glicose, utilizacdo do

aminoacido L — triptofano (desaminacao) e formacdao de indol.
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4.3 Delineamento experimental e andlise estatistica

As andlises de selecdo das linhagens de BAL, para serem avaliadas como
potencial cultura iniciadora de embutido carneo fermentado, foram realizadas em duplicata,
sendo que as médias obtidas foram avaliadas numericamente.

A partir da elaboragdo do embutido cérneo fermentado, o delineamento
experimental foi em blocos ao acaso, em que foram avaliados os 3 tratamentos de salame tipo
italiano. Para as andlises de pH e atividade de agua, durante os periodos de fermentacéo e
maturacdo, foram realizadas 9 repeti¢cOes, sendo que uma peca de cada tratamento foi
monitorada ao longo dos periodos de fermentacdo e maturacdo para cada repeticdo. Para a
analise de perda de peso, durante os periodos de fermentacdo e maturagdo, foram realizadas 9
repeticdes, sendo que 7 pecas de salame de cada tratamento foram monitoradas ao longo do
periodo de fermentacdo e maturacdo para cada repeticao.

Para as andlises fisico-quimicas (pH, Aw, cor, maciez objetiva e composi¢do
centesimal) do periodo de armazenamento, foram realizadas 6 repeti¢des. Para cada tempo,
foi analisada uma peca aleatoriamente por tratamento para cada repeticéo.

Para a determinacdo de Coliformes termototelrantes, Staphylococcus coagulase
positiva e Salmonella spp. foram realizadas 9 repeti¢des. Para cada repeticdo foi coletada uma
peca de cada tratamento do produto finalizado.

Os resultados das analises microbiologicas dos salames tipo italiano foram
avaliados por andlise de variancia ndo paramétrica Friedman, a 5% de probabilidade. Os
dados das andlises fisico-quimicas dos produtos foram avaliados por andlise de variancia
ANOVA, sendo as médias obtidas comparadas pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade.
Foi utilizado o software estatistico Infostat versdo 2008 (DI RIENZO et al., 2008).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Selecdo da linhagem de bactéria latica como cultura iniciadora

5.1.1 Capacidade de acidificacao

No Quadro 7, estdo apresentados os valores de pH em funcdo do tempo de

incubacdo para cada linhagem de BAL.

Quadro 7 — Valores de pH dos meios de cultivo (MRS) das BAL em funcdo do tempo de incubacao

Tempo (horas)

Culturas* 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

23P3 6,27 | 6,20 | 6,02 | 544 | 493 | 439 | 433 | 408 | 402 | 398 | 391 | 3,85 | 3,85

13U2 6,34 | 6,23 | 6,02 | 542 | 484 | 438 | 414 | 405 | 396 | 3,90 | 382 | 3,79 | 3,77

17U 6,30 | 6,29 | 6,11 | 564 | 520 | 486 | 442 | 421 | 409 | 404 | 398 | 3,94 | 3,87

18P 6,31 | 6,26 | 6,05 | 556 | 511 | 467 | 436 | 411 | 406 | 3,96 | 393 | 3,88 | 3,83

21U2 6,30 | 6,27 | 596 | 541 | 505 | 447 | 420 | 408 | 398 | 3,88 | 3,80 | 3,80 | 3,81

17P2 6,25 | 6,29 | 6,08 | 573 | 510 | 460 | 425 | 401 | 393 | 3,79 | 3,72 | 3,69 | 3,73

11P3 6,35 | 6,36 | 6,18 | 574 | 522 | 468 | 443 | 405 | 403 | 392 | 389 | 3,83 | 3,75

3P 6,33 | 6,35 | 6,23 | 591 | 535 | 485 | 456 | 403 | 397 | 396 | 385 | 3,85 | 3,74

* - 23P3: Lactobacillus satsumensis isolado de kefir de leite; 13U2: Leuconostoc mesenteroides isolado de kefir
de leite; 17U: Lactobacillus casei isolado de kefir de dgua; 18P: Lactobacillus satsumensis isolado de kefir de
agua; 21U2: Lactobacillus mali isolado de kefir de agua; 17P2: Lactobacillus perolens isolado de kefir de agua;
11P3: Lactobacillus perolens isolado de kefir de agua; 3P: Lactococcus lactis isolado de kefir de leite.

Todas as linhagens de BAL apresentaram capacidade de acidificacdo, em meio
caldo MRS, ao final das 24 horas de incubacdo, a 37°C, sendo que os cultivos apresentaram
pH abaixo de 3,90, com valores entre 3,73 e 3,87, independentemente da origem da linhagem
do kefir (agua ou leite) e de seu género (Lactobacillus, Leuconostoc e Lactotoccus). Este
resultado é relevante visto que a rapida acidificacdo € uma caracteristica importante para as
culturas iniciadoras de embutidos carneos crus fermentados, pois ocasionam a queda do pH da
massa de carne, auxiliando na estabilidade do produto e na seguranga microbiologica
(HOLCK et al., 2011).

A Figura 8 relaciona os valores de pH em funcdo do tempo de incubacdo,

permitindo visualizar a variacao da capacidade de acidificacdo para cada linhagem de BAL.
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Figura 8 - Gréficos da capacidade de acidificacdo das BAL
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23P3: Lactobacillus satsumensis isolado de kefir de leite; 13U2: Leuconostoc mesenteroides isolado de kefir de
leite; 17U: Lactobacillus casei isolado de kefir de 4gua; 18P: Lactobacillus satsumensis isolado de kefir de agua;
21U2: Lactobacillus mali isolado de kefir de 4gua; 17P2: Lactobacillus perolens isolado de kefir de agua; 11P3:
Lactobacillus perolens isolado de kefir de 4gua; 3P: Lactococcus lactis isolado de kefir de leite.

Observa-se que, conforme o aumento do tempo de incubacdo, ocorre a
proximidade entre os valores de pH dos meios de cultivo das linhagens avaliadas. Os pHs
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iniciais do caldo MRS inoculados com as linhagens de BAL variaram entre 6,25 e 6,35. Nas
primeiras 8 horas de incubacéo a 37 °C, observou-se uma intensa queda de pH para todas as
linhagens de BAL avaliadas, sendo que as linhagens Lactobacillus satsumensis 23P3 e
Leuconostoc mesenteroides 13U2, ambas provenientes de kefir de leite, foram capazes de
reduzir o pH para 4,93 e 4,84, respectivamente.

Resultados similares foram observados em estudo realizado para avaliar a
capacidade de acidificacdo de bactérias laticas isoladas de amostras de salames fermentados
naturalmente. O valor final, apds 24 horas de fermentacdo em caldo MRS, variou de 3,56 a
4,52, sendo que a maioria das linhagens alcancou pH abaixo de 3,8 (SANTA, 2008).

Hugas et al. (1993), ao avaliarem linhagens de Lactobacillus plantarum isoladas
de um embutido cru fermentado, relataram que 68% das linhagens proveram uma reducéo do
pH do caldo MRS, ap6s 24 horas para valores inferiores a 3,9, corroborando com 0s
resultados deste experimento.

Outros estudos apontaram valores superiores aos apresentados, porém com bons
resultados de reducdo de pH. Greco et al. (2005) avaliaram a capacidade de acidificacdo de
bactérias laticas isoladas, durante o periodo de maturacdo de um embutido fermentado tipico
italiano. A média dos valores de pH, obtido apds 24 horas, foi de 4,2, com variacao entre 3,85
e 5,36.

Sawitzki et al. (2009) testaram a capacidade de acidificacdo de linhagens de
Lactobacillus plantarum isoladas de salame tipo milano. Durante a fermentacdo em caldo
MRS, os valores de pH decresceram do valor inicial de 6,47 para 4,43, em 16h de
fermentacdo, permanecendo este valor médio de pH até o periodo final de 24h de
fermentacéo.

FERNANDEZ et al. (2013) avaliando a capacidade de acidificacdo das espécies
Lactococcus lactis UL719, Pediococcus acidilactici UL5 e Lactococcus lactis ATCC 11454,
em caldo MRS, observaram uma intensa producédo de &cido, em que o pH foi reduzido de 6,0
para 4,4, 3,8 e 4,6, respectivamente.

Foram realizados testes de capacidade de acidificacdo in vitro com o objetivo de
se determinar a linhagem de BAL com maior potencial de reduzir o pH em menor tempo,
atraves da producdo de &cido latico. Desse modo, observou-se que todas as linhagens de BAL
testadas foram capazes de promover uma rapida acidificacdo, ou seja, resultar em valores
numéricos de pH abaixo de 5,3, que é o recomendado e tecnologicamente adequado para esse
tipo de produto (AMMOR; MAYO, 2007). O American Meat Institut (AMI, 1997)
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estabeleceu que para garantir a seguranca sanitaria aos produtos carneos crus fermentados,
como € o caso do salame tipo italiano, esses produtos devem atingir um pH de 5,3 ou inferior;
assim, Staphylococcus aureus e Escherichia coli, dentre outros patdgenos, sdo eficazmente
controlados ao final do periodo de fermentacao.

As linhagens Lactobacillus satsumensis 23P3 e Leuconostoc mesenteroides 13U2
mostraram-se numericamente capazes de acidificar mais rapidamente que as demais linhagens

de BAL, alcancando, apos 8 horas de incubacdo, os menores valores de pH.

5.1.2 Curva de crescimento microbiano

No Quadro 8, estdo apresentados os valores obtidos nas contagens (log
UFC.mL™?) das linhagens de BAL, cultivadas em meio MRS, em funcdo do tempo de

incubacéo a 37° C, que foram utilizados para curva de crescimento.

Quadro 8 — Médias das contagens de BAL (log UFC.mL™) em caldo MRS em funcéo do tempo de
incubacdo a 37° C

Tempo (horas)

Culturas* 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

23P3* 748 | 748 | 769 | 7,81 | 860 | 885 | 9,04 | 9,16 | 9,29 | 9,15 | 9,28 | 9,30 | 9,35

13U2 731|735 | 763 | 822|868 | 902 | 915 | 884 | 874 | 884 | 881 | 895 | 8,86

17U 742 | 760 | 7,81 | 8,11 | 8,44 | 890 | 9,01 | 9,07 | 9,11 | 9,18 | 9,19 | 9,38 | 9,18

18P 731|731 | 743 | 780 | 833 | 879 | 9,01 | 888 | 896 | 9,09 | 9,12 | 9,19 | 9,16

21U2 7,62 | 7,80 | 8,00 | 871 | 9,02 | 920 | 9,34 | 938 | 9,08 | 9,51 | 9,41 | 9,39 | 9,37

17P2 719 | 7,28 | 7,44 | 757 | 831 | 866 | 894 | 9,14 | 9,09 | 9,07 | 9,08 | 9,00 | 9,11

11P3 723 | 719 | 741 | 7,59 | 801 | 8,47 | 9,04 | 9,14 | 9,14 | 9,23 | 9,05 | 9,27 | 9,07

3P 713 | 720 | 748 | 741 | 795 | 843 | 857 | 919 | 9,15 | 944 | 915 | 9,36 | 8,90

* - 23P3: Lactobacillus satsumensis isolado de kefir de leite; 13U2: Leuconostoc mesenteroides isolado de kefir
de leite; 17U: Lactobacillus casei isolado de kefir de dgua; 18P: Lactobacillus satsumensis isolado de kefir de
agua; 21U2: Lactobacillus mali isolado de kefir de agua; 17P2: Lactobacillus perolens isolado de kefir de agua;
11P3: Lactobacillus perolens isolado de kefir de agua; 3P: Lactococcus lactis isolado de kefir de leite.

Os indculos iniciais para as linhagens de BAL incubadas a 37° C apresentaram
contagens, em caldo MRS, variando entre 7,13 e 7,62 log UFC.mL™. Todas as linhagens de
BAL atingiram o niimero maximo de UFC.mL™ em torno de 9 log em algum momento das 24
horas de incubacdo a 37°C.

Na Figura 9, estdo relacionadas as curvas de crescimento de Lactobacillus
satsumensis 23P3, Lactobacillus malis 21U2 e Leuconostoc mesenteroides 13U2 e seus
valores obtidos nessas contagens (Log UFC.ml™).
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Figura 9 - Gréaficos das curvas de crescimento microbiano das BAL 23P3, 21U2 e 13U2
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23P3: Lactobacillus satsumensis isolado de kefir de leite; 21U2: Lactobacillus mali isolado de kefir de agua;
13U2: Leuconostoc mesenteroides isolado de kefir de leite;

Apbs as primeiras 8 horas de incubacdo, as trés linhagens que apresentaram as
maiores contagens numéricas foram Lactobacillus malis 21U2, Leuconostoc mesenteroides
13U2 e Lactobacillus satsumensis 23P3, com um incremento de contagem de 1,40 log
UFC.mL™?, 1,37 log UFC.mL™ e 1,12 log UFC.mL™, respectivamente.

A linhagem Lactobacillus mali 21U2 atingiu sua fase estacionaria apds 12 horas
de incubacdo, quando passou a ter uma populacéo variando em torno de 9,30 log UFC.mL™
até o final das 24 horas. Esta linhagem obteve o crescimento maximo de 1,85 log UFC.mL™
ao longo das 24 horas. A linhagem Leuconostoc mesenteroides 13U2 atingiu 0 maximo
crescimento ap6s 12 horas, com o aumento de 1,84 log UFC.mL™. Em seguida, nas proximas
duas horas, reduziu seu crescimento e manteve-se na fase estacionaria até o término das 24
horas, finalizando com uma populagéo de 8,86 log UFC.mL™. A linhagem de Lactobacillus
satsumensis 23P3 alcangou seu melhor crescimento com 24 horas, com o aumento de 1,87 log
UFC.mL™.

Na Figura 10, estdo relacionadas as curvas de crescimento de Lactobacillus
perolens 11P3, Lactococcus lactis 3P e Lactobacillus casei 17U e seus valores obtidos nessas
contagens (log UFC.ml™).
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Figura 10 - Gréaficos das curvas de crescimento microbiano das BAL 11P3, 17U e 3P
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11P3: Lactobacillus perolens isolado de kefir de agua; 17U: Lactobacillus casei isolado de kefir de agua; 3P:
Lactococcus lactis isolado de kefir de leite.

As linhagens Lactobacillus perolens 11P3, Lactococcus lactis 3P e Lactobacillus
casei 17U ndo apresentaram um crescimento numeérico tdo expressivo nas primeiras 8 horas
como as linhagens relatadas anteriormente, embora tenham atingido incrementos de contagem
de aproximadamente 2 ciclos logaritmicos, ap6s 18 horas de crescimento, para Lactobacillus
casei 17U e, apds 22 horas de crescimento, para Lactobacillus perolens 11P3 e Lactococcus
lactis 3P. A linhagem de Lactococcus lactis 3P apresentou reducdo nas contagens com 24
horas de incubagdo, ficando com uma populacdo de 8,90 log UFC.mL™, assim como
Lactobacillus casei 17U e Lactobacillus perolens 11P3, que tiveram um pico de crescimento
com 22 horas e uma diminui¢cdo no crescimento com 24 horas. A linhagem Lactobacillus
casei 17U apresentou a fase estacionaria a partir de 14 horas de crescimento, mantendo até 24
horas, sendo que com 22 horas de incubacdo houve uma oscilacdo na contagem.

Na Figura 11, estdo relacionadas as curvas de crescimento das BAL Lactobacillus
perolens 17P2 e Lactobacillus satsumensis 18P e os valores obtidos nessas contagens (log
UFC.ml™).
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Figura 11 - Gréficos das curvas de crescimento microbiano das BAL 18P e 17P2
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18P: Lactobacillus satsumensis isolado de kefir de agua; 17P2: Lactobacillus perolens isolado de kefir de gua.

Lactobacillus perolens 17P2 e Lactobacillus satsumensis 18P alcancaram o
aumento da contagem inicial de 1,92 e 1,88 log UFC.mL™ respectivamente, valores
semelhantes aos relatados primeiramente para Lactobacillus satsumensis 23P3, Lactobacillus
malis 21U2 e Leuconostoc mesenteroides 13U2 . Nao houve grande variagdo numérica entre
as bactérias, sendo que o crescimento das BAL variou de 1,85 a 2,31 log UFC.mL™ em 24
horas, com média de 1,96 log UFC.mL™.

Fernandez et al. (2013) estudaram a cinética do crescimento de Lactococcus
lactis subsp. Lactis biovar diacetylactis UL719, Pediococcus acidilactici UL5 e Lactococcus
lactis ATCC 11454 em Caldo MRS. As culturas foram incubadas em anerobiose a 37°C, por
24 horas. A primeira linhagem apresentou crescimento de 1,6 log UFC.mL™ ap6s 3 horas,
sendo que apdés 16 horas houve um declinio significativo. A linhagem de Pediococcus
acidilactici obteve um aumento de 2 ciclos logaritmicos ap6s 6 horas e este resultado se
manteve ao longo das 24 horas. O menor crescimento foi atingido pela linhagem de
Lactococcus lactis ATCC 11454, a qual obteve crescimento inferior a 1,5 log UFC.mL™ apés
6 horas, permanecendo até 24 horas.

Castro et al. (2011) analisaram o crescimento de Lactobacillus sakei ATCC
15578 cultivadas em caldo MRS. Apos 15 horas de incubacdo a 30°C, atingiu o auge do
crescimento e iniciou-se a fase estacionaria, a qual continuou até 24 horas de incubagdo. O
resultado foi similar ao encontrado para as linhagens de BAL do presente estudo, as quais
apresentaram o inicio da fase estacionaria entre 12 e 14 horas de incubagdo, mantendo-se até
24 horas, com excecdo da linhagem de Lactococcus lactis 3P. No tempo inicial, os valores
encontrados pelos autores corroboram com os valores encontrados para as BAL em questéo,
7,2 log UFC.mL™, enquanto durante a fase estacionaria apresentou contagens em torno de 8,7
log UFC.mL™, inferior aos valores encontrados neste experimento, no qual todas as BAL

alcancam 9 log UFC.mL™.
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As espécies do género Lactobacillus sdo predominantes dentro do grupo de BAL
na microbiota do salame, além de serem espécies que conseguem competir bem com a
microbiota enddgena deste produto (TALON; LEROY, 2011). A capacidade de se multiplicar
em meio 4cido é uma condicdo fundamental para que a cultura tenha condicGes de
proporcionar uma boa acidificagdo na massa de carne, durante o processamento de salames
(BUCKENHUSKES, 1993). O critério de sele¢éo para potencial cultura iniciadora de salame
foi estabelecido segundo a habilidade de rapido crescimento e rapida producéo de acido latico
com alto poder de acidificagcdo, logo nas primeiras horas (BUCKENHUSKES, 1993;
HOLZAPFEL, 2002).

Visto que as BAL que apresentaram melhor crescimento nas primeiras 8 horas
foram as mesmas que obtiveram menor pH no mesmo periodo, este resultado corrobora com a
afirmacdo de que o rdpido crescimento das BAL estd diretamente relacionado a maior
capacidade de acidificacdo (ARO-ARO et al., 2010).

Portanto, as BAL selecionadas com potencial como cultura iniciadora em
embutido carneo fermentado, foram as linhagens de Lactobacillus satsumensis 23P3 e
Leuconostoc mesenteroides 13U2, as quais apresentaram rapida acidificacdo e rapido
crescimento in vitro nas primeiras horas. N&o ha trabalhos que relatam o uso de Lactobacillus
satsumensis 23P3 como cultura iniciadora de um produto fermentado, sendo esta espécie
recentemente descrita como uma nova espécie de Lactobacillus (ENDO; OKADA, 2005). A
escolha de Leuconostoc mesenteroides como parte da cultura iniciadora selecionada também
se deu pela capacidade de essa bactéria reduzir o potencial redox e criar um ambiente
favorével para que Lactobacillus satsumensis cresca e acidifique a massa. Além disso, estudos
apontam a habilidade desta linhagem reduzir o nitrito, auxiliando no desenvolvimento da cor
(HUTKINS, 2006a; OH; OH; KIM, 2004).

5.2 Avaliagéo dos tratamentos de salame tipo italiano

5.2.1 Anadlises fisico-quimicas durante a fermentacdo e maturacéo

5.2.1.1 Avaliacgdo do pH na fermentagéo

Na Tabela 1, estdo apresentados os valores de pH durante a fermentacdo dos salames
dos tratamentos SCO, SCS e SCC.
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Tabela 1 - Média (+ desvios padrdes) dos valores de pH nas amostras de salame, segundo tratamento
e tempo de fermentacdo

Tempo (horas)

Tratamento

0 4 8 20 26 34
SCO 5,86+0,13%  578+0,07°  5,75+0,06°A  5,7840,10°  5,64+0,10°°  5,49+0,12%®
SCS 5,85+0,09%  581+0,08°A  5,71+0,10°A  5,64+0,06®  542+0,09°®8  531+0,02
scc 5,88+0,12%  582+0,09°A  571+0,012°A  549+0,08°*  5,32+0,05* NR

Médias seguidas de letras minusculas diferentes na mesma linha diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo
Teste de Duncan.

Médias seguidas de letras maiasculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo
Teste de Duncan.

SCO: controle; SCS: cultura selecionada; SCC: cultura comercial.

NR: ndo realizado, pois apds 26 horas o tratamento SCC atingiu pH 5,3 e foram transferidos para a cdmara de
maturacao.

No inicio da fermentacdo dos salames, ndo houve diferenca significativa (p>0,05)
entre os tratamentos em relacdo a queda do pH, provavelmente porque 0s micro-organismos
estavam em fase de adaptacdo, chamada fase lag. Apos 4 horas para os salames sem adicdo de
cultura iniciadora (SCO) e 8 horas para os salames elaborados com cultura iniciadora (SCS e
SCC), houve a primeira reducdo significativa (p<0,05) do pH em funcdo do tempo de
fermentacdo. Desde entdo, os salames com a cultura iniciadora selecionada (SCS)
permaneceram sem alteracBes significativas (p>0,05), até o tempo de 20 horas de
fermentagdo, assim como o0s salames sem adi¢do de cultura iniciadora (SCO). Com 20 horas
de fermentacdo, o tratamento SCC apresentou uma reducao consideravel do pH , chegando a
5,49, enquanto os outros tratamentos SCO e SCS estavam com pH 564 e 5,78,
respectivamente.

O tratamento SCC alcangou o pH de 5,3 com 26 horas de fermentacédo, enquanto o
tratamento SCS chegou ao mesmo valor com 34 horas de fermentagcdo. O tratamento SCO
terminou a fermentacdo juntamente com o SCS, porém com o pH igual a 5,49. Este resultado
provavelmente estd relacionado ao poder de acidificacdo do Pediococcus pentosaceus,
presente na cultura comercial utilizada no tratamento SCC.

Na Figura 12, a reducéo do pH de cada tratamento esta evidenciada, através de um

gréafico de pH em relagdo ao tempo de fermentagéo.
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Figura 12 — Reducédo do pH durante a fermentacdo dos salames
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SCO: controle; SCS: cultura selecionada; SCC: cultura comercial.

E notavel a diferenca na reducdo do pH entre os tratamentos, sendo que apds 20
horas de fermentacdo, a queda do pH tornou-se mais acentuada para os tratamentos SCS e
SCO.

Muthukumarasamy e Holley (2006) encontraram valores aproximados de 5,31,
apos 24 horas de fermentacdo, em embutido fermentado adicionado de Pediococcus
pentosaceus e Staphylococcus carnosus. Sameshima et al. (1998) estudaram a queda do pH
em embutidos fermentados secos adicionados de Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus
paracasei ssp. paracasei e verificaram que, apés 24 horas de fermentacdo, o pH dos
embutidos situou-se entre 5,0 e 5,2. Esses valores foram similares aos encontrados no
tratamento SCC, porém inferiores aos tratamentos SCO e SCS.

Rubio et al. (2013) encontraram valores inferiores de pH em relagdo aos valores
encontrados no presente estudo referentes a produtos carneos fermentados inoculados de L.
rhamnosus, L. plantarum e sem inoculagdo. Ao final de 6 dias de fermentagdo em temperatura
de 20-22°C, os valores de pH foram 4,6, 5,01 e 5,20, respectivamente. No entanto, o tempo de
fermentacdo foi superior ao tempo de fermentacdo dos tratamentos de salame tipo italiano

deste experimento.
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Do mesmo modo, um estudo contendo dois tratamentos de linguica fermentada
defumada, um inoculado com Staphylococcus carnosus, Staphylococcus xylosus, e
Lactobacillus curvatus, e outro inoculado com Lactobacillus acidophilus CCDM 476 e
Bifidobacterium animalis CCDM 241, alcancaram, apds 14 dias de fermentacdo, pH igual a
5,02 para ambos os tratamentos (HOLKO et al., 2013).

A queda acentuada do pH nos tratamentos adicionados de cultura iniciadora em
relacdo ao tratamento controle também foi relatado por Campagnol et al. (2007), que
estudaram salames elaborados com Lactobacillus plantarum fermentado em meio de cultura
de plasma suino e sua aplicabilidade em salame. Entretanto, os autores obtiveram maior
acidificacdo no tratamento adicionado de Lactobacillus plantarum do que no tratamento
elaborado com a cultura iniciadora comercial, diferindo dos resultados apresentados. Em
embutidos fermentados secos elaborados com a adi¢do de culturas iniciadoras, a queda do pH
é mais répida e mais pronunciada durante a fermentacdo (GARDINI et al., 2002).

Os resultados mostraram que a fermentacdo foi mais eficiente no salame tipo
italiano adicionado da cultura iniciadora comercial (SCC), pois se verificou maior velocidade
de reducdo do pH, consequéncia da producdo mais rapida de acido latico, resultante da
metabolizacdo dos carboidratos adicionados a massa carnea (LUCKE, 2000).

A cultura comercial, utilizada neste experimento, € uma mistura de Pediococcus
pentosaceus e Staphylococcus xylosus. P. pentosaceus tolera altas concentragdes de NaCl
(6,5%) e ambientes acido, sendo bastante utilizada na inddstria de embutidos carneos nos
Estados Unidos, pela rapida acidificacdo em temperaturas de fermentacdo acima de 30°C,
reduzindo o tempo total do processo de 6 para 2 dias (HUTKINS, 2006a; JESSEN, 1995). Ja
Lactobacillus satsumensis é capaz de crescer em caldo MRS, com 5% de NaCl e em pH 3,0,
enguanto Leuconostoc mesenteroides cresce em ambientes com até 6,5% de NaCl; sendo
assim, a cultura iniciadora selecionada também é tolerante ao sal e a ambientes acido (DIMIC,
2006; ENDO; OKADA, 2005).

Possivelmente a cultura selecionada teve maior dificuldade de adaptacdo na massa
da carne que a cultura comercial, ja que a cultura comercial tem um largo histérico de uso
como cultura iniciadora em embutidos carneos fermentados. A adaptacdo da cultura
selecionada de kefir frente & microbiota enddgena da carne e as condi¢cbes ambientais da
massa resultaram em um atraso no processo de acidificagdo em relagdo ao tratamento com a

cultura comercial.
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Entretanto, a adigdo da cultura iniciadora selecionada se mostrou mais vantajosa
do que n&o adicionar uma cultura iniciadora. A cultura iniciadora adicionada na fabricacdo de
embutido fermentado permite que o fabricante conheca melhor o seu produto, pois reduz o
tempo de fermentacdo levando a reducdo de custos e maior uniformidade do processo e das
pecas. Além disso, a queda mais répida do pH durante a fermentacdo evita que micro-
organismos deteriorantes e patogénicos possam se proliferar, garantindo a inocuidade e

qualidade do embutido.

5.2.1.2 Avaliacdo do pH na maturagao

Os resultados do pH, ao longo do periodo de maturacdo dos salames, estdo

expressos na Tabela 2.

Tabela 2 - Médias (+ desvios padrao) dos valores de pH nas amostras de salame, segundo tratamento
e tempo de maturacao

Tempo (dias)

Tratamento 0 7 14 21 8 31
SCO 549®  522+0,06®  5,26+0,07"®  540+0,12"*  558+0,21% 583+0,38"B
SCS 531"  500+0,13**  51640,12®"  529+0,21°*  543+0,21°*  5,70+0,34"
scc 532%%  521+0,10®  535+0,11%®  545+0,15** 557+0,19%*  588+0,25"

Médias seguidas de letras minUsculas diferentes na mesma linha diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo
Teste de Duncan.

Médias seguidas de letras maitsculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo
Teste de Duncan.

SCO: controle; SCS: cultura selecionada; SCC: cultura comercial.

O tempo 0 é ultimo resultado do pH no periodo de fermentacdo, quando os
salames tipo italiano passaram para a cAmara de maturacao a temperatura controlada em torno
de 10°C, e umidade em torno de 90%, até o término do processo de secagem.

Apbs 7 dias de maturacdo, todos os tratamentos tiveram reducdo do pH em
relacdo ao tempo inicial, alcancando valores abaixo de 5,3. A reducdo do pH foi causada,
provavelmente, pela continuidade do processo de fermentagcdo, mesmo que de forma mais
lenta, em consequéncia da temperatura de 10°C, ja que as BAL s&o bactérias mesofilas.

No tratamento SCO, mesmo sem a adi¢do de cultura iniciadora, também ocorreu a
reducdo do pH nos primeiros dias de maturagdo, possivelmente pela acdo das BAL presentes
naturalmente na microbiota da carne. O tratamento SCS obteve o menor valor pH (5,09) apos
7 dias de maturacéo, porém os 3 tratamentos ndo apresentaram diferenca significativa entre si
(p>0,05). Apos 14 dias de maturacdo, houve um ligeiro aumento no pH dos tratamentos,
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porém os tratamentos ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05) com relacdo aos
resultados de 7 dias de maturagdo. Ainda apds 14 dias de maturacdo, houve diferenca
(p<0,05) entre os salames dos tratamentos SCS e SCC, sendo que para o tratamento SCC
observou-se o maior valor de pH dentre os 3 tratamentos (5,35).

Nos tempos subsequentes, 21, 28 e 31 dias de maturacdo, o pH de todos os
tratamentos continuaram aumentando, progressivamente, até o final da maturagdo. Estudos
também relataram o decréscimo do pH durante o periodo de fermentacéo e o leve aumento ao
final da maturacdo dos salames utilizando diferentes culturas iniciadoras (MAURIELLO et
al., 2004; MACEDO et al., 2008; ARO-ARO et al., 2010; RUBIO et al., 2013, 2014).

O comportamento do pH de cada tratamento estd evidenciado na Figura 13, na

qual se observa a variacdo do pH em relacdo ao tempo de maturagao.

Figura 13 - pH dos salames durante a fermentago e maturacéo
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SCO: controle; SCS: cultura selecionada; SCC: cultura comercial.

Mauriello et al. (2004) relataram o decréscimo do pH até 5,3 nos primeiros dias
de fermentacdo e o aumento até o final da maturacdo de embutido fermentado seco, ficando o
pH do produto final proximo do valor inicial. O aumento do pH foi atribuido a possivel

producdo de amodnia e outros compostos basicos como peptideos, aminoécidos, aldeidos,
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aminas e acidos graxos livres resultantes da atividade proteolitica. Segundo Grazia et al.
(1986), o final do periodo de maturacdo do salame é caracterizado pela abundante colonizacéo
da superficie do salame por fungos, os quais oxidam o lactato e provocam aumento do pH,
através da liberacdo de aménia no produto.

E comum a presenca de fungos na superficie de embutidos carneos fermentados
como o salame, principalmente espécies de Penicillium. Espécies como Penicillium
nalgiovense, Penicillium camemberti, e Penicillium chrysogenum possuem propriedades
desejaveis, promovendo o desenvolvimento de sabor, odor e textura através das proteinases e
lipases (HUTKINS, 2006¢). Em alguns casos, a proliferacdo descontrolada de fungos pode
causar a contaminacdo por micotoxinas, além de interferir na qualidade do produto.
Penicillium nalgiovense e Penicillium chrysogenum, obtidas comercialmente, estdo sendo
usadas na industria de embutidos carneos fermentados como culturas protetoras, pois nédo
produzem micotoxinas e impedem o crescimento de fungos patogénicos (BERNALDEZ et
al., 2013).

Na Figura 14, € possivel observar a evolucdo do crescimento de fungos na

superficie dos salames ao longo do periodo de maturagéo.

Figura 14 - Colonizacéao de fungos na superficie dos salames tipo italiano ao longo do processo de maturacédo

Os salames tipo italino deste estudo apresentaram proliferacdo de fungos na sua
superficie, aumentando, gradativamente, com o passar dos dias de maturag&o.

No ultimo dia de maturacdo, os valores de pH mais baixos foram observados nos
salames pertencentes ao tratamento SCS, com pH igual a 5,70, diferindo estatisticamente
(p<0,05) dos tratamentos SCO e SCC, que apresentaram valores de pH 5,83 e 5,88,
respectivamente. Os micro-organismos presentes nos tratamentos SCO e SCC podem ter
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apresentado maior atividade proteolitica, 0 que causou maior aumento do pH, comparado ao
tratamento SCS.

Aro-Aro et al. (2010) realizaram um ensaio para testar o efeito de diferentes
culturas iniciadoras comerciais na mudanca do perfil proteico de embutidos fermentados. O
estudo concluiu que nos embutidos inoculados com Pediococcus pentosaceus e
Staphylococcus  xylosus houve maior degradacdo de proteinas miofibrilares e
sarcoplasmaticas, enquanto em embutidos inoculados apenas com S. xylosus ocorreu aumento
do contetdo de aminoéacidos livres, no final do processo de maturacéo, atribuidos a atividade
proteolitica das culturas iniciadoras.

Macedo et al. (2008) verificaram a influéncia da utilizacdo de Lactobacillus casei,
Lactobacillus paracasei e Lactobacillus rhamnosus sobre as caracteristicas fisico-quimicas e
sensoriais de embutidos fermentados com cultura comercial T-SPX (Chr. Hansen A/S,
Hersholm, Dinamarca), uma cultura mista de Pediococcus pentosaceus e Staphylococcus
xylosus, bem como o desenvolvimento e a viabilidade das culturas no produto carneo. Os
embutidos adicionados de L. casei, L. rhamnosus e L. paracasei mostraram valores de pH de
4,48, 4,42 e 4,40, no terceiro dia de fermentacdo, a 25°C, respectivamente. Os autores
relataram que, a partir do sétimo dia de fabricagdo, o pH do tratamento controle, adicionado
apenas de P. pentosaceus e S. xylosus, sofreu ligeiro aumento, mantendo-se préximo a 5,0 até
o final da maturacdo, enquanto os valores de pH dos embutidos com culturas probidticas
sofreram pequenas oscilacdes ao longo dos 25 dias de processamento, variando entre 4,55 e
4,24. Esses valores sdo inferiores aos valores dos tratamentos deste experimento.

Em estudo sobre a caracterizagdo de embutidos tradicionais da Grécia, 0s
pesquisadores tiveram variacOes de pH entre 4,67 e 6,09 (AMBROSIADIS et al., 2004).
Segundo Kim et al. (2012), o embutido fermentado seco tradicional apresenta pH final entre
4,8 e 6,2. O pH dos salames tipo italiano se encontra dentro desta variacdo, considerado
normal para salames tradicionais segundo os autores. A acidificacdo excessiva pode causar
defeitos de coloracdo e formacdo de gas, sendo estes os principais problemas de embutidos
carneos fermentados (BUCKENHUSKES, 1993). E comum, durante a fermentac&o, ocorrer a
reducdo do pH para valores abaixo de 5,3 e, ao longo da maturagdo, com a presenca de
fungos, bolores e a acdo proteolitica das culturas iniciadoras, o pH do produto aumentar
(AMMOR; MAYO, 2007).

Em alguns paises, o valor do pH dos embutidos é um dos critérios utilizados para

o controle de sua qualidade, entretanto, no Brasil, o0 Regulamento Técnico de Identidade e
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Qualidade de Salame (BRASIL, 2000) ndo utiliza o valor do pH como parametro de controle

(SANTA, 2008).

5.2.1.3 Avaliacdo da perda de peso na fermentacdo e maturagéo

Na Tabela 3, estdo relacionados os valores de perda de peso dos salames tipo

italiano em funcgéo do tempo de fermentacéo e maturacgéo.

Tabela 3 - Médias (+ desvios padrao) dos valores das perdas de peso (%) nas amostras de salame,
segundo tratamento e tempo de fermentacdo e maturacao

Tratamentos
Tempo SCO SCS scc

Fermentaco 24 horas 2,55+0,76% 3,05+1,33% 2,89+1,71%

48 horas 6,61+1,34% 7,64+2 63 6,37+3,15%

7 dias 19,43+2,52%° 21,83+2,48%° 20,36%3,80%°
14 dias 28,23+5,2"C 31,47+2,67 30,95+3,06%¢

Maturagéo 21 dias 36,01+7,23%® 37,54+4,59%° 37,71+7,13*®
28 dias 40,81+6,62° 41,72+4,34°4 42,14+6,14*

31 dias 42,54+6,99°* 43,73+4,814 43,90+6,38*

Meédias seguidas de letras minusculas diferentes na mesma linha diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo
Teste de Duncan.

Médias seguidas de letras maitisculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo
Teste de Duncan.

SCO: controle; SCS: cultura selecionada; SCC: cultura comercial.

Analisando os dados de perda de peso, observa-se que houve efeito significativo
do tratamento (p<0,05) e tempo de maturagdo (p<0,05), porém ndo houve efeito de interagcdo
do tratamento x tempo de maturacdo (p>0,05), exceto para o tempo de 14 dias de maturacgéo,
no qual a perda de peso do tratamento SCO foi estatisticamente inferior ao tratamento SCS.

Os resultados apontam que o maior decréscimo de peso ocorreu nos primeiros 7
dias de maturagdo dos salames, visualizado na Figura 15, visto que os salames perderam,
aproximadamente, 43,9% do valor total do peso perdido, ao final da maturacdo. Ao final do
periodo de secagem dos salames, observaram-se valores de 43,90%, 43,73% e 42,54% para 0S
tratamentos SCC, SCS e SCO, respectivamente. Ndo houve diferenca significativa (p>0,05)
entre os tratamentos, sendo relacionada a perda de peso aos valores de pH, sendo visto que,
quando o pH se aproxima do ponto isoelétrico das proteinas (5,2-5,3), ocorre uma diminuicao
na capacidade de retencdo de &gua (MAURIELLO et al., 2004).

A Figura 15 apresenta a perda de peso dos salames, durante o processo de

fermentacdo e maturacdo dos salames.
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Figura 15 - Perda de peso (%) dos salames de cada tratamento
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SCO: controle; SCS: cultura selecionada; SCC: cultura comercial.

Os resultados da perda de peso ficaram com o valor um pouco acima da faixa de
30 a 40%, considerada ideal para os produtos fermentados secos (RUST, 1994). Valores
semelhantes foram encontrados por Cirolini et al. (2010), no processamento de salames tipo
italiano, com a média da perda de peso em torno de 43,26%.

Resultados similares também foram relatados por Garcia, Gagleazzi e Sobral
(2000), que obtiveram perda de peso de 44% de salames tipo italiano sem adic¢do de cultura
iniciadora. Erkkila et al. (2001) obtiveram perda de peso de 40%, ao final da maturacédo de
linguicas, fermentadas por culturas de Lactobacillus rhamnosus e no tratamento controle,
fermentado por Pediococcus pentosaceus.

Macedo et al. (2008) obtiveram valores entre 29,94 e 33,84 em salames
adicionados de Lactobacillus probioticos, inferiores aos resultados encontrados nos
tratamentos SCC, SCS e SCO. Campagnol et al. (2007) relataram 60% de perda de peso em
salames sem toucinho na formulagéo, ou seja, valor bem acima do considerado ideal. A
reducdo da quantidade de agua dos salames é um dos principais fatores responsaveis pela
textura e sabor do produto final (FERNANDEZ et al., 2000).
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Assim que finalizado o periodo de maturacdo dos salames, 0s mesmos foram
armazenados em embalagem a vacuo, impedindo trocas gasosas com o exterior e, por isso, a

perda de peso nédo foi determinada durante o armazenamento.

5.2.1.4 Determinacdo da atividade de agua (Aw) na fermentacéo e maturacdo

Na Tabela 4, estdo relacionados os valores de Aw dos salames tipo italiano em funcgéo

do tempo de fermentacdo e maturacéo.

Tabela 4 - Média (+ desvios padrdes) dos valores de atividade de dgua (Aw) nas amostras de salame,
segundo tratamento e tempo de fermenta¢ao e maturacao.

Tratamentos

Tempo SCO SCS scc
0 hora 0,972+0,01% 0,971+0,01°% 0,970+0,01%
Fermentag&o 24 horas 0,962+0,01* 0,967+0,01* 0,968+0,01*
48 horas 0,962+0,01°% 0,962+0,01°% 0,962+0,01%
7 dias 0,958+0,010% 0,953+0,007%° 0,951+0,004™
14 dias 0,944+0,009%° 0,939+0,005%° 0,939+0,003%°
Maturagéo 21 dias 0,927+0,004% 0,924+0,008° 0,927+0,007°°
28 dias 0,911+0,012%® 0,909+0,008%® 0,902+0,009%®
31 dias 0,887+0,04** 0,893+0,02** 0,891+0,03*

Médias seguidas de letras mintisculas diferentes na mesma linha diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo
Teste de Duncan.

Meédias seguidas de letras maitsculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo
Teste de Duncan.

SCO: controle; SCS: cultura selecionada; SCC: cultura comercial.

Pode-se observar pela analise dos dados de atividade de agua (Aw), que houve
efeito significativo do tratamento (p<0,05) e tempo de maturagdo (p<0,05), porém nao houve
efeito de interacdo do tratamento x tempo de maturagdo (p>0,05), assim como observado na
andlise de perda de peso.

A atividade de &dgua das massas dos tratamentos apresentou valores em torno de
0,97, e, ao longo do periodo de fermentacdo e secagem, alcancaram, gradativamente, valores
de 0,887, 0,893 e 0,891 nos tratamentos SCO, SCS e SCC, respectivamente. Os trés
tratamentos obtiveram valores de atividade de agua inferiores ao nivel maximo de 0,90,
recomendado pela legislacéo brasileira para salame tipo italiano (BRASIL, 2000).

A Figura 16 apresenta o grafico da reducdo da Aw em fungdo do tempo (dias),

durante os processos de fermentacdo e maturagéo.
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Figura 16 - Atividade de agua (Aw) durante a fermentacdo e maturagdo dos salames
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SCO: controle; SCS: cultura selecionada; SCC: cultura comercial.

Observando-se a Figura 16, verifica-se que a reducdo da Aw dos tratamentos se
comportou de maneira similar e com valores semelhantes.

Rubio et al. (2013) encontraram valores iniciais de atividade de 4gua semelhantes
em embutidos fermentados secos inoculados com linhagens probidticas, variando entre 0,97 -
0,91, ao final da maturacdo, sendo os valores finais acima dos valores encontrados nos 3
tratamentos deste experimento.

Holko et al. (2013) obtiveram resultados similares de atividade de &gua em
embutidos fermentados fabricados com carne de cordeiro, com o valor inicial de 0,97 e final
de 0,88. Outras pesquisas também descreveram resultados semelhantes aos encontrados nos
tratamentos SCO, SCS e SCC (MUTHUKUMARASAMY; HOLLEY, 2006; MACEDO et
al., 2008; RUBIO et al., 2014).

De acordo com Leistner e Roedel (1975 citado por AMBROSIADIS et al., 2004),
0s produtos carneos sdo caraterizados como pereciveis, semi-pereciveis e ndo pereciveis,
baseados nos valores de pH e atividade de agua. Os produtos pereciveis possuem pH>5,2 e
Aw>0,95, e devem ser armazenados a temperatura abaixo de 5°C. Os produtos semi-
pereciveis possuem pH entre 5,2-5,0 e/ou Aw entre 0,95-0,91, e devem ser armazenados a
temperatura abaixo de 10°C. Os produtos ndo pereciveis possuem pH<5,2 e Aw<0,95, ou

apenas pH<5,0 ou Aw<0,91, sendo que ndo necessitam de refrigeracdo. Os trés tratamentos
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do experimento sdo caracterizados como nao pereciveis, podendo ser armazenados a
temperatura ambiente.
A reducdo no teor de agua torna o ambiente desfavoravel ao crescimento e a

multiplicacdo de micro-organismos deteriorantes e patogénicos (MACEDO et al., 2008).

5.2.2 Analises fisico-quimicas durante o armazenamento

5.2.2.1 Avaliacdo do pH no armazenamento

Na Tabela 5, estdo apresentados os valores de pH dos salames tipo italiano em

funcdo do tempo de armazenamento.

Tabela 5 - Médias (xdesvios padrdo) dos valores de pH nas amostras de salame, segundo tratamento e
tempo de armazenamento

Tempo de Armazenamento (dias)

Tratamentos 0 15 30
SCO 6,08+0,06°® 6,09+0,12°4 6,05+0,08*
sCs 5,84+0,24 6,03+0,15" 6,06+0,09™
scc 5,94+0,13*® 6,11+0,13°* 6,01+0,07%A

Médias seguidas de letras minusculas diferentes na mesma linha diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo
Teste de Duncan.

Médias seguidas de letras maitsculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo
Teste de Duncan.

SCO: controle; SCS: cultura selecionada; SCC: cultura comercial.

Apenas o tratamento SCO ndo apresentou diferenca significativa (p>0,05) nos
valores de pH, ao longo do periodo de armazenamento de até 30 dias, permanecendo com
uma média de 6,07. Entretanto, o dia 0 foi o Unico tempo em que os tratamentos se diferiram
significativamente (p<0,05) entre si, sendo que o tratamento SCS obteve o menor valor de pH
(5,84), seguido do tratamento SCC (5,94) que ndo se diferenciou do SCS e do SCO, e 0 SCO
com o maior valor de pH (6,08).

O tratamento SCS obteve seu menor valor de pH no dia O de armazenamento com
5,84, e nos tempos consecutivos aumentou gradativamente para 6,03, apos 15 dias, e 6,06,
apos 30 dias de armazenamento, ndo diferindo significativamente (p>0,05) entre os tempos 15
e 30 dias. O tratamento SCC néo apresentou diferenga significativa (p>0,05) entre os tempos
0 e 30 dias, porem, com 15 dias de armazenamento, houve um aumento significativo (p<0,05)

do pH, alcangando 6,11,e voltando a diminuir no tempo seguinte.
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Os resultados finais de pH variaram entre 6,01 e 6,06, valores superiores aos
obtidos por Ruiz (2011) para salames tipo italiano adicionados de probidticos encapsulados.
Apbs 150 dias de estocagem, os valores de pH variaram entre 5,0 e 5,7.

Bozkurt e Erkmen (2002) obtiveram leve do pH ao longo do armazenamento, com
ligeiras quedas em alguns momentos para embutidos fermentados tipicamente turcos, assim
como no tratamento SCC. O pH final, apds 60 dias de armazenamento, ndo ultrapassou 5,5
para nenhum de seus tratamentos. Os autores atribuem o aumento do pH durante a estocagem
dos embutidos a alguns aditivos utilizados no processamento, 0s quais possuem capacidade de
agir como um tampao nos acidos organicos, principalmente os fosfatos.

Wojciak et al. (2012) avaliaram o pH de embutidos fermentados secos
adicionados de linhagens probidticas de Lactobacillus casei, durante 0 armazenamento por 6
meses, a 4°C. As amostras nao ultrapassaram valores de pH 5,0 até o final do periodo de
estocagem, valores inferiores aos encontrados nos tratamentos SCO, SCS e SCC. Entretanto,
0s autores também relataram um acréscimo nos valores de pH ao longo do tempo.

Kim et al. (2012) obtiveram resultados similares em embutidos fermentados secos
irradiados, com pH em torno de 5,0, ao final do periodo de 90 dias de estocagem, a 4°C. A
estocagem feita em temperatura de refrigeracdo auxilia a manutencdo da estabilidade do
produto, 0 que ndo ocorreu no presente estudo, ja que o armazenamento foi feito a 20°C.

O aumento o pH pode ser devido as reacGes de descarboxilacdo e desaminacao de
aminoacidos que liberam amoénia. Por outro lado, o pH pode sofrer nova reducdo, pela
presenca de acidos graxos livres no meio, resultado da ocorréncia de lipolise (MACEDO et
al., 2008). Este fenbmeno pode explicar o que aconteceu com os tratamentos SCC. A
producdo de proteinases e lipases esta relacionada com a aumento e queda do pH, durante o
periodo de estocagem, porém sdo importantes por influenciarem o desenvolvimento de
compostos aromaticos (FERNANDEZ et al., 2000; FIORENTINI et al., 2009). A cultura
iniciadora comercial € mais lipolitica e proteolitica que a cultura utilizada no tratamento SCS,
contendo apenas BAL, devido a presenca do Staphylococcus xylosus. Esta espécie esta
presente, naturalmente, na microbiota da carne, mas provavelmente se desenvolve melhor
quando adicionada como cultura iniciadora, exercendo fungdes tecnologicas (FIORENTINI et
al., 2009).

Apesar de os valores de pH se apresentarem mais elevados do que os valores

relatados na literatura, o embutido fermentado seco possui pH final entre 4,8 e 6,2. Os 3
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tratamentos (SCO, SCS e SCC) mantiveram seus valores de pH dentro dos valores
recomendados para salame (KIM et al., 2012).

5.2.2.2 Determinacdo da atividade de agua (Aw) no armazenamento

Os resultados de Aw do dia 0 sdo diferentes do dia 31 de maturagéo, pois novas
medidas em outras pecas de salame foram realizadas no laboratorio, assim como o pH.
Na Tabela 6, estdo apresentados os valores de Aw dos salames tipo italiano em

funcdo do tempo de armazenamento.

Tabela 6 - Médias (xdesvios padrdo) dos valores de atividade de dgua (Aw) nas amostras de salame,
segundo tratamento e tempo de armazenamento.

Tempo de Armazenamento (dias)

Tratamento 0 15 30
aB

SCO 0,880+0,04* 0,885+0,04 0,888+0,03
aAB

scs 0,887+0,02* 0,878+0,02* 0,882+0,02
scc 0,889+0,04° 0,883+0,04 0,872+0,03%

Médias seguidas de letras minUsculas diferentes na mesma linha diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo
Teste de Duncan.

Médias seguidas de letras maitsculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo
Teste de Duncan.

SCO: controle; SCS: cultura selecionada; SCC: cultura comercial.

De acordo com os resultados apresentados, todos os tratamentos ao longo do
periodo de armazenamento obtiveram valores de Aw menores que 0,90, ou seja, dentro dos
padrdes exigidos pela legislacdo brasileira para salames tipo italiano (BRASIL, 2000).

Os tratamentos SCO e SCS ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05) ao
longo do periodo de armazenamento. O mesmo ndo pode ser observado no tratamento SCC,
que apresentou reducdo da Aw, apds 30 dias de estocagem, com o valor de 0,872, mostrando-
se diferente estatisticamente (p<0,05) apenas do tempo 0, o qual obteve 0,889 de Aw.

Entre os tratamento houve diferenga significativa (p<0,05) somente apds 30 dias
de armazenamento. O tratamento SCC obteve valor de Aw mais baixo que os demais,
diferindo apenas do tratamento SCO, com o resultado de 0,888. O tratamento SCS foi igual
estatisticamente (p<0,05) aos outros tratamentos.

Ruiz (2011) obteve valores similares, relatando Aw inferior a 0,90, ao longo de
todo o periodo de estocagem de 150 dias. Triki et al. (2013) avaliaram a Aw de embutidos
fermentados secos contendo baixo teor de gordura, durante 61 dias de armazenamento. Os
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valores foram similares e variaram entre 0,872 e 0,896, sem alteragdes ao longo do tempo.
Tabanelli et al. (2013) também ndo obtiveram mudangas na Aw, durante o periodo de
estocagem de embutidos fermentados secos, que permaneceram abaixo de 0,90.

A Aw abaixo de 0,90 é suficiente para garantir seguranca sanitaria de produtos
carneos fermentados como o salame (WOIJCIAK et al., 2012). Mesmo havendo algumas
diferengas estatisticas nos valores de atividade de agua para o tratamento SCC, estes
resultados podem ter relacdo com as variacOes sofridas pelas amostras durante o periodo de
fermentacdo e maturacdo, como por exemplo, posicdo da amostra no interior da camara de

fermentacdo e secagem e variacdo da umidade e temperatura no interior das camaras.

5.2.2.3 Determinacdo de cor

No final do periodo de maturacdo, foi feito o acompanhamento da cor das
amostras de salame, por meio de um colorimetro, ao longo do periodo de armazenamento.
Na Tabela 7, estdo apresentados os resultados para o parametro L* dos salames

tipo italiano, em funcéo do tempo de armazenamento.

Tabela 7 - Médias (+ desvios padrao) dos valores de L* nas amostras de salame, segundo tratamento e
tempo de armazenamento.

Tempo de Armazenamento (dias)

Tratamento 0 15 30
SCO 45,41+5 83 45,23+6 794 45,94+4 42°4
SCS 45,85+2,30% 46,24+4 26" 45,53+5,06°
scc 46,08+3,94 45,56+4,59° 45,51+4,02*4

Médias seguidas de letras minusculas diferentes na mesma linha diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo
Teste de Duncan.

Médias seguidas de letras maitsculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo
Teste de Duncan.

SCO: controle; SCS: cultura selecionada; SCC: cultura comercial. L*: referente a luminosidade.

De acordo com a anélise dos valores de L*, referente a luminosidade, ndo houve
diferenca significativa (p>0,05), até 30 dias de armazenamento, para os 3 tratamentos, assim
como também ndo foi constatada diferenca significativa (p>0,05) entre os tratamentos ao
longo do tempo. A média para o valor de L* dos tratamentos foi de 45,70.

Os valores de L* apresentados neste experimento estdo acima dos valores
encontrados por Garcia, Gagleazzi e Sobral (2000), que obtiveram o valor de 36, ao final do
periodo de maturacdo de salames tipo italiano. Campagnol et al. (2007) também obtiveram

valores inferiores aos delatados neste experimento para L*, ao final do processo de secagem,
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variando entre 37,22 e 38,70. Esses valores estdo relacionados a perda de peso excessiva
apontada no trabalho, acima do recomendado de no maximo 40%, causando o0 escurecimento
dos salames.

Cavenaghi e Oliveira (1999 citado por GARCIA; GAGLEAZZI; SOBRAL, 2000)
encontraram resultados similares em salames tipo italiano de seis marcas comerciais
diferentes, com os valores variando entre 47,6 e 49,6 para L*.

Cirolini et al. (2010) obtiveram valores que variaram entre 41,51 e 44,90, em
salames tratados com diferentes culturas iniciadoras, contendo sempre uma espécie de BAL
mais uma espécie de Staphylococcus.

Hoz et al. (2004) analisaram a cor de embutidos fermentados tipicos espanhol e
constataram resultados semelhantes para L*, ao final da maturacdo, com média em torno de
45,6. Os autores observaram que, ap6s um periodo de 24 horas de exposicao, esse valor caiu
para uma média de 38,3 em todos os tratamentos contendo 6leos vegetais como substitutos de
gordura de porco. Este fato foi explicado pela perda de dgua na superficie e pelo processo de
oxidacdo, mostrando que a quantidade de 4gua do produto interfere na sua luminosidade.

Ruiz (2011) obteve valores constantes durante o periodo de armazenamento de
150 dias, com valores entre 41,1 e 44,7, que corroboram com os dados deste estudo, com leve
reducdo apdés 30 dias de armazenamento e posterior aumento no 60° dia para alguns
tratamentos, provavelmente decorrente da heterogeneidade do produto, porém sem diferenca
significativa.

Normalmente, a luminosidade diminui ao longo do periodo de estocagem, fato
este que ndo aconteceu durante os 30 dias de armazenamento dos tratamentos SCO, SCS e
SCC, mas que pode ser observado em um estudo com embutidos fermentados irradiados com
diferentes doses e sem irradiacdo (KIM et al., 2012). Apesar da variacdo dos resultados
encontrados na literatura, os resultados desse experimento para o parametro L* corroboram
com a maioria deles.

Na Tabela 8, estdo apresentados os resultados para o parametro a* dos salames
tipo italiano, em funcdo do tempo de armazenamento. Os resultados de a* sdo referentes a

intensidade da cor vermelha nas amostras de salame.
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Tabela 8 - Médias (+ desvios padrdo) dos valores de a* nas amostras de salame, segundo tratamento e
tempo de armazenamento.

Tempo de Armazenamento (dias)

Tratamento 0 15 30
SCco 9,15+0,80** 9,43+0,61%® 9,70+1,00
SCS 9,19+0,74%A 8,52+0,42%A 9,81+0,92°*
sccC 9,20+0,58* 9,08+0,50*® 9,14+0,55*

Meédias seguidas de letras minudsculas diferentes na mesma linha diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo
Teste de Duncan.

Médias seguidas de letras maiusculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo
Teste de Duncan.

SCO: controle; SCS: cultura selecionada; SCC: cultura comercial. a*: referente a intensidade da cor vermelha.

De acordo com os resultados expostos na tabela acima, ndo houve diferenca
significativa (p<0,05), até 30 dias de armazenamento, para os tratamentos SCO e SCC. No
tratamento SCS foi constatada diferenca significativa (p<0,05), ao longo do tempo, com a
diminuigéo seguida do aumento do valor de a* entre 15 e 30 dias de armazenamento. Entre 0s
tratamentos ndo houve diferenca significativa (p>0,05) nos tempos 0 e 30 dias, porém ap6s 15
dias de armazenamento, o tratamento SCS mostrou-se diferente estatisticamente (p<0,05) do
tratamento SCO, que apresentou valor maior. Os resultados dos tratamentos variaram entre
8,52 e 9,81.

Ruiz (2011) relatou em seu trabalho a reducdo do valor de a* para alguns
tratamentos de salame tipo italiano apds 30 e 60 dias de estocagem. A pesquisa atribuiu o
ocorrido ao efeito do acido latico nos diferentes estdgios quimicos da mioglobina
(mioglobina, nitrosomioglobina e oximioglobina), pois este acido pode desnaturar parcial ou
totalmente o grupo prostético heme. A oxidacdo do pigmento nitrosomioglobina resulta em
metamioglobina, reduzindo a intensidade da cor (WOJCIAK et al., 2012). Essa teoria pode
explicar a queda no valor de a* no tempo 15 dias para o tratamento SCS, ja que este
tratamento atingiu os menores valores numéricos de pH, consequentemente ocorreu maior
producdo de acido latico.

Os resultados deste experimento foram ligeiramente inferiores aos demonstrados
em outros trabalhos que avaliaram 0 mesmo parametro em embutidos fermentados. Kim et al.
(2012), obtiveram valores entre 11,20 no primeiro dia de estocagem, e 13,07 apds 90 dias de
estocagem, sendo que o armazenamento aumentou a intensidade do vermelho. Cavenaghi e
Oliveira (1999 citado por GARCIA; GAGLEAZZI; SOBRAL, 2000) apresentaram resultados
similares ao trabalho anterior, com valores de a* entre 11,6 e 15,5. Valores ainda maiores
foram relatados na literatura, chegando a 20,2 (CASABURI et al., 2007; CIROLINI et al.,
2010; GARCIA;GAGLEAZZI; SOBRAL, 2000; RUIZ, 2011). Esses ultimos trabalhos
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citados, em sua maioria, incluiram carne bovina na formula¢do do embutido. Sabe-se que a
cor esta diretamente relacionada a quantidade de hemoglobina e mioglobina da carne, que
varia entre espécies, masculo, idade, sexo, fatores ambientais, dieta do animal e genética
(LIVINGSTON; BROWN, 1981). A carne bovina, por sua vez, possui, naturalmente,
coloracdo mais avermelhada do que a carne suina, fato este, que pode ter influenciado a
intensidade da cor vermelha.

Wojciak et al. (2012) apresentaram valores similares para 0 pardmetro a* em
embutidos fermentados secos inoculados com Lactobacillus casei, sendo que seu tratamento
controle apresentou maior valor, no primeiro dia de armazenamento (9,30). Com o tempo de
estocagem, os valores sofreram uma leve queda, sem se diferenciarem significativamente.
Nobile et al. (2009) também apresentaram resultados semelhantes em salames tipo italiano
formulados com substitutos de gordura, sendo que os valores variaram entre os tratamentos
entre 8,44 e 10,13.

O pigmento nitrosomioglobina é formado a partir da reagdo da mioglobina com o
oxido nitrico, resultado da reducdo do nitrito, e é responsavel pela cor vermelha do salame
(GAO; LI; LIU, 2014). Espécies de Staphylococcus, normalmente, sdo adicionadas para que
ocorra a formacéo desse pigmento estavel, porém as culturas iniciadoras adicionadas ou nao
aos tratamentos demonstraram influéncia no desenvolvimento de cor, com poucas variagoes
até 30 dias de estocagem. Houve o desenvolvimento da cor vermelha ao longo da fermentacgéo
e maturacdo de todos os tratamentos, possivelmente pela microbiota endégena da carne e
através da cultura iniciadora adicionada. A condicdo 4cida dos salames e a capacidade de
algumas linhagens de Leuconostoc mesenteroides em reduzir o nitrito também contribuiram
para o desenvolvimento da cor caracteristica do tratamento SCS.

Na Tabela 9, estdo apresentados os resultados para o parametro b* dos salames

tipo italiano, em funcéo do tempo de armazenamento.
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Tabela 9 - Médias (+ desvios padrdo) dos valores de b* nas amostras de salame, segundo tratamento e
tempo de armazenamento

Tempo de Armazenamento (dias)

Tratamento 0 15 30
SCO 4,53+0,71% 4,57+1,21% 4,86+1,43*
SCS 4,44%0,55%* 4,260,804 5,02+0,37""
sccC 4,59+0,92** 4,47+0,69%* 4,63+0,96*

Médias seguidas de letras mintisculas diferentes na mesma linha diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo
Teste de Duncan.

Médias seguidas de letras maitsculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo
Teste de Duncan.

SCO: controle; SCS: cultura selecionada; SCC: cultura comercial. b*: referente a intensidade de cor amarela.

Para o indice de cor amarela ndo houve diferenca significativa (p>0,05), até 30
dias de armazenamento para o tratamento SCO, apresentando valores entre 4,53 e 4,86; e para
o tratamento SCC, com valores entre 4,47 e 4,63. Para o tratamento SCS foi constatada
diferenga significativa (p<0,05), no tempo 30 dias em relacdo ao tempo de 15 dias de
armazenamento, apresentando um acréscimo no valor de b* de 4,26 para 5,02. Apesar de nédo
apresentarem diferenca significativa, os tratamentos SCO e SCC também obtiveram um
ligeiro aumento numérico, ap6s 30 dias de estocagem para o parametro b*.

Entre os tratamentos ndo houve diferenca significativa (p>0,05) durante o periodo
de armazenamento, com a média dos valores de 4,52, 4,43 e 4,83 para os tempos 0, 15 e 30
dias, respectivamente. O leve aumento nos valores de b* ap6s 30 dias de estocagem,
provavelmente se deve a oxidacdo lipidica, que eleva a intensidade do amarelo através da
rancidez (RUIZ, 2011).

Nobile et al. (2009) apresentaram resultados similares, em salames tipo italiano
elaborados com substitutos de gordura de porco, com valores entre 3,46 e 4,91 para b*.
Segundo os autores, os resultados ndo demonstraram grandes evidéncias da influéncia da
substituicdo da gordura de porco nos parametros de cor, provavelmente devido a
heterogeneidade tipica na coloragdo desses produtos.

Os valores obtidos para os tratamentos SCO, SCS e SCC sdo relativamente
inferiores aos resultados encontrados em diversos trabalhos, nos quais € possivel observar
uma variacdo grande dos resultados. Campagnol et al. (2007) analisaram os valores de b*
para salames sem cultura iniciadora adicionada e salames com a adi¢do de cultura iniciadora,
sendo que o primeiro obteve 7,88 e 0 segundo 7,49 para o parametro b*, sem apresentar
diferenga estatistica. GAO, LI e LIU (2014) obtiveram resultados semelhantes ao trabalho

citado, anteriormente, em embutidos fermentados adicionados de L. casei C2, relatando
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valores entre 6,85 e 7,08. Casaburi et al. (2007) relataram valores ainda maiores de b* para
embutidos fermentados secos, alcancando 17,82 ao final do periodo de secagem.

Wojciak et al. (2012) obtiveram estabilidade da cor durante o periodo de
armazenamento para embutidos fermentados secos embalados a vacuo, mostrando a
importancia da embalagem na estabilidade do produto. A formac&o e estabilidade da cor séo
parametros importantes para a aceitabilidade do salame (GAO; LI; LIU, 2014).

Na Figura 17, nota-se a evolucdo da cor dos salames pertencentes aos 3

tratamentos ao longo do periodo de armazenamento.

Figura 17 - Evolugéo dos salames ao longo do periodo de armazenamento

Os salames estdo dispostos da esquerda para a direita em SCO, SCC e SCS. (1) ap6s 0 dias de armazenamento;
(2) apos 30 dias de armazenamento e; (3) apos 60 dias de armazenamento.

Desde o tempo O até o tempo de 30 dias de armazenamento, ndo ocorreram
alteracOes visiveis na coloracdo dos tratamentos, porém apds 60 dias de armazenamento,
observa-se elevado grau de rancidez em todos os tratamentos, principalmente nos tratamentos
SCO e SCS. O tratamento SCC conseguiu manter a cor vermelha mais estavel, apds 60 dias
de estocagem, enquanto os outros tratamentos mostram-se com uma colora¢do mais marrom.
As analises ndo prosseguiram porque as amostras ndo apresentavam, apés 60 dias de
estocagem, aparéncia e odores caracteristicos de salame.

Na Figura 18 é possivel visualizar a rancidez na superficie da amostra do
tratamento SCS.
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Figura 18 - Salame tipo Italiano do tratamento SCS apés 60 dias de armazenamento

A rancidez é um problema caracteristico do uso apenas de BAL como cultura
iniciadora, ja que elas sdo capazes de produzir perdxido de hidrogénio, acelerando o0s
processos de oxidacao lipidica e a descoloracdo do salame, tornando-os amarronzados pela
formagéo de metamioglobina (GAO; LI; LIU, 2014).

A adicdo de uma espécie de Staphylococcus coagulase negativa pode degradar o
perdxido de hidrogénio formado pelas BAL através da enzima catalase, manter a coloragédo
vermelha por mais tempo pela acdo das enzimas nitrato e nitrito redutase, além de evitar

processos oxidativos, como no caso do tratamento SCC.

5.2.2.4 Determinagdo da maciez objetiva

Na Tabela 10, estdo apresentados os resultados da forga de cisalhamento dos

salames tipo italiano, em fungdo do tempo de armazenamento.

Tabela 10 - Médias (+desvios padrao) dos valores da maciez objetiva (Kgf) das amostras de salame,
segundo tratamento e tempo de armazenamento

Tempo (dias)

Tratamento 0 15 30
SCO 2,11+1,61% 2,38+2,02* 2,38+1,86%
SCS 1,94+0,82°4 2,00+1,27% 2,54+1 54%
scc 2,59+1,97* 2,38+1,81* 2,92+1,93"

Meédias seguidas de letras minusculas diferentes na mesma linha diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo
Teste de Duncan.

Médias seguidas de letras maitsculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo
Teste de Duncan.

SCO: controle; SCS: cultura selecionada; SCC: cultura comercial.

Observa-se que nem os tratamentos aplicados ou os tempos de estocagem
afetaram os valores de forca de cisalhamento obtidos nos tratamentos SCO e SCS. Esses

resultados sugerem a estabilidade do produto pronto que se mantem com uma maciez
87



constante durante toda a estocagem. Ao 30° dia de armazenamento, o tratamento SCC
apresentou valor de forga de cisalhamento superior (p<0,05) aos demais tratamentos e a0s
tempos de estocagem de 0 e 15 dias.

Estes resultados também se relacionam com os valores ja apresentados para a Aw
(Tab. 6), que indicam que o tratamento SCC apresentou o menor (p<0,05) valor em
comparacdo aos demais tratamentos aos 30 dias de estocagem. Esse fato permite inferir que
qguanto menor a Aw do salame maior sera a forca de cisalhamento apresentada ao corte. Outro
fator que pode interferir nessa avaliacdo € o percentual de lipideos, que embora tenha um
valor mais elevado no tratamento SCC aos 30 dias, ndo se observa diferencas estatisticas
(p>0,05) frente aos demais tratamentos.

Neste experimento, os percentuais de lipideos (Tab. 12) variaram de 16,21 a
18,88, valores proximos aos relatados por Lorenzo et al. (2011), que ao avaliarem o efeito do
teor de gordura (20, 30, e 40%) sobre as propriedades sensoriais de embutidos secos curados,
concluiram que a forca de cisalhamento diminui quando o teor de gordura se eleva, tendo
observado valores de 3,81, 2,37 e 1,45 Kg, respectivamente, para os trés niveis de gordura.

Resultados bastante proximos também foram observados por Slavica et al. (2011),
que ao avaliarem a maciez utilizando lamina de cisalhamento Warner-Bratzler em amostras
de "Uzi¢ka", um embutido fermentado e maturado tradicional da Sérvia, obtiveram valores
entre 2,4 e 4,4 Kg.

Deve-se destacar que os valores de forca de cisalhamento obtidos neste
experimento sdo de dificil comparacdo com a literatura, pois existem poucos trabalhos que
avaliaram a forca de cisalhamento desse tipo de produto pelo mesmo método utilizado.

Triki et al. (2013) analisaram a textura de embutidos fermentados dessecados de
40 mm de diametro, que tiveram a gordura de porco substituida por éleos de azeite, linhaca e
peixe. Foram avaliados, a temperatura de 22° C, cilindros (diametro = 20 mm, altura = 20
mm) que foram comprimidos até 50% da sua altura original, em que foi observado aumento
gradativo dos valores da forca de compresséao, ao longo do periodo de estocagem, partindo de
3,93 Kg no dia 0 até 5,83 Kg, aos 61 dias de estocagem.

Em um estudo de Reis e Soares (1998), foi avaliada a forca de cisalhamento de
salames tipo colonial contendo carne suina e ovina utilizando lamina de Warner-Bratzler. A
partir de cilindros padronizados com 13 mm de didmetro e 4 cm de comprimento, foi obtida
uma forca de cisalhamento de 3,56 Kg, identificados pela preferéncia dos consumidores como

salames macios, e valores de 5,35 Kg como salames duros.
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Salames menos gordurosos apresentam maior dureza, assim como a reducdo da
umidade torna a matriz da carne mais compacta, contribuindo para 0 aumento da dureza do
produto (GARCIA; GALEAZZI; SOBRAL, 2000; TRIKI et al., 2013).

A literatura mostra resultados variaveis para forca de cisalhamento de embutidos
fermentados. Neste experimento ndo foram observadas diferencas significativas (p>0,05) em
funcdo do armazenamento para os resultados de forca de cisalhamento entre os blocos, exceto
no 30° dia para o tratamento SCC em relacdo aos demais tratamentos e aos tempos de
armazenamento. A heterogeneidade pode ocorrer, embora as formula¢bes tenham idéntica
composic¢do, devido ao processamento e as caracteristicas da massa do salame (distribuigdo da
carne e da gordura), fatores esses que podem ter resultado em variagcdes na maciez.

5.2.2.5 Composicéo centesimal

A carne e seus derivados, como na maioria dos alimentos, possuem um sistema de
compensacao entre os niveis de umidade, proteina e lipideos (RECH, 2010). A composicdo
centesimal da massa de salame teve médias de 21,22% + 1,11 de proteinas, 12,89% + 4,90 de
lipideos, 3,74% + 0,6 de cinzas, 2,76% + 0,18 de cloretos e 66,17% * 0,71 de umidade.

Na Figura 19, observam-se as diferencas da composicdo centesimal entre a massa

e 0 salame pronto.

Figura 19 - Proporcéo de proteinas, lipideos, cinzas, cloretos e umidade da massa e do salame

Salame Massa

® Proteinas
= Proteinas
m Lipideos
mLipideos
m Cinzas
m Cinzas
Cloretos
Cloretos
= Umidade
m Umidade

A umidade na massa dos salames estava maior que no produto pronto, porque o
periodo de maturacdo resulta na desidratacdo do salame. Com isso, os lipideos, as proteinas,
as cinzas e cloretos se concentraram ao término da maturacao.

Na Tabela 11, estdo relacionados os resultados da composi¢do centesimal dos

tratamentos em funcgéo do tempo de armazenamento.
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Tabela 11 - Média (+ desvios padrdes) da composicéo centesimal nas amostras de salame, segundo
tratamento e tempo de armazenamento

Tempo (dias) Tratamentos
SCO SCS SCC

0 36,15+£7,07 36,79+5,34 36,61+6,47

Proteina (%) 30 35,39+5,50 36,17+4,87 36,62+5,24
0 16,37+4,44 17,85+1,37 16,74+2,35

Lipideos (%) 30 16,21+2,29 18,30+1,25 18,88+1,60
0 6,58+1,18 6,70+0,85 6,65+1,26

Cinzas (%) 30 6,43+0,79 6,64+0,62 6,51+0,67
0 5,89+1,01 5,89+0,62 5,74+0,85

Cloretos (%) 30 5,84+0,63 6,10+0,56 5,94+0,62
0 40,69+7,59 40,51+4,81 41,60+8,32

Umidade (%) 30 42,81+6,96 40,93+5,44 40,43+6,19

SCO: controle; SCS: cultura selecionada; SCC: cultura comercial.

A andlise de composicdo centesimal dos salames foi efetuada no dia 0, ou seja, no
dia em que os salames finalizaram o periodo de maturacdo, e depois de 30 dias de
armazenamento.

N&o houve diferenca significativa (p>0,05), apos 30 dias de armazenamento, em
relagdo aos componentes nos trés tratamentos (SCO, SCS e SCC). Os tratamentos obtiveram
resultados estatisticamente iguais para umidade, proteina, lipideos, cinzas e cloretos, tanto no
tempo 0 quanto no tempo de 30 dias de armazenamento.

A umidade ficou acima dos 35% indicado para salame tipo italiano, chegando a
apresentar 42,81% no tratamento SCO, ap6s 30 dias de estocagem. Apesar do ligeiro aumento
da umidade ap6s 30 dias para os tratamentos SCO e SCS, ndo houve diferenca significativa
(p>0,05), fato ao qual foram atribuidas as diferencas existentes entre as pecas. Os resultados
de umidade apresentaram-se acima dos valores encontrados por Rech (2010), que obteve
valores entre 34,66 e 34,99% em salames tipo italiano adicionados de substitutos de NaCl.

Nobile et al. (2009) observaram baixa umidade nos embutidos fermentados
adicionados de gordura de porco, obtendo o resultado de 26,01%, enquanto em embutidos
fermentados nos quais a gordura foi substituida por pdo branco embebido em azeite de oliva a
umidade foi de 37,40%. Hoz et al. (2004) obtiveram valores ligeiramente mais altos em
embutidos fermentados secos do que os resultados deste experimento para umidade, com
valores entre 45 e 46,68%. Macedo et al. (2008) encontraram valores de umidade que
variaram entre 38,54 a 41,48% para salame, corroborando com o presente estudo.

Os lipideos apresentaram resultados relativamente baixos se comparado ao
méaximo de 35% estabelecido pela legislacdo, variando entre 16,21 e 18,88%. Rech (2010)
obteve uma variagéo entre 30,01 e 31,73%, enquanto Nobile et al. (2009) relataram valores

entre 23,64 e 29,84%. Mendonza et al. (2001) obtiveram 31,6% de lipideos no embutido
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fermentado seco tradicional, e 16,3% em embutido fermentado seco, com baixo contetdo de
gordura. Olivares et al. (2010) apresentaram variacdo entre 22 a 28% de lipideos em
embutidos fermentados secos, com 10 a 30% de gordura adicionada.

O conteldo protéico manteve-se bem acima de 25%, atendendo a legislacdo. Os
resultados variaram entre 35,39 e 36,79%, proximo aos resultados de 30,82 e 38,52%,
observados por Nobile et al. (2009). Mendonza et al. (2001) obtiveram 24% de proteina em
amostras de embutidos fermentados secos, com alto teor de lipideos, e 36,2% em amostras de
embutidos fermentados secos com baixo teor de lipideos. Olivares et al. (2010) também
encontraram valores semelhantes entre 33,17 e 35,86%, sendo que o maior valor foi do
tratamento com médio teor de gordura. Resultados inferiores foram relatados por Rech
(2010), os quais apresentaram em meédia 25% de proteina em salames tipo italiano.

Em relacdo as cinzas e cloretos ndo ha um padrdo definido na legislacdo
brasileira. Os tratamentos apresentaram em média 6,58% de cinzas e 5,90% de cloretos.
Nobile et al.(2009) apresentaram valores similares em alguns tratamentos de embutido
fermentado, com uma média de 6,78%. Rech (2010) obteve uma variacdo entre 5,48 e 5,93,
enguanto Mendonza et al. (2001) encontraram uma variacéo de 5,1 a 7,1% de cinzas, sendo
que valores maiores foram relatados em amostras de embutido fermentado, com baixo teor de
lipideos. A quantidade de cinzas no produto pode estar relacionada as variagdes de umidade e
quantidade de sal adicionado (SANTA, 2008).

O sal ¢ responsavel por diversos efeitos tecnologicos na producdo de salames, no
entanto, deve-se reduzir o consumo de sal por causa dos riscos provocados a saude, incluindo
pressdo alta (hipertensdo) que agrava doencas cardiovasculares, renais e o diabetes. Varios
estudos sobre substitutos do sal tém sido desenvolvidos, nos quais foram testados o KClI,
MgCl,, CaCl,. A mistura desses sais tem se mostrado eficiente e reduz 50% a quantidade de
sodio (TODRA; REIG, 2011). Além dos substitutos do NaCl ha ainda outras duas opgoes:
incluir aromatizantes nos produtos carneos que imitem o sabor do sal e alterar a estrutura
fisica do NaCl, a fim de prevenir o uso excessivo do sal (WEISS et al., 2010).

Por fim, os resultados da composicdo centesimal dos tratamentos ficaram dentro
das caracteristicas de salame tipo italiano fixadas pela legislagdo brasileira, exceto para a
quantidade de umidade (BRASIL, 2000, 2003).
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5.2.3 Avaliagdo microbiologica

Na Tabela 12, encontram-se os resultados das analises de coliformes totais, coliformes
termotolerantes, Staphylococcus coagulase negativa, Staphylococcus coagulase positiva e

Salmonella spp. para cada tratamento.

Tabela 12 - Anélises microbioldgicas realizadas nas amostras de salame

Coliformes  Coliformes Staphylococcus Staphylococcus Salmonella spp
Tratamentos totais a45°C Coagulase positiva  coagulase negativa (em 25g)
(NMP/g) (NMP/g) (UFClg) (UFClg)
sco <7,3x10 <1 1,14 x 10° 8,17 x 10° ausente
scCs <2,77 x 10° <1 1,72 x10° 14,21 x 10* ausente
scc <5x10 <1 1,91 x10° 13,31 x 10° ausente

SCO: controle; SCS: cultura selecionada; SCC: cultura comercial.

Os resultados de coliformes totais foram baixos e ndo foi detectada a presenca de
coliformes termotolerantes, indicando a qualidade das condigdes higiénico-sanitarias da
matéria-prima, ambiente e manipuladores.

A presenca de Staphylococcus coagulase positiva estimada foi abaixo do limite
exigido pela legislacdo (5 x 10%). A presenca desse micro-organismo é avaliada através da

formagéo de codgulo em plasma de coelho, durante a prova de coagulase (Figura 20).

Figura 20 - Prova de coagulase feita com plasma de coelho

/

Era esperada a deteccdo de Staphylococcus coagulase negativa nos salames

devido a sua presenca na cultura iniciadora comercial, por fazer parte naturalmente da
microbiota da carne e por estar presente no ambiente de fabricacdo dos salames, visto que S.
xylosus € utilizado como cultura iniciadora para a producdo dos embutidos carneos
fermentados comercializados pela salumeria.

Né&o foi detectada a presenca de Salmonella spp. em 25¢g de salame amostrados
dos 3 tratamentos, estando, portanto, de acordo com a legislacdo. Na Figura 21, estdo

representadas amostras suspeitas de presenca de Salmonella spp.
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Figura 21 - Amostras com suspeita de presenca de Salmonella spp.

(1) Tubo com meio TSI e (2) Tubo com meio LIA.

As amostras que apresentaram alguma suspeita nos tubos contendo os meios TSl e
LIA, foram testadas em meio Rugai modificado. Esse meio permite os testes de motilidade,
lisina descarboxilase, urease, descarboxilacdo da lisina, fermentacao da glicose e da sacarose,
producdo de gas a partir da glicose, desaminacao do L-Triptofano e formacao de indol.

Na Figura 22, estdo representados os resultados da anélise de Salmonella spp. em

meio Rugai modificado.

Figura 22 - Andlise de Salmonella spp. em meio Rugai modificado.
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(1) tubo controle sem inocuiégéo; (27)vresultado final da inoculacdo com a amostra suspeita de Salmonella spp. e
(3) Identificacdo de Salmonella spp. e Salmonella typhi (MBIOLOG, 2015).
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Neste Gltimo teste para Salmonella spp., o resultado foi negativo para todas as
amostras.

Os resultados das analises microbiologicas apontam que o processamento dos
salames tipo italiano foi feito com qualidade sanitaria. Este fato nem sempre encontrado em
pequenas fabricas no Brasil, onde, frequentemente, as caracteristicas microbiologicas dos
produtos sdo reprovadas (SANTA, 2008).

Em um estudo anterior, as linhagens de Lactobacillus satsumensis 23P3 e
Leuconostoc mesenteroides 13U2 apresentaram boa capacidade e atividade inibitdria frente as
linhagens de Listeria monocytogenes in vitro. As linhagens de BAL isoladas de kefir séo
produtoras de substancias inibitdrias de Listeria monocytogenes que, possivelmente, a partir
de concentrados dessas substancias pode-se atingir maior potencial inibitério com
possibilidade de uso em alimentos para garantir inocuidade (AUAD, 2014).

As amostras de salame tipo italiano dos tratamentos SCO, SCS e SCC atenderam
aos padrdes microbioldgicos regulamentados através da Resolucdo n® 12, de 2 de janeiro de
2001, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).
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6. CONCLUSAO

As linhagens de BAL selecionadas (Lactobacillus satsumensis e Leuconostoc
mesenteroides) demonstraram boa capacidade de acidificacdo e rapido crescimento;

A adicdo da cultura iniciadora selecionada (SCS) reduziu o tempo de fermentacédo
quando comparado ao tratamento controle (SCO), atingindo valores de pH ideal (< 5,3);

Durante toda a estocagem, o tratamento adicionado de cultura iniciadora comercial
(SCC) mostrou-se estavel; entretanto, os tratamentos SCS e SCO apresentaram odor de
ranco aos 60 dias e foram descartados;

A cultura iniciadora selecionada se mostrou promissora na fabricacdo de embutidos
carneos fermentados, como o salame tipo italiano;

O uso das culturas iniciadoras Lactobacillus  satsumensis e Leuconostoc
mesenteroides, se produtoras de compostos antimicrobianos, poderd contribuir para a

inocuidade de embutidos carneos fermentados.
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