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RESUMO

Com o intuito de oferecer ao consumidor novas opgdes de produtos que contenham
microrganismos probidticos e viabilizar o uso dessas culturas no ambiente cérneo,
desenvolveu-se um embutido fermentado, andlogo ao salame, adicionado de culturas lacticas
probidticas. Foram utilizadas trés diferentes espécies de Lactobacillus tradicionalmente
empregadas em bebidas lacteas e conhecidas por suas propriedades probidticas. Previamente
ao desenvolvimento do produto, foi verificada a resisténcia das cepas de Lactobacillus casei,
Lactobacillus casei ssp. rhamnosus e Lactobacillus paracasei ssp. paracasei aos sais de cura,
utilizando concentragfes de até 3% de cloreto de sédio e 200 ppm de nitrito de sodio, sendo
observada a sobrevivéncia das culturas em todas as concentragOes testadas. Para o
desenvolvimento do produto cérneo, foram conduzidos trés experimentos que avaliaram o
crescimento e o efeito da utilizacdo das culturas de Lactobacillus sobre caracteristicas fisico-
quimicas, microbioldgicas e sensoriais dos embutidos. A adicéo das cepas probidticas a massa
dos produtos foi realizada sob a forma concentrada, em caldo MRS previamente centrifugado,
ao final da mistura dos ingredientes, logo ap6s a adicdo da cultura starter comercial. No
Experimento 1, os embutidos foram processados por um periodo de 25 dias em camara de
maturagdo com temperatura e umidade relativa do ar controladas. Ficou constatada que a
presenca das culturas probidticas promoveu reducdo mais répida do pH dos produtos em
relacdo ao tratamento controle, proporcionando gosto &cido mais intenso na avaliagdo
sensorial, principalmente para cepa de Lactobacillus rhamnosus, que tornou o sabor dos
embutidos menos apreciado. A presencga das espécies probioticas também causou redugdo no
crescimento de Staphylococcus xylosus da cultura starter gerando efeito sobre a cor e a
textura dos produtos, que apresentaram tonalidade mais clara e consisténcia mais macia. Por
outro lado, o desenvolvimento da bactéria lactica Pediococcus pentosaceus, integrante da
cultura starter, ndo sofreu influéncia negativa pela adi¢do dos probidticos nos embutidos. No
Experimento 2, o efeito da utilizagdo das cepas de Lactobacillus casei e Lactobacillus
paracasei nos embutidos foi avaliado durante o periodo de 28 dias de processamento em
camara de maturacgdo e 56 dias de armazenamento em embalagem a véacuo sob refrigeragéo. O
uso das duas culturas proporcionou resultados semelhantes nas determinagdes fisico-quimicas
e sensoriais dos embutidos, porém a viabilidade celular de Lactobacillus paracasei durante os
periodos de processamento e armazenamento dos embutidos mostrou-se superior a de
Lactobacillus casei. No sentido de melhorar as caracteristicas sensoriais e reduzir sinais de
oxidacao lipidica nos embutidos, o terceiro experimento foi conduzido, sendo testada a adigéo
de extrato hidroetanolico de marcela do campo, além da cepa de Lactobacillus paracasei nos
produtos durante 28 dias de processamento e 150 dias de armazenamento refrigerado sob
condicBes de vacuo. A agdo antioxidante do extrato vegetal sobre os lipideos foi comprovada
somente nos embutidos adicionados concomitantemente com a cultura probi6tica. O uso
conjunto do probiotico e do antioxidante também proporcionou aos embutidos o melhor perfil
sensorial entre os tratamentos testados. A cultura de Lactobacillus paracasei apresentou
desenvolvimento estavel durante 150 dias de armazenamento do produto, mantendo o nimero
de células viaveis superior a 10® UFC/ g até o final da estocagem e mostrando propriedade
probidtica de crescer em meio com pH 3,0 e 0,3% de sais biliares por um periodo de 4 horas,
0 que confirma sua possibilidade de sobrevivéncia durante a passagem pelo estdmago e
intestino delgado.

Palavras-chave: probioticos, Lactobacillus paracasei, salame, embutido fermentado.



ABSTRACT

In order to offer to the consumers new probiotic type products and make possible the use of
probiotic cultures in meat environment a fermented sausage containing probiotic lactic acid
bacteria was developed. Three different Lactobacillus species traditionally used in milk
beverages and known Dby their probiotics properties had been used. Previously to the
development of the product, the resistance of Lactobacillus casei, Lactobacillus casei ssp.
rhamnosus and Lactobacillus paracasei ssp. paracasei to curing salts was verified, using
concentrations up to 3% sodium chloride and 200 ppm sodium nitrite. All Lactobacillus
strains showed survival in the tested curing salt concentrations. For the development of the
fermented sausage three different experiments were carried out with the intention to evaluate
the growth and the effect of the use of Lactobacillus strains on physical and chemical,
microbiological and sensory characteristics of the product. Probiotic strains were grown in
MRS broth and the viable cells were concentrated by centrifugation to their addition into the
raw sausage material at the end of the mixture of ingredients, after the addition of commercial
starter culture. In Experiment 1, the sausages were fermented and ripened for 25 days under
controlled temperature and relative humidity conditions. The presence of probiotics strains
resulted in faster and higher pH decrease compared to control sausage, providing stronger
acid taste, mainly for Lactobacillus rhamnosus sausage that showed lower scores for flavor in
the sensory evaluation. The probiotic strains also decreased the growth of starter culture
Staphylococcus xylosus influencing the color and the texture of the products that had
presented lighter color and lower consistency. On the other hand, the development of
Pediococcus pentosaceus starter culture was not affected by the presence of probiotic strains.
In Experiment 2, the effect of the use of Lactobacillus casei and Lactobacillus paracasei in
the sausages was evaluated during 28 days ripening and 56 days vacuum storage under
refrigerated conditions. The use of L. casei and L. paracasei provided similar results for
physical and chemical analysis and sensory evaluation however the viable cells count of
Lactobacillus paracasei during the ripening and storage was higher than the Lactobacillus
casei. With the intention to improve sensory profile and reduce lipid oxidation in sausages a
third experiment was carried out with the addition of hydroethanolic extract of marcela do
campo (Achyrocline satureioides) and Lactobacillus paracasei strain in sausages. The
products were processed for 28 days of fermentation and ripening and stored for 150 days
under vacuum and cooled environment. The antioxidant effect of the plant extract was
confirmed only in sausages added concomitantly of probiotic culture and extract of marcela
do campo. The simultaneous use of Lactobacillus paracasei and the natural antioxidant
provided to sausages the greatest sensory profile among the treatments. Lactobacillus
paracasei maintained viability throughout 150 days of storage, remaining viable cells level
higher than 10 UFC/ g at the end of storage. The strain also showed growth in phosphate-
buffered saline adjusted to pH 3,0 and MRS broth supplemented with 0.3% bile salts for 4
hours, indicating its possible ability to survive the passage through the stomach and the small
intestine.

Key-words: probiotic, Lactobacillus paracasei, fermented sausage.
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1 INTRODUCAO

A crescente preocupagdo dos consumidores em conhecer as caracteristicas dos
alimentos que consomem tem conduzido ao desenvolvimento de produtos que promovam a
salide e o bem-estar, além de sua fungdo de nutricdo (TYOPPONEN et al., 2003). Esses
alimentos que geram efeitos benéficos a salde humana aliados a acdo nutricional sdo
denominados funcionais. Seu efeito deve-se a adicdo de ingredientes ativos, & remogao ou
substituicdo de substancias indesejaveis em sua composi¢do. Estima-se que o consumo de
alimentos funcionais na Europa totalize 5% do conteido total de alimentos consumidos
(ERKKILA et al., 2001b).

A disseminacdo do conceito de promocdo da salde utilizada pela industria de
alimentos iniciou nos anos 60, havendo nos anos 70 a tendéncia de remover ou substituir nos
alimentos componentes “ndo saudéveis” como acucar, sal e gordura. Essa tendéncia manteve-
se nos anos 80, principalmente para alguns aditivos. Nos anos 90, componentes promotores da
saude como vitaminas, antioxidantes, fibras e probidticos passaram a ser adicionados aos
alimentos, tendo sido comprovadas as agBes benéficas dos alimentos funcionais a partir do
ano 2000. Na Europa, o mercado de alimentos funcionais é composto por 60% de produtos
lacteos, 25% de pastas & base de gordura, 10% de produtos de panificagdo e cereias e 5% de
bebidas (TYOPPONEN et al., 2003).

Os probidticos ocupam grande espaco entre os alimentos funcionais, representando
65% do total comercializado mundialmente (SANTOS; FERREIRA; COSTA, 2003). Os
microrganismos benéficos tém sido aplicados principalmente em bebidas l4cteas, mas
também em produtos & base de cereais, formulas para alimentacdo infantil, sucos de frutas e
sorvetes (BEDJER, 2004).

Na indUstria carnea, o uso de probidticos mostra-se mais promissor nos produtos crus
fermentados, haja vista serem fabricados com carne crua e consumidos sem prévio
aquecimento, o que causaria a morte dos microrganismos (ERKKILA et al., 2001a). Os
embutidos carneos como o salame sdo muitas vezes considerados produtos menos saudaveis
devido ao seu conteudo de gordura, aditivos e especiarias. Nesse sentido, a adi¢do de
probidticos a esses alimentos poderia trazer os beneficios a salde associados as bactérias
lacticas e contribuir para o aumento do consumo desses produtos por uma parcela da

populacdo preocupada com a manutencdo da sadde.



Porém, a incorporacdo de bactérias probidticas aos produtos carneos tambem
representa um grande desafio tecnoldgico devido a conhecida sensibilidade desses
microrganismos ao sal, as especiarias e as demais substancias utilizadas em sua formulagéo
(SAMESHIMA, et al., 1998; ANDERSEN, 1998). Além disso, essa adi¢do pressupde 0 uso
de microrganismos que resistam ao processo de fermentagdo da carne e que permanegam
vidveis para sobreviver & passagem pelo estdmago e intestino delgado e exercer suas acdes
benéficas no organismo (LUCKE, 2000).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver um produto carneo fermentado,
analogo ao salame, adicionado de bactérias lacticas probioticas e verificar o efeito dessa

adicdo sobre as caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas e sensoriais do produto.

1.1.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos foram:

- testar a capacidade das culturas probioticas Lactobacillus paracasei, L. casei e L.
rhamnosus, tradicionalmente utilizadas em derivados lacteos, em sobreviver as
concentragdes de sais de cura usualmente empregadas nos produtos carneos
fermentados;

- avaliar a capacidade de Lactobacillus paracasei, L. casei e L. rhamnosus de crescer e
manter-se viaveis em produto carneo;

- verificar a influéncia da adi¢do de Lactobacillus paracasei, L. casei e L. rhamnosus
sobre as caracteristicas fisico-quimicas, microbiolégicas e sensoriais do produto
carneo fermentado e selecionar a cepa mais adequada ao produto;

- averiguar o efeito da utilizagcdo de extrato hidroetandlico de marcela do campo com
propriedade antioxidante sobre a rancificacéo lipidica, crescimento da cultura lactica e
atributos sensoriais do produto carneo;

- testar a capacidade probiotica de Lactobacillus paracasei em resistir ao baixo pH e

aos sais biliares.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 EMBUTIDO CARNEO

Os processos de secagem, fermentagéo e defumagdo podem ser considerados como 0s
mais antigos métodos de conservacdo da carne. Esses processos eram utilizados nas regides
onde, por razdes climéticas, ndo poderiam ser aplicadas outras técnicas de conservacdo
(MONFORT, 2002).

Embutido é um alimento que se prepara com carne picada e condimentada,
proporcionando forma simétrica. A palavra embutido deriva de salsus que em latim significa
salgado ou carne conservada por sal. A elaboragdo de embutidos iniciou-se como um simples
processo de salga e secagem para a conservacdo da carne fresca que ndo poderia ser
consumida imediatamente. Os antepassados descobriram que esses produtos tinham sua
conservagéo e sabor favorecidos com a adicdo de especiarias e outros condimentos. O produto
era manuseado dentro de inv6lucros construidos com o trato intestinal de animais (PRICE;
SCHWEIGERT, 1994).

Dependendo da regido geografica, o produto ganha textura e sabores especificos para
agradar o paladar local, sendo que muitos produtos atualmente conhecidos devem seus nomes
aos locais de procedéncia. Em sua grande maioria, 0s embutidos atuais surgiram de
precursores do velho mundo. Os embutidos cozidos procedem do norte da Europa, onde o
clima era suficientemente frio para permitir sua conservagdo e armazenamento. Os embutidos
secos, por outro lado, se estabeleceram na Europa Meridional, onde o produto mais estavel a
temperaturas moderadas era mais apropriado (PRICE; SCHWEIGERT, 1994).

Na Europa Ocidental existe uma grande variedade de embutidos carneos curados que
podem ser classificados em produtos de pega inteira ou picada, defumados ou dessecados
naturalmente, produtos acidificados, produtos com ou sem adigdo de fungos, produtos crus ou
cozidos e produtos de massa granulosa ou pastosa. Os produtos crus curados tradicionais do
norte da Europa caracterizavam-se pelo baixo pH e defumagéo, enquanto que os produtos do
sul da Europa poderiam ser acidos ou pouco &cidos, defumados ou ndo, cujo processo de

conservacdo estava condicionado as condi¢Bes climéticas da regido (MONFORT, 2002).



A demanda por novos produtos influenciou grandemente o desenvolvimento da
indastria de embutidos. Os avangos nos métodos de refrigeragdo, envase e distribuicdo
facilitaram a inclusdo de pequenos fabricantes locais nos grandes mercados. No entanto, a
inddstria de embutidos encontra dificuldades em alcangar uma parcela da populacgéo, devido a
informacGes que sugerem consequiéncias danosas no consumo desse tipo de alimento.

A elaboracdo de embutidos antes tomada como uma arte é agora uma ciéncia
altamente sofisticada, surgindo a cada dia novas tecnologias desde o processamento,
desenvolvimento de equipamentos até a forma de apresentacdo e distribui¢do dos produtos.
Essas caracteristicas fazem da elaboracdo de embutidos uma das areas mais dindmicas da
industria carnea (PRICE; SCHWEIGERT, 1994).

Os embutidos crus, curados e fermentados, como o salame, encaixam-se perfeitamente
nas tendéncias atuais de consumo da populacdo devido & sua facilidade de preparacdo
(prontos para consumo), facilidade de conservagéo, versatilidade de uso, individual ou como
acompanhamento em prepara¢fes culindrias, cardter nutritivo e variadas formas de
apresentacdo e sabor (MONFORT, 2002).

2.1.1 Embutidos Fermentados

Apoés a experiéncia com a criagdo de animais datada de milhares de anos e muitas
décadas de intensas pesquisas sobre os processos de fermentacdo e secagem da carne, a
fabricacdo de embutidos fermentados ainda envolve muita ciéncia, um pouco de arte e uma
certa quantia de mistica (HAND, 1997, citado por INCZE, 1998).

A produgdo de embutidos fermentados no mundo perde-se na Antiglidade devido a
necessidade de conservagdo da carne para seu posterior consumo. As primeiras civilizagdes
faziam uso da salga para essa finalidade, sendo que inicialmente salgavam-se pegas completas
ou grandes pedagos de carne, passando posteriormente & salga e a condimentacdo de pecas
menores, cortadas em pedacos e embutidas em envoltorios flexiveis no intuito de tornar o
processo de conservacao mais rapido (FROSI, 2002; BERAQUET, 2005).

Por tratar-se de um alimento rico em proteinas e com alto teor de &gua, a carne
apresenta alta perecibilidade e curto periodo de vida util, devendo ser preservada mediante o
uso de técnicas de conservacdo. A fermentacdo mostra-se como um eficiente método de
conservacdo para a carne, porém raramente € utilizada isoladamente. A preservacdo da carne

geralmente € obtida pela combinag&o de fermentacdo, desidratacéo e salga.



Esses meétodos de conservacdo constituem a base das técnicas tradicionais de
preservacdo da carne, tendo sido empregados antes mesmo da compreenséo cientifica de sua
acéo sobre o tecido muscular (CAMPBELL-PLATT, 1995).

A fermentacdo cérnea é um processo dindmico, caracterizada por continuas alteragdes
bioquimicas, biofisicas e microbioldgicas, empregada ha muitos anos para a conservacdo da
carne. Ultimamente, tem-se tentado conhecer, monitorar e melhorar o processo visando a
obtenc&o de produtos de qualidade superior (PINTO; PONSANO; HEINEMANN, 2001).

A salga, a cura e a secagem da carne fresca demonstraram ser meios efetivos de
controlar o crescimento microbiano, haja vista que a microbiota da carne salgada é diferente
daquela da carne fresca. Os sais de cura criam um microambiente na massa carnea que
favorece o crescimento de tipos especificos de bactérias gram positivas, inibindo o
crescimento da flora contaminante da carne fresca. Essa inversdo microbiana que ocorre
durante a salga e o processo de cura foi a origem acidental de todos os produtos carneos
fermentados (BERAQUET, 2005).

Os embutidos carneos fermentados sdo aqueles que sofrem uma répida fermentacéo
inicial com posterior desidratacdo parcial, embutidos em envoltérios naturais ou artificiais,
defumados ou ndo. Esses produtos dispensam refrigeracdo e possuem grande estabilidade
quando comparados com outros produtos carneos, obtidos pela combinacdo de diversos
fatores que atuam como obstaculos ao crescimento microbiano indesejavel (FROSI, 2002).
De acordo com BERAQUET (2005), os embutidos fermentados séo produtos resultantes da
fermentacdo lactica da carne crua triturada e salgada, misturada a gordura em forma de cubos
ou triturada, adicionada de especiarias, embutida e processada em envoltdrios naturais ou
sintéticos.

Os embutidos fermentados se submetem a uma dessecagdo parcial, cura e maturacéo,
envolvidos por tripas naturais ou artificiais, defumados ou n&o, e conservados por maior
tempo. Compreendem os embutidos elaborados com carne suina, bovina ou ambas, que se
caracterizam por sabor forte e picante, originado devido & produgdo de acidos por
fermentacdo microbiana (PRICE; SCHWEIGERT, 1994).

Os embutidos fermentados podem ser classificados em secos e semi-secos. A
formulacdo em carnes, tamanho das particulas, intensidade do sabor, tipo da tripa utilizada e
tempo de conservacdo sdo varidveis que contribuem para a existéncia de uma ampla variedade
desses embutidos (LUCKE, 2000).



Os embutidos semi-secos diferem dos secos por possuirem sabor mais picante, textura
mais branda e menos rugosa, contendo aproximadamente 50% de &gua enquanto 0S Secos
possuem 35% de umidade permanecendo em maturagdo por 10 a 100 dias (PRANDL et al.,
1994).

O sabor picante dos produtos semi-secos resulta da presenca de &cidos organicos
predominantes nos produtos comercializados com menos de duas semanas de maturagéo, pois
a partir desse periodo iniciam-se processos de oxidacdo desses &cidos com consequente
reducéo do sabor acido a medida em que se prolonga a maturagdo (LUCKE, 2000).

Esses embutidos ndo sdo produtos tipo emulséo, sendo melhor classificados como
mesclados ou misturados, para os quais o tamanho das particulas carneas é muito importante
na obtencdo das caracteristicas desejaveis. Nos produtos secos e semi-secos ndo se deseja a
extracdo de proteinas miofibrilares durante o processo de elaboracdo, o que ocorre na
fabricacdo de embutidos emulsionados nos quais o sal € incorporado a carne no inicio do
processo para essa finalidade. Por outro lado, nos embutidos dessecados, o sal € adicionado ao
final do processo de mistura da massa, auxiliando a eliminacdo ordenada de &gua do interior
do produto durante sua elaboragéo (PRICE; SCHWEIGERT, 1994).

2.1.1.1 Definicéo e origem do salame

Entende-se por salame o produto c&rneo industrializado obtido de carne suina ou suina
e bovina, adicionado de toucinho e ingredientes, embutido em envoltérios naturais e/ou
artificiais, curado, cru, fermentado, maturado, defumado ou ndo e dessecado. A presenca de
mofos caracteristicos na superficie é consequéncia natural do processo de fabricagdo
(BRASIL, 2000).

A origem da palavra salame é incerta. Muitos autores descrevem que o termo teve
origem do latim com significado de sal, enquanto outros autores atribuem sua denominacéo a
cidade de Salame localizada no Chipre. A origem dos salames parece estar relacionada aos
paises do Mediterraneo, do sul da Europa, de onde sairam para serem posteriormente levados
aos demais paises do continente europeu (ZEUTHEN, 1995). No Brasil, o termo salame ¢
genérico e geralmente aplicado aos embutidos fermentados, que se diferenciam pela espécie
animal da carne utilizada, forma de preparacdo da gordura, quantidade de sal e tipo de

condimentacdo utilizados, natureza e dimensdo do envoltdrio empregado, presenca ou ndo de



bolor superficial e pelas condi¢bes de tempo e temperatura aplicadas durante a fermentagéo
(BERAQUET, 2005).

Para HUGAS; MONFORT (1997), o salame pode ser definido como a mistura de
carne triturada e gordura com sal, nitrato e/ou nitrito, acucar e condimentos que apds
embutimento é submetida a processo de fermentacéo e secagem, proporcionando ao produto
final grande vida de prateleira, como conseqiiéncia da inibicdo de bactérias patogénicas e
deteriorantes.

Internacionalmente, os salames sdo classificados em dois grandes grupos de acordo
com a tecnologia de fabricagdo e o pH final do produto. Os salames do norte da Europa sdo
elaborados com carne bovina e suina, submetidos a uma fermentacdo de curta duracéo e
rpido abaixamento de pH. Possuem como principal caracteristica o sabor picante,
proporcionado pelo pH final inferior a 5,0. Os salames do sul da Europa ou do Mediterraneo
apresentam em sua formulacéo, predominantemente, carne suina. Sua fermentacéo € de longa
duracéo, os valores de pH séo sempre superiores a 5,0, 0s quais juntamente com a adi¢do de
especiarias, conferem ao produto aroma e sabor envolventes. O salame tipo italiano, fabricado
no Brasil, enquadra-se no segundo grupo, pois €, predominantemente, obtido a partir de carne
suina, maturado por um periodo aproximado de 30 dias, apresentando aroma e sabor suaves e
pH em torno de 5,4 (TERRA, 2003; ZANARDI et al., 2004).

No Brasil, a producéo de salame originou-se a partir dos conhecimentos e processos de
producéo trazidos pelos imigrantes italianos, que ao se instalaram na regido sul encontraram
condicBes climéticas favoraveis e iniciaram a producéo artesanal, dando origem as pequenas
fabricas. A producdo e o consumo nacional de salame estdo concentrados na regido sul,
especialmente no Rio Grande do Sul. TERRA; FRIES; TERRA (2004) citam que o volume
diario da producéo de salame no Brasil é de 110 a 120 toneladas. Porém, apesar da escassez
de numeros oficiais, acredita-se que a producdo caseira represente cerca de 50% do total da
producdo nacional, sendo o produto identificado como “salame colonial” o de maior volume
de comercializacdo, haja vista sua facilidade de fabricagdo. Esse cenério sobre a producédo
nacional de salame mostra que o mercado é ocupado tanto por grandes empresas que utilizam
equipamentos e técnicas de producdo avangadas, concentradas em um pequeno numero de
indudstrias, quanto por um grande nimero de fabricas que processam produtos artesanais em
pequena escala, utilizando tecnologia semelhante & dos primeiros imigrantes que chegaram ao
Pais (FROSI, 2002).



Ricos em variedades, os salames atingem na Alemanha 330 tipos diferentes e na Italia
englobam quase mil variedades. No Brasil, 0s tipos mais conhecidos s&o italiano, milano,
hamburgués, friolano, calabrés, alemé&o, salaminho e napolitano (TERRA, 1998). Outros
produtos fermentados com significativa producgdo sdo o presunto tipo Parma, o copa e mais
recentemente o peperoni, ainda que em volumes muito inferiores aos produzidos pelos paises

com tradicdo nesses produtos (FROSI, 2002).

A Tabela 1 mostra a producdo brasileira de produtos c&rneos e a posi¢do do salame na
producdo total.
TABELA 1 - PERFIL DA PRODUCAO BRASILEIRA DE PRODUTOS CARNEOS

PRODUTO CARNEO PRODUCAO (%)
Linglica 25,0
Mortadela e Salsichdo 17,0
Salsicha 15,0
Apresuntado 8,0
Presunto 75
Hamburger 6,0
Salame 3,0
Charque 12,0
Outros 6,5

FONTE: TERRA, 1998.

Pela analise da tabela, observa-se a grande predominancia dos produtos curados
consumidos no Brasil. Por tratar-se de um produto de maior valor econémico e que requer
maior tecnologia para seu processamento, entre 0s produtos cérneos citados, o salame é o
menos consumido. Porém, atualmente, em nivel mundial, muitos sdo os estudos envolvendo a
fabricacdo de produtos carneos fermentados, como o salame, visando desde a substituicdo de
matérias-primas para diminuicdo de custos até a introdugdo de microrganismos benéficos a

saude humana.

2.1.1.2 Fabricacéo de salame

De uma forma simples, a fabricagdo de salame ocorre em duas etapas distintas. Na
etapa inicial, ocorre a fermentacéo e acidificacdo com o desenvolvimento de caracteristicas
sensoriais de cor e na etapa final, a desidratacéo, que além de reforgar algumas propriedades
sdpidas, reduz a atividade em niveis prejudiciais aos microrganismos responsaveis pela
deterioracdo do produto (TERRA, 2003).



As transformagdes ocorridas no salame durante sua fabricagdo podem ser resumidas
nas seguintes etapas: alteracdo na microflora inicial, decréscimo nos valores de pH, reducédo
do nitrato a nitrito para a formagdo de mioglobina nitrosa, solubilizacdo e gelificagdo das
proteinas miofibrilares e sarcoplasmaéticas, protedlise, lipdlise e fenbmenos oxidativos, além
da desidratacdo (LIZASCO; CHASCO; BERIAIN, 1999).

O processo fermentativo ocupa posi¢do de alta relevancia na fabricagdo de salame,
pois participa diretamente na geracdo de cor, sabor, aroma, textura e vida Gtil (TERRA,
1998).

a) Matérias-primas

Na escolha da matéria-prima, prefere-se as carnes mais intensamente coradas de
animais de maior idade, sdos, bem nutridos e descansados (PARDI et al., 1996). A coloragéo
vermelho escura do salame constitui um atributo importante de qualidade, devendo a esse fato
0 uso de carne bovina nas formulagGes, visto conter maior teor de mioglobina que a carne
suina.

O pH das carnes utilizadas ndo devera exceder 5,8, estando preferencialmente situado
entre 5,4 e 5,8, quando adquirem estrutura aberta na qual as fibras musculares se retraem
devido ao suco exsudado. Esse suco acumula-se nos espacos interfibrilares, aumentando o
volume da peca e permitindo melhor penetracdo de sal e sais de cura. Outra consequéncia do
baixo pH é a maior perda de umidade durante os processos de maturacdo, defumacéo e
dessecagdo. Essas condigOes facilitam a conservagdo do produto e reduzem o perigo
microbioldgico. Carnes com pH superior a 6,2 ndo sdo adequadas a elaboragdo de embutidos
crus, mesmo quando adicionadas de rebaixadores de pH (PARDI et al., 1996).

Segundo PRANDL et al. (1994), carnes com pH elevado do tipo DFD (escura, firme e
seca) podem prejudicar o abaixamento de pH no embutido, favorecendo a multiplicacdo de
bactérias deteriorantes. Por outro lado, o uso de grandes quantidades de carne PSE (pélida,
suave e exsudativa), que possuem baixo pH, pode acarretar defeitos de dessecac¢éo no produto
final por uma répida perda de umidade, além de tornar a cor do produto mais clara que a
tradicional.

A proporgéo de carne suina no salame deve ser de no minimo 60%, com exce¢do do

salame hamburgués cujo teor minimo permitido é de 50%.
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Além da carne suina, define-se como ingredientes obrigatérios dos salames o toucinho
e os sais de cura (sal, nitrito e/ou nitrato de sédio e/ou potassio). O toucinho a ser empregado
deve proceder unicamente de animais depilados (BRASIL, 2000).

Por tratar-se de um produto de maior periodo de vida Util e sem necessidade de
refrigeracdo no armazenamento, o salame deve apresentar caracteristicas fisico-quimicas bem
definidas para garantir sua integridade, cujos limites maximos e minimos estdo apresentados
na Tabela 2.

TABELA 2 - CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DO SALAME DE ACORDO
COM A LEGISLACAO VIGENTE

CARACTERISTICAS VALORES
Atividade de agua (Aw) méaximo 0,92
Umidade (%) méaximo 40
Gordura (%) méaximo 35
Proteina (%) minimo 20
Carboidratos totais (%) maximo 4,0 *

FONTE: BRASIL, 2000; *BRASIL, 2003a.

De acordo com a legislagdo vigente, no salame também podem ser adicionados
ingredientes opcionais, como a carne bovina, leite em pd, aclcares, maltodextrinas, proteinas
lacteas, aditivos intencionais, vinho, condimentos, aromas e especiarias e substancias
glaceantes para revestimento externo. A Tabela 3 mostra a composi¢ao quimica de salame
segundo FRANCO (2001).

TABELA 3 - COMPOSICAO QUIMICA DE SALAME

COMPONENTES QUANTIDADES
Proteinas (g/ 100g) 24,04
Glicideos (g/ 1000) 0,00
Lipideos (g/ 10009) 22,36
Calcio (mg/ 100g) 10,00
Fésforo (mg/ 1009) 260,00
Ferro (mg/ 100g) 2,60
Calorias (kcal/ 100g) 297,40

FONTE: FRANCO, 2001.

Para o salame italiano, um dos tipos mais consumidos no Brasil, o teor maximo de
atividade de agua deve ser de 0,90, umidade maxima de 35%, gordura maxima de 32%,

proteina minima de 25% e teor de carboidratos totais de no maximo 4,0% (BRASIL, 2000;
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BRASIL, 2003a). Conforme TERRA (2003), o salame tipo italiano deverd apresentar pH final
de 5,2 a5,4 e atividade de agua em torno de 0,87.

A temperatura das matérias-primas constitui um fator de grande importancia durante
as operagOes de moagem e mistura dos ingredientes, sendo recomendada nessas operacgdes

temperaturas baixas de refrigeracdo que variam de +1 a +4° C (FROSI, 2002).

b) Cura

Historicamente, a cura pode ser definida como a adi¢do de sal & carne para fins de
preservacdo. No decorrer dos tempos, outras substancias foram sendo adicionadas. Entende-se
por cura a adicdo de sal (cloreto de sddio), nitrato e/ou nitrito e demais ingredientes
necessarios para conferir caracteristicas Unicas de sabor, aroma e coloracdo ao produto
(CANHGQOS; DIAS, 1985).

b1) Sal (NaCl)

O sal é o principal agente de cura. Atua como conservante pela diminuigdo da
atividade de &gua do produto, desidratacdo das bactérias e a¢do toxica do ion cloro, sendo
também agente flavorizante (valores iniciais de 2,5% a 3%), contribuindo para o sabor tipico
do produto curado. O sal é um dos primeiros obstaculos ao crescimento de microrganismos
indesejaveis no salame, atuando também na solubilizacdo e difusdo das proteinas
miofibrilares da carne formando um gel entre as particulas de carne e entre a carne e a
gordura (CANHOS; DIAS, 1985; GARCIA; GAGLEAZZI; SOBRAL, 2000; TYOPPONEN
et al., 2003).

A quantidade de sal adicionada ao salame é variavel, oscilando entre 2% a 3%. Nos
altimos anos, verifica-se a tendéncia da diminui¢do do teor de sal adicionado, pois 0 gosto
muito salgado ndo é aceito pelos consumidores para esse tipo de produto (MONFORT, 2002).

Usualmente, os valores de cloreto de sodio adicionados a massa do salame estdo
situados entre 2,4% a 3%, o que possibilita obter valores de atividade de &gua inicial entre
0,96 a 0,97. Esses valores de atividade de agua favorecem o crescimento das bactérias lacticas
e dos micrococos que irdo contribuir para a fermentagédo do produto (BERAQUET, 2005).

Os tracos de metais presentes no sal podem diminuir a velocidade de sua solubilizagéo

e acelerar o processo de oxidagdo das gorduras. Em concentragdo minima de 4,5%, o cloreto
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de sodio exerce acdo bacteriostatica nos produtos curados, onde os ions de sodio também
atuam como participantes do processo inibitério (CICHOSKI; TERRA; FREITAS, 2004).

A quantidade de cloreto de sodio e &gua sdo iguais em ambos os lados da membrana
celular microbiana. A 4gua passa através das membranas celulares em ambas as dire¢des. Em
solucdo salina de 5%, a concentracdo de agua no interior da celula microbiana é maior que a
existente no espaco extracelular, dessa forma ocorre difusdo da agua intracelular para o
exterior da célula, levando ao processo de plasmdlise, pelo qual a célula microbiana tem seu
crescimento inibido e possivelmente morre (CICHOSKI; TERRA; FREITAS, 2004; TERRA;
FRIES; TERRA, 2004).

b2) Nitrato e nitrito

Ha milhares de anos, a populagdo humana consome carne salgada, tendo-se observado,
nos tempos romanos, que além da agdo conservante do sal, o produto final apresentava
coloragdo avermelhada. Acredita-se que a utilidade dos nitratos tenha sido descoberta como
resultado de sua presengca como impureza no sal empregado nas carnes (PRICE;
SCHWEIGERT, 1994).

Ingredientes obrigatorios no processo de cura do salame, os nitratos e/ou nitritos
adicionados a matéria-prima objetivam além da formacdo de coloragdo avermelhada,
mediante uma cadeia de reagdes com a mioglobina da carne, a inibicdo do crescimento de
microrganismos patogénicos principalmente Clostridium botulinum, a protecdo contra
oxidacdo lipidica e a formacdo de sabor e aroma tipico (CANHOS; DIAS, 1985;
TYOPPONEN et al., 2003).

Em estudos relatados por PRICE; SCHWEIGERT (1994), a atividade antimicrobiana
do nitrito sobre o Clostridium botulinum ocorre n&o pela inibicdo do processo de conversédo de
esporo em célula vegetativa (que sintetiza a toxina botulinica), mas sim pela inibicdo da
divisdo posterior das células vegetativas para formar coldnias. Para a geracdo de cor, a adi¢éo
de 10 a 50 ppm de nitrito € suficiente, porém para inibicdo de microrganismos indesejaveis
necessita-se de 150 a 200 ppm. O uso de quantidade minima de 125 ppm de nitrito é
recomendado para o efetivo controle de Salmonella no salame (MONFORT, 2002).

No Japéo, os embutidos carneos fermentados devem conter teor minimo de 200 ppm

de nitrito de sédio e 3,3% de cloreto de sddio, para garantir sua seguranca microbioldgica e
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estabilidade durante o periodo de armazenamento (SAMESHIMA et al., 1998; ARIHARA;
ITOH, 2000).

O nitrato ndo possui atividade antioxidante, mas torna-se funcional quando da sua
reducdo para nitrito, atuando como reservatorio de nitrito (TERRA; FRIES; TERRA, 2004).

O nitrato € utilizado na manufatura de embutidos fermentados com longo tempo de
maturacdo, em niveis de 200 a 600 mg/ kg, embora esta Ultima quantidade seja considerada
excessiva. Quando se utiliza o nitrato, é desejavel também o uso de culturas starter que
reduzam o nitrato a nitrito para assegurar quantidade suficiente de nitrito ao longo de todo o
periodo de maturacdo do produto (BERAQUET, 2005).

O efeito antioxidante do nitrito, mesmo em presenca do sal (NaCl), conhecido pro-
oxidante, deve-se a reacdo do nitrito ao grupamento heme da mioglobina que contém ferro
(Figura 1). O ifon ferro na forma oxidada (Fe*®) catalisa reagdes de oxidagao, porém o uso de
nitrito mantém o fon ferro da mioglobina em sua forma reduzida (Fe*?), que ndo atua como
catalisador (PRANDL et al., 1994; LEMOS, 2005).

FIGURA 1 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO COMPLEXO HEME DA
MIOGLOBINA

Globin a

FONTE: SILVA, 1997.
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O nitrito funciona como um quelante de metal, podendo formar compostos nitrosos
que possuam atividades antioxidantes, além de converter proteinas heme em Oxido nitrico
estdvel (TERRA; FRIES; TERRA, 2004). A acéo antioxidante do nitrito também pode estar
relacionada ao seu efeito estabilizante sobre os lipideos da membrana das células musculares
(KROCKEL, 1995).

A Figura 2 mostra o intercAmbio entre as formas da mioglobina, que é dependente de
vérios fatores como o estado quimico do ferro dentro do anel heme, da temperatura do meio e

da presenca de compostos nitrosos.

FIGURA 2 - FORMAS DA MIOGLOBINA EM CARNES FRESCAS, CURADAS E
COZIDAS

oxigenacao
MIOGLOBINA > OXIMIOGLOBINA
REDUZIDA Vermelho
Vermelho-purpura < -
desoxigenacgao A

oxidacao L N
oxidacao reducao
NO

reducédo

reducdo + NO

NITROSOMIOGLOBINA
Vermelho (carne curada)

A

METAMIOGLOBINA

R Marrom
oxidacdo
calor calor
(> 63°C) (> 63°C)
v
reducéo v
NITROSOHEMOCROMO < METAMIOGLOBINA
Rosa (carne curada DESNATURADA
s > Marrom
oxidacdo

FONTE: adaptado de TERRA; FRIES; TERRA, 2004.
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Existem diferentes teorias sobre o desenvolvimento da reacdo de cor nas carnes
curadas, sendo aceito dois modelos de reagdo, um que se caracteriza pela acdo de enzimas da
carne e outro que se baseia em reacdes puramente quimicas (Figura 3). Na teoria das reacdes
enziméticas, ha formacdo de nitrosometamioglobina a partir da acdo do nitrito sobre
substancias da célula carnea, originando no final do processo o pigmento nitrosomioglobina
(PRANDL et al., 1994).

FIGURA 3 - REACAO DE COR EM CARNES CURADAS

2 NaNO3 > 2 NaNO;
(nitrato de sddio) acéo bacteriana (nitrito de sddio)
2 NaN02 > 2 HN02
pH 5,4 a 6,0 (ideal 5,7) (4cido nitroso)
reducdo
2 HNO, > H,O + N,O;
reducéo (Agua + trioxido de
nitrogénio)
N203 » NO + N02

(Oxido nitrico + nitrito)

v

NO + mioglobina nitrosomioglobina

FONTE: TERRA, 1998.

Na reacdo de formacéo de cor, a reducéo de nitrato a nitrito ocorre por acdo da enzima
nitrato redutase produzida pelas bactérias dos géneros Micrococcus e Staphylococcus,
pertencentes a familia Micrococcaceae, cuja velocidade de redugdo depende de uma série de
fatores do meio. Em pH acima de 6,2, a velocidade da reacéo é lenta, enquanto que em pH
abaixo de 5,6, 0 processo é acelerado. A nitrato redutase ¢ uma enzima intracelular formada
na membrana citoplasmética das bactérias, que promove a reducdo do nitrato em baixas
concentragcdes de oxigénio ou em condi¢Bes anaerdbias, onde o nitrato é utilizado como
aceptor de elétrons e dessa forma os microrganismos podem obter energia para seu
desenvolvimento (JESSEN, 1995).

Em produtos cérneos obtidos por salga e desidratacdo, € importante a agdo protetora

do nitrito no inicio do processo, uma vez que o0s demais fatores inibitorios ao



16

desenvolvimento microbiano indesejdvel ndo estdo plenamente estabelecidos (CANHOS;
DIAS, 1985; CICHOSKI; TERRA; FREITAS, 2004).

O nitrito possui pK de 3,29 e por conseqiéncia, em baixos valores de pH, existe como
acido nitroso ndo dissociado. O estado méximo ndo dissociado e a atividade antibacteriana
maxima do &cido nitroso encontram-se em valores de pH compreendidos entre 4,5 a 5,5. A
reducdo de pH do meio para a conversdo de nitrito em &cido nitroso pode ser obtida mediante
a adicdo de bactérias lacticas & massa do produto carneo, que ao fermentar carboidratos
presentes no meio produzem &cidos organicos que abaixam o pH (JAY, 1994).

A resisténcia das bactérias lacticas, frente a inibicdo pelo nitrito, ocorre pela caréncia
de ferrodoxina, enzima de ferro enxofre, ndo heme, responsavel pela conversdo do piruvato
em ATP, essencial para o metabolismo de algumas bactérias como Clostridium (JAY, 1994).
O é&cido nitroso é reduzido a 6xido nitrico, o qual ao ocupar a sexta posi¢do da ligagdo com o
atomo de ferro do anel heme da mioglobina converte o pigmento da carne em mioglobina
nitrosa ou nitrosomioglobina, de coloragdo vermelho escura, tipica dos produtos carneos
curados crus. A mioglobina nitrosa também ¢é efetiva na inibicdo da oxidacdo lipidica
catalisada por ions ferro, cobre e cobalto, funcionado ainda como um repressor de radicais
livres e dificultando a reagcdo em cadeia dos mesmos (SILVA, 1997; TERRA,; FRIES;
TERRA, 2004).

Busca-se reduzir o tempo de cura dos produtos com a adigédo direta de nitrito, que
reage rapidamente, possibilitando também melhor controle da coloragdo do produto e da
quantidade de nitrito residual (CANHOS; DIAS, 1985). O uso abusivo de nitrito, além de
escurecer o produto, podera causar intoxicacdo ocasionando cianose. A “queima” pelo nitrito
pode originar coloracdo esverdeada ou escurecida a carne e é causada pela combinagdo de
niveis elevados de nitrito em pH reduzido (JAY, 1994; TERRA, 1998).

Uma grande quantidade de nitrito residual pode também originar a formacéo de
nitrosaminas, substancias cancerigenas, pela combina¢do com aminas secundarias presentes
na carne, devido a intensificacdo da prote6lise durante a maturacdo do embutido fermentado
(CANHOS; DIAS, 1985). Nessa etapa é importante a acdo da enzima nitrito redutase,
produzida pelos microrganismos da familia Micrococcaceae e por algumas linhagens de
Lactobacillus plantarum e Lactobacillus sake, diminuindo a possibilidade de formagdo das
nitrosaminas, mediante a reducdo dos niveis de nitrito residual. A capacidade de L. plantarum
em reduzir o nitrito residual esta condicionada a presenca de pigmentos heme, sendo portanto,

heme dependente, enquanto que a capacidade nitrito redutase de L. sakei é heme
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independente. A atividade da enzima nitrito redutase pode ser dependente ou independente da
presenca de pigmentos heme, abundantes na carne. O produto final resultante da atividade
nitrito redutase heme dependente é a amodnia e na atividade nitrito redutase heme
independente obtém-se como produtos finais Oxido nitroso e Oxido nitrico. Este dltimo
contribui para a formacdo de cor nos produtos fermentados (JESSEN, 1995; PINTO;
PONSANO; HEINEMANN, 2001).

A eficécia da acéo nitrito redutora da microbiota fica demonstrada pelo fato de ndo ser
comum a presenca de nitrosaminas em produtos carneos fermentados.

Além disso, a formacdo de nitrosaminas € intensificada quando o produto é exposto a
altas temperaturas antes do consumo, procedimento ndo realizado nos embutidos fermentados,
0s quais sdo consumidos sem prévio aquecimento (PINTO; PONSANO; HEINEMANN,
2001).

Para evitar a presenca de altas concentracfes de nitrito residual nos produtos carneos
alemdes, os embutidos crus somente sdo comercializados ap6s quatro semanas de maturagéo
(PRANDL et al., 1994).

No processo de formagédo de cor na cura, quando adicionam-se quantidades suficientes
de nitrito e o valor de pH é adequado, ocorre a transformagdo de aproximadamente 2/3 da
mioglobina da carne em nitrosomioglobina. A adigdo de substancias redutoras como
ascorbatos pode aumentar a proporcéo de mioglobina participante da reagdo, a0 mesmo tempo
em que reduz a quantidade de nitrito necessaria (PRANDL et al., 1994).

Somente 10% a 20% do nitrito adicionado & carne pode ser encontrado como nitrito
residual no produto final. Uma grande parte do nitrito liga-se & proteina ndo heme,
aproximadamente 5% a 15% sédo utilizados para a formagéo de nitrosomioglobina, de 1% a
10% séo reconvertidos a nitrato, de 5% a 15% reagem com grupos sulfidrilicos e de 1% a
15% sdo encontrados na fragdo lipidica e 1% a 5% na forma gasosa (TERRA; FRIES;
TERRA, 2004).

A seguranca microbioldgica dos salames esta baseada principalmente na acdo do sal e
do nitrito. O sal diminui a atividade de &gua inicial, inibindo o crescimento de
microrganismos indesejaveis e favorecendo o desenvolvimento das culturas starter. O nitrito
na forma de acido nitroso (HNO;) ndo dissociada é capaz de atravessar a barreira da parede
celular bacteriana e causar distirbios na atividade enzimatica e crescimento das bactérias
indesejaveis (TYOPPONEN et al., 2003).
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b3) Ascorbato

O ascorbato ou &cido ascorbico atua acelerando a reducéo de nitrito a éxido nitroso
(NO) e auxilia a transformagdo do pigmento metamioglobina (marrom) em oximioglobina
(vermelho brilhante) na carne (LEMQOS, 2005).

PRANDL et al. (1994) citam experimentos realizados com carne e nitrito nos quais
verificou-se que o uso de GDL (glucona-delta-lactona) poderia intensificar a formagéo de
nitrosaminas pela acidificag&o.

Contudo, a presenga de ascorbato ou eritorbato sodico prevenia a formagdo das
aminas. Além disso, a adicdo de GDL juntamente com um agente redutor & carne (ascorbato)
diminui o tempo de processamento e permite a formagdo de cor adequada ao produto. A agéo
do ascorbato consiste em aumentar a atividade inibidora do nitrito por sequestrar o ferro
(TERRA; FRIES; TERRA, 2004).

As nitrosaminas sdo formadas a partir da reacdo do nitrito com aminas secundérias
somente quando o valor de pH é baixo (6timo 3,0). Por isso, sua presenca em produtos
carneos é menos freqlente do que em outros alimentos, principalmente vegetais folhosos.
Apesar do pH da carne ser desfavoravel & formacdo de nitrosaminas, sua presenga foi
comprovada em alguns derivados carneos, provavelmente devido & acdo do suco gastrico que
contribui para sua formacdo. Por esta razdo, o uso de &cido ascérbico ou ascorbato é

indispensavel em produtos curados visando reduzir a quantidade de nitrito residual.

b4) Glucona-delta-lactona (GDL)

O glucona-delta-lactona consiste de um pd branco de sabor levemente adocicado e de
facil dissolugdo em agua. Seu uso baseia-se no fato de que em solugdo aquosa ou meios que
contenham &gua, sofre hidrélise originando cido glucénico, o qual facilita o abaixamento de
pH no produto (PRANDL et al., 1994). A hidrélise do GDL a écido glucdnico é um processo
lento, sendo por isso muito utilizado no processamento de derivados emulsionados, nos quais

a acidificacdo somente devera ocorrer apds o embutimento da massa.

b5) Acucares

Os agucares sdo utilizados em quase todos os produtos carneos em pequenas

quantidades com o objetivo de proporcionar melhor sabor, caracterizando-se como agentes
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flavorizantes. Atuam mascarando o sabor amargo dos sais de cura (sal, nitrato e nitrito)
(CANHOS; DIAS, 1985).

Nos embutidos fermentados, também servem como substrato para a producdo de
acidos pelos microrganismos presentes na carne ou pelas culturas adicionadas.

O decréscimo de pH exerce influéncia decisiva sobre a consisténcia, coloracdo, aroma
e conservacdo dos salames. Dessa forma, o uso de aclcares contribui para a obtencdo de
produtos com caracteristicas sensoriais e estabilidade desejaveis (CANHOS; DIAS, 1985;
PRANDL et al., 1994).

O teor de glicose da carne bovina e da carne suina in natura é da ordem de 4,5 e 7
umol/ g, respectivamente, e seu uso como substrato para a produgdo de &cido lactico no
salame néo seria suficiente para gerar uma reducéo significativa do pH no embutido. Dessa
forma, a acidez dos embutidos carneos fermentados deve ser obtida com a adigcdo de
carboidratos fermentesciveis & massa dos produtos (BERAQUET, 2005).

A influéncia dos aglcares sobre a coloragdo do produto final estd na acidificagdo
gerada, que proporciona melhor reducdo de nitrito a éxido nitrico, cuja reacdo é favorecida
em pH 6timo (5,4 e 5,5) originando finalmente o pigmento nitrosomioglobina de coloracéo
vermelho escura. Além disso, as condi¢Oes redutoras criadas pelo uso de aglcares redutores
no embutido influenciam a cor do produto curado, pois estabilizam o ferro da mioglobina em
sua forma ferrosa (PRANDL et al., 1994).

Nos salames utiliza-se entre os monossacarideos, a glicose e a frutose e entre os
dissacarideos a sacarose, maltose e lactose, assim como hidrolisados de amido. De maneira
geral, prefere-se os aglcares de baixo peso molecular que sdo melhor e mais rapidamente
metabolizados pelos microrganismos, porém cada tipo de cultura utiliza diferentemente os
aclcares. Enquanto a glicose pode ser aproveitada por todos os lactobacilos, a sacarose €
fermentada por cerca de 80% das cepas e a maltose por 29%. No entanto, a lactose néo é
desdobrada pela maioria da flora dos embutidos crus, porém o uso de aglcares menos
fermentesciveis permite obter embutido com sabor final ligeiramente mais doce e menos
acido (PRANDL et al., 1994; MONFORT, 2002).

As bactérias lacticas utilizadas como starter na elaboragdo de produtos cérneos
fermentados produzem 4&cido lactico a partir da glicose e da lactose como seu Unico
metabdlito. O uso de lactose é indicado somente quando a cultura starter possui a capacidade

de fermenta-la, pois muitas bactérias lacticas ndo o fazem facilmente. A partir de pentoses
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como arabinose e Xxilose, as bactérias lacticas produzem é&cido lactico e acido acético,
geralmente na proporgéo de 10:1, respectivamente (TYOPPONEN et al., 2003).

O teor de carboidratos adicionado & formulagdo dos embutidos fermentados é um
importante fator para a atividade antimicrobiana das bactérias lacticas da cultura starter.
SAMESHIMA et al. (1998) recomendam a adi¢cdo de no minimo de 0,75% de glicose na
formulacdo do produto para garantir o crescimento adequado para cultura lactica e sua agéo
protetora no salame.

Para a elaboracdo de embutidos de maturacéo répida, considera-se suficiente o uso de
0,5% a 0,7% de agUcares, podendo ser glicose quando se deseja intensa queda de pH no inicio
da fermentagdo e de 0,2% a 0,3% para produtos de maturagdo lenta (PRANDL et al., 1994,
TYOPPONEN et al., 2003).

b6) Condimentos

Os condimentos mais utilizados séo a pimenta branca e a pimenta preta e em menor
quantidade a noz moscada e o alho. Nos ultimos anos, visando melhorar o sabor e 0 aroma
dos embutidos de fermentagdo rapida, também sdo utilizados alguns preparados aromaticos
que conferem a esses produtos sabor de fundo equilibrado com notas curadas, os quais se
assemelham ao sabor e ao aroma dos embutidos fermentados tradicionais (MONFORT,
2002).

Algumas especiarias como a pimenta vermelha, mostarda, noz moscada e pimenta
preta estimulam a formacéo de acido lactico pelas bactérias lacticas devido ao seu teor de
manganés. O manganés é utilizado pela microbiota lactica para o processo de inimeras
reagbes enziméticas na célula microbiana, incluindo a atividade da enzima frutose 1,6
difosfato aldolase que possui grande importancia na glicélise bacteriana (BERAQUET, 2005).

Também podem ser utilizados condimentos e as ervas aromaticas que possuem agao
antimicrobiana e antioxidante, como alecrim, orégano, salvia, cravo-da-india e pimenta da
Jamaica. A significativa atividade antioxidante dessas especiarias € atribuida a presenca de
compostos fendlicos em sua composicdo (TERRA; FRIES; TERRA, 2004).
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b7) Outros ingredientes

No sentido de obter maior padronizacdo no aspecto dos embutidos curados
fermentados, torna-se mais frequente o uso de corantes e o uso de proteinas ndo cérneas,
coragdo e emulséo de couro, visando reduzir os custos de producdo. Desta forma, permite-se a
comercializacdo de embutidos voltada para um mercado consumidor de menor poder
aquisitivo, trazendo diversificagdo em sua dieta e oferecendo um produto com alto teor
protéico, de facil conservacdo no ambiente e de baixo custo (MONFORT, 2002).

¢) Embutimento

O embutimento da massa de salame é realizado em tripas apropriadas que devem ser
permedveis a dgua, para permitir uma adequada evaporacdo da agua e consequiente secagem, e
ser capazes de aderir a superficie da carne, de forma que ndo se desprenda conforme o
produto seca e se contrai (BERAQUET, 2005).

Normalmente, a massa curada é mantida em cémara fria por 12 a 48 horas
previamente ao embutimento para proporcionar melhor formacéo de cor pela reagéo dos sais
de cura sobre o pigmento da carne (PRICE; SCHWEIGERT, 1994; PARDI et al., 1996).

d) Maturagdo ou fermentagéo

A maturacdo ou fermentagdo consiste em manter o produto durante um periodo de
tempo sob condi¢es controladas de temperatura e umidade relativa do ar. Nessa etapa
ocorrem o desenvolvimento do aroma, modificagcdes na textura, dessecagdo, endurecimento
do produto e finalizam-se as reacOes de cura (FORREST et al., 1979).

Os processos bioquimicos, microbioldgicos e fisicos que ocorrem durante a maturagéo
trazem, em consequiéncia, fendmenos de cor, desdobramento e transformacdo das proteinas,
das gorduras e hidratos de carbono. Os produtos de degradacdo s&o os principais responsaveis
pelo odor e sabor caracteristicos dos embutidos crus maturados.

A fermentacdo é considerada, por muitos autores, a etapa mais importante do
processamento do salame. Durante essa fase, ocorre a producdo de 4&cido l4ctico e,
conseqiientemente, o abaixamento do pH do embutido, que contribui diretamente sobre o
sabor levemente picante, a textura tipica e a conservacdo do produto final (GARCIA;
GAGLEAZZI; SOBRAL, 2000).
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O processo de maturacdo podera ser realizado de forma répida ou lenta. No processo
rapido com o uso de nitrito somente, a cura da carne ocorre exclusivamente por reacdes
quimicas, nas quais 0 &cido ascérbico e o glucona-delta-lactona atuam como acidificantes.
Essa acidificacdo deve permitir atingir niveis de pH de 5,0 a 5,3, coincidente com o ponto
isoelétrico das proteinas da carne, no qual ocorre a liberagcdo mais rapida da agua do produto.

No processo lento, utilizado nos salames, a ativacdo acontece por conta de
microrganismos starters ou iniciadores que promovem a reducgdo de nitrato em nitrito. O
ponto 6timo para essa reacdo esta em pH 5,6 a 6,0, enquanto que em pH abaixo de 54, o
processo comega a inativar-se. Ressalta-se que essa etapa deve ser realizada em ambiente com
temperatura entre 16 e 18° C, sendo inconveniente temperaturas mais altas para manter a
integridade das gorduras. Embora no processo lento, o tempo necesséario para a obtengdo do
produto seja maior, hia formacdo de sabor e aroma desejaveis produzidos pelos
microrganismos adicionados (PARDI et al., 1996).

Na maturacdo ou fermentagdo dos salames ocorre o crescimento da flora bacteriana
que fermenta o aglcar, produzindo éacido lactico e promovendo o abaixamento do pH das
proteinas da carne até seu ponto isoelétrico, tornando-as menos capazes de se unir a agua.
Esse fendmeno auxilia a perda de &gua durante a secagem do produto (PRICE;
SCHWEIGERT, 1994). A acidificacdo gerada contribui para a liga e 0 aumento da
consisténcia do produto, permitindo uma estrutura sélida propicia ao fatiamento, além de
contribuir na formacéo do odor e sabor tipicos do salame (CORETTI, 1971).

Inicialmente, a fermentacdo dos salames ocorria como resultado da acdo dos
microrganismos resultantes das contaminacdes sobre os acucares da formulagéo utilizada no
preparo do produto, com consequente producdo de acido lactico. Porém, a qualidade dos
salames ndo era uniforme, pois dependia do tipo de flora contaminante. A partir de 1961, o
uso de cultura puras selecionadas tornou-se difundido, possibilitando a obtencéo de salames
de alta qualidade reproduzivel nas diferentes partidas de fabricacdo (TERRA, 1998).

No passado, os produtores de salame verificaram que a inoculagdo da matéria-prima
com porcoes de carne ja fermentada melhorava a consisténcia e a estabilidade dos produtos.
Esse procedimento, no entanto, ndo permitia estimar o numero, a viabilidade e o tipo de
microrganismo utilizado. A solugdo foi cultivar os microrganismos desejaveis separadamente
para depois adiciona-los ao produto, mantendo assim as propriedades da cultura estaveis.

Essas linhagens purificadas de microrganismos, disponiveis comercialmente, sdo
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denominadas culturas starter ou cultivos iniciadores (PINTO; PONSANO; HEINEMANN,
2001).

Culturas starter séo definidas como preparagdes que contém microrganismos Vivos
capazes de desenvolverem atividade metabdlica desejavel na carne (TYOPPONEN et al.,
2003).

O tipo de cultura starter utilizada na fabricacdo de salames varia de acordo com o
agente de cura empregado. Quando se utiliza nitrito como Unico agente de cura, normalmente
recomenda-se o emprego de bactérias lacticas e estafilococos, enquanto que a adicdo de
nitrato para a cura necessita da acdo de bactérias nitrato-redutoras do género Micrococcus
como integrantes da cultura starter (HUGAS; MONFORT, 1997).

Os microrganismos da cultura starter devem apresentar como caracteristicas o
crescimento vigoroso em concentracdes de 6% de cloreto de sodio e de 100 mg/ kg de nitrito,
crescimento na faixa de temperatura de 20 a 43° C e ndo possuir atividade patogénica ou
produzir substancias téxicas (PINTO; PONSANO; HEINEMANN, 2001).

A Tabela 4 mostra os microrganismos mais comumente utilizados como culturas

starter para a fermentacdo do salame.

TABELA 4 - COMPONENTES DAS CULTURAS STARTER PARA A FERMENTACAO

CARNEA
MICRORGANISMOS GENEROS E ESPECIES
Bactérias acido-lacticas Pediococcus acidilactici

Pediococcus pentosaceus
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus sakei
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus pentosus
Micrococcaceae Micrococcus varians
Staphylococcus carnosus
Staphylococcus xylosus

Streptomycetes Streptomyces griseus

Leveduras Debaryomyces hansenii
Candida famata

Mofos Penicilium nalgiovense

Penicillium crysogenum

FONTE: TERRA, 1998.

A adicdo de microrganismos desejaveis na carne pode ser realizada com os objetivos

de aumentar a seguranca microbioldgica do produto, manter a estabilidade mediante a
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inibicdo do crescimento de indesejaveis, aléem de melhorar as caracteristicas sensoriais e
promover efeitos benéficos a satide (LUCKE, 2000).

O processo de fermentagdo da carne acarreta uma série de beneficios em sua
conservacdo, sendo que a principal razdo para o uso de bactérias lacticas nesse processo esta
em sua habilidade em gerar acidificagdo intensa e controlada que inibe o desenvolvimento de
microrganismos indesejaveis.

Nas carnes fermentadas, as bactérias lacticas tém sido utilizadas desde os anos 50,
sendo empregadas com a finalidade de proporcionar seguranga, aumentar a estabilidade e
inibir microrganismos indesejaveis, enquanto que bactérias do tipo cocos catalase positivas,
como dos géneros Staphylococccus e Kocuria, leveduras do género Debaryomyces e bolores
(Penicillium), normalmente proporcionam caracteristicas sensoriais desejaveis ao produto. As
bactérias l4cticas reduzem o pH do produto para valores préximos a 5,0 nos primeiros dias de
fermentacdo, tornando o ambiente protegido contra a acdo de grande nimero de bactérias
gram negativas indesejaveis (LUCKE, 2000; TYOPPONEN et al., 2003). O baixo pH dos
embutidos fermentados é a base para sua seguranga microbioldgica e também favorece a
obtencéo de textura e coloragdo desejadas (ERKKILA et al., 2001b).

Durante os primeiros dias de fermentacdo do salame, 0s microrganismos presentes na
massa carnea consomem o oxigénio incorporado durante a mistura da massa, reduzindo o
potencial de 6xido-reducdo (Eh 100 a 200 mV), tornando a ag¢do do nitrito mais efetiva e
restringindo o crescimento de bactérias aerdbias deterioradoras (Pseudomonas). Apds esse
periodo, o crescimento das bactérias lacticas proporciona teores de &cido lactico suficientes
para provocar a queda do pH. O baixo pH interfere na homeostasia de diferentes bactérias
patogénicas como Salmonella e Clostridium e de bactérias deterioradoras como pseudomonas
e enterococos. Em uma solucéo, as formas dissociada e ndo dissociada dos acidos fracos séo
dependentes do pH do meio (pK do &cido l4ctico 3,86). Baixos valores de pH favorecem a
forma ndo dissociada do &cido lactico, a qual é capaz de atravessar a membrana celular
microbiana. Dessa forma, quanto menor o pH do meio maior é o efeito inibitério sobre os
microrganismos. No entanto, nos valores de pH da maioria dos salames (pH 4,8), somente
10% do &cido lactico encontra-se sob a forma ndo dissociada, resultando em moderado efeito
inibitério (TYOPPONEN et al., 2003).

As enzimas enddgenas da carne e os compostos redutores adicionados a massa, como
0s ascorbatos, também contribuem para a diminuicdo do potencial de Oxido-redugdo do

embutido no inicio da maturagdo. Isso favorece o desenvolvimento dos microrganismos
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microaerdfilos como as bactérias lacticas, que também sdo beneficiadas em seu crescimento
pela adicdo do cloreto de sodio, o qual diminui a competicdo microbiana por nutrientes ao
inibir a microbiota indesejavel (PINTO; PONSANO; HEINEMANN, 2001).

A microbiota gram negativa, principal responsavel pela deterioracdo da carne utilizada
para o processamento do salame, é afetada primeiramente pelo sal, que diminui a atividade de
agua e pelo nitrito, que inibe o crescimento das bactérias patogénicas como a Salmonella.

O consumo de oxigénio ap6s o embutimento torna o ambiente microaerofilo e
anaerobio, cujas condic¢Oes favorecem o crescimento das bactérias lacticas que sdo capazes de
produzir substancias conservadoras na carne, sendo de grande importancia sua adi¢ao & massa
do salame, visando evitar a flora contaminante natural da carne. Durante a fermentacdo e a
maturagdo do salame, alguns fatores de conservagdo perdem a importancia ao longo do
processo. Inicialmente, os acidos organicos produzidos pelas bactérias lacticas diminuem o
pH da massa e a0 mesmo tempo em que o nitrito é reduzido gradativamente, o potencial
redox aumenta, ocasionando perda da viabilidade das bactérias lacticas e podendo levar a um
aumento do pH. O Unico fator que assume grande importancia ao longo do processo é a
atividade de &gua, que inibe os processos de deterioracdo do produto, constituindo-se como o
fator de conservagdo mais importante na maioria dos embutidos crus curados (MONFORT,
2002). Produtos carneos com atividade de agua inferior a 0,86 apresentam como microflora
tipica bactérias lacticas, bactérias micrococaceas, leveduras, bolores e auséncia de
Clostridium e bactérias gram negativas (CICHOSKI; TERRA; FREITAS, 2004). O obstaculo
de maior efeito sobre o crescimento microbiano nos salames é a reduzida atividade de dgua. A
queda do pH proporciona reducdo na capacidade de retencdo de agua da carne, facilitando a
secagem do produto e gerando valores de atividade de agua abaixo de 0,90 no produto final
(TYOPPONEN et al., 2003).

Segundo HUGAS; MONFORT (1997), no isolamento de 254 cepas de Lactobacillus
de 15 diferentes salames espanhdis fermentados espontaneamente, sem a adi¢do de cultura
starter, verificou-se que a espécie L. sakei apresentava-se como a mais freqiiente nos produtos
(55%), seguida pelo L. curvatus (26%), L. bavaricus (11%) e L. plantarum (8%). As bactérias
lacticas mais utilizadas comercialmente como integrantes da cultura starter sdo Lactobacillus
casei, L. curvatus, L. pentosus, L. plantarum, L. sakei, Pediococcus acidilactici e P.
pentosaceus (TYOPPONEN et al., 2003).

HAMMES; HERTEL (1998) descrevem as espécies de microrganismos comumente

utilizadas em produtos carneos fermentados (Tabela 5).
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TABELA 5 - MICRORGANISMOS COMUMENTE EMPREGADOS EM PRODUTOS
CARNEOS FERMENTADOS

MICRORGANISMOS GENEROS E ESPECIES

Bactérias lacticas Lactobacillus acidophilu &, L. alimentarius®, L. casei?, L.
curvatus, L. plantarum, L. pentosus, L. sakei

Lactococcus lactis

Pediococcus acidilactici, P. pentosaceus
Actinobacteria Kocuria varians®

Streptomyces griséus

Bifidobacterium sp.

Staphylococcus S. xylosus, S. carnosus subsp. carnosus, S. carnosus subsp. utilis,
S. equorum®

Halomanadaceae Halomonas elongata "(testada em presunto cru curado)

Enterobatérias Aeromonas sp.

Bolores Penicillium nalgiovense, P. chrysogeum, P. camemberti

Leveduras Debaryomyces hansenii, Candida famata

FONTE: HAMMES; HERTEL, 1998.

& Utilizados como culturas probidticas

® Utilizados em testes comerciais em escala industrial (Laboratorium Wiesby, Niebiill and
Rudolf Miiller and Co)

¢ Anteriormente denominado Micrococcus varians.

A adicdo de bactérias lacticas e microrganismos da familia Micrococcaceae como
starter em produtos cérneos fermentados aumenta sua seguranca e a estabilidade,
proporcionando maior periodo de vida util e diversidade de caracteristicas sensoriais, assim
como efeitos benéficos & salde quando utiliza-se microrganismos probidticos
(PAPAMANOLI et al., 2003).

De acordo com TERRA (1998), o uso de lactobacilos e pediococos além de promover
a inibicdo de indesejaveis pela acidificacio do produto contribui para a coloragdo,
desidratacdo e formacdo de sabor acido tipico. Os micrococos e estafilococos atuam na
coloracdo, sabor e aroma. Estes Gltimos obtidos pela acdo de enzimas proteoliticas e
lipoliticas que geram peptideos, aminoacidos e acidos graxos. Na coloragdo reduzem o nitrato
a nitrito, aumentando a disponibilidade de 6xido nitroso para reagir com a mioglobina e por
possuirem atividade catalase-positiva destroem o perdxido de hidrogénio que quando
acumulado na carne provoca o aparecimento de coloragdo esverdeada altamente indesejavel.
Os microrganismos da familia Micrococcaceae também consomem oxigénio, evitando a
rancificagdo prematura das gorduras (PARDI et al, 1996; PINTO; PONSANO;
HEINEMANN, 2001).
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Alguns géneros de leveduras sdo usados como culturas protetoras, pois dificultam o
desenvolvimento de bolores toxigénicos quando inoculadas na superficie dos produtos
(LUCKE, 2000). A aplicagdo superficial de mofos como o Penicillium nalgiovense e
leveduras como Debaromyces hansenii nos salames colabora na formagdo do aroma pela
liberagdo de compostos volateis oriundos a partir da acdo das enzimas desaminases,
transaminases e desidrogenases sobre as matérias-primas. Além disso, a deposicdo externa
tanto do mofo como da levedura regula ndo somente a entrada do ar como da luz, potentes
catalisadores da rancificacdo do toucinho adicionado & formulacdo do embutido (TERRA,
2003).

Alguns salames, particularmente aqueles produzidos na Franca, Espanha e Italia,
apresentam em sua superficie o desenvolvimento de bolores e leveduras que proporcionam
propriedades sensoriais desejaveis ao produto. Devido & elevacdo do pH superficial, gerado
pela presenca dos fungos, é importante que sua atividade ocorra somente quando o pH e o
teor de &gua estiverem baixos o suficiente para prevenir bactérias indesejaveis, como as
listérias. Os starter de superficie protegem o produto contra oxidacdo, pois dificultam a
entrada de oxigénio na peca, facilitam a secagem, servindo como tampé&o nas flutuagdes do
teor de umidade dentro da cAmara e desenvolvem modificagbes desejiveis na aparéncia e
sabor do produto. Dentre as espécies de fungos utilizadas, destaca-se o Penicillium
nalgiovense, muitas vezes empregado em conjunto com a levedura Debaryomyces hansenii
(LUCKE, 2000). Desse modo, as leveduras desempenham acéo redutora do sabor é&cido no
salame por metabolizarem o &cido lactico e tornarem o aroma mais intenso devido a suas
propriedades proteoliticas e lipoliticas (TERRA, 1998).

No Brasil, ndo é comum o uso de starter de superficie, pois a presenca de bolores
superficiais no salame é pouco apreciada. Nesse caso, recomenda-se a aplicagdo de dleo
comestivel na superficie externa dos envoltérios ou previamente ao embutimento sua imerséo
em solucdo de sorbato de potassio a 2,5% (PARDI et al., 1996).

No uso de culturas starter deve-se observar a quantidade de células viaveis a ser
adicionada & massa cérnea, haja vista que o nimero desses microrganismos deve superar em
dois ciclos logaritmicos o niimero de contaminantes das carnes usadas como matérias-primas.
Como o nimero méximo de microrganismos mesofilos aerébios aceitdveis na carne
refrigerada é de 10° UFC/ g, normalmente utiliza-se 10° UFC de microrganismos starter/ g de
carne (TERRA, 1998).
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Na fermentagdo de produtos carneos por bactérias lacticas indica-se o uso das culturas
homofermentativas, que produzem unicamente &cido Ilctico, pois 0s microrganismos
heterofermentativos podem produzir etanol e gas carbdnico, além de outros acidos, como o
acido acético, indesejaveis em carnes face as modificacbes que podem ocasionar nas
caracteristicas sensoriais do produto. No isolamento de bactérias lacticas de 38 amostras de
embutidos carneos curados artesanais, BROD; SAWITZKI; FIORENTINI (2002) obtiveram
186 cepas, entre as quais 87,6% caracterizavam-se como homofermentativas, demonstrando
maior incidéncia dessa microbiota em produtos com fermentacéo natural.

Para o adequado processo de fermentacdo dos salames deve-se controlar a temperatura
e a umidade relativa do ar nas camaras de fermentagdo. PRICE; SCHWEIGERT (1994)
recomendam temperaturas entre 24 a 43° C e umidade relativa de 85% a 95 % até que o pH
do produto alcance o valor desejado, normalmente em torno de 5,0, para salames de baixo pH.
Por sua vez, CORETTI (1971) indica temperaturas entre 18 a 20° C para a fermentacéo de
salames com pH moderado, acima de 5,0.

O salame pode sofrer defumacéo antes ou apds a maturacdo. A defumacdo deve ser
realizada a frio com temperatura méxima de 30° C a umidade relativa de 75% a 80 %. Este
processo ndo é comumente utilizado no Brasil e nem em alguns paises da Europa como
Franca, Suica, Itdlia e Sudeste Europeu (PARDI et al., 1996).

Na Europa, os embutidos fermentados de baixo pH sdo elaborados mediante a adigdo
de culturas iniciadoras e agUcares fermentesciveis. Esse tipo de produto sofre fermentacéo em
temperaturas de 18 a 24° C até obtencdo de pH entre 4,6 a 5,2. Nos embutidos em que se
deseja recobrimento com mofos, efetua-se a inoculagdo superficial de Penicilium ssp.,
enquanto que nos embutidos ndo recobertos por mofos aplica-se banho com solugéo de
pimaricina ou sorbato de potassio. A defumacdo é realizada apds a etapa de fermentagdo e os
processos de secagem ocorrem em temperaturas de 12 a 16° C. Entre os produtos europeus de
baixo pH estdo a maioria dos salames da regido centro-norte da Europa, os salsichdes e
chorizos. Em alguns salames efetua-se o cozimento ap6s a fermentagdo com o intuito de
melhorar a estabilidade do produto, aumentar a consisténcia e reduzir a perda de peso
(MONFORT, 2002). Nesses embutidos, o cido lctico é o principal componente responsavel
pelo aroma, embora o acido acético também esteja presente e contribua, em pequenas
concentragdes, para a formacdo das caracteristicas de palatabilidade do produto. O fator
determinante para o término da maturagdo desses salames € o pH final do produto (PRICE;
SCHWEIGERT, 1994).
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O teor de aminoéacidos e &cidos graxos livres aumenta durante o processo de
maturagdo, podendo afetar o sabor e o0 aroma final do embutido. O uso de diferentes tipos de
culturas starter com espécies variadas de microrganismos afeta 0 aroma e o sabor do produto
final, por isso, quando novas culturas sdo selecionadas, sua habilidade em contribuir para a
obtencéo de caracteristicas sensoriais desejadas deve ser verificada (ERKKILA et al., 2001b).

Os embutidos com pH moderado ou elevado sdo tradicionais do sul da Europa,
principalmente da Espanha, Franca e It&lia, onde o sabor pouco &cido dos produtos é muito
apreciado. Para evitar a acidificacdo intensa, a adicdo de aglcares a massa do produto é
controlada, embora muitas vezes o uso de aclcares seja dispensado. A temperatura de
fermentacdo é mantida em 16° C, sendo utilizadas tripas de pequeno calibre e a adicdo de
substancias inibidoras do crescimento microbiano como lactato de sddio para diminuir a
velocidade de acidificacdo. Os produtos que possuem essas caracteristicas sdo os salames
italianos, o salsichdo de Vic, os embutidos de pequeno calibre (secallona, espetec), alguns
chorizos maturados a frio, a sobrassada (tipica da Ilha de Mallorca) e a butifarra doce (tipica
da Provincia de Gerona na Espanha) (MONFORT, 2002).

e) Secagem

O processo de secagem dos salames inicia-se durante a fermentagéo pela reducéo do
pH da carne para valores inferiores a 5,3, ocorrendo a coagulagéo das proteinas miofibrilares
com consequente liberagdo de 4gua. Um dos fatores que influenciam na difusdo da agua do
interior para a superficie do produto é o pH, sendo que em pH acima de 6,2 a difusdo é
reduzida (PINTO; PONSANO; HEINEMANN, 2001; CICHOSKI; TERRA; FREITAS,
2004).

Durante a secagem, os embutidos perdem de 30% a 40% de seu peso inicial, sendo
importante que a perda de umidade seja gradual, a fim de evitar a formac&o de rugosidade,
ressecamento excessivo da casca e desprendimento da tripa. A crosta ressecada no produto
impede a saida de dgua de seu interior, tornando o embutido muito "macio" principalmente
aqueles com maior calibre, podendo causar prejuizo & sua conservacdo (PRICE;
SCHWEIGERT, 1994; GARCIA; GAGLEAZZI; SOBRAL, 2000).

A temperatura das camaras de secagem oscila entre 10 a 17° C com umidade relativa
do ar de 65% a 85% (PRICE; SCHWEIGERT, 1994). PARDI et al. (1996) citam

temperaturas de 12 a 15° C e umidade relativa de 70% para a dessecacgdo do salame.
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TERRA (1998) destaca os principais pontos criticos da fabricacdo de salames e
recomenda algumas acOes para a obtengdo de um produto com qualidade sensorial e

microbioldgica (Quadro 1).

QUADRO 1 - BOAS PRATICAS DE FABRICACAO (BPF) E VALORES PARA O
CONTROLE DE PONTOS CRITICOS NO PROCESSAMENTO DE SALAME

PONTOS CRITICOS BPF E VALORES

Carga microbiana das|Contagem de aerébios meséfilos abaixo de 5 x 10° UFC/ g
carnes Enterobacteriaceae inferior a 10° UFC/g

Temperatura das carnes Armazenamento proximo a 0° C, nunca acima de 7° C

pH das carnes Inferior a 5,8

Aw das carnes Inferior a 0,96

Adicdo de nitrito Aproximadamente 125 ppm

Adicdo de nitrato Aproximadamente 300 ppm

Adicéo de aglcar Fermentacéo lenta: adi¢do de glicose/ sacarose 0,3%

Fermentacéo rapida: 0,5% a 0,7% (lactose pode ser substituta
da glicose/sacarose em porcentagens de 0,5% e 1,0%,
respectivamente.

Adicdo de glucona-delta- | Fermentacéo rapida: adi¢do de 0,3%

lactona

Adicdo de cultura starter | Mistura de Lactobacillus e Micrococcus

Temperatura de | Inferior a 22° C (25° C) no inicio da fermentacdo. Quando do

fermentacao uso de nitrato néo superior a 18° C

Umidade relativa do ar Inicio 90% com reducdo gradual para 75%

Velocidade do ar Inicio 0,8 - 0,5m/s. Final reducéo para 0,5 - 0,2 m/s

Microflora  interna  do | Inicio: varios géneros

embutido Durante processo, predominio de bactérias lacticas
(lactobacilos, pediococos). Leveduras e micrococos sao
desejaveis.
Final: enterobactérias inferior a 104 UFC/ g

Microrganismos Mofos Penicillium

superficiais desejaveis Leveduras Debaryomyces

Microrganismos Defumacéo leve previne desenvolvimento de mofos

superficiais indesejaveis Imersdo em solucdo de 15% a 20% de sorbato antes da
armazenagem ou transporte

Valor de pH Queda para 5,0 no 2° dia (processo rapido) ou 4 a 5 dias
(processo normal). Temperaturas inferiores a 18° C geram
menor acidificagdo

Aw do embutido Fermentacéo rapida: inferior a 0,95
Fermentacéo lenta: inferior a 0,90
Para exportagdo aos EUA e Japdo: igual ou inferior a 0,86

FONTE: TERRA, 1998.
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2.1.1.3 Desenvolvimento da textura, sabor e aroma do salame

A formacdo da textura tipica dos produtos carneos fermentados inicia-se na etapa de
maturagdo, quando o crescimento das bactérias lacticas é favorecido pela presenca de
carboidratos no produto, promovendo a fermentacdo e conseqiiente producdo de &cidos. A
presenca de acidos promove o abaixamento do pH até valores proximos da faixa em que se
situa o ponto isoelétrico da maioria das proteinas da carne (pH 5,3 a 5,5), condi¢do em que a
capacidade de ligagdo da 4&gua pelas proteinas € reduzida (PINTO; PONSANO;
HEINEMANN, 2001).

As moléculas de &gua, em pH neutro, sdo carregadas eletricamente, contendo cargas
positivas e negativas, as quais encontram-se ligadas com os grupos reativos das proteinas
miofibrilares, das proteinas sarcoplasmaéticas e do coldgeno da carne. A diminui¢do do pH,
atingindo o ponto isoelétrico das proteinas da carne, é responsavel pela reducdo do nimero de
grupos reativos disponiveis para a ligacdo da 4gua com as proteinas, havendo igualdade entre
0 nimero de grupos reativos carregados positiva e negativamente, o que promove a repulséo
entre as moléculas de &gua e proteinas (SILVA, 1997). Dessa forma, as moléculas protéicas
aproximam-se uma das outras, havendo a formagdo de novas liga¢cbes que estabilizam a
estrutura carnea. Esse processo é caracterizado pelo encolhimento de produto e perda de &gua,
sendo denominado sinérese. A influéncia dos acidos produzidos promove uma agregagao
mais intensa e mais estavel das proteinas, formando uma estrutura firme. Paralelamente, a
diferenca entre a atividade de &gua do produto e a umidade relativa da cdmara de maturacgéo
faz com que haja perda de agua por evaporacdo. Durante a fermentagdo e a secagem, devido a
perda de &gua e a desnaturacdo protéica, ocorre substituicdo das ligagdes inicialmente
instaveis por ligacbes de condensacdo estveis e o sistema protéico viscoso inicial é
transformado de seu estado “sol” em estado de “gel” coloidal. Essa estrutura é estabilizada
por ligacbes ramificadas, proporcionado ao produto caracteristicas de elasticidade e
fatiabilidade (PINTO; PONSANO; HEINEMANN, 2001).

Estudos detalhados mostram que a miosina é a proteina solubilizada em maior
quantidade pelo sal, tendo seus miofilamentos primeiramente intumescidos e
progressivamente fragmentados em um processo halolitico que envolve o aumento da perda
da banda estriada tipica da miofibrila, dependendo da concentracdo de cloreto de sodio. Na

periferia das miofibrilas, as proteinas intumescidas e parcialmente fragmentadas formam uma
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rede adesiva, retentora de tecido muscular, tecido conectivo e particulas de gordura (TERRA,;
FRIES; TERRA, 2004).

O aroma tipico dos embutidos fermentados € resultado da acdo dos microrganismos
sobre as matérias-primas, somada & agdo das enzimas da propria carne sobre carboidratos,
proteinas e lipideos, que combinadas com os condimentos adicionados produzem as
caracteristicas sensoriais peculiares do produto (ERKKILA et al., 2001b).

As caracteristicas de flavor tanto da carne in natura como dos produtos fermentados
sdo resultantes da soma dos compostos volateis e ndo volateis provenientes da degradagéo
microbiana e de reacfes quimicas como a reagdo de Maillard, a degradacdo de Strecker,
hidrélises e oxidagdes.

Lipideos, proteinas e carboidratos funcionam como substratos dessas rea¢cdes havendo
a formacdo de aminoécidos, compostos aromaticos, nucleotideos, aldeidos e &cidos graxos
livres (PINTO; PONSANO; HEINEMANN, 2001). O termo flavor pode ser definido como a
impressdo total percebida através de sensores quimicos do produto na boca. Dessa forma, o
flavor inclui as sensacBes de sabor e aroma, além da sensacdo de adstringéncia, sensacao
metélica de sangue e sensacdo picante das pimentas. A textura, aparéncia e sons produzidos
durante a mastigacéo dos alimentos tém influéncia sobre o flavor, porém ndo sdo comumente
incluidos em sua definicdo (TERRA; FRIES; TERRA, 2004).

A proteolise nos salames esté principalmente relacionada com a agdo das enzimas das
células musculares que geram aminoacidos livres, contribuindo para o sabor e aroma, e sofre
pouca influéncia da agéo da cultura starter (ZANARDI et al., 2004).

Longos periodos de maturacdo de salames e a atividade de outros microrganismos
geram altas concentracbes de compostos volateis originados de lipideos e compostos
nitrogenados. Enzimas tissulares sdo os principais agentes da lipélise e protedlise em salames
com auséncia de bolor superficial. A enzima catepsina D é ativada em pH proximo de 5,0 e
produz peptideos metabolizados pela flora microbiana durante a maturagdo. Enzimas
bacterianas promovem a degradacdo dos peptideos formados, podendo desenvolver sabor e
aroma de produto maturado em poucas semanas. Nesse sentido, estudos com a adigdo a massa
do salame de proteinases isoladas da parede celular de Lactobacillus paracasei mostraram o
desenvolvimento de caracteristicas sensoriais desejaveis no produto em duas semanas de
maturacdo. Tal fato, pode ter ocorrido devido & estimulacdo da atividade microbiana pela
adicdo da enzima (LUCKE, 2000).
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Estudos relatados por PINTO; PONSANO; HEINEMANN (2001) mostram que
culturas de Staphylococcus carnosus, S. xylosus e S. warneri foram capazes de produzir
compostos aromaticos mediante o catabolismo de aminoacidos como valina e leucina. Essas
culturas também produziram etilbutirato com leve aroma de frutas dependendo das condices
de pH e temperatura do meio.

A oxidagdo dos embutidos carneos pode iniciar durante o processo de moagem da
carne, a qual ao se desintegrar, libera &cidos graxos insaturados provenientes dos
fosfolipideos da membrana celular e ions ferro da mioglobina (TERRA; FRIES; KUBOTA,
2005).

A lipolise, que ocorre durante o processo de secagem e maturacdo dos produtos
cérneos, consiste na liberagéo de acidos graxos pela a¢do das enzimas lipoliticas produzidas
por microrganismos e pela propria carne. Essa alteragdo influencia o sabor dos produtos
carneos e pode ser identificada durante o cozimento quando ocorre a liberagdo de compostos
volateis, sendo proporcional a quantidade de &cidos graxos livres presentes. A alteracéo
hidrolitica que ocorre nos embutidos fermentados crus consiste principalmente na ruptura das
ligacOes ésteres dos triglicerideos por enzimas esterases, que caracterizam-se por agir em
substratos insolliveis (mono, di e triglicerideos). As esterases de origem microbiana ou
enddgenas do tecido adiposo agem com o auxilio de uma molécula de agua, promovendo
hidrdlise da ligacdo éster e resultando em &lcool e um ou mais é&cidos carboxilicos
(CICHOSKI; TERRA, 2001).

ZANARDI et al. (2004) citam que a lipdlise nos produtos carneos fermentados é
predominantemente atribuida a atividade de lipases de origem enddgena, cerca de 70 %. As
bactérias lipoliticas da cultura starter, da familia Micrococacceae, atribui-se principalmente a
reducdo de nitratos em nitritos. A agdo das lipases musculares parece ser favorecida pelo
baixo pH do salame, enquanto que as bactérias lipoliticas da cultura starter apresentam maior
atividade em pH mais elevado.

A lipdlise enzimética ocorre devido a especificidade de acéo das lipases endogenas
sobre triglicerideos e pela acdo das fosfolipases sobre os fosfolipideos da membrana celular
do masculo. As lipases atacam, preferencialmente, os acidos graxos localizados na fragéo
polar da molécula de triglicerideo e os acidos graxos da posicdo 3 em relagdo aos da posicdo
1, onde os acidos graxos insaturados estdo preferencialmente localizados. A quebra dos

fosfolipideos resulta em um significativo aumento do nimero de &cido graxos insaturados
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livres no salame durante a maturagdo, principalmente os &cidos linoléico, oléico e
araquidonico (ZANARDI et al., 2004).

A lipolise causada por enzimas musculares endogenas é resultante da agdo de lipases
mitocondriais e lisossdmicas denominadas lipase acida, fosfolipase Al e A2, lipase neutra,
esterase neutra e esterase 4cida. A lipase acida hidrolisa glicerideos (mono, di e triglicerideos)
na faixa de pH entre 4,5 e 5,5, mostrando-se mais ativas em ambientes salgados e com baixa
atividade de agua, por isso sua acdo é favorecida apés a salga e inicio da secagem do salame.
Por outro lado, a lipase neutra mostra-se ativa em pH entre 7,0 a 7,5. As fosfolipases Al e A2
catalisam a hidrolise de 1-acil- e 2-acil ésteres, respectivamente.

As esterases 4cida e neutra hidrolisam &cidos graxos de cadeia curta de mono, di e
triacilglicerois, sendo a esterase acida ativada em substrato com baixos valores de atividade
de &gua. A presenc¢a de grande quantidade de mioglobina no musculo pode inibir a acéo da
lipase neutra e da esterase neutra do musculo (CICHOSKI; TERRA, 2001).

Em produtos c&rneos com longo periodo de maturagdo, as enzimas fosfolipases teriam
grande atuagdo durante os primeiros cinco meses, enquanto que as lipases deixariam 0s
triglicerideos quase intactos nesse mesmo periodo. Embora permanega ativa durante todo o
periodo de maturacdo, as esterases apresentam agdo limitada devido a pequena quantidade de
acidos graxos de cadeia curta no produto. No décimo més, a quantidade de acidos graxos
livres gerada pela agdo das fosfolipases diminui devido & alta suscetibilidade desses
compostos & oxidacdo, havendo a formacdo de um grande nimero de substancias volateis e
precursores de aromas. A temperatura de maturagao, o teor de sal, o pH e o potencial redox do
produto carneo durante o processamento influenciam a acéo das enzimas lipoliticas, podendo
alterar as caracteristicas sensoriais do produto final (CICHOSKI; TERRA, 2001).

Os &cidos graxos livres sdo mais suscetiveis & oxidacdo do que os &cidos graxos
ligados aos triglicerideos ou fosfolipideos, caracteristica comprovada pela reducédo no teor de
acidos graxos livres ao final do periodo de maturagdo. No entanto, alguns autores afirmam
que o aumento da lipdlise ndo estd associado ao aumento da rancidez. As taxas de acidos
graxos livres podem alcangar no final do processo valores de 1% a 7% (ZANARDI et al.,
2004). A lipolise é mais acentuada na carne suina do que na carne bovina, onde o grau de
cominuicdo e o tamanho das particulas da matéria-prima parecem aumentar a atividade
lipolitica. A idade e a genética dos animais também influenciam o sistema enzimatico do
musculo, afetando a qualidade final do produto carneo (CICHOSKI; TERRA, 2001;
ZANARDI et al., 2004).
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Estudos relatam a atividade das enzimas enddgenas lipase lipoproteina (basica), lipase
horménio-sensivel (neutra) e lipase monoacilglicerol (4cida) sobre o tecido adiposo. A lipase
lipoproteina do tecido adiposo é ativa em pH 8,5 e especifica para monoacilglicerois
insaturados. A lipase horménio-sensivel hidrolisa a ligacdo éster dos triacilglicerois,
resultando em diacilglicerdis e possui maxima atividade em pH 7,0. Por sua vez, a lipase
monoacilglicerol hidrolisa 0os monoaciglicer6is ndo tendo posigdo especifica. Essas enzimas
sdo ativas durante o periodo de salga, porém somente a lipase hormdnio-sensivel permanece
ativa durante a secagem e maturagdo (CICHOSKI; TERRA, 2001).

PINTO; PONSANO; HEINEMANN (2001) descrevem que o hexanal é um dos
principais produtos resultantes da oxidac&o de lipideos, sendo encontrado em concentragdes
de 13 mg/ kg em carnes ndo curadas, enquanto que em produtos curados sua concentragdo €
de somente 0,03 mg/ kg. Os autores citam ainda que além das bactérias da familia
Micrococcaceae, 0s lactobacilos também produzem lipase em niveis suficientes para
contribuirem significativamente com a formagdo de compostos aromaticos e sépidos
derivados de lipideos. A contribuicdo bacteriana para a lipélise em embutidos varia de 11% a
35% dependendo da cultura adicionada.

A oxidagdo dos 4cidos graxos insaturados pode ocorrer durante a maturagéo e de certo
modo pode ser Gtil para a formacgdo de compostos que contribuem para o aroma e sabor do
salame. Contudo, o excesso de oxidagdo pode alcancar niveis que geram rancidez, tornando o
produto objetavel para o consumo e podendo gerar compostos toxicos & saude. O estresse
oxidativo é considerado o responsavel por uma série de doengas crénico-degenerativas que
podem afetar o figado, os rins e o sistema cardiovascular, além de induzir o desenvolvimento
de tumores e arteriosclerose (ZANARDI et al., 2004; TERRA; FRIES; KUBOTA, 2005).
Dessa forma, o conhecimento das interacGes entre oxidantes e antioxidantes sobre a satde
humana torna-se muito importante.

Nos produtos carneos fermentados, emprega-se substancias oxidantes e antioxidantes.
O cloreto de sédio apresenta atividade oxidante, enquanto que os nitritos e nitratos estdo
envolvidos em reagBes de Oxido-reducdo. O decréscimo da atividade de agua e o aumento da
concentragdo de sal no salame durante a maturagdo favorecem a lipdlise. O nitrito de sddio
possui acdo antioxidante, mediante a produgdo de dxido nitrico, apresentando efeitos
positivos no controle da rancidez e da formagdo de aromas desagraddveis no produto. Além
disso, o nitrito inibe a agdo lipolitica de microrganismos contaminantes na carne. Outros

ingredientes com acdo antioxidante adicionados aos produtos carneos sdo o0s ascorbatos, as
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especiarias e os fosfatos. A acdo antioxidante do nitrito também estd provavelmente
relacionada a sua acdo quelante sobre o ferro heme liberado durante a moagem e mistura das
matérias-primas, enquanto que as especiarias e o ascorbato ligam-se aos radicais livres
impedindo a oxidagdo (ZANARDI et al., 2004).

2.1.1.4 Antioxidantes naturais em embutidos carneos fermentados

Do ponto de vista quimico, os antioxidantes sdo0 compostos aromaticos que contém
pelo menos uma hidroxila, podendo ser sintéticos como o butil-hidroxianisol (BHA) e o butil-
hidroxitolueno (BHT), largamente utilizados pela inddstria de alimentos, ou naturais,
substancias bioativas como organosulfurados, fendlicos e terpenos. A agdo dos antioxidantes
ndo se restringe apenas a inibicdo da peroxidagdo dos lipideos, mas também da oxidagdo de
outras moléculas como proteinas e DNA (MELO; GUERRA, 2002).

Os antioxidantes podem ser classificados em primarios e secundéarios. Os primeiros
atuam interrompendo a cadeia de reacdo oxidativa mediante a doacdo de elétrons ou
hidrogénio aos radicais livres, convertendo-os em produtos termodinamicamente estaveis e/ou
reagindo com os radicais livres, formando o complexo lipideo-antioxidante que pode reagir
com outro radical livre. Atuam como antioxidantes primarios o BHT, BHA, ésteres do acido
galico, butil-hidroquinona, tocoferol e flavonodides. Os antioxidantes secundarios atuam
retardando a etapa de iniciacdo da autoxidagdo, por mecanismos que incluem complexagéo de
metais, sequestro de oxigénio, decomposicdo de hidroperdxidos, absor¢do da radiacdo
ultravioleta ou desativacdo de oxigénio singlete, além de possuirem propriedade
emulsificante. Os sequestradores de oxigénio e quelantes de metais exibem efeito sinergista,
uma vez que atuam como doadores de hidrogénio para o radical fenoxil, regenerando o
antioxidante primario, ou inativam ions metalicos, neutralizando seu efeito pré-oxidante. O
efeito sinergistico pode ser observado entre antioxidantes primarios e entre estes e compostos
ndo fendlicos como o &cido ascorbico e a lecitina. Cabe salientar que os antioxidantes ndo
podem reverter o processo oxidativo nem prevenir a rancidez hidrolitica e por isso devem ser
adicionados no inicio do processo de fabricagdo dos produtos carneos ou na gordura utilizada
como matéria-prima (MELO; GUERRA, 2002).

De acordo com MORETTO; FETT (1998), os antioxidantes podem ser classificados

como compostos capazes de se transformar em radicais livres estabilizados por ressonancia
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devido & presenca de um grupo fendlico em sua estrutura, eliminando os radicais livres dos
acidos graxos insaturados.

O interesse pelos antioxidantes naturais teve inicio nos anos 80 diante da comprovagéao
de efeitos maléficos causados por doses elevadas de BHT, BHA e t-BHQ (t-
butilhidroquinona) sobre o peso do figado e marcada proliferacdo do reticulo endoplasmético
das células, além do aumento da demanda por produtos naturais e organicos, especialmente
nos Estados Unidos e na Europa. Assim sendo, seu uso nos alimentos tornou-se restrito e mais
énfase foi dada a identificacdo e purificagdo de novos compostos com atividade antioxidante,
provenientes de fontes naturais, que possam atuar isoladamente ou sinergicamente com outros
aditivos antioxidantes. (YAMADA, 2004; TERRA,; FRIES; KUBOTA, 2005).

Os antioxidantes naturais geralmente séo derivados de plantas ou ervas e sua agédo
pode variar dependendo da fonte das quais sdo extraidos, da presenca de substancias
sinergistas ou antagonistas no alimento ou do produto nos quais sd&o empregados (MELO;
GUERRA, 2002; TERRA,; FRIES; KUBOTA, 2005).

As evidéncias cientificas permitem afirmar que a propriedade antioxidante das
especiarias e de outros vegetais se deve principalmente a seus compostos fendlicos. Os
compostos fendlicos sdo fitoquimicos que apresentam em sua estrutura um anel aromatico
com uma ou mais hidroxilas, destacando-se entre 0s mais comuns antioxidantes fendlicos de
fonte natural, os flavondides, os acidos fenolicos e o tocoferol (MELO; GUERRA, 2002). Os
flavondides encontram-se presentes em frutas, folhas, sementes e outras partes das plantas na
forma de glicosideos ou agliconas. Flavondis, isoflavonas, flavonas e flavononas sdo algumas
classes pertencentes ao grupo dos flavondides, que se diferenciam principalmente pelo
numero e posicdo de hidroxilas e metoxilas presentes nos dois anéis aromaticos. As flavonas e
os flavondis sdo as duas principais classes encontradas universalmente na natureza,
representados pelas agliconas, campferol, quercetina e miricetina e apigenina, luteolina e
tricetina entre 0s mais comuns, respectivamente. Os acidos fenolicos estdo reunidos em dois
grupos formados pelos derivados do &cido hidroxicinamico e pelos derivados do acido
hidroxibenzoéico. Entre os derivados do &cido hidroxicindmico, 0s mais comumente
encontrados na natureza sdo os acidos p-cumarico, ferulico, caféico e sinaptico. Esses &cidos
existem nas plantas usualmente na forma de ésteres como o 4cido clorogénico, éster do acido
quinico. No grupo dos é&cidos hidroxibenzdicos destacam-se os acidos protocatecuico,

vanilico, siringico, gentisico, salicilico, elagico e galico. Os tocofer6is encontrados
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principalmente em sementes oleaginosas e folhas exibem atividade antioxidante e de vitamina
E.

Os tocoferois estdo agrupados em duas séries de compostos que possuem estrutura
quimica semelhante e recebem o nome genérico de tocdis e tocotriendis, atuando como
antioxidantes primarios (MELO; GUERRA, 2002).

Entre as plantas com propriedade antioxidante mais utilizadas em produtos carneos
destacam-se orégano, alecrim e sélvia, que possuem componentes com reconhecida atividade
antioxidante como carnosol, &cido carnésico e &cido rosmarinico. Em produtos céarneos,
verifica-se grande aumento da utilizacdo dos extratos de orégano, alecrim e salvia,
purificados, desodorizados e com auséncia de pigmentos, para prevenir a deterioragéo
oxidativa desses alimentos e reduzir o emprego de antioxidantes sintéticos. Os extratos dessas
plantas podem ser encontrados comercialmente na forma liquida e empregados nos produtos
carneos na concentragdo de 500 a 5.000 ppm, calculada sobre o teor total de gordura do
alimento. Os extratos apresentam vantagens em relacdo as especiarias porque séo livres de
contaminagdo microbioldgica, ndo sdo visiveis no produto, sdo de fécil armazenamento e
transporte, além de permitirem padronizacdo (TERRA; FRIES; KUBOTA, 2005; LEMOS,
2005).

Vérios estudos tém sido realizados visando o desenvolvimento de extratos naturais,
oriundos de plantas, que apresentem propriedades antioxidantes para uso em produtos
carneos. TERRA; FRIES; KUBOTA (2005) relatam recentes estudos com o uso de erva-mate
(llex paraguariensis), ervas do cha-verde e do ché-preto (Camellia sinensis), marcela do
campo (Achryrocline satureioides) e casca da batata (Solanum tuberosum) que possuem
flavonoides e acidos fenolicos em sua composicao.

MILANI et al. (2001) estudaram a atividade antioxidante e antimicrobiana dos
extratos etandlico e metandlico do cha verde, ché preto e erva-mate em carne mecanicamente
separada de frango e verificaram que todos os extratos mostraram efeito antioxidante no
referido produto. Em outro experimento, MILANI et al. (2002) estudaram a ag&o antioxidante
dos extratos de casca de magé, alcachofra e erva-mate sobre a carne mecanicamente separada
de frango mantida sobre refrigeracéo e congelamento e verificaram que o extrato metandlico
de erva-mate apresentou maior poder antioxidante em relacéo aos demais extratos.

A marcela do campo (Achryrocline satureioides (Lam). DC.) é uma planta nativa da

América do Sul, muito empregada para fins medicinais no Brasil, Argentina, Uruguai e



39

Paraguai. Seu uso, em tribos indigenas do sul do Brasil, é indicado como reguladora da
pressdo sanguinea e para a melhoria dos sintomas associados a gripes e resfriados.

Essa indicagdo medicinal é validada por dados cientificos relacionados a presencga de
sesquiterpenolactonas e flavondides (relaxantes de musculos lisos, antivirais e bactericidas)
na referida espécie, além de sua atividade excretora de potassio. As sementes de melancia,
usadas como aditivo pelos indigenas, possuem atividade antibacteriana. Além disso, também
séo verificados relatos de sua atividade imuno-supressora leve, forte atividade antioxidante,
fraca atividade larvicida, acdo tripanossomicida sobre formas sangiiineas do Trypanossoma
cruzi, atividade diurética e excretora de sodio negativa, atividade excretora de potassio
aumentada, atividade antiinflamatoria e fortalecedora da fagocitose (SENS, 2002).

A marcela do campo pertence a familia Asteraceae e pode ser popularmente
denominada de alecrim-de—parede, camomila nacional, carrapichinho-de-agulha, cha-de-
lagoa, losua-do-mato, macela, macela-amarela, macela-do-mato, macelinha, marcela,
marcela-da-terra, marcela galega ou paina. Seus constituintes quimicos séo 6leo essencial,
flavondides como luteolina, isonafaliina, quercitina e galangina; &cidos polifendlicos e seus
ésteres como 4&cido clorogénico, acido isoclorogénico, protocatequilcalerianina e &cido
caféico; fenilpironas, sesquiterpenos, compostos acetilénicos, canfeno, mirceno, saponinas,
substancias amargas (lactonas) e taninos. Devido a presenca desses constituintes, & marcela do
campo sdo atribuidas varias propriedades medicinais j& citadas e outras que incluem a
atividade antiasmatica, antidiabética, antidiarréica, antiedematogénica externa e interna,
antiepiléptica, antipirética, anticefaléia, protetora solar, sedativa, tdnica, estimulante da
circulacdo capilar e reguladora de disfungBes gastricas, digestivas e hepaticas
(PLANTAFARMA, 2005).

Em estudos sobre a atividade antioxidante da marcela do campo em células hepéticas
de ratos, verificou-se que ambos 0s extratos da planta, aquoso e metandlico foram capazes de
reduzir a producdo de compostos resultantes da oxidacdo, apresentando significativo efeito
redutor de radicais livres e poder antioxidante. Também foi relatado que o extrato aquoso da
marcela do campo apresentou feito inibitdrio sobre a oxidacdo do LDL (lipoproteina de baixo
peso molecular) sangliineo humano (TERRA; FRIES; KUBOTA, 2005).

TERRA; FRIES; KUBOTA (2005) relatam ainda estudos a respeito da atividade
antimicrobiana do extrato etandlico de marcela do campo sobre Bacillus subtilis e
Staphylococcus aureus. FURTADO et al. (2004) verificaram que o extrato hidroetanélico de

marcela do campo proporcionou protecdo contra a oxidagdo lipidica em linguica,
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demonstrando maior acdo antioxidante quando comparado ao extrato hidroetandlico de erva-

mate no mesmo pI’OdUtO.

2.2 BACTERIAS LACTICAS

2.2.1 Caracteristicas Gerais

O grupo de bactérias lacticas esta constituido por microrganismos associados a
diversos alimentos incluindo plantas, como silagem, milho, hortali¢as, cevada, carne e leite.
As bactérias lacticas estdo relacionadas com a producéo de alimentos de alta e média acidez,
da qual podem participar como coadjuvantes da fabricagdo de um grande numero de
alimentos, como leites fermentados, iogurtes, queijos, salames, presuntos, chucrute, pepinos e
outros vegetais fermentados, sendo selecionados de acordo com o carboidrato a fermentar,
normalmente a glicose, sacarose ou lactose. Originam-se de habitats especificos como vagina,
boca e intestinos de mamiferos (BROCK; MADIGAN, 1991; SILVA; JUNQUEIRA, 1995;
CARR; CHILL; MAIDA, 2002; HICKEY, 2002; FERREIRA, 2003).

As bactérias l4cticas sdo microrganismos anaerdbios, anaerdébios facultativos ou
microaerdfilos que apresentam melhor desenvolvimento em meios com baixas tensbes de
oxigénio. Apresentam-se sob a forma de cocos ou bacilos, asporogénicos, ndo redutores de
nitrato a nitrito, gelatinase negativos e incapazes de utilizar o lactato. S&o
quimiorganotrdficas, basicamente sacaroliticas, atuando preferencialmente sobre carboidratos.
Classificam-se como mesofilas ou termofilas, com temperaturas Otimas de crescimento
variando de 30 a 37° C e 45 a 50° C, respectivamente. S&o produtoras de &cido lactico como
produto do metabolismo primério e ineficientes quanto a producéo de energia, necessitando
de grande quantidade de agUcar, vitaminas do complexo B e alguns aminoécidos, em
determinadas espécies, para obtengdo de energia suficiente para a biossintese e reprodugéo
(FERREIRA, 1987, KLEIN et al., 1998; CARR; CHILL; MAIDA, 2002; FERREIRA, 2003).

Esse grupo de microrganismos ndo possui catalase, com excecdo de alguns
pediococos, que produzem pseudocatalase. Algumas bactérias bifidas em presenca de sangue
ou de hematina também podem produzir catalase ou citocromos, formando uma cadeia de
transporte de elétrons ativa e desta forma promovendo respiracdo. As bactérias lacticas

reagem positivamente as coloragdes de gram, azul de metileno e rezarsurina, sdo usualmente
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imoveis e obrigatoriamente fermentadoras (SA; BARBOSA, 1990; VEDAMUTHU et al.,
1992; FERREIRA, 2003).

Foram primeiramente caracterizadas de acordo com sua habilidade em formar
isdmeros de &cido lactico a partir da fermentacéo da glicose. A rotagdo Otica obtida pela luz
incidente sobre os ismeros de 4cido lactico determinam a terminologia para os isdmeros (D),
dextro-rotatorio quando a luz é desviada para a direita, (L) levo-rotatério quando a luz é
desviada para a esquerda ou (DL) rancémico quando hd mistura dos dois primeiros tipos. A
forma D (-) acido lactico ndo € metabolizada pelos humanos e por isso ndo se recomenda o
uso de bactérias lacticas produtoras desse isbmero em alimentos destinados a alimentacéo
infantil, sendo sua ingestdo diéria limitada em 100 mg/ kg de peso corporal (CAPLICE;
FITZGERALD, 1999; TERRA, 2003). De acordo com o produto final obtido da fermentacgéo,
as bactérias lacticas também podem ser classificadas em homofermentativas ou
heterofermentativas. As homofermentativas produzem acido lactico como o principal produto
da fermentagdo da glicose, enquanto que as heterofermentativas produzem diversos
metabdlitos como produtos resultantes da fermentagéo da glicose como 4cido acético, CO- e
etanol, além do acido lactico. Esta caracteristica de heterofermentacdo é resultante da
producdo da enzima fosfoquetolase que através da via pentose monofosfato permite as
bactérias heterofermentativas a conversdo de hexoses em pentoses, produzindo aldeidos e
diacetil responsaveis pelo sabor e aroma altamente desejiveis em produtos alimenticios. As
bactérias homofermentativas, por sua vez, possuem a enzima aldolase e sdo capazes de
fermentar a glicose mais diretamente a acido lactico (KANDLER; WEISS, 1986; CARR,;
CHILL; MAIDA, 2002). O grupo das bactérias lacticas homofermentativas inclui os géneros
Streptococcus, Pediococcus e o0s Lactobacillus homofermentativos, e 0 grupo
heterofermentativo inclui os géneros Leuconostoc e um subgrupo do género Lactobacillus
(CARR; CHILL; MAIDA, 2002).

A fermentacdo das hexoses pelas bactérias laticas pode ser realizada por diferentes
vias metabdlicas, porém em todas elas somente moléculas de fosfato de hexose com glico-
configuracéo séo atacadas. As rotas diferem no modo como é efetuada a quebra do esqueleto
de carbono resultando em diferentes produtos finais. A glicdlise promovida pelas bactérias
homofermentativas caracteriza-se pela formagéo de glicose-6-fosfato a partir da glicose e sua
conversdao em frutose 6- fosfato. Posteriormente, ha formacao de 1,6 frutose difosfato, que
com o auxilio da enzima aldolase gera gliceraldeido-3-fosfato ou dihidroxiacetona, resultando

em duas moléculas de piruvato e duas moléculas de lactacto como produto final.
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Na heterofermentacdo, a glicolise inicia-se pela oxidagdo da glicose-6-fosfato para
gluconato-6-fosfato, seguida pela descarboxilagdo e quebra da ribulose-5-fosfato, xilulose-5-
fosfato em gliceraldeido-3-fosfato e acetilfosfato. Esse ultimo resulta na formagdo de
acetaldeido e etanol e o gliceraldeido origina piruvato e lactato. Podem ser formados a partir
do piruvato, acetato e etanol em quantidades equimoleculares, mas também acetato e didxido
de carbono. Dois mecanismos explicam a conversdo do piruvato em acetato e gas carbonico,
cada um rendendo 1 mol de ATP por mol de piruvato. Um requer lipoato e coenzima A com 0
envolvimento de acetil CoA e acetilfosfato. No outro mecanismo, ndo é necessaria a
participacdo do lipoato ou da co-enzima A; o acetilfosfato é diretamente produzido durante o
processo oxidativo, formando acetato e liberando diéxido de carbono (CAPLICE;
FITZGERALD, 1999; TERRA, 2003).

A fermentacdo da lactose, substrato bastante empregado para a fermentagdo de
produtos céarneos, inicia-se primeiramente pela quebra da molécula pela enzima f
galactosidase, resultando em glicose e galactose. A galactose é convertida em glicose-6-
fosfato pela rota de Leloir e juntamente com a glicose é fermentada através da via glicolitica
(CAPLICE; FITZGERALD, 1999; TERRA, 2003).

Uma importante alternativa tecnoldgica para o incremento de sabor e aroma nos
alimentos fermentados é a conversdo do piruvato em acetoina e diacetil mediante duas
diferentes rotas metabolicas. A formacdo de acetoina via acetolactato, seguida pela oxidacao
para diacetil, foi aceita como Unica possibilidade a rota metabdlica da sintese do diacetil,
porém, recentemente, acolheu-se a sua sintese direta a partir da acetil CoA. A formacédo de
acetoina e diacetil € pequena quando as hexoses sdo as Unicas fontes de carbono, porém este
quadro € revertido quando surge no meio o piruvato proveniente da clivagem dos acidos
orgénicos. O balango oxirredutor do sistema regula a extensdo da formagdo dos flavorizantes
como diacetil, aldeido acético, acetoina, butileno glicol e etanol (TERRA, 2003).

As bactérias homofermentativas utilizam a via Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) para
gerar duas moléculas de lactato a partir de uma molécula de glicose, enquanto que as
heterofermentativas produzem quantidades iguais de lactato, didxido de carbono e etanol,
mediante a fermentagcdo da glicose pela via hexose monofosfato ou pela via pentose
monofosfato (CAPLICE; FITZGERALD, 1999).
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2.2.1.1 Géneros e espécies de bactérias lacticas

Por vérias décadas, foram considerados como verdadeiros componentes do grupo
lactico os géneros Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus e o recém denominado
Lactococcus (VEDAMUTHU et al.,, 1992, CARR; CHILL; MAIDA, 2002; FERREIRA,
2003). Apods inumeras agregacdes, desagregacdes e reclassificacBes, juntamente com o
aparecimento de novos géneros, o grupo de bactérias lacticas esta atualmente constituido por

15 géneros de bactérias (Tabela 6).

TABELA 6 - GENEROS DE BACTERIAS DO GRUPO LACTICO E SUA MORFOLOGIA

GENEROS MORFOLOGIA
Aerococcus Cocos, pares/ aglomerados/ tétrades
Atopobium Bacilos, pares

Bifidobacterium

Pleomorfos

Brochothrix

Cocos, ovoides/ pares

Carnobacterium

Bacilos, pares

Enterococcus

Cocos, isolados/ cadeia

Lactobacillus

Bacilos, isolados/ pares/ cadeia

Lactococcus Cocos, pares/ cadeias curtas
Leuconostoc Cocos, ovdides/ pares/ cadeias curtas
Oenococcus Cocos, ovdides/ pares

Pediococcus

Cocos, tétrades

Streptococcus Cocos, isolados/ cadeias de tamanhos variados
Tetragenococcus Cocos, ovdides/ pares/ tétrades

Vagococcus Cocos, ovdides/ pares, tétrades

Weissella Cocos, ovoides/ pares

FONTE: FERREIRA, 2003.

Entre os géneros de bactérias lacticas, o género mais pesquisado tem sido o
Streptococcus, sendo o Streptococcus thermophilus a Unica espécie desse género empregada
na producédo de alimentos, sendo também responséavel pela producgdo de sabor caracteristico

no iogurte juntamente com o Lactobacillus bulgaricus. O atualmente denominado género
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Lactococcus é o mais frequente na composicdo de fermentos mesofilicos para laticinios, do

qual algumas espécies que apresentavam motilidade originaram o género Vagococcus.

As espécies Lactococcus lactis ssp. lactis e ssp. diacetilactis anteriomente
pertencentes ao género Streptococcus diferenciam-se deste Gltimo por sua capacidade de
crescer a temperatura de 10 °C. O género Enterococcus é composto por espécies que
produzem acido l4ctico na forma L(+), sendo representado principalmente por E. faecium, E.
faecalis e E. durans. As espécies desse género sdo resistentes a situagdes extremas de pH e
temperatura, sendo muitas vezes referidas como contaminantes naturais, contribuindo para a
textura e sabor de queijos artesanais. O género Pediococcus foi o primeiro grupo bacteriano
estudado por Louis Pasteur devido & sua presenca como contaminante em cervejas. SA0 cocos
agrupados em tétrades, produtores de pseudocatalase e produzem &cido lactico nas formas
L(+), D(-) e DL. N& fermentam a lactose e sdo fracamente proteoliticos. O género
Brocothrix originou-se da classificagdo original Microbacterium e é caracterizado por bacilos
asporogénicos, catalase e citocromo positivos, isolados de produtos carneos, estando mais
proximos do género Listeria do que de outros géneros de bactérias lacticas como o género
Lactobacillus. O género Carnobacterium originou-se de espécies de Lactobacillus, devido a
diferencas fenotipicas quanto a producdo de metabolitos, crescimento em temperaturas de
refrigeracdo, crescimento em diferentes faixas de pH e intolerancia ao acetato. Além disso, as
espécies do género Carnobacterium sdo deterioradoras de alimentos e apresentam
patogenicidade (CARR; CHILL; MAIDA, 2002; FERREIRA, 2003).

O género Aerococcus € homofermentativo, formando &cido lactico na forma L(+) e é
pouco acidificante. A Unica espécie do género Tetragenococcus é o T. halophilus,
caracterizado por ndo apresentar motilidade ou crescimento em pH 4,5 e em temperaturas de
10 e 45° C. Por sua vez, o género Leuconostoc é heterofermentativo, acumulando lactato na
forma D(-), CO. e etanol ou acetato em partes iguais em meio contendo glicose e lactose
como fontes de carbono. Algumas espécies utilizam o citrato e acumulam diacetil, aroma
caracteristico da manteiga e alguns tipos de queijos, sendo por isso utilizado como
componente obrigatério de culturas mesofilicas produtoras de aroma. O género Oenococcus
foi proposto em 1995 para a espécie Leuconostoc oenus, encontrada em bebidas alcodlicas
como o vinho, devido ao seu crescimento em ambiente acido (pH 4,8) e com elevada

concentracdo de etanol (10%), sendo redenominada de Oenococcus oenus. O género
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Lactobacillus esta entre os que mais tém sido submetidos a desagregracdo, agregacdo e

reclassificacao.

Algumas espécies de Lactobacillus foram remanejadas e passaram a pertencer ao
género Weissella, como W. confusa, W. halotolerans, W. kandleri, W. minor e W. viridescens
(FERREIRA, 2003).

O género Bifidobacterium foi descoberto e descrito pela primeira vez, em 1900, por
Henry Tisser nas fezes de criancas amamentadas no seio materno. Essas bactérias habitam o
intestino grosso do homem e diversos animais, sendo também encontradas no mel de abelhas,
agua de esgoto, em céries dentarias, na secre¢do vaginal e em outros materiais bioldgicos
humanos, estando classificadas em mais de 35 espécies reconhecidas (COLLINS; HALL,
1984; VIJAYENDRA,; GUPTA, 1992; ISHIBASHI; SHIMAMURA, 1993; FERREIRA,
2003).

Esse grupo de bactérias apresenta-se sob a forma de bacilos gram-positivos,
pleomorfos, bifurcados ou em forma de Y, ndo esporulados e imo6veis. Sdo anaerdbias, porém
algumas espécies podem tolerar o O, somente na presenca de CO; e apresentam crescimento
6timo a temperatura de 37 a 41° C e pH de 6,5 a 7,0, tendo seu desenvolvimento inibido em
pH 4,5 a5,0 e 8,0 a 8,5. Formam colbnias lisas, convexas, brilhantes, brancas ou amareladas
(KANDLER; WEISS, 1986).

Nutricionalmente, as bactérias bifidas formam um grupo bastante heterogéneo,
necessitando de fatores nutricionais distintos para cada espécie. Entre os fatores nutricionais
requeridos estdo aminoagucares, em particular, N-acetil-D-glucosamina; oligossacarideos;
vitaminas, como riboflavina, acido ascorbico, piridoxina, tiamina, biotina; e aminoéacidos,
como a cisteina, acido pantoténico e &cido nicotinico (KANDLER; WEISS, 1986; KLAVER
et al., 1993). Sacaroliticas; atuam basicamente sobre carboidratos, desempenhando papel
significativo no controle do pH intestinal, através da liberagdo de &cido L (+) lactico e &cido
acético na proporgao 2:3, sem a liberagdo de CO, e por isso diferenciam-se das demais
espécies de bactérias lacticas, pois metabolizam a glicose por uma via especifica (frutose-6-

fosfato).
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As bactérias lacticas constituem um dos grupos predominantes da microflora intestinal
de individuos saudaveis, desempenhando importante papel na manutengdo do equilibrio
microbiano intestinal, pois a acidez gerada mediante a producdo de éacidos orgéanicos, em
especial acidos graxos volateis, inibe ou restringe o crescimento de patdgenos entéricos, como
Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens e
algumas espécies de Shigella (SCARDOVI, 1986; IWATA; MORISHITA, 1989;
VALENTIM et al., 1994). A inibicdo do crescimento de patdgenos invasores também ocorre
pela desconjugacédo de sais biliares e produgdo de bacteriocinas, como bifidolina e “bifilong”
(ALVAREZ, 1988).

O género Lactobacillus apresenta-se sob a forma de bacilos ou cocobacilos gram
positivos, isolados, aos pares ou formando correntes curtas, anaerobios facultativos ou
microaerdfilos. Ndo formam esporos, sdo catalase e benzidina negativos, porém algumas
espécies podem produzir pseudocatalase. Sdo na maioria imoveis e crescem na faixa de 2 a
53° C (FERREIRA, 2003). Esse género foi primeiramente classificado por Orla e Jensen em
trés grupos (Thermobacterium, Streptobacterium e Betabacterium) de acordo com a
temperatura de crescimento e caracteristicas bioquimicas. Essa nomenclatura continua a ser
empregada para definir os trés grupos, porém sua classificacéo é realizada de acordo com a
temperatura de crescimento, habilidade em fermentar pentoses, habilidade em produzir CO; a
partir de glicose, necessidade de tiamina, reducédo de frutose a manitol, hidrélise de arginina e
producdo de acido lactico como principal metabélito (CARR; CHILL; MAIDA, 2002).

Ao grupo Betabacterium pertencem espécies heterofermentativas obrigatorias
produtoras de CO; pela fermentagdo da glicose, sendo em sua maioria capazes de hidrolisar
arginina e necessitando de tiamina para crescimento, enquanto que o grupo Streptobacterium,
heterofermentativo facultativo, produz CO, a partir do gluconato e ndo da glicose. Ambos 0s
grupos Betabacterium e Streptobacterium fermentam ribose e crescem bem em temperatura
de 15° C, sendo classificados como meséfilos. O grupo Thermobacterium é composto por
bactérias homofermentativas ndo fermentadoras de ribose, termofilicas que crescem a
temperatura de 45° C ou superior (CARR; CHILL; MAIDA, 2002; ANNUK, 2003).
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A Tabela 7 mostra a divisdo do género Lactobacillus de acordo com a habilidade

fermentativa das espécies que o compdem.

TABELA 7 — CLASSIFICACAO DO GENERO LACTOBACILLUS EM GRUPOS DE
ACORDO COM SUA HABILIDADE FERMENTATIVA E ALGUMAS
ESPECIES QUE OS COMPOEM

GRUPO |

Homofermentativo
obrigatorio

Thermobacterium

GRUPO 11

Heterofermentativo
Facultativo

Streptobacterium

GRUPO II1

Heterofermentativo
obrigatorio

Betabacterium

L. acidophilus L. acetotolerans L. brevis

L. amylovorus L. bavaricus L. buchneri

L. cryspatus L. casei L. celobiosus
L. gallinarum L. curvatus L. fructivoruns
L. johnsonii L. intestinalis L. hilgardii

L. delbrueckii ssp. | L. murinus L. kefir
delbrueckii

L. delbrueckii ssp. bulgaricus | L. pentosus L. panis

L. delbrueckii ssp. lactis L. paracasei ssp. paracasei L. sanfrancisco
L. helveticus L. paracasei ssp. tolerans

L.kefiranofaciens L. plantarum

L. salivarius ssp. salivarius L. rhamnosus

L. salivarius ssp. salicinus

FONTE: FERREIRA, 2003.

Os métodos atuais de taxonomia aplicados as bactérias lacticas

incluem sua

caracterizacdo fenotipica e genotipica. Na caracterizagdo fenotipica utilizam-se métodos

padronizados baseados em reagBes bioquimicas e enzimticas onde sdo analisadas a

composicdo da parede celular, proteinas sollveis totais do citoplasma e mobilidade

eletroforética de certas enzimas. A andlise do gendtipo é baseada na amplificacdo da

sequéncia das bactérias através de técnicas de DNA-DNA hibridizacdo, provas genéticas e
técnicas de ribotipagem (KLEIN et al., 1998; ANNUK et al., 2003).
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A Tabela 8 mostra algumas redenominagdes e alteragdes de género ocorridas para

espécies de Lactobacillus.

TABELA 8 - NOMENCLATURAS DE ALGUMAS ESPECIES DE LACTOBACILLUS

NOMENCLATURA ANTERIOR

NOVA NOMENCLATURA

L. bulgaricus

L. delbrueckii ssp. bulgaricus

L. lactis L. delbrueckii ssp. lactis
L. jugurti L. helveticus

L. divergens Carnobacterium divergens
L. piscicola Carnobacterium piscicola
L. minutus Atopobium minutum

L. rimae Atopobium rimae

FONTE: FERREIRA, 2003.

A espécie Lactobacillus casei pertence ao grupo Streptobacterium e é comumente
encontrada no leite, queijo, derivados lacteos e também em carnes. A espécie tem sido
relatada como probidtica devido as suas acbes benéficas exercidas no organismo quando
presente no trato intestinal. No entanto, ao longo dos anos, a espécie de L. casei e suas
subespécies tém sofrido inimeras reclassificacBes e redenominagfes. KANDLER; WEISS
(1986) classificaram a espécie L. casei em cinco subespécies: ssp. alactosus, ssp. casei, ssp
pseudoplantarum, ssp. rhamnosus e ssp. tolerans. L. casei alactosus difere de L. casei ssp.

casei devido & sua inabilidade em fermentar lactato (KLEIN et al., 1998).

A diferenciagdo inicial entre L. casei, L. alactosus e L. rhamnosus feita por
KANDLER; WEISS (1986) foi baseada na habilidade em crescer a 15 e 45° C e na
fermentacdo da lactose e ramnose. L. rhamnosus cresce em ambas as temperaturas referidas e
pode ser identificado bioquimicamente pela incapacidade de fermentar a rafinose, habilidade

em fermentar ramnose e apresentar 4cido meso-diaminopimélico em sua parede celular.

Posteriormente, foi proposto por COLLINS; PHILLIPS; ZANONI (1989) que as
subespécies alactosus, pseudoplantarum, rhamnosus e tolerans fossem elevadas a categoria
de espécie baseado em sua baixa homologia com a cepa L. casei ssp. casei. Propuseram ainda

a nova espécie L. paracasei dividida nas subespécies paracasei e tolerans.
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A subespécie paracasei se caracteriza por crescer em temperaturas de 10 e 40°C, nio
apresentar motilidade, produzir L (+) &cido lactico a partir de amidalina, arbutina, celobiose,
frutose, galactose, glicose, maltose, manitol, manose, melezitose, N-acetilglicosamina,
salicina, turanose e trealose e ndo hidrolisar arginina, esculina ou uréia (CARR; CHILL,;
MAIDA, 2002). A subespécie tolerans caracteriza-se por crescer em temperaturas de 10 e 37°
C, ndo crescendo a 40° C. Forma células que ocorrem isoladas ou em cadeias e fermenta
frutose, galactose, glicose, lactose, manose, N-acetilglicosamina e tagatose, sendo incapaz de

hidrolisar arginina, esculina e uréia.

De acordo com KLEIN et al. (1998), a descricdo da nova espécie L. paracasei foi
baseada somente em um limitado nimero de experimentos, verificando a homologia DNA-
DNA complementados por uma pobre descricdo das caracteristicas fenotipicas das cepas.
Neste sentido, somente L. rhamnosus poderia ser facilmente distinguido das demais espécies
por possuir e ser capaz de fermentar ramnose, enquanto que L. casei e L. paracasei ndo
poderiam ser facilmente diferenciados bioquimicamente. Na reclassificacdo proposta por
DICKS et al. (1996), o termo paracasei deveria ser rejeitado e suas subespécies incluidas na

espécie L. casei, sendo ainda reempregado o termo L. zeae para a cepa L. casei ATCC 393.

KLEIN et al. (1998) estudaram a relacdo fenotipica e genotipica entre espécies
probidticas isoladas de produtos lacteos, produtos farmacéuticos, trato gastrintestinal e
urogenital humano e de alguns animais, e seus resultados confirmaram a proposta de DICKS
et al. (1996) para a redenominacgdo das espécies do grupo L. casei. Verificaram também que a
maioria das culturas probidticas identificadas no rétulo dos produtos analisados ndo
apresentava a designacdo apropriada para sua espécie. ANNUK et al. (2003) afirmam que
frequentemente a classificagcdo fenotipica dos Lactobacillus em géneros e espécies ndo
corresponde & sua categoria filogenética quando comparadas através da anélise da sequéncia
do 16S RNA ribossdomico desses microrganismos. Desta forma, as dificuldades encontradas
na taxonomia dos lactobacilos prejudica a indicacdo de cepas de uma determinada espécie
para uso como probioticos (PENNACCHIA et al., 2004).

As redenominacdes sugeridas para L. zeae e L. rhamnosus (Tabela 9) foram aprovadas
pelo Comité Internacional de Bacteriologia Sistematica (ICSB), porém a inclusdo das
subespécies de L. paracasei na espécie casei ainda permanece em discussdo e ndo estd

aprovada.
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TABELA 9 - REDENOMINACOES PROPOSTAS PARA A ESPECIE LACTOBACILLUS
CASEI

KANDLER; WEISS (1986) COLLINS; PHILLIPS; ZANONI DICKS et al. (1996)
(1989)

L. casei ssp. alactosus L. paracasei ssp. paracasei L. casei

L. casei ssp. casei L. casei L. zeae/ L. casei

L. casei ssp. pseudoplantarum L. paracasei ssp. paracasei L. casei

L. casei ssp. rhamnosus L. rhamnosus L. rhamnosus

L. casei ssp. tolerans L. paracasei ssp. tolerans L. casei

FONTE: FERREIRA, 2003.

L. rhamnosus apresenta-se como bacilos ndo moveis, heterofermentativos, que
crescem em temperatura de 10° C, porém alguns em 15 e 45° C. Essa espécie produz L (+)
acido lactico e fermenta amidalina, arbutina, celobiose, frutose, galactose, beta-gentiobiose,
gluconato, glicose, lactose, manitol, manose, maltose, melezitose, N-acetilglicosamina,
ramnose, ribose, salicina, sorbitol, turanose e trealose. Ndo possui a capacidade de hidrolisar
arginina e uréia, porém hidrolisa esculina (CARR; CHILL; MAIDA, 2002).

2.2.2 Atividade Benéfica e Antimicrobiana das Bactérias Lacticas

As bactérias lacticas sdo atribuidas propriedades nutritivas, medicinais e terapéuticas
em virtude de sua agdo benéfica sobre a flora intestinal, pois aderem-se a diversos epitélios do
sistema digestivo. Autores citados por GOULET (1991) observaram que diversas cepas
lacticas possuiam propriedades imunoestimulantes, as quais ndo estariam ligadas & viabilidade

das células, pois também eram encontradas em cultivos inativados pelo calor.

Em estudo realizado por ANNUK et al. (2003), verificou-se que cepas
heterofermentativas do género Lactobacillus como L. casei e L. paracasei mostraram maior
inibicdo de bactérias gram negativas patogénicas quando comparadas aos lactobacilos
homofermentativos, devido a alta reducéo de pH promovida no meio, causando maior efeito

deletério sobre as bactérias patogénicas.
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Entre os lactobacilos, o Lactobacillus acidophilus produz substéncias antibacterianas,
tais como proteinas inibitorias, perdxido de hidrogénio, lactocidina, acidolina, acidofilina e

lactacium-B.

A reducdo de B-glucoronidase fecal e atividade nitrorredutase também estdo
associadas a ingestdo de celulas viaveis desse microrganismo, assim como a inibicdo da
enzima hidroximetil-glutaril-CoA-redutase, reguladora da sintese de colesterol sangliineo
(VIJAYENDRA,; GUPTA, 1992).

Os principais mecanismos de inibicdo de competidores das bactérias lacticas sdo a
formacdo de acidos organicos, como acido lactico e acético, e possivelmente a producgdo de
bacteriocinas. Outros metabolitos produzidos pelas bactérias lacticas mostraram poder de
inibir bactérias Gram negativas em experimentos laboratoriais, porém h& pouco interesse em
seu estudo para o aumento da seguranca e estabilidade de produtos carneos, pois alguns ndo
sdo produzidos em quantidades suficientes (reuterina) ou interferem nas caracteristicas
sensoriais (diacetil e perdxido de hidrogénio), enquanto outros tém seu uso restrito e
controlado (acido benzdico) (LUCKE, 2000).

O dominio das bactérias lacticas sobre a flora competitiva nas carnes fermentadas é
favorecido pelas condigdes anaerdbicas do processo, adi¢do de sais de cura e aglcares e pelo
baixo pH inicial da mistura (pH menor que 5,8). Uma queda répida de pH abaixo de 5,3
mostra-se importante na inibicdo de salmonelas e Staphylococcus aureus quando os produtos
sdo fermentados em temperaturas abaixo de 18 °C (LUCKE, 2000).

Em carnes, o principal acido formado pelas bactérias lacticas € o &cido lactico, sendo
que somente pequenas concentracbes de &cido acético sdo toleradas sensorialmente nos
produtos. Por outro lado, o efeito antimicrobiano deste acido mostra-se mais efetivo em
comparacdo ao 4cido lactico nas mesmas concentragdes e pH. A sensibilidade bacteriana a
esses 4cidos é bastante varidvel e depende de outros fatores como atividade de agua e
presenca de nitrito. Por isso, em produtos carneos fermentados, até mesmo pequenas
diferencas na concentracdo desses acidos podem promover grandes efeitos sobre bactérias
pouco tolerantes a acidez. A intensidade do sabor 4cido depende do valor de pH, porém uma
alta concentragdo de acido acético torna o sabor acido menos puro e mais “"azedo". A adi¢do
de acidificante como glucona-delta-lactona (GDL) a massa do embutido pode gerar acimulo

de &cido acético devido a acdo de lactobacilos, principalmente L. sakei e L. plantarum sobre o
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acido glucdnico gerado a partir do GDL com formagdo do &cido acético (TERRA, 1998;
LUCKE, 2000).

2.2.2.1 Bacteriocinas

As bactérias lacticas tém sido estudadas ndo somente por suas habilidades
fermentativas, mas também por sua capacidade em produzir compostos com propriedades
antimicrobianas denominados bacteriocinas (CARR; CHILL; MAIDA, 2002).

As bacteriocinas constituem um grupo especifico de substincias bactericidas que,
semelhantes aos antibidticos, sdo altamente especificas, tanto quanto a natureza do
microrganismo produtor, quanto a dos microrganismos sobre os quais séo letais. Isoladas ou
em combinagdo com outros agentes antimicrobianos, as bacteriocinas atuam como
ferramentas Gteis na reducdo de patdgenos e/ou bactérias deteriorantes nos alimentos
(BARRETO et al., 2004).

As bacteriocinas sdo proteinas ou peptideos antimicrobianos destruidos por proteases
na porcdo superior do trato intestinal, originando aminoéacidos e que despertam grande
interesse para a seguranga alimentar. Por isso, diferentemente dos antibiéticos, esses
compostos podem ser utilizados em alimentos, pois ndo sdo absorvidos na sua forma ativa e
ndo interferem com a microbiota intestinal. Essas substancias sdo produzidas por cepas de
todos os géneros de bactérias lacticas de relevancia em carnes, mostrando-se capazes de inibir
bactérias do género Listeria, porém somente algumas sdo efetivas contra Bacillus,
Clostridium e Staphylococcus. Estudos também descrevem a acdo antimicrobiana das
bacteriocinas sobre Aeromonas hydrophila, Pseudomonas fragi, P. fluorescens, P.
putrefaciens e Salmonella typhimurium (PINTO; PONSANO; HEINEMANN, 2001).

KLAENHAMMER (1993) propds uma divisédo das bacteriocinas em quatro grupos:
grupo |, que compreende as bacteriocinas da familia dos lantibi6ticos, grupo Il, composto por
peptideos termoestaveis de baixo peso molecular e grupos Il e IV, representados por
proteinas termolabeis de alto peso molecular, acima de 30 KDa. O grupo | é caracterizado por
conter amino&cidos ndo usuais como dehidroalanina (Dha), dehidrobutirina (Dhb), lantionina
e beta-metilantiona. Esses aminoacidos sdo formados pela modificacéo translacional da serina
e treonina em suas formas dehidro. O aminoacido dehidro reage com a cisteina, formando
anéis de tioester de lantionina, que passam a receber o nome de lantibidticos. A nisina

pertence a esse grupo de bacteriocinas.
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O grupo 1l é representado por bacteriocinas formadas de peptideos ndo modificados
com peso molecular inferior a 5 KDa, divididas em trés subgrupos: subgrupo lla, sintetizado
com um peptideo lider ligado, o qual € removido por processo proteolitico e contém as
bacteriocinas pediocina PA-1, sacacina A e P, leucocina A, bavaricina MN e curvacina A, que
possuem atividade contra Listeria monocytogenes; subgrupo Ilb, que requer dois peptideos
diferentes para sua atividade e contém as lactococinas G, M e lactacina F; e subgrupo llc que
requer baixas concentracOes de cisteina para sua atividade, sendo composto pela lactacina B.
O grupo Il € representado pelas helvetinas J e VV (Lactobacillus helveticus), lactacina A,
lactacina B e enterolisina (Enterococcus faecium), enquanto que o grupo 1V é composto pela
leuconocina S (Leuconostoc), lactocina-27 e pediocina SJ-1. As bacteriocinas desse grupo
contém metades constituidas por lipideos e carboidratos (BARRETO et al., 2004).

Os mecanismos de acdo das bacteriocinas sobre a célula bacteriana tém sido bastante
estudados. Acredita-se que sua agdo inibitdria ocorra pela formagdo de poros na membrana
citoplasmética das células sensiveis, haja vista que Varios tipos de bactérias gram positivas
apresentam diferentes graus de sensibilidade as bacteriocinas pela composicdo e
permeabilidade distintas nas membranas (ANNUK et al., 2003).

De acordo com LUCKE (2000), as bactérias gram negativas sdo menos suscetiveis a
acdo de bacteriocinas devido a presenca de membrana externa que ndo permite seu efeito
sobre a membrana citoplasmética. O tratamento das culturas gram negativas com agentes
quelantes que permeabilizam a membrana externa, o aquecimento ou congelamento em niveis
subletais ou o uso de ultra alta presséo pode sensibilizar essas bactérias gram negativas como
Salmonella a agdo de bacteriocinas. Além disso, as bactérias gram negativas sdo mais
sensiveis aos acidos organicos produzidos pelas bactérias lacticas em comparagdo com as
bactérias gram positivas (ANNUK et al., 2003).

PENNACCHIA et al. (2004) descrevem estudos sobre o emprego de bacteriocinas
produzidas por algumas cepas de Pediococcus e Lactobacillus para a inibi¢éo do crescimento
de Listeria monocytogenes, bactéria considerada como um dos principais agentes patogénicos
em carnes.

A bacteriocina mais estudada e empregada na preservacdo de alimentos € a nisina,
produzida por certas linhagens de Lactococcus lactis ssp lactis, a qual em 1989 foi
reconhecida pelo FDA (Food and Drug Administration) como substancia segura GRAS
(Generally Recognized as Safe) para utilizagdo em alimentos (CARR; CHILL; MAIDA,
2002).
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O uso da nisina é permitido em queijos pasteurizados para prevenir o crescimento
indesejavel de Clostridium botulinum e em leites ndo fermentados, frutas enlatadas, vegetais,
carnes, pescado e cerveja, na proporcao de 500 a 10.000 Ul por grama de alimento. O uso da
nisina também é indicado para preservar o aroma dos alimentos e prevenir a fermentagéo
maloléctica precoce em vinhos quando a fermentagdo alcodlica ainda ndo esta encerrada,
prevenindo o crescimento de bactérias lacticas contaminantes que interferem no equilibrio de
sabor, aroma e caracteristicas estéticas do vinho. A acdo da nisina sobre 0s microrganismos
indesejaveis estd baseada na inativagdo de grupos sulfidrila da membrana citoplasmética,
causando extravasamento de conteddo intracelular e na prevencdo de sua esporulacdo
(CARR; CHILL; MAIDA, 2002).

Nos produtos carneos, a acdo das bacteriocinas pode ser menor que a esperada, pois
comumente verifica-se que seu efeito é mais efetivo em alimentos liquidos do que em solidos,
além disso sua atividade pode ser reduzida pela conjugagdo de moléculas com componentes
do alimento, pela acdo desestabilizadora de proteases e outras enzimas e pela distribuicéo
desigual na matriz alimenticia (LUCKE, 2000).

Segundo SCHILLINGER, KAYA e LUCKE (1991), relatados por LUCKE (2000), o
efeito limitado das bacteriocinas em carnes deve-se a sua baixa estabilidade nesse tipo de

produto pela interagdo com componentes da membrana da célula muscular.

2.2.3 Probioticos

Os alimentos probiodticos sdo aqueles que carreiam ou sdo produzidos por bactérias
probidticas originadas do trato intestinal humano quando o produto se destina ao consumo
humano ou do trato intestinal de uma determinada espécie animal quando se destina a
alimentagdo animal. Esses alimentos fazem parte do mercado de alimentos funcionais e estéo
disponiveis em vérios formatos principalmente como formulagBes para animais, produtos
farmacéuticos, produtos de confeitaria e produtos lacteos fermentados ou ndo (FERREIRA,
2003).

Durante um longo periodo de tempo, a tendéncia para o desenvolvimento de novos
produtos na industria de alimentos consistia na remog¢do ou diminui¢do de componentes dos

alimentos considerados prejudiciais a satde.
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A tendéncia atual consiste na adicdo de substancias com efeitos benéficos a salde,
entre as quais incluem-se os probioticos, que estdo ja sendo utilizados em bebidas l4cteas,
formulas para alimentagdo infantil, produtos fermentados & base de soja, sucos de frutas,
sorvetes e barras de cereais (HUGAS; MONFORT, 1997; BEJDER, 2004).

2.2.3.1 Mercado dos alimentos probi6ticos e funcionais

Alimentos funcionais sdo definidos como aqueles que além da nutricdo basica, podem
promover salde ou reduzir riscos de doengas quando consumidos em quantidades
tradicionais. O termo surgiu no Jap&o no final da década de 80 como resposta da industria de
alimentos a um apelo do governo japonés, devido ao aumento na incidéncia de doencas
cronico-degenerativas na populacdo japonesa da terceira idade, gerando uma série de produtos
alimenticios, regulamentados em julho de 1991, com o nome de Foods for Specified Health
Use — FOSHU, definidos como “produtos alimenticios ou componentes do alimento e suas
participacBes cientificamente reconhecidas na manutencdo da saude, redugdo dos riscos de
doencas cronicas e modificacdo das fungdes fisioldgicas” (STANTON et al., 2001;
ISHIBASHI, 2002; PENNA, 2002b). Os alimentos funcionais carreadores de bactérias
probidticas representam 65% dos alimentos funcionais comercializados no mundo (SANTOS;
FERREIRA; COSTA, 2003).

Em 1994, o mercado global de produtos probi6ticos movimentou U$ 6,6 bilhes,
sendo liderado pelo Japdo com mais de U$ 3,3 bilhdes. No ano 2000, o volume
comercializado ultrapassou U$ 17 bilhdes com grande participacdo dos Estados Unidos da
América, onde a legislacdo para esse tipo de produto tornou-se mais favoravel do que na
Europa e Japdo. No Reino Unido também houve grande crescimento no mercado de alimentos
probidticos nos Ultimos anos, onde cerca de 85% das bebidas lacteas fermentadas possuem
essa caracteristica funcional (BEJDER, 2004). Segundo dados levantados por FERREIRA
(2003), o mercado mundial de produtos probi6ticos movimenta mais de U$ 20 bilhdes.

No Japdo, o mercado de probidticos disponibiliza mais de 50 produtos lacteos com
diferentes tipos de microrganismos viaveis. No mercado mundial estdo disponiveis mais de
100 diferentes produtos contendo bactérias bifidas e lactobacilos, verificando-se a tendéncia
da utilizagdo de culturas mistas com mais de uma espécie ou género de bactéria lactica no

mesmo produto.
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Nos Estados Unidos e no Brasil, a maioria dos produtos probidticos contém estirpes de
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium ssp, porém se observa o crescimento de produtos
com outras cepas de Lactobacillus, como L. casei e L. rhamnosus e também cepas do género
Propionibacterium (FERREIRA, 2003; THARMARAJ; SHAH, 2003).

Pesquisas de mercado relatadas por STANTON et al. (2001) mostram que o publico
consumidor de alimentos funcionais é composto predominantemente por individuos do sexo
feminino, com alto grau de escolaridade, idade entre 35 e 55 anos e com grande preocupagao
com a saude. Contudo, verifica-se um aumento da conscientizacdo da populacdo em geral

sobre o conceito de alimento funcional e os beneficios que trazem & salde.

2.2.3.2 Microbiota intestinal

As espécies de microrganismos probioticos sdo originarias trato intestinal, no entanto
algumas espécies também podem ser encontradas como componentes da flora microbiana da
cavidade oral e vaginal (HAMMES; HERTEL, 1998).

A microbiota do trato gastrointestinal € um ecossistema de alta complexidade,
contando cerca de 100 trilhGes de bactérias pertencentes a mais de 400 diferentes espécies. No
intestino grosso humano, trés niveis distintos de microbiota podem ser observados. A
microbiota dominante esta constituida por 99% da populacdo e representada somente por
bactérias anaerObias estritas dos géneros Bacteroides, Eubacterium, Fusobacterium,
Peptostreptococcus e Bifidobacterium. A microbiota sub-dominante (0,99%) é representada
predominantemente por baterias anaerdbias facultativas como Escherichia coli, Enterococcus
faecalis e alguns Lactobacillus, enquanto que a microbiota residual (0,01%) contém uma
grande variedade de bactérias dos géneros Pseudomonas, Veillonella e da familia
Enterobacteriaceae, mas também leveduras e protozoarios. Essas microbiotas sao
responsaveis por fun¢des importantes na saide do hospedeiro, pois inibem a multiplicacdo de
microrganismos exdgenos no local (resisténcia a colonizagdo), promovem a imunomodulacéo,
permitindo uma resposta imune mais rapida e adequada e contribuem nutricionalmente
fornecendo vitaminas e substratos energéticos e reguladores na forma de acidos graxos
volateis (NICOLI et al., 2003; NESTLE, 2004).
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PENNA (2002a) relata que em recém-nascidos alimentados exclusivamente com leite
materno, a microbiota intestinal € representada basicamente por bactérias do género
Bifidobacterium (85% a 95%), as quais tendem a diminuir ao longo dos anos, tornando
necessaria a reposicdo desses microrganismos na vida adulta.

Em trabalho realizado por O' SULLIVAN et al. (1992), as bactérias lacticas e bifidas
apresentavam-se como 0S microrganismos mais abundantes e mais uniformemente
distribuidos pelo trato intestinal, destacando-se como principais espécies Lactobacillus
acidophilus, L. casei, L. fermentum, L. salivarius, L. cellobiosus, L. brevis, L. reuteri,
Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Bifidobacterium bifidum, B. pseudolongum e
Pediococcus pentosaceus. JAHREIS et al. (2002) relatam que as espécies de lactobacilos mais
frequentes na mucosa oral e intestinal de humanos sadios séo L. plantarum, L. rhamnosus e L.
paracasei ssp. paracasei, tendo sido isolados em 52%, 26% e 17% dos individuos,
respectivamente.

Os microrganismos do trato intestinal convivem em relacBes simbidticas ou
antagobnicas crescendo nos componentes dos alimentos que s&o ingeridos ou nas secre¢des do
trato intestinal do hospedeiro. Embora a composicdo dessa microbiota seja estavel em
individuos saudéveis, ela pode ser alterada por diversos fatores como dieta, estresse, drogas,
estado imunoldgico, quimioterapia, envelhecimento ou enfermidades que causam transtornos
gastrintestinais (TESHIMA, 2003).

As bactérias nocivas podem formar compostos toxicos entre 0s quais substancias
putrefativas como aménia, gas sulfidrico, aminas, fenol, indol e escatol, como também &cidos
biliares secundarios que prejudicam a atividade intestinal, contribuindo para o processo de
envelhecimento e aparecimento de tumores (MITSUOKA, 1992). Bactérias dos géneros
Lactobacillus e Bifidobacterim fazem parte da microbiota benéfica do intestino delgado e
grosso, respectivamente e sua introducéo no hospedeiro € feita pela administracdo de produtos
probidticos (TESHIMA, 2003).

As espécies probidticas mais utilizadas para inferir funcionalidade aos produtos

lacteos estdo apresentadas na Tabela 10.
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TABELA 10 - PRINCIPAIS BACTERIAS PROBIOTICAS E SEUS RESPECTIVOS
PRODUTOS DE METABOLISMO

ESPECIES PRODUTOS DE METABOLISMO
Bifidobacterium adolescentis L (+) lactato, acetato *
Bifidobacterium breve L (+) lactato, acetato
Bifidobacterium bifidum L (+) lactato, acetato
Bifidobacterium infantis L (+) lactato, acetato
Bifidobacterium longum L (+) lactato, acetato
Enterococcus faecium L (+) lactato
Lactobacillus acidophilus DL lactato
Lactobacillus casei L (+) lactato
Lactobacillus rhamnosus L (+) lactato
Lactobacillus reuterii DL lactato, CO;

FONTE: FERREIRA, 2003.
* Acetato: lactato na proporcédo 3:2.

2.2.3.3 Caracteristicas das bactérias lacticas para uso como probidticos

Considera-se como probiéticas as cepas de microrganismos que possuem a capacidade
de resistir a condi¢des acidas, a acdo da bile e lisozima e colonizar o trato intestinal humano,
ao menos temporariamente, mediante mecanismos de adesdo as células intestinais. Além
dessas caracteristicas, somam-se outras condi¢cbes complementares necessarias as culturas
probidticas: capacidade de ativacdo, rapido crescimento e permanéncia no intestino por um
periodo aceitavel, resisténcia aos antibidticos normalmente presentes nos alimentos, porém
sensibilidade aqueles usados em tratamentos contra bactérias lacticas (penicilinas e
aminoglicosideos) e auséncia de propriedades patogénicas, toxicas, alérgicas, mutagénicas ou
carcinogénicas (HUGAS; MONFORT, 1997).

Para INCZE (1998), as cepas probidticas devem ainda se apresentar em nimero viavel
de células, pertencer naturalmente ao intestino, possuir extensa acdo contra microrganismos
patogénicos, apresentar potencial acdo imunolégica, capacidade fermentativa e formacéo de
sabor e aroma tipicos de alimentos fermentados.

Vérios critérios tém sido usados para a sele¢éo de cepas probidticas para uso humano,
0s quais podem ser classificados em trés grupos: seguranga, funcionalidade e viabilidade
tecnoldgica. Para que o uso do probidtico seja seguro é necessario que a cepa seja originaria
de individuos saudaveis. Os aspectos funcionais incluem a tolerancia da cultura probidtica a
acidez gastrica e a toxicidade da bile, atividade antioxidante, producdo de compostos

antimicrobianos, habilidade em modular a resposta imune e adesdo ao epitélio intestinal. Por
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sua vez, os aspectos tecnolégicos englobam a habilidade das cepas em suportarem as
condicBes de processamento industrial e a formulacdo do produto, permanecendo viaveis no
produto final (McCANN; EGAN; WEBER, 1995; ANNUK, et al., 2003).

Frente as dificuldades de selecdo de organismos probi6ticos resistentes as condigdes
anteriormente citadas, pode-se utilizar como alternativa dietética para o aumento de bactérias
benéficas no intestino o emprego de ingredientes alimentares ndo digeriveis pelo hospedeiro
denominados prebidticos. Os prebidticos ndo devem ser hidrolisados ou absorvidos na parte
superior do trato gastrointestinal, devendo ser fermentados e promover o crescimento seletivo
ou estimular a atividade metabdlica das bactérias benéficas. Sdo utilizados como prebidticos,
os fruto-oligossacarideos (FOS) e inulina, além de galacto-oligossacarideos, lactulose,
isomalto-oligossacarideo, xilo-oligossacarideo, gentio-oligossacarideo e oligossacarideos de
soja. O FOS consiste de moléculas de sacarose, nas quais uma, duas ou trés unidades
adicionais de frutose sdo adicionadas por ligagdes glicosidicas B (2-1) & molécula de frutose
que compde a sacarose. O grau de polimerizacdo é de 11 a 60 unidades monomeéricas. Os
alimentos contendo microrganismos probidticos suplementados com prebi6ticos num Gnico
produto sdo denominados simbioticos (FERREIRA, 2003; TESHIMA, 2003).

A estabilidade microbiana do intestino delgado, onde a flora benéfica é representada
principalmente pelos lactobacilos, pode ser comprometida pela presenca de secregdes
luminais, pela dieta, a qual também é responséavel pela introducéo de bactérias exdgenas no
intestino e por situacOes de estresse. As continuas renovagdes do epitélio intestinal também
comprometem a adesdo dos lactobacilos nesse local e a adogdo da pratica do consumo de
doses repetidas de Lactobacillus pode contribuir para a manutencdo dessa flora benéfica.
Desta forma, os alimentos probioticos que carreiam Lactobacillus exigem um consumo diario
por um determinado periodo de tempo. Por outro lado, o intestino grosso, cuja flora benéfica
estd predominantemente representada pelas bifidobactérias, € uma regido mais estavel, de
dificil alteracéo pelo consumo de probidticos, porém é a primeira a ser afetada pela presenca
de antibidticos. Por tratarem-se de microrganismos anaerdbios estritos e serem pouco
resistentes ao baixo pH, o cultivo in vitro e a veiculacdo das bactérias bifidas em alimentos
fermentados ndo sdo realizados com facilidade. Neste sentido, a estratégia para o
balanceamento dessa regido é o consumo de substancias prebidticas que estimulam de
maneira seletiva as bifidobactérias e por isso sdo chamadas de fatores bifidogénicos
(FERREIRA, 2003).
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2.2.3.4 Acdo benéfica dos probidticos no organismo humano

Ao consumo de probidticos estdo associados varios efeitos benéficos a salde, como o
melhor transito intestinal dos alimentos facilitando a digestdo, o alivio dos sintomas de
intolerancia a lactose, aumento da resposta imune, reducdo dos episodios de diarréia,
prevencdo ou supressdo de cancer de colon e reducéo do colesterol sangiiineo (HEENAN et
al., 2002).

Os sais biliares, sintetizados a partir do colesterol hepético e liberados no intestino
delgado apo6s ingestdo de alimentos que contém gorduras, atuam como detergentes com agao
deletéria aos microrganismos, haja vista a membrana celular microbiana ser composta por
lipideos e 4cidos graxos. No entanto, alguns microrganismos sdo capazes de hidrolisar 0s sais
biliares mediante a acdo de uma enzima denominada sais biliares hidrolase (BSH),
diminuindo sua solubilidade e enfraquecendo sua agdo detergente. Essa enzima é encontrada
em vérias espécies microbianas incluindo Lactobacillus, porém a resisténcia aos sais biliares
varia entre as espécies deste género (ERKKILA; PETAJA, 2000). Embora a concentragdo de
sais biliares no trato intestinal sofra varia¢fes, a concentragdo minima recomendada para a
selecdo de bactérias probioticas resistentes aos sais biliares é de 0,3% (ERKKILA; PETAJA,
2000; PENNACCHIA et al., 2004).

Os é&cidos biliares conjugados sdo importantes para a emulsificacdo, digestdo e
absorc¢éo dos lipideos pelo organismo, porém quando estdo na forma desconjugada sua acdo é
grandemente enfraquecida (JAHREIS et al., 2002).

SANTOS; FERREIRA; COSTA (2003) afirmam que a enzima BSH, produzida por
diversas bactérias probioticas catalisa a hidrolise dos aminoécidos glicina e ou tarina que
estdo conjugados aos &cidos biliares, alterando a solubilidade desses &cidos, os quais em pH
inferior a 5,5 apresentam fraca propriedade detergente. A capacidade da microbiota intestinal
em desconjugar &cidos biliares pela acdo da enzima BSH (sais biliares hidrolase) pode
influenciar o nivel de colesterol sangliineo. Esse fendmeno tem sido considerado por muitos
autores como o principal mecanismo de acdo dos probi6ticos na reducéo do colesterol. Os
acidos biliares desconjugados absorvem baixa quantidade de lipideos do trato gastrintestinal,
aumentando a excrecdo do colesterol na forma de coprostanol e reduzindo sua absorgdo no
intestino. Esses 4cidos biliares desconjugados sdo menos sollveis em pH baixo e precipitam,
induzindo a uma co-precipitagdo do colesterol, sendo juntamente eliminados nas fezes
(KLAVER; MEER, 1993).
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Uma vez que os 4cidos biliares desconjugados sdo eliminados, maior quantidade de
colesterol é requerida para a sintese de novos sais biliares no figado, diminuindo os niveis de
colesterol sérico (TESHIMA, 2003).

A modulagdo da colesterolemia pelo emprego de probidticos é realizada por diversos
mecanismos que agem sobre o metabolismo dos lipideos, como a reducdo da absorcao
intestinal de colesterol, aumento da excrecdo de esterdides fecais e bloqueio da sintese de
colesterol pelo organismo (SANTOS; FERREIRA; COSTA, 2003).

Os &cidos graxos de cadeia curta produzidos no intestino pelas bactérias probidticas, a
partir da fermentagdo de acuUcares ndo digeridos pelo organismo humano, podem causar
decréscimo nos niveis sanguineos de lipideos pela inibicdo da sintese hepética de colesterol
ou redistribuicdo do colesterol sangliineo para o figado. Além disso, alguns probioticos
interferem na absorcdo intestinal de colesterol pela desconjugagdo dos sais biliares ou
assimilacéo direta do colesterol. Estudos sobre a ag¢do das bactérias probidticas na reducéo do
teor de lipideos séricos em humanos sugerem que em individuos portadores de
hiperlipidemia, os efeitos benéficos devem-se primariamente a redugdo do colesterol e em
individuos normolipidémicos, os efeitos sdo predominantemente sobre os triglicerideos
séricos (PEREIRA; GIBSON, 2002).

TANAKA et al. (1999) verificam que bactérias originarias do trato intestinal de
mamiferos como Lactobacillus e Bifidobacterium apresentavam grande atividade da enzima
BSH e concluiram que a atividade dessa enzima estd correlacionada ao habitat dos
microrganismos e que por isso, apenas os produtos carreadores de bactérias probidticas
originadas do trato intestinal teriam efeito na reducdo da colesterolemia. Desta forma, as
bactérias carreadas no iogurte que ndo sdo de origem intestinal ndo teriam efeito
hipocolesterolemiante pelo mecanismo de desconjugagdo dos acidos biliares.

Os é&cidos graxos de cadeia curta, predominantemente acetato, propionato e butirato,
sdo os principais produtos da fermentagdo das bactérias benéficas no intestino grosso e
possuem papel importante na manutencéo do crescimento e integridade da mucosa intestinal,
pois diminuem o pH colénico protegendo o cdlon contra carcinogénese através da reducéo da
biodisponibilidade de aminas toxicas. Pesquisas tém verificado que o butirato produzido inibe
0 crescimento de colondcitos irregulares e promove o reparo do DNA celular, inibindo a
incidéncia de cancer de célon (SANTOS; FERREIRA; COSTA, 2003). Apesar dessas
evidéncias, os mecanismos que modulam a atividade anticarcinogénica exercida pelas

bactérias probidticas sobre o colon ainda permanecem em estudo (RAFTER, 2003).
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GLUCK; GEBBERS (2003) verificaram que a ingestdo regular de alimentos contendo
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus GG, Bifidobacterium sp. e Streptococcus
thermophilus podem reduzir a colonizagdo das bactérias patogénicas Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, estreptococos beta-hemoliticos e Haemophilus influenzae sobre o
trato respiratorio, indicando haver interacdo do tecido linfatico entre o trato respiratorio e o
trato intestinal.

A reducgdo do pH intestinal proporcionada pelas bactérias probi6ticas aumenta a
concentracdo de célcio ionizado e consequentemente sua difusdo passiva pela membrana das
células intestinais com aumento da resisténcia 6ssea. YABARRA et al. (2003) indicam que ha
uma relacdo benéfica entre probidticos, prebidticos e minerais, principalmente calcio,
magnésio e ferro. Tem-se comprovado, recentemente, o efeito positivo na absor¢do desses
minerais pelo emprego dos probidticos e prebiodticos, cujos provaveis mecanismos estejam
relacionados com o aumento da producéo de acidos graxos de cadeia curta, diminui¢do do pH
intestinal e solubilizagdo de célcio, magnésio e ferro complexados, aumento de proteinas
relacionadas com a absor¢do dos minerais, além da hiperplasia da mucosa intestinal com o
aumento da area de absorcao.

As bactérias benéficas do trato intestinal também séo capazes de sintetizar vitamina K
e as bactérias do género Bifidobacterium podem sintetizar vitaminas do complexo B, como
vitamina B1, Bs, Bg, B12 € &cido nicotinico (TESHIMA, 2003).

O aumento da resposta imune promovido pelas bactérias probidticas parece estar
associado ao aumento de vérias atividades do sistema imune que incluem a ativacdo de
macrdfagos e linfacitos, produgdo de anticorpos e resposta proliferativa no baco e em placas
de Peyer (CARLOS et al., 2003). O consumo de probidticos pode aumentar a atividade
fagocitaria das células intestinais de defesa do organismo, mediando a resposta imunolégica
nas inflamagdes e infeccdes intestinais (JAHREIS et al., 2002).

Os probidticos também podem contribuir na reducéo dos transtornos causados pela
intolerancia a lactose, visto melhorarem a sua digestibilidade. Esta capacidade est4 baseada
em algumas teorias: pela estimulagdo da atividade da -galactosidase na mucosa intestinal do
hospedeiro ou pela digestéo intraintestinal da lactose pela p-galactosidase produzida pelas
bactérias lacticas durante o transito intestinal ou a colonizagéo do intestino (MARTINI et al.,
1991, OUWEHAND; SALMINEN; ISOLAURI, 2002; TESHIMA, 2003).
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HIRANO et al. (2003) estudaram a capacidade de L. rhamnosus, L. gasseri, L. casei e
L. plantarum em inibir a adesdo e colonizagdo das células epiteliais do co6lon humano por
Escherichia coli enterohemorrégica e verificaram que as cepas de L. rhamnosus apresentaram
grande adesdo ao epitélio intestinal, impedindo a penetracdo de E. coli nas células intestinais.
Os probidticos atuam formando uma barreira protetora no intestino ao ocupar nichos nas
células epiteliais da mucosa intestinal onde os patdgenos poderiam se estabelecer (PONTES
et al., 2003).

Algumas culturas probioticas tém sido utilizadas na prevencéo de alergias alimentares
principalmente em criangas. Embora a etiologia ndo esteja esclarecida, evidéncias indicam
que em criangas com sintomas alérgicos, as espécies de bactérias bifidas diferem daquelas
encontradas em criancas saudéveis. Nas criangas alérgicas predominam nas fezes
Bifidobacterium adolescentis, enquanto que nas criancas saudaveis predominam B. breve e B.
bifidum. Também é relatado o uso de bactérias probidticas para aliviar os efeitos maléficos de
enfermidades como dematite atdpica, sindrome de Crohn, artrite reumatdide, colite ulcerativa,
gastrenterite aguda causada por rotavirus e em casos de diarréia associada a antibioticoterapia.
A bactéria probidtica Lactobacillus GG possui a capacidade de aumentar a resposta
imunolégica frente ao rotavirus, aumentar a producdo de anticorpos e imunoglobulina A
(CARR; CHILL; MAIDA, 2002; FERREIRA, 2003).

A encefalopatia portal sistémica, doenca causada pela circulacdo de substancia toxicas
no sangue, como amonia, fendis, aminas ativas e indol em decorréncia de doengas hepéticas
que impossibilitam o figado em detoxificar o sangue poderia ter seus efeitos reduzidos com o
uso de probidticos. A redugdo do pH intestinal promovida pelas bactérias lacticas transforma
grande parte da amonia toxica na forma ndo ionizada (NHz) em amdnia na forma ibnica
(NH4"), que ndo é absorvida por difusdo passiva. Essa alteracdo no equilibrio entre as formas
ionizada e ndo ionizada da amdnia pode influenciar o deslocamento da am6nia sangliinea para
0 colon, reduzindo seu nivel no sangue (TESHIMA, 2003).

OCANA; HOLGADO; NADER-MACIAS (1999) estudaram a habilidade de cepas de
Lactobacillus paracasei produtoras de perdxido de hidrogénio em inibir o crescimento de
Staphylococcus aures para verificar sua eficiéncia como probidtico para uso local no trato
vaginal. Nesse estudo observou-se que as cepas de L. paracasei produziram 0,46 mmoles/ L
de perdxido de hidrogénio, quantidade suficiente para inibir o crescimento de Staphylococcus

aureus na concentracéo de 1,1 a 2,4 x 10* de células viaveis/ mL.
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Estudos realizados ANNUK et al. (2003) evidenciaram que as células microbianas de
bactérias lacticas probidticas foram capazes de apresentar defesa contra compostos oxidantes,
sugerindo que essa acao antioxidante possa ser utilizada para diminuir os efeitos maléficos de
radicais livres no organismo humano. No mesmo trabalho, verificou-se também que bactérias
heterofermentativas facultativas como Lactobacillus paracasei e Lactobacillus rhamnosus
apresentaram maior atividade inibitoria contra bactérias patogénicas em relacdo as bactérias
homofermentativas e heterofermentativas obrigatdrias e mostraram crescimento estavel sob
diferentes condigBes de disponibilidade de oxigénio, indicando seu possivel uso como
probidticos administrados via oral, com acéo efetiva ao longo de todo o trato intestinal onde
h& porcdes microaerofilas e porgdes anaerdbias.

A Tabela 11 relaciona as atividades funcionais no hospedeiro com as especies de

bactérias probioticas que as realizam.

TABELA 11 - FUNCIONALIDADE DE BACTERIAS PROBIOTICAS AVALIADAS NA
ESPECIE HUMANA

ESPECIES PROBIOTICAS FUNCAO

L. acidophilus, L. casei, B. bifidum Equilibrio da microbiota intestinal

L. acidophilus, L. casei, L. plantarum, | Estimulo do sistema imune

L. rhamnosus

L. acidophilus, L. casei, L. gasseri Reducdo de enzimas fecais

L. acidophilus, L. casei, L. gasseri, Acdo antitumorigénica

B. bifidum, B. longum, B. adolescentis

L. acidophilus, B. bifidum Prevencdo da diarréia dos viajantes causada por
Escherichia coli enterotoxigénica

L. rhamnosus Prevencdo da diarréia pseudomembranosa
causada por Clostridium difficile

L. acidophilus, L. rhamnosus, Prevencdo de diarréias devido a antibioticoterapia

B. bifidum ou quimioterapia

L. acidophilus, B. breve Controle de colonizagdo intestinal em recém-
natos apos antibioticoterapia

B. bifidum, L. casei Tratamento de diarréia causada por rotavirus

L. acidophilus Diminuicéo do colesterol sérico

FONTE: FERREIRA, 2003; BORBA; FERREIRA, 2003.

Os procedimentos a serem adotados para a avaliagdo de seguranga, registro e
comercializacdo de probidticos no Brasil estdo padronizados na Resolugdo n° 02 de 07 de
janeiro de 2002 da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria).
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Nessa resolucdo, os probidticos sdo definidos como microrganismos vivos capazes de
melhorar o equilibrio microbiano intestinal produzindo efeitos benéficos a salde do
individuo, devendo constar no rétulo dos produtos probidticos a quantidade dos
microrganismos viaveis, que garanta a acdo alegada dentro do prazo de validade. Esta
informag&o deve estar proxima a alegacdo de propriedade funcional e ou de satde do produto
e fora da tabela de informagéo nutricional (BRASIL, 2002).

Ao longo dos altimos cinco anos, a Comissdao de Assessoramento Técnico-Cientifico
em Alimentos Funcionais e Novos Alimentos (CTCAF) para a ANVISA reavaliou os
produtos com alegacdes de propriedades funcionais e ou de saude aprovados desde o ano de
1999. Utilizou como base os conhecimentos cientificos atualizados, bem como relatos e
pesquisas que demonstram as dificuldades encontradas pelos consumidores em entender o
verdadeiro significado da caracteristica anunciada para determinados produtos contendo
alegacdes funcionais. Com essa revisdo, alguns produtos deixaram de ter alegagdes e outros
tiveram as suas alegagdes modificadas para aprimorar o entendimento dos consumidores
quanto as propriedades desses alimentos. De acordo com a revisdo, 0S microrganismos
aprovados como probiéticos sdo Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei shirota,
Lactobacillus casei variedade rhammosus, Lactobacillus casei variedade defensis,
Lactobacillus delbrueckii subespécie bulgaricus, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium
lactis, Bifidobacterium longum e Streptococcus salivarius subespécie thermophillus (NIC -
PARQUE TECNOLOGICO DE LONDRINA, 2005).

2.3 USO DE CULTURAS LACTICAS PROBIOTICAS EM PRODUTOS CARNEOS

As culturas que sdo adicionadas aos produtos carneos fermentados com a fungéo de
inibir patdgenos e aumentar o periodo de vida Util, sem promover grandes alteracfes nas
caracteristicas fisicas e sensoriais, sdo denominadas culturas protetoras, enquanto que culturas
probidticas sdo, por definicdo, aquelas que ap06s ingestdo em numero suficiente exercem
efeitos benéficos & salde, alem de seu efeito nutricional (HAMMES; HERTEL, 1998;
LUCKE, 2000).

O uso de culturas probiéticas é bastante difundido na indUstria lactea, sendo rara sua

utilizagdo em produtos carneos (LUCKE, 2000).
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O sucesso dos probidticos em produtos lacteos estd principalmente embasado nas
evidéncias cientificas dos efeitos benéficos proporcionados por alguns microrganismos
(TYOPPONEN et al., 2003). Em produtos carneos, os efeitos benéficos devem ser
comprovados com o consumo desses produtos. Ainda ndo parece possivel concluir, a partir
dos resultados obtidos com produtos l4cteos, que uma espécie probidtica terd o mesmo efeito
em outro tipo de produto. Isto porque as acdes e propriedades dos microrganismos dependem
dos fatores ambientais. Além disso, hd poucos estudos sobre o numero de bactérias
probidticas que devem ser ingeridas nos produtos carneos, necessario para obter os efeitos
desejados (HAMMES; HERTEL, 1998). Estima-se que o consumo de células viaveis de
bactérias probidticas para obtencdo de efeitos benéficos e temporaria colonizagéo do intestino
seja de 10% 10 UFC/ de acordo com as contagens de 10° a 10® UFC de células viaveis
encontradas em 1 g de fezes. Neste sentido, para um produto carneo fermentado contendo 10°
células viaveis/ g, a dose didria minima de consumo poderia ser de 10 a 100 g do produto
(PENNA, 2002a; TYOPPONEN et al., 2003).

Por suas caracteristicas de crescimento e produgdo de metabdlitos, os lactobacilos
mesofilos e as bifidobactérias sdo considerados como os melhores microrganismos para serem
usados como probidticos em produtos carneos, necessitando para isso resistir ao processo de
fermentacdo da carne e sobreviver & passagem pelo estdmago e intestino delgado para poder

exercer suas atividades probiéticas (LUCKE, 2000).

Quando ndo adicionados intencionalmente a carne, a presenga de lactobacilos
probidticos pode ser decorrente de contaminacdo fecal. Lactobacillus plantarum e
Lactobacillus paracasei séo os lactobacilos mais comumente encontrados na cavidade oral e
trato intestinal de pessoas sadias e por isso a ocorréncia natural dessas bactérias na carne ndo
é frequente (PENNACCHIA et al., 2004). Por outro lado, diversos estudos tém demonstrado a
viabilidade do uso de lactobacilos probidticos em produtos carneos fermentados. ARIHARA
et al. (1998) estudaram a aplicagdo de Lactobacillus gasseri para aumentar a seguranca
microbioldgica de produto carneo fermentado. A utilizacdo de Lactobacillus rhamnosus e L.
paracasei subsp. paracasei para a fermentagdo de produtos carneos foi estudada por
SAMESHIMA et al. (1998).

ERKKILA et al. (2000) realizaram experimentos utilizando cepas probioticas de L.
rhamnosus GG e cepas potencialmente probioticas de L. rhamnosus LC- 705 e VTT-97800

para a fabricagéo de salames.
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ANDERSEN (1998) demonstrou a possibilidade de fermentacdo de produto carneo
pela mistura de uma cultura starter tradicional Bactoferm T-SPX (Chr Hansen) e uma cultura
potencialmente probidtica de L. casei LC-01 e pela mistura da mesma cultura starter com uma

cultura de Bifidobacterium lactis Bb-12.

Estudos relatados por ERKKILA et al. (2001a) mostram o potencial efeito probidtico
de cepas de Lactobacillus gasseri, L. rhamnosus, L. paracasei subsp. paracasei, L. casei e
Bifidobacterium lactis utilizadas para a fermentagéo de salame.

A inibigéo da colonizag&o e viruléncia de Listeria monocytogenes no trato intestinal de
ratos pelo consumo de produto carneo fermentado adicionado de culturas starter, culturas
probidticas e Listeria monocytogenes foi testada por MAHONEY; HENRIKSSON (2003). Os
resultados mostraram que a cultura starter composta por Pediococcus pentosaceus e
Staphylococcus xylosus e as culturas probidticas compostas por Lactobacillus acidophilus, L.
paracasei e bactérias do género Bifidobacterium foram capazes de inibir o crescimento de
Listeria durante sua passagem pelo trato gastrintestinal. Verificou-se também um possivel
efeito protetor da massa do salame sobre a mucosa intestinal, por envolver a bactéria
patogénica em sua matriz, ndo permitindo a adeséo e colonizagdo do intestino, havendo
eliminacéo do patdgeno nas fezes.

Para a introdugdo de produtos carneos probidticos no mercado consumidor héa
necessidade de estudos mais aprofundados sobre a efetiva viabilidade das culturas probidticas
nesses produtos e acdo benéfica ao organismo, tendo como grande perspectiva o
desenvolvimento de culturas starter com caracteristicas probidticas que proporcionem ao
produto cérneo as mesmas caracteristicas sensoriais e tecnoldgicas que as culturas starter
tradicionais, além das acdes benéficas (HAMMES; HERTEL, 1998; LUCKE, 2000).

A sobrevivéncia dos probidticos ao suco géstrico depende de sua habilidade em tolerar
baixos valores de pH. O pH no estbmago proporcionado pela excrecéo de &cido cloridrico €
de 0,9, no entanto a presenca de alimento no estbmago aumenta este valor para niveis
proximos de 3,0. Apds a ingestdo, o alimento sofre agdo no estdbmago por 2 a 4 horas. Devido
a sensibilidade da maioria das bactérias aos baixos valores de pH do estdmago, as bactérias
probidticas devem ser ingeridas juntamente com o alimento, pois este atua como um tampéo
sobre a elevada acidez estomacal, permitindo a sobrevivéncia das bactérias durante o transito
gastrico (ERKKILA; PETAJA, 2000; TYOPPONEN et al., 2003).
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A carne, assim como o leite, possui caracteristicas tamponantes em ambientes acidos,
podendo, desta forma, proteger os probiéticos do ambiente hostil do estémago (ERKKILA,;
PETAJA, 2000; TYOPPONEN et al., 2003).

Em produtos carneos fermentados, as bactérias lacticas crescem em locais especificos,
sendo encapsuladas pela matriz constituida por carne e gordura. Os componentes da carne e
da gordura que ndo foram digeridos nas primeiras porgdes do trato gastrintestinal podem atuar
como fonte de energia para o desenvolvimento das bactérias no intestino (TYOPPONEN et
al., 2003).

O desenvolvimento de probioticos para produtos carneos fermentados pressupde o uso
de bactérias probidticas resistentes ao nitrito e ao cloreto de sddio, capazes de crescer
rapidamente durante a fermentacdo, assim como apresentar resisténcia & acidez estomacal, a
lisozima e a bile, mostrando capacidade de colonizar o trato intestinal humano através de
mecanismos de aderéncia ou ligagdo as células intestinais (PAPAMANOLI et al., 2003). O
uso da carne como carreador de probi6ticos também pode proteger esses microrganismos da
acdo letal da bile (TYOPPONEN et al., 2003).

Além de proporcionar maior vida Util e consisténcia aos produtos carneos
fermentados, as novas culturas starter probidticas devem ser facilmente cultivaveis em escala
industrial e resistirem a processos de congelamento e liofilizagdo, assim como contribuirem
para a qualidade sensorial do produto final (ERKKILA et al., 2001a).

No sentido de direcionar o processamento de alimentos probioticos, deve-se levar em
conta alguns fatores como a adequacdo da cultura ao publico alvo do produto, a
funcionalidade no intestino delgado ou grosso esperada para a espécie, a sobrevivéncia da
espécie no alimento, a producédo de &cido lactico na taxa esperada, a ndo alteragdo do sabor,
aroma e textura originais do produto, a resisténcia da espécie a acidez do produto, a acidez do
estdbmago e a presenca de bile ou outras secre¢des intestinais e a viabilidade e nimero minimo
de células vidveis que deve ser de 10° UFC/ g para Lactobacillus e 10" UFC/ g para
Bifidobacterium (ANDERSEN, 1998; LUCKE, 2000; FERREIRA, 2003).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Microrganismos

Nos embutidos fermentados produzidos no presente trabalho utilizou-se como cultura
starter a cultura comercial Bactoferm T-SPX contendo os microrganismos Staphylococcus
xylosus DD-34 e Pediococcus pentosaceus PC-01 (CHR HANSEN, Dinamarca). A cultura
starter, caracterizada como um pé de cor branca com particulas levemente amarronzadas, foi
obtida sob a forma liofilizada acondicionada em saches de aluminio da empresa LC Bolonha,
Curitiba-PR. O uso dos microrganismos da cultura starter assegura rapida acidificagéo inicial
no produto, porém com pH final alto, além de coloracéo estavel e sabor aromatico (CHR
HANSEN, 2003).

Como culturas probioticas foram testadas as seguintes espécies de Lactobacillus:
Lactobacillus casei (LC 01 CHR HANSEN, Dinamarca) obtida sob a forma liofilizada e
fornecida pela empresa LC Bolonha; Lactobacillus paracasei ssp. paracasei (ATCC 10746/
CCT 0566) e Lactobacillus casei ssp. rhamnosus (ATCC 7469/ CCT 6645) obtidas sob a
forma reativada em agar MRS da Colecdo de Culturas Tropicais da Fundacdo André Tosello,
Campinas-SP.

De acordo com o catdlogo de culturas da American Type Culture Collection (ATCC,
2005), a cultura de Lactobacillus casei ssp. rhamnosus ATCC 7469 esta classificada como
Lactobacillus rhamnosus e foi descrita neste trabalho como uma subespécie de Lactobacillus
casei, pois foi fornecida pela Colecdo de Culturas Tropicais da Fundagdo André Tosello com
a referida denominagéo. A Figura 4 mostra a morfologia celular das espécies de Lactobacillus
utilizadas, podendo-se verificar que as células de L. casei ssp. rhamnosus apresentam-se mais

curtas em comparacéo as células de L. casei e L. paracasei.
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FIGURA 4 - MORFOLOGIA CELULAR DE LACTOBACILLUS CASEl (A),
LACTOBACILLUS PARACASEI SSP. PARACASEI (B) E LACTOBACILLUS
CASEI SSP. RHAMNOSUS (C) EM MICROFOTOGRAFIA DE TRANSMISSAO
DE LUZ (1.000 X) E COLORAGAO DE GRAM

FONTE: O AUTOR.

As culturas probioticas testadas tém seu uso tradicional em produtos lacteos
fermentados e sua escolha para utilizacdo em embutidos baseou-se em estudos prévios

publicados que demonstraram seu potencial para uso em produtos carneos.
3.1.2 Meios de Cultura
Os meios de cultura foram preparados de acordo com as indicacdes do fabricante ou

formulados conforme recomendacdes da literatura. Os principais meios de cultura e nutrientes
para crescimento microbiano utilizados foram: caldo de Man, Rogosa e Sharpe (MRS,
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OXOID), 4gar MRS (OXOID), agar nutriente tamponado (OXOID), &gar-4gar (OXOID),
caldo nutriente (OXOID), agar Baird Parker (OXOID) e peptona bacteriolégica (MERCK).

3.1.3 Equipamentos

Os principais equipamentos utilizados para a realizagdo dos experimentos estdo
relacionados a seguir:

- agitador de tubos (QUIMIS);

- aparelho para determinacédo de atividade de 4gua (AQUALAB CX-2);
- autoclave vertical de laboratério (PHOENIX);

- balanca analitica (GEHARA AG 200 SERIE FL 7919);

- balanga semi-analitica (MARTE LC 5);

- banho-maria (FANEM MDL 146);

- camara de incubacdo B.O.D. (FANEM, MDL 347 CD);

- capela de fluxo laminar (VECO, MDL VLFS-9);

- centrifuga de Gerber simples (ITR);

- centrifuga refrigerada (EPPENDORF MDL 5810R);

- colorimetro portatil (HUNTERLAB MINISCAN XE PLUS);

- embutideira manual (JAMAR) com capacidade para 8 litros;

- espectrofotometro (MILTON ROY MDL 21D);

- estufa bacteriol6gica (FANEM 502);

- higrotermdmetro digital portatil (FRANCE);

- homogeneizador de amostras para microbiologia (IUL MDL CE 2000);
- méquina embaladora a vacuo (SELOVAC CV 18);

- microscopio 6tico binocular (NIKON MDL Y S2-H);

- potenciometro digital de inser¢cdo (TESTO MDL 230);

- refrigerador (CONSUL BIPLEX 450)
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3.1.4 Matérias-primas e Ingredientes

As matérias-primas e 0s ingredientes usados para a elaboracdo dos embutidos
fermentados foram semelhantes aqueles utilizados na fabricacéo do salame tipo italiano, haja
vista que o salame italiano possui caracteristicas sensoriais valorizadas pelo consumidor
brasileiro, tipica dos embutidos do Mediterraneo, de baixa acidez e pronunciado sabor e

aroma.

A carne suina magra congelada (paleta), carne bovina congelada (dianteiro) e toucinho
congelado foram obtidos de um frigorifico e fabrica de embutidos da cidade de S&o José dos
Pinhais-PR. Os ingredientes sal comum (CISNE), nitrato de sddio e nitrito de sodio, glicose,
sacarose e acelerador de cura composto de eritorbato de sédio, sacarose e &cido citrico (New
Cor F014, DOREMUS) foram adquiridos no comércio local e os condimentos pimenta branca

moida, alho em p6 e noz moscada foram adquiridos no Mercado Municipal de Curitiba-PR.

3.2 METODOS

3.2.1 Teste de Sensibilidade das Culturas Lacticas aos Sais de Cura (NaCl e NaNOy)

As culturas de Lactobacillus casei (LC 01 CHR HANSEN), Lactobacillus paracasei
ssp. paracasei (ATCC 10746) e Lactobacillus casei ssp. rhamnosus (ATCC 7469) foram
testadas quanto a resisténcia ao cloreto de sddio adicionado ao 4gar MRS (de Man, Rogosa e
Sharpe) (De MAN; ROGOSA; SHARPE, 1960; CARR; CHILL; MAIDA, 2002) nas
concentragcdes de 1%, 1,5%, 2%, 2,5% e 3%. Os testes de resisténcia ao nitrito foram
realizados pelo mesmo procedimento utilizando concentragdes de 80, 100, 120, 150 e 200
ppm adicionadas ao 4gar MRS (ARIHARA; ITOH, 2000).
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As culturas lacticas foram primeiramente repicadas em tubos de ensaio contendo
aproximadamente 10 mL de caldo MRS e incubadas a 37° C por 24 horas para sua reativagao.
Apoés reativacdo, procedeu-se a diluicdo dos indculos em &gua peptonada 0,1% até
concentracdo 107. Posteriormente, semeou-se 1 mL desta concentracdo em placas de Petri
contendo agar MRS adicionado das diferentes concentracfes de sais de cura. Paralelamente,
também foram semeadas aliquotas de 1 mL dos in6culos em agar MRS puro (teste controle)
para comparacdo do crescimento das culturas. Utilizou-se a técnica de semeadura em
profundidade (pour plate) visto que as bactérias lacticas sdo microrganismos microaerdfilos.
A incubacéo das placas ocorreu em estufa bacterioldgica a 37° C, durante 48 horas. A
avaliacdo do crescimento das culturas probidticas foi realizada pela contagem das coldnias
presentes nos meios de cultura com diferentes concentracfes de sais de cura, sendo 0s
resultados expressos por UFC/ mL e comparados com o teste controle (SILVA;
JUNQUEIRA; SILVEIRA, 2001).

3.2.2 Teste de Sensibilidade das Bactérias LActicas Probidticas e das Bactérias Lacticas da

Cultura Starter aos Antimicrobianos

As bactérias lacticas da cultura starter e as bactérias lacticas probidticas foram
testadas frente a 20 antimicrobianos pelo método de disco-difusdo (Tabela 12). Partindo-se de
10 mL de caldo MRS com as culturas pré-ativadas por 24 horas a 37° C, foram realizados
esfregacos utilizando swab em &gar MRS. Apo6s a secagem do esfregaco no &gar foram
depositados sobre sua superficie dez discos de antimicrobianos (LABORCLIN), utilizando-se
duas placas para cada microrganismo. As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica
por 24 horas a 37° C e a sensibilidade aos antimicrobianos verificada pelo didametro em
milimetros dos halos de inibicdo formados ao redor do disco (LABORCLIN, 2003).

Na formulagdo de produtos céarneos fermentados tradicionalmente empregam-se
bactérias lacticas denominadas de culturas starter. Na formulago dos embutidos produzidos
neste trabalho utilizou-se como cultura starter a cultura mista de Staphylococcus xylosus e
Pediococcus pentosaceus. Este Ultimo, por tratar-se de bactéria lactica deve ter sua contagem
diferenciada das culturas lacticas probidticas adicionadas & massa do produto. Dessa forma, a
adicdo de substancias inibitérias ao meio de cultura promove o crescimento seletivo de uma

Unica espécie de bactéria lactica permitindo sua contagem isoladamente.
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TABELA 12 - DISCOS DE SUBSTANCIAS ANTIMICROBIANAS UTILIZADOS NO
TESTE DE SENSIBILIDADE DAS CULTURAS LACTICAS E SUAS

RESPECTIVAS CONCENTRAGOES

DISCO DE SUBSTANCIA ANTIMICROBIANA

CONCENTRACAO NO DISCO

Amoxicilina+acido clavulanico

Ampicilina
Bacitracina
Cefalexina
Cefalotina
Ciprofloxacina
Clorafenicol
Eritromicina
Estreptomicina
Gentamicina
Imipenem
Kanamicina
Neomicina
Norfloxacina
Oxacilina
Penicilina G
Rifanpicina
Sulfonamida
Tetraciclina
Vancomicina

20/ 10 pg

10 pg
0,04 UI
30 ug
30 ug
S ug
30 ug
15pg
10 pg
10 pg
10 pg
30 pg
30 pg
10 pg
1pg

10 unid.

30 ug
300 pg

30 ug
30 ug

A confirmagdo do crescimento seletivo dos pediococos na presenga de tetraciclina

ocorreu pela contagem de cepas puras de Pediococcus pentosaceus, Lactobacillus casei, L.

paracasei spp. paracasei e L. casei spp. rhamnosus em 4gar MRS com a adigdo de 10 mg/ L

de tetraciclina e sem a adicdo do antibidtico.

A partir da solucdo de 0,05 g de tetraciclina (SIGMA Chemical Co.)/ 100 mL de &gua

destilada foram adicionados 20 mL da solucdo em 1000 mL de &gar MRS, obtendo-se a

concentracdo desejada de antibiético no meio de cultura. As culturas puras foram diluidas em

4gua peptonada estéril 0,1% e o plaqueamento das diluicdes 10  a 10 ® realizado pela técnica

pour plate. As placas inoculadas em duplicata com e sem a adi¢cdo do antibiético foram

incubadas a 37° C por 48 horas para a contagem do nimero de colénias (THARMARAJ;

SHAH, 2003).
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3.2.3 Producdo de Embutido Carneo com Culturas Probidticas

Para a elaboracdo do embutido fermentado adicionado de culturas probioticas foram
conduzidos trés experimentos. Em cada experimento foram testados diferentes tratamentos
objetivando identificar a cultura probi6tica mais adequada para o produto, o aprimoramento
das caracteristicas sensoriais e a estabilidade do embutido e da cultura probiética durante o
armazenamento. Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Tecnologia de
Produtos Agropecuarios, Campus Sao José dos Pinhais da Pontificia Universidade Catdlica do
Parané.

Nos trés experimentos utilizou-se a mesma formulagdo bésica para a fabricagdo do
embutido cérneo (Tabela 13), assim como o mesmo procedimento de preparo da massa e
embutimento.

TABELA 13 - FORMULAGAO BASICA UTILIZADA NA FABRICAGCAO DE
EMBUTIDO CARNEO ADICIONADO DE CULTURAS PROBIOTICAS

MATERIAS-PRIMAS QUANTIDADE
Carne suina 60%
Carne bovina 20%
Toucinho 20%
INGREDIENTES *

Sal (cloreto de s6dio) 3,0%
Glicose 0,5%
Sacarose 0,5%
Alho em po 0,3%
Pimenta branca 0,2%

Noz moscada 0,02%
Nitrito de sodio 150 ppm
Nitrato de sodio 50 ppm
Fixador (acelerador de cura) 1%
Cultura starter comercial TSPX (CHR HANSEN) 0,15%
Cultura probidtica variavel para cada experimento

* Quantidades relativas ao contedo total de matérias-primas.
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Para a formulacdo dos embutidos, a quantidade de matérias-primas, cloreto de sodio,
agUcares e condimentos baseou-se em formulagdes descritas por TERRA (1998) e TERRA;
FRIES; TERRA (2004). Para a adi¢do do fixador utilizou-se a dosagem recomendada pelo
fabricante. A quantidade de cultura starter utilizada baseou-se no nimero de células viaveis
presentes na cultura comercial liofilizada necessario para atingir na massa do embutido valor
minimo de 1 x 10° UFC/ g.

O preparo da massa iniciou-se pela moagem das matérias-primas carneas em disco de
aco inox de 5 mm para a carne bovina e em disco de 8 mm para a carne suina. A carne bovina
deve ser moida em chapa mais fina, pois suas fibras apresentam maior espessura e resisténcia
em comparacao as fibras da carne suina. O toucinho congelado foi picado em cubos com
tamanho de 0,5 cm. Procedeu-se a mistura manual das matérias-primas carneas e de parte do
cloreto de sédio para a obtencéo de consisténcia pastosa e promocéo de liga na massa, obtida
pela extracdo completa das proteinas miofibrilares que respondem pela unido dos fragmentos
de carne no produto final. Posteriormente, foram adicionados a massa toucinho, pimenta
branca, alho em pd, noz moscada, glicose, sacarose e o restante do cloreto de sédio. Os sais de
cura, nitrito e nitrato de sodio e o fixador foram adicionados a massa previamente diluidos em
agua destilada para facilitar sua mistura, sendo o fixador adicionado em seguida aos sais de
cura (TERRA, 1998; GARCIA; GAGLEAZZI; SOBRAL, 2000).

A cultura starter composta de Pediococcus pentosaceus e Staphylococcus xylosus foi
adicionada & massa em concentrago celular superior a 3,2 x 10*° UFC/ g de inéculo, ao final
da mistura, apos previa ativacdo em &gua ndo clorada (16 a 30 mL de agua conforme a

quantidade de matéria-prima carnea) por 30 minutos.

As culturas probidticas foram adicionadas & massa ap0s a adi¢do da cultura starter. Os
procedimentos de preparo e adi¢do das culturas probioticas as massas carneas estdo descritos
em itens especificos contidos na metodologia de cada experimento.

O embutimento das massas foi realizado em embutideira manual (JAMAR) utilizando
tripa artificial de colageno reconstituido com calibre de 45 mm previamente embebida em
solucdo de acido lactico a 1% por 15 minutos para promover desinfeccdo e facilitar sua
aderéncia a massa (NASSU; BESERRA; GONCALVES, 2002; TERRA; FRIES; TERRA,
2004).
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Apobs o embutimento, os produtos foram identificados de acordo com o tratamento ao
qual pertenciam e encaminhados a maturacdo em camara de incubacdo B.O.D., adaptada as
condi¢des ambientais necessarias para seu processamento (Figura 5). As condicdes de
temperatura, tempo de maturacdo e periodo de armazenamento dos embutidos sofreram

variagdo em cada experimento e estdo descritas na metodologia de cada experimento.

A regulagem da umidade relativa do ar (UR) na camara B. O. D. foi realizada com a
utilizacdo de recipiente contendo &gua ou sal comum no interior da camara, haja vista que a
camara B.O. D néo dispunha de aparato para regulagem da umidade relativa do ar. A leitura
da UR da camara foi realizada pela utilizagdo de higrotermdmetro digital portatil (FRANCE)
localizado no interior da camara (GARCIA; GAGLEAZZI; SOBRAL, 2000) (Figura 5).

FIGURA 5 - PECAS DE EMBUTIDOS CARNEOS ARMAZENADOS EM CAMARA DE
INCUBACAO B.0.D. PARA INICIO DA FERMENTACAO E SECAGEM
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O fluxograma bésico de producdo de embutido carneo fermentado com culturas

probidticas esta apresentado na Figura 6.

FIGURA 6 - FLUXOGRAMA BASICO DE PROCESSAMENTO DE PRODUTO CARNEO
FERMENTADO ADICIONADO DE CULTURAS LACTICAS PROBIOTICAS
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3.2.3.1 Experimento 1

No Experimento 1 foram realizados quatro tratamentos que variaram no tipo da cultura

bacteriana adicionada ao embutido cérneo, buscando verificar o efeito das culturas probidticas

sobre caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais do produto.
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O Tratamento 1, denominado de tratamento controle, recebeu adi¢do apenas da cultura
starter comercial, enquanto que nos demais tratamentos os embutidos receberam além da
adicdo da cultura starter, a adicdo de diferentes espécies de Lactobacillus potencialmente

probidticos de acordo com a seguinte descri¢éo:

- Tratamento 1 (controle): cultura starter TSPX contendo Pediococcus pentosaceus e
Staphylococcus xylosus;

- Tratamento 2: cultura starter TSPX + cultura pura de Lactobacillus casei;

- Tratamento 3: cultura starter TSPX + cultura pura de Lactobacillus casei ssp. rhamnosus;

- Tratamento 4: cultura starter TSPX + cultura pura de Lactobacillus paracasei ssp.

paracasei.

O preparo das culturas puras de Lactobacillus casei, Lactobacillus casei ssp.
rhamnosus e Lactobacillus paracasei ssp. paracasei utilizadas para inoculacdo da massa

c&rnea nos Tratamentos 2, 3 e 4 foi realizado se acordo com o procedimento a seguir.

a) Preparagdo dos indculos de culturas probidticas

Considerando-se que o numero de células viaveis das culturas bacterianas
recomendado para adicdo & massa carnea seja dois ciclos logaritmicos superior ao nimero de
células da flora contaminante da carne e que 0 nimero maximo aceitivel de microrganismos
contaminantes na carne é de 10° UFC/ g (TERRA, 1998), a quantidade de culturas probidticas
adicionada & massa dos embutidos deve ser de no minimo 108 UFC/ g. Obedecendo a essa
proporcdo e considerando a quantidade total de 3.000 g de massa carnea utilizada para cada
tratamento do Experimento 1, o nimero de células vidveis das culturas probidticas necessario
para a inoculagdo da massa céarnea seria 3 x 10 UFC. Para obter a referida quantidade de
células vidveis de bactérias probidticas no indculo tornou-se necesséria a utilizagdo do volume
inicial de 1.000 mL de indculo, haja vista que na contagem do nimero de células viaveis das
cepas probiéticas puras em caldo MRS obteve-se valor de 3 x 10 UFC/ mL. Devido ao
grande volume de indculo necessario, as células bacterianas foram concentradas por

centrifugacdo previamente & inoculagdo na massa carnea.
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As cepas puras de Lactobacillus casei, Lactobacillus casei ssp. rhamnosus e
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei foram pré-ativadas em 10 mL de caldo MRS com
incubagdo a 37° C por 48 horas. Apos a pré-ativacdo, aliquotas de 3 mL de cada cultura foram
semeadas em 1.000 mL de caldo MRS com posterior incubacdo em estufa bacteriol6gica a
37°C por 48 horas. Apés esse periodo, procedeu-se a centrifugacdo do volume total de caldo
contendo as culturas ativadas em centrifuga refrigerada (EPPENDORF 5810 R) a 15°C com
rotagéo de 3.500 rpm por 15 minutos.

O sobrenadante foi descartado e o precipitado adicionado & massa dos embutidos. Do
volume total de precipitado de cada cultura, tomou-se 2 mL para a contagem do nimero de
células vidveis dos indculos.

O volume de precipitado obtido para a cultura de Lactobacillus casei utilizado para a
inoculagdo da massa no Tratamento 2 foi de 31 ml e a concentragéo celular obtida foi 7,5 x
10" UFC/ mL de inéculo. O volume de precipitado para a cultura de L. casei ssp. rhamnosus
foi de 45 mL e o nimero de células viaveis 6,5 x 10'° UFC/ mL (Tratamento 3), enquanto que
o0 volume de indculo de L. paracasei utilizado no Tratamento 4 foi de 43 mL contendo 7,5 x
10" UFC/ mL.

Os in6culos de culturas probiodticas foram adicionados as massas cérneas dos
Tratamentos 2, 3 e 4 ao final da mistura, ap6s a adi¢do de todos os demais ingredientes e da
cultura starter comercial seguindo a formulagcdo e o procedimento de elaboracdo dos

embutidos anteriormente descritos.

b) CondicOes de temperatura e umidade relativa do ar na camara de maturagéo

Para cada tratamento obteve-se em média 20 pecas de embutido carneo, com
comprimento aproximado de 12 cm. Os embutidos foram maturados por 25 dias em camara
de incubagdo B.O.D. (FANEM, MDL 347 CD) com temperatura inicial de 25°C e umidade
relativa do ar de 89%, as quais sofreram reducdo gradativa para permitir a secagem do
produto (Tabela 14).

A temperatura inicial de fermentagcdo dos embutidos influencia sua qualidade final.
Temperaturas acima de 26° C podem ocasionar problemas relacionados & seguranga
microbioldgica do produto, além de excessiva acidificacdo e fusdo das gorduras (NASSU;
BESERRA; GONCALVES, 2002).
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TABELA 14 - CONDICOES DE TEMPERATURA E UMIDADE RELATIVA DO AR
UTILIZADAS NA CAMARA DE INCUBACAO DURANTE O PERIODO DE
MATURACAO DOS EMBUTIDOS FERMENTADOS DO EXPERIMENTO 1

TEMPO DE TEMPERATURA UMIDADE RELATIVA DO AR
MATURACAO (DIAS) (°C) (%)
1 25 89
2 24 89
3 23 88
4 22 88
5 21 87
6 20 86
7 18 80
8 18 77
9 18 75
! ! !
25 18 75

c) Anélises fisico-quimicas, microbioldgicas e sensoriais

As modificages fisico-quimicas e microbioldgicas ocorridas nos embutidos durante a
maturacdo foram avaliadas no 1° 3°, 5° 79 11° 14° 21° e 25° dias. As analises fisico-
quimicas realizadas nas amostras coletadas para cada tratamento foram atividade de &gua,
acidez titulavel, umidade, pH, perda de peso e perda de didmetro. Para verificar a viabilidade
das culturas bacterianas adicionadas foi realizada a contagem de Lactobacillus para os
Tratamentos 2, 3 e 4 e a contagem de Pediococcus pentosaceus e Staphylococcus xylosus para
todos os tratamentos. A avaliacdo sensorial foi realizada para todos os tratamentos apds 25

dias de maturacdo dos embutidos carneos.

A metodologia utilizada para as determinagbes fisico-quimicas, analises
microbioldgicas e avaliagdo sensorial dos Tratamentos 1, 2, 3 e 4 do Experimento 1 esta

descrita no item 3.2.5
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3.2.3.2 Experimento 2

Para o segundo experimento foram selecionadas duas espécies de culturas probidticas

previamente testadas no Experimento 1 sendo realizados trés tratamentos:

- Tratamento 1 - controle: cultura starter TSPX contendo Pediococcus pentosaceus e
Staphylococcus xylosus;

- Tratamento 2: cultura starter TSPX + cultura pura de Lactobacillus paracasei ssp.
paracasei;

- Tratamento 3: cultura starter TSPX + cultura pura de Lactobacillus casei.

Os embutidos deste experimento foram elaborados seguindo a formulago bésica e o
fluxograma de produgdo conforme descritos anteriormente, porém com modificagdes quanto
ao preparo dos inéculos de culturas probidticas, tempo e condi¢fes de temperatura e umidade

relativa do ar durante a maturac&o e periodo de estocagem.
a) Preparacgdo dos in6culos de culturas probidticas

Com o objetivo de reduzir o volume e aumentar a concentracdo celular dos in6culos
das culturas probidticas, a centrifugacdo das culturas puras de Lactobacillus paracasei e
Lactobacillus casei, ativadas em caldo MRS a 37° C por 48 horas, foi realizada em centrifuga
refrigerada (EPPENDORF 5810 R) a 0° C com rotacéo de 12.000 rpm por 15 minutos. Apos a
centrifugacéo, a porcéo celular precipitada foi ressuspensa em 20 mL de solucdo salina estéril
a 0,9% para inoculagdo na massa dos embutidos. A escolha da rotacéo e do tempo utilizados
para a centrifugacdo das culturas probioticas foi baseada em estudos prévios que verificaram a
eficiéncia da concentragdo do indculo e a manutencdo da viabilidade celular nessas condicdes.
A concentracdo celular no inéculo usado no Tratamento 2 composto por Lactobacillus
paracasei foi 1,4 X 10 UFC/ mL e a concentragdo celular de L. casei usada para a

inoculagdo da massa no Tratamento 3 foi 4,5 X 10 UFC/ mL.
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b) CondicOes de temperatura e umidade relativa do ar na camara de maturacéo

Apbs o embutimento e identificacdo das pecas de cada tratamento, os embutidos
foram encaminhados a camara de maturacéo (B. O. D. FANEM, MDL 347 CD) iniciando a
fermentacdo em temperatura de 20° C e umidade relativa do ar de 90%, permanecendo por 28

dias.

A temperatura e a umidade relativa do ar no interior da camara sofreram reducédo
gradativa conforme mostra a Tabela 15. O controle da umidade relativa do ar (UR) na camara
B. O. D. foi realizado com a utilizacdo de recipiente contendo 4gua ou sal comum no interior
da cdmara e sua medida determinada em higrotermdmetro digital porttil (FRANCE)

localizado no interior da camara.

TABELA 15 - CONDICOES DE TEMPERATURA E UMIDADE RELATIVA DO AR
UTILIZADAS NA CAMARA DE INCUBACAO DURANTE O PERIODO DE
MATURACAO DOS EMBUTIDOS FERMENTADOS DO EXPERIMENTO 2

TEMPO DE TEMPERATURA UMIDADE RELATIVA DO AR
MATURACAO (DIAS) (°C) (%)
1 20 90
2 20 920
3 20 88
4 20 88
5 19 87
6 19 86
7 18 80
8 18 77
9 18 75
1 1 1
28 18 75
29 4 -

Ao término da maturacéo, apos 28 dias, foi realizada a remocéo da tripa e as pecas
foram embaladas a vacuo, utilizando méquina embaladora (SELOVAC CV 18), em sacos
plasticos (CRYOVAC BB 300 FRM com estrutura EVA) multicamadas e barreira ao vapor
d’agua e ao oxigénio. As pecas embaladas a vacuo foram mantidas sob refrigeragdo a 4° C até

84 dias, totalizando 56 dias de armazenamento refrigerado.
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c) Anélises fisico-quimicas, microbioldgicas e sensoriais

As amostras de embutido fermentado dos Tratamentos 1, 2 e 3 foram avaliadas nos
dias 1, 3, 5, 7, 11, 14, 17, 21, 28, 42, 56, 70, e 84. As determinacBes fisico-quimicas
realizadas nos referidos tempos de amostragem foram: pH, acidez titulavel, atividade de &gua
e umidade, sendo que estas duas Ultimas determinacdes ndo foram realizadas no tempo de
amostragem de 70 dias. As analises microbioldgicas consistiram de contagem de
Lactobacillus para os Tratamentos 2 e 3 e contagem de Pediococcus pentosaceus e
Staphylococcus xylosus para os Tratamentos 1, 2 e 3. A avaliagdo sensorial foi realizada nas
amostras de todos os tratamentos ao término da maturacéo (28 dias) e ao término do periodo
de armazenamento refrigerado (84 dias).

A metodologia utilizada para as determinagbes fisico-quimicas, analises
microbioldgicas e avaliacdo sensorial dos Tratamentos 1, 2 e 3 do Experimento 2 esté descrita

no item 3.2.5.

3.2.3.3 Experimento 3

Considerando os resultados obtidos nos experimentos anteriores com relacdo a
viabilidade da cultura probiética e caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais dos embutidos
cérneos, buscou-se a realizacdo de um novo experimento com quatro tratamentos que
variaram de acordo com o tipo de cultura bacteriana utilizada e com a adi¢do de extrato

vegetal com propriedade antioxidante aos embutidos conforme mostrado a seguir:

- Tratamento 1 - controle: cultura starter TSPX contendo Pediococcus pentosaceus e
Staphylococcus xylosus;

- Tratamento 2: cultura starter TSPX contendo Pediococcus pentosaceus e Staphylococcus
xylosus + extrato hidroetanélico de marcela do campo (Achryrocline satureioides (Lam).
DC));

- Tratamento 3: cultura starter TSPX + cultura pura de Lactobacillus paracasei ssp.
paracasei;

- Tratamento 4: cultura starter TSPX + cultura pura de Lactobacillus paracasei ssp.
paracasei + extrato hidroetanélico de marcela do campo (Achryrocline satureioides (Lam).
DC.).
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O extrato hidroetandlico de marcela do campo (Achryrocline satureioides (Lam). DC.)
foi elaborado mediante a homogeneizagdo da planta com solvente composto por etanol 96°
GL e 4gua destilada na proporg¢do de 8:2 permanecendo na solucdo por 1 hora a temperatura
ambiente. O extrato foi filtrado e a por¢do sélida submetida a duas extracBes consecutivas
com posterior evaporagdo do material filtrado em evaporador rotatério até a obtencdo do
extrato hidroetanélico com proporgéo de liquido: s6lido de 8:2. O extrato hidroetandlico de
marcela do campo foi fornecido pelo Departamento de Tecnologia e Ciéncia dos Alimentos
da Universidade Federal de Santa Maria.

A formulacdo e o procedimento de elaboragdo dos embutidos foram realizados
conforme descrito no item 3.2.3. O extrato hidroetandlico de marcela do campo utilizado nos
Tratamentos 2 e 4 foi adicionado ao toucinho picado na proporcdo de 0,5%, previamente a

mistura deste com os demais ingredientes da formulagéo.
a) Preparagdo dos indculos de culturas probidticas

Os indculos de Lactobacillus paracasei foram preparados de acordo com a técnica de
descrita no Experimento 2. Os Tratamentos 3 e 4 receberam a adi¢do de 20 mL de in6culo,
contendo nimero de células viaveis de 6,9 x 10 UFC/ mL ao final do preparo da massa,

apods a adicdo da cultura starter.

b) CondicOes de temperatura e umidade relativa do ar na camara de maturagéo

As condicOes de temperatura e umidade relativa do ar empregadas na camara de
maturagdo foram as mesmas utilizadas no Experimento 2, onde os embutidos permaneceram
por 28 dias. Apds o término do periodo de maturacdo, os embutidos foram embalados a vacuo
conforme descrito anteriormente e armazenados sob refrigeracdo a 4° C por um periodo de

150 dias totalizando um tempo de estudo de 178 dias.
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c) Anélises fisico-quimicas, microbioldgicas e sensoriais

A evolugédo da maturacéo e a estabilidade dos embutidos durante o armazenamento foi
acompanhada mediante as determinacOes de atividade de agua, pH, umidade, perda de peso e
perda de didametro. A atividade de agua e a umidade dos embutidos foram determinadas nos
tempos 1, 3, 5, 7, 11, 14, 28, 37, 50, 63, 78, 133 e 178 dias, enquanto que a determinacéo de
pH foi realizada nos tempos 1, 3, 5, 7, 11, 14, 21, 28, 37, 50, 63, 78, 133 e 178 dias. As perdas
de peso e de didmetro dos embutidos foram efetuadas nos tempos 1, 3, 5, 7, 11, 14, 21 e 28
dias. A determinacdo da oxidacdo lipidica expressa pelos valores do &cido 2-tiobarbitdrico e a
determinagdo instrumental da cor dos embutidos foram realizadas nos tempos 1, 28, 50, 78,
133 e 178 dias e os teores de proteinas e lipideos foram determinados nos tempos 1, 28 e 178
dias.

O desenvolvimento das culturas bacterianas e a qualidade microbiolégica dos
embutidos foram determinados pela contagem de Lactobacillus, contagem de Pediococcus
pentosaceus e Staphylococcus xylosus e contagem de coliformes totais e Escherichia coli. A
enumeracdo dos Lactobacillus e da cultura starter foi realizada nos embutidos nos tempos 1,
3,5,7,11, 14, 21, 28, 37, 50, 63, 78, 133 e 178 dias e a contagem de coliformes e E. coli foi
realizada nos tempos 1, 28 e 178 dias.

Os embutidos foram avaliados sensorialmente por provadores semi-treinados nos
tempos 28, 78, 133 e 178 dias.

A metodologia utilizada para as determinagbes fisico-quimicas, analises
microbiolégicas e avaliacdo sensorial dos Tratamentos 1, 2, 3 e 4 do Experimento 3 esta

descrita no item 3.2.5.

3.2.4 Resisténcia de Lactobacillus paracasei ssp. paracasei ao Baixo pH e na Presenca de

Sais Biliares

Entre os critérios utilizados para a verificacdo das caracteristicas funcionais dos
probidticos estdo a tolerdncia da cultura probidtica & acidez géstrica e a toxicidade da bile
(ANNUK, et al., 2003; PENNACCHIA et al., 2004).
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Para verificar a resisténcia da cultura de L. paracasei em baixos valores de pH e na
presenca de sais biliares foram realizados testes submetendo a cultura bacteriana a condic¢des
similares as encontradas no trato gastrintestinal, buscando simular as condi¢des de digestéo in

vitro.

3.2.4.1 Capacidade de resisténcia ao baixo pH

O efeito do baixo pH sobre a viabilidade de L. paracasei foi verificada mediante
adaptacéo da técnica descrita por ERKKILA; PETAJA (2000) que consiste na inoculagéo de
1 mL da cultura ativada em caldo MRS a 37° C por 48 horas, em tubos de ensaio contendo 9
mL de solugdo salina estéril com pH ajustado para os valores 3, 4, e 5 pelo emprego de
solucdo de &cido cloridrico a 8 M. A solugéo salina foi preparada pela dissolucéo de 9 g/ L de
cloreto de sodio (NaCl), 9 g/ L de fosfato de sddio (Na;HPO, x 2 H,0) e 1,5 g/ L de fosfato
de potassio (KH,PO4) em &gua destilada, com posterior esterilizacdo em autoclave a 121° C
por 15 minutos. Os tubos de ensaio foram incubados em estufa bacterioldgica a 37° C e a
contagem do numero de células vidveis de L. paracasei foi realizada ap6s a exposi¢ao da cepa
a solucdo salina 4cida pelo periodo de 0, 1, 2,5 e 4 horas. A contagem das células viaveis de
L. paracasei foi efetuada em placas de Petri contendo agar MRS, mediante semeadura em
profundidade, incubadas a 37° C por 48 horas e o resultado expresso em UFC/ mL. O
crescimento bacteriano observado em solugéo salina com pH 5,0 foi utilizado como controle

para a comparagédo dos resultados.

3.2.4.2 Capacidade de resisténcia aos sais biliares

A resisténcia de L. paracasei aos sais biliares foi verificada pela inoculagéo de 1 mL
da cepa pré-ativada em 9 mL de caldo MRS (pH 5,6) adicionado de 0%, 0,15% e 0,30% de
sais biliares (SIGMA). Os tubos foram incubados a 37° C e a enumeracéo de L. paracasei
realizada apds 0, 1, 2,5 e 4 horas de exposicdo ao caldo em &gar MRS a 37° C por 48 horas
(ERKKILA; PETAJA; 2000).
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3.2.5 Métodos de Andlise
3.2.5.1 Determinacao do pH

Os valores de pH foram determinados por processo eletrométrico em potenciémetro
digital com sonda de perfuracdo devidamente calibrado com solug6es tampé&o de pH 7,0 e pH
4,0 mediante leituras diretas nos embutidos, evitando-se o contato da sonda com a gordura das
amostras (TERRA; BRUM, 1988).

3.2.5.2 Determinacéo de acidez titulavel

O teor de é&cidos livres nos embutidos fermentados foi determinado pelo método
titulométrico com solucéo de hidréxido de sédio 0,1 N (TERRA; BRUM, 1988).

3.2.5.3 Determinacéo da atividade de &gua

A atividade de &gua dos embutidos foi verificada utilizando aparelho medidor de
atividade de 4gua (AQUALAB CX-2) por medida direta nas amostras previamente trituradas

e mantidas & temperatura ambiente de 21° C.

3.2.5.4 Determinagédo da umidade

A umidade dos embutidos fermentados foi determinada pelo método gravimétrico com

dessecagdo em estufa a 105° C conforme metodologia descrita pela AOAC (2000).
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3.2.5.5 Determinagéo do teor de gordura

O teor de gordura foi determinado pelo método butirométrico de Gerber, utilizado para
amostras de leite. O método fundamente-se no ataque seletivo da matéria organica, com
excecdo da gordura, pelo &cido sulfurico. A porcéo lipidica é separada por centrifugacdo com
0 auxilio de &lcool amilico que modifica a tensdo superficial da gordura, sendo entdo medida
no lactobutirdmetro de Gerber (CAMPOS, 2002).

3.2.5.6 Determinacéo de proteina

A determinacdo do teor de proteinas foi realizada pelo método de Kjeldahl que se
baseia na determinacdo do nitrogénio total da amostra conforme metodologia da AOAC
(2000).

3.2.5.7 Determinag&o da perda de peso

A perda de peso dos embutidos durante a maturagdo e secagem foi determinada pelo
meétodo gravimétrico mediante a pesagem de duas pecas de embutido de cada tratamento
antes da maturacdo e apds cada tempo de amostragem até o momento do envase a vacuo. Os

resultados foram expressos em porcentagem de perda de peso.
3.2.5.8 Determinagéo da reducédo de diametro
O diametro de duas pegas de embutido cada tratamento foi medido com uso de régua

graduada antes da maturacdo e ap6s cada tempo de amostragem até o final da secagem,

expressando-se os resultados em porcentagem de redugdo de diametro.
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3.2.5.9 Determinacédo da oxidacéo lipidica

A oxidacéo lipidica foi verificada pela reacdo com TBA (&cido 2-tiobarbitdrico) de
acordo com a metodologia descrita por TARLADGIS; PEARSON; DUCAN JR (1964),
modificada por CRACKER et al. (1988). A reacdo das amostras com TBA, que produz
coloragdo vermelha, foi medida espectrofotometricamente a 530 nm e os resultados foram
expressos em mg de aldeido maldnico/ kg de amostra.

Entre os aldeidos formados na oxidagéao lipidica encontram-se o heptanal, pentanal e
hexanal. Porém, o produto de oxidacéo lipidica mais comumente citado é o malonaldeido,
produzido durante a autoxidacéo de &cidos graxos poliinsaturados, que pode ser identificado
pela reacdo com TBA (BORGO; ARAUJO, 2005).

Para a realizacdo da analise, as amostras de embutidos receberam a adicdo de
sulfanilamida conforme recomendado por SHAHIDI et al. (1985) para amostras que contém

nitrito.

3.2.5.10 Determinagéo da cor

A cor das amostras de embutidos foi determinada com o auxilio de um colorimetro
portatil (HUNTERLAB MINISCAN XE PLUS), utilizando-se a escala L*, a*, b* do sistema
CIELab com fonte de luz D 65 e abertura da célula de medida de 30 mm. As pec¢as de
embutido foram cortadas no sentido transversal e as medidas realizadas em nimero de cinco
para cada peca diretamente sobre sua superficie. Os valores L*, a* e b* correspondem ao
brilho, indice de cor vermelha e indice de cor amarela, respectivamente, sendo caracterizados
como o resultado do reflexo de fontes de luz especificas na superficie do embutido
transformado em coordenadas de cores (GARCIA; GAGLEAZZI; SOBRAL, 2000).
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3.2.5.11 DeterminagBes microbioldgicas

a) Preparo das amostras

O procedimento de preparo das amostras de embutidos para as contagens
microbioldgicas foram realizados conforme a metodologia descrita por BRASIL (2003b),
recomendada para controle de produtos de origem animal e 4gua. Seguindo os procedimentos,
as amostras foram diluidas em &gua peptonada a 0,1%, acondicionadas em sacos plasticos
estéreis e homogeneizadas em homogeneizador stomacher por 60 segundos, executando-se

diluicBes subsequentes até a concentragéo desejada.

b) Contagem de Pediococcus pentosaceus

A contagem de Pediococcus pentosaceus, bactéria lactica da cultura starter adicionada
aos embutidos, foi realizada pela semeadura em profundidade das amostras homogeneizadas e
diluidas em &gua peptonada estéril a 0,1% até a concentragdo desejada em placas de Petri com
agar MRS adicionado de 10 mg de tetraciclina (SIGMA Chemical Co) por litro do meio para

inibicdo do crescimento de Lactobacillus.

Apoés a semeadura, as placas invertidas foram incubadas em estufa bacteriol6gica a
37° C por 48 horas e o resultado da contagem expresso em UFC/ g de amostra (SWANSON
etal., 1992; SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA, 2001).

c) Contagem de Lactobacillus

A contagem dos Lactobacillus adicionados como culturas probioticas aos embutidos
fermentados foi realizada em agar MRS (De MAN; ROGOSA; SHARPE, 1960; CARR,;
CHILL; MAIDA, 2002) com incubag&o a 37° C por 48 horas. Essas condi¢des de composicéo
do meio de cultura e incubagéo permitem o crescimento concomitante de Lactobacillus e de
Pediococcus da cultura starter. Dessa forma, o resultado da contagem de Lactobacillus foi
calculado como a diferenca entre a contagem total de bactérias lacticas em agar MRS puro e a

contagem de Pediococcus em 4gar MRS adicionado de 10 mg/ L de tetraciclina.
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d) Contagem de Staphylococcus xylosus

A contagem de Staphylococcus xylosus, bactéria integrante da cultura starter, foi
realizada pela semeadura das dilui¢cbes decimais das amostras em placas de Petri com &gar
Baird Parker incubadas a 37° C por 48 horas e o resultado expresso em UFC/ g (ERKKILA et
al., 2001a; ERKKILA et al., 2001b).

e) Contagem de coliformes totais e Escherichia coli

Como indicativo das condi¢des higiénico-sanitarias de processamento dos embutidos e
da acdo inibitéria das culturas bacterianas adicionadas aos embutidos sobre a flora
contaminante foram realizadas a contagem de coliformes totais e a contagem de Escherichia
coli.

As contagens foram executadas pelo método Petrifilm Coliformes (AOAC 991.14) em
placas Petrifilm (3M) com incubagéo a 37°C por 48 horas, onde as col6nias de coliformes
totais mostram-se vermelhas associadas a bolhas de gas e as coldnias de Escherichia coli
mostram-se azuis ou vermelho azuladas com bolhas de gés. A principal vantagem das placas
de Petrifilm em relagdo aos métodos convencionais é a sua conveniéncia, pois estdo prontas
para uso, eliminando as etapas de preparacdo dos meios de cultura e vidrarias necessarios,
ocupam menos espagco em incubadoras, geladeiras, armarios, autoclaves, tém descarte mais
facil, ndo quebram, ndo derramam, podem ser congeladas para contagem posterior ou
reanalise (SANT’ANA; CONCEICAOQ; AZEREDO, 2002).

A opcéo pela contagem de Escherichia coli como indicador de contaminacéo fecal e ndo
pela contagem de coliformes termotolerantes baseou-se no fato de que a contagem especifica
de Escherichia coli permite determinagdo mais exata da incidéncia de contaminagéo fecal
(SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA, 2001).

3.2.5.12 Avaliacéo sensorial

A avaliacdo sensorial foi realizada apds o periodo de maturagdo e durante o

armazenamento dos embutidos em todos os tratamentos dos Experimentos 1, 2 e 3.
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As amostras foram preparadas mediante o corte transversal das pecas de embutidos em
forma de fatias finas com espessura média de trés milimetros, descartando-se as extremidades.
As amostras de cada tratamento foram apresentadas a uma equipe de 18 provadores semi-
treinados, habituados ao consumo de embutidos fermentados, distribuidas em pratos de
polietileno codificados aleatoriamente com nimeros de trés digitos.

As caracteristicas avaliadas foram cor, sabor, aroma, textura, gosto &cido e aspecto,
utilizando escala hed6nica estruturada de 9 pontos onde a pontuacdo 1 correspondia a
denominacéo ruim, fraco ou suave, a pontuacdo 5 & denominagéo indiferente e a pontuagéo 9
a denominacdo bom, forte ou firme dependendo do atributo avaliado. O modelo de ficha
utilizado para a avaliacdo sensorial esta apresentado no ANEXO 1.

Os valores obtidos nas amostras para cada caracteristica avaliada foram analisados
estatisticamente por andlise de varidncia (ANOVA) e teste de comparagdo de médias,
utilizando nivel de significancia de 5% (MORAES, 1990; CHAVES; SPROESSER, 1993;
DUTCOSKI, 1996).

3.2.5.13 Andlise estatistica

Os valores obtidos nas analises realizadas nos embutidos fermentados dos
Experimentos 1, 2 e 3 foram submetidos ao célculo de média, desvio padrdo e analise de
variancia, utilizando fungéo especifica do programa Excel da Microsoft Corporation e ao teste

de Tukey para a comparagdo de médias com significancia no nivel de 5% (GOMES, 1990).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SENSIBILIDADE DAS CULTURAS PROBIOTICAS AOS SAIS DE CURA

O desenvolvimento de probidticos para produtos cérneos fermentados pressupde o0 uso
de bactérias probidticas resistentes ao nitrito e ao cloreto de sddio, capazes de crescer
rapidamente durante a fermentacdo. Também devem apresentar resisténcia a acidez, a
lisozima e & bile, mostrando capacidade para colonizar o trato intestinal humano mediante

mecanismos de aderéncia ou ligagdo as células intestinais (PAPAMANOLI et al., 2003).

O numero de células viaveis dos lactobacilos testados nas diferentes concentracdes de

cloreto de sédio esta apresentado na Figura 7.

FIGURA 7 - CRESCIMENTO DAS CEPAS DE LACTOBACILOS TESTADOS SOB
DIFERENTES CONCENTRACOES DE CLORETO DE SODIO (NaCl)
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De acordo com os resultados obtidos, verificou-se que nas contagens realizadas em
agar MRS com adigdo de 1% a 3% de cloreto de sodio, todas as culturas de Lactobacillus
testadas apresentaram elevado nimero de células vidveis quando comparadas ao controle

(sem adicao de cloreto de sodio).
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As culturas de L. casei e L. paracasei apresentaram maior nimero de células vidveis
nas concentracBes de 1% a 3% de cloreto de s6dio em relacdo ao teste controle, enquanto que
L. rhamnosus mostrou contagem superior & do controle para as concentragbes de 1% a 2,5%
de cloreto de sodio.

A menor contagem observada foi para o Lactobacillus rhamnosus em meio contendo
3% de NaCl com niimero de células de 5,9 x 10°, partindo-se de niimero no teste controle de
6,6 x 10% e a maior contagem foi obtida pelo Lactobacillus casei, com nimero de células de
2,8 x 10° em meio contendo 2% de NaCl, enquanto que no teste controle obteve-se 2,0 x 10°
UFC/ mL.

Os lactobacilos apresentaram resisténcia aos niveis de cloreto de sodio testados,
mostrando possibilidade de sua utilizagdo em produtos cérneos fermentados, para 0s quais
recomenda-se a adicdo de 3% de NaCl no intuito de assegurar protecdo contra
microrganismos indesejaveis (SAMESHIMA et al., 1998).

A adicdo de nitrito de sodio ao meio de cultura até a concentragao de 200 ppm também
se mostrou suportdvel pelas culturas probidticas testadas, ndo afetando seu crescimento em

relagdo ao meio de cultura puro (Figura 8).

FIGURA 8 - CRESCIMENTO DAS CEPAS DE LACTOBACILOS TESTADOS EM AGAR
MRS SUPLEMENTADO COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE
NITRITO DE SODIO (NaNO,)
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As bactérias lacticas apresentaram elevada viabilidade nas diferentes concentragdes de
nitrito de s6dio, obtendo contagens de 5,7 x 108 UFC/ mL, 1,7 x 10° UFC/ mL e 2,2 x 10°
UFC/ mL na presenca de 200 ppm de NaNO,, para L. rhamosus, L. paracasei e L. casei,
respectivamente.

O nimero de células vidveis das bactérias lacticas obtido com o uso concomitante de

cloreto de sddio e nitrito de sodio esta apresentado na Figura 9.

FIGURA 9 - CRESCIMENTO DAS CEPAS DE LACTOBACILOS TESTADOS EM MEIO
SUPLEMENTADO COM 3% DE CLORETO DE SODIO (NaCl) E 200
ppm DE NITRITO DE SODIO (NaNO,)
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O uso conjunto de 3% de cloreto de s6dio e 200 ppm de nitrito de sédio ndo interferiu
negativamente no crescimento das culturas de Lactobacillus rhamnosus, Lactobaciilus
paracasei e Lactobacillus casei. As contagens dos Lactobacillus na presenga dos sais de cura
mostraram que a cultura de L. rhamnosus manteve seu crescimento estavel, enquanto que as
culturas de L. paracasei e L. casei apresentaram nimero de células vidveis superior ao
encontrado no teste controle. Estima-se que os alimentos com alegacdo de propriedade
probiética devam conter nlimero minimo de células viaveis de bactérias lacticas de 10° UFC/
g, para a obtencdo de efeitos benéficos e colonizagdo do intestino (LUCKE, 2000;
FERREIRA, 2003; THARMARAJ; SHAH, 2003). Nesse sentido, os Lactobacillus testados
mostraram nimero de células vidveis superior ao recomendado para a obtencdo do efeito

probidtico na presenca concomitante de cloreto de sodio e de nitrito de sodio.
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Segundo ARIHARA; ITOH (2000), os produtos carneos no Japdo devem receber a
adicdo de 3% de cloreto de sédio e 200 ppm de nitrito de s6dio para a manutencdo da
seguranga microbiolégica. Dessa forma, o uso de culturas resistentes aos sais de cura é a
primeira condicdo para a producdo de embutidos cérneos com propriedade probidtica
(PAMANOLLI et al., 2003). As espécies de Lactobacillus utilizadas neste trabalho mostraram
resisténcia ao uso simultaneo de cloreto e de nitrito de sddio nas concentragdes de 3% e 200
ppm, respectivamente.

SAMESHIMA et al. (1998) testaram a resisténcia de 202 espécies de lactobacilos de
origem intestinal frente ao nitrito de sddio e ao cloreto de sédio, adicionados em meio liquido,
e observaram que as cepas de L. paracasei ssp. paracasei, L. rhamnosus e L. acidophilus

apresentaram-se tolerantes a esses sais.

4.2 SENSIBILIDADE DAS BACTERIAS LACTICAS FRENTE AOS DIFERENTES
ANTIMICROBIANOS

Sabendo-se que o efeito probidtico somente é promovido pela ingestdo de células
vidveis de bactérias benéficas, um importante pardmetro para o monitoramento de sua
viabilidade nos alimentos constitui-se na contagem diferenciada desses microrganismos
mediante um método de enumeragdo seletiva. O teste de suscetibilidade microbiana aos
antibidticos pode ser utilizado como ferramenta para o desenvolvimento de meios de culturas
seletivos (CARR, CHILL; MAIDA, 2002; THARMARAJ; SHAH, 2003).

Entre os antimicrobianos testados, somente trés mostraram grau de acéo inibitoria
diferenciada para as bactérias lacticas utilizadas. A rifampicina inibiu o crescimento de todas
as cepas testadas com excegdo do Lactobacillus casei que revelou halo de inibicdo na zona
limite de resisténcia a esse antimicrobiano. Todas as cepas testadas mostraram resisténcia a
vancomicina conforme estudos descritos por ERKKILA et al. (2001a). Resultados
semelhantes foram obtidos por THARMARAJ; SHAH (2003) em &gar MRS adicionado de 1
mg/L de vancomicina, no qual L. casei e L. rhamnosus apresentaram crescimento. De acordo
com CARR, CHILL; MAIDA (2002) as bactérias lacticas dos géneros Pediococcus,
Leuconostoc, Lactococcus e alguns Lactobacillus mostram-se resistentes & vancomicina na

concentracdo de 30 pg em teste de disco difus&o.
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Por sua vez, a ampicilina e a tetraciclina mostraram eficiéncia na inibigdo das cepas de
Lactobacillus, enquanto o pediococo apresentou-se resistente a ampicilina e pouco sensivel a
tetraciclina (Tabela 16).

TABELA 16 - RESULTADOS OBTIDOS NO TESTE DE SUSCETIBILIDADE DAS
CULTURAS LACTICAS AOS ANTIMICROBIANOS PELO METODO DE
DISCO-DIFUSAO

ANTIMICROBIAN PADRAO ZONAS DE INIBICAO UTILIZANDO
0S INTERPRETATIVO BACTERIAS LACTICAS (MM)
(zonas de inibigdo em
mm) *
Resistent  Suscetivel Pediococcu L. casei L. L.
e S rhamnosus paracasei
Amoxicilina+acido <19 >20 24 24 25 23
clavulanico
Ampicilina <19 >20 19 25 26 22
Bacitracina <08 >13 4 7 6 0
Cefalexina <14 >18 23 20 22 18
Cefalotina <14 >18 23 24 24 22
Ciprofloxacina <15 >21 2 11 16 6
Clorafenicol <12 >18 24 26 24 22
Eritromicina <13 >18 22 28 26 31
Estreptomicina <11 >15 2 8 2 10
Gentamicina <12 >15 8 10 10 8
Imipenem <13 >16 27 24 28 24
Kanamicina <13 >18 2 9 0 0
Neomicina <12 >17 11 12 8 11
Norfloxacina <12 >17 2 8 10 12
Oxacilina <09 >14 2 10 10 0
Penicilina G. <20 >29 23 25 28 25
Rifanpicina <24 >25 25 24 28 28
Sulfonamida <12 >17 2 6 0 5
Tetraciclina <14 >19 16 30 26 28
Vancomicina <09 >12 2 2 0 0

* LABORCLIN, 2003.

CARR, CHILL; MAIDA (2002) descrevem que a adicdo de 5 mg/L de ampicilina ao
agar MRS permite o crescimento seletivo de Pediocccus pentosaceus. Verificou-se que a
enumeracgdo isolada de Pediococcus poderia ser realizada com a adicdo de ampicilina ou
tetraciclina ao meio de cultura. Devido ao menor custo e a maior facilidade para obtencéo de

tetraciclina no mercado brasileiro, esse antimicrobiano foi selecionado para as contagens
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diferenciais das bactérias lacticas utilizando-se concentracdo de 10 mg de tetraciclina/ L de
meio de cultura.
O namero de células viaveis de Pediococcus e de Lactobacillus em &gar MRS com e

sem a adigdo de tetraciclina esta apresentado na Tabela 17.

TABELA 17 - CONTAGEM DE PEDIOCOCCUS E LACTOBACILLUS EM MEIO DE
CULTURA COM E SEM A ADICAO DE TETRACICLINA (10 MG/ L)

MEIO DE CULTURA P. pentosaceus L. casei L. paracasei L. rhamnosus
AGAR MRS
Sem adicéo de tetraciclina 2,50 x 10° 1,48 x 10° 1,43 x 10° 9,35 x 10°
Com adicdo de 10 mg/ L 1,37 x 10° sc sC sC

de tetraciclina

SC - sem crescimento.

Os resultados obtidos confirmaram a acéo inibitéria da concentragéo de 10 mg/ L de
tetraciclina sobre os lactobacilos testados, mostrando sua eficiéncia e viabilidade na contagem
seletiva e isolada de Pediococcus pentosaceus em &gar MRS para produtos carneos
fermentados contendo esses microrganismos. Nesse sentido, a contagem dos lactobacilos
probidticos é expressa como a diferenca entre a contagem total de bactérias lacticas em agar
MRS sem adigdo de tetraciclina e a contagem de Pediococcus em dgar MRS adicionado de 10

mg/ L de tetraciclina.

Testou-se também a eficiéncia da tetraciclina em menor concentracdo no meio de
cultura. Na concentragdo de 5 mg/L de &gar verificou-se crescimento das cepas puras de L.
casei, L. paracasei e L. rhamnosus, juntamente com o crescimento de Pediococcus
pentosaceus. Contudo, as colonias dos Lactobacillus apresentaram didmetro muito reduzido
quando comparado ao seu didmetro em &gar MRS puro. Além disso, as coldnias de
Pediococcus pentosaceus mostravam coloracdo branca, superficie brilhante e suave com

didmetro aproximado de 2 mm (Figura 10).
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FIGURA 10 - COLONIAS DE PEDIOCOCCUS PENTOSACEUS (1) E DE
LACTOBACILLUS CASEI (2) EM AGAR MRS ADICIONADO DE 5 MG/ L
DE TETRACICLINA

4.3 EXPERIMENTO 1

O intuito do Experimento 1 foi verificar a influéncia da adicdo das espécies
probidticas de Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei e Lactobacillus rhamnosus sobre
as caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais do embutido fermentado, bem como seu

desenvolvimento e viabilidade em produto cérneo.

4.3.1 Determinagdes Fisico-Quimicas

4.3.1.1 Determinacdes de pH e acidez

Durante as diferentes fases do processamento dos embutidos fermentados, trés grandes

grupos de substancias presentes influenciam os valores de pH: os &cidos orgéanicos oriundos

da fermentacdo dos agucares, 0s compostos basicos resultantes da protedlise gerada pelos
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microrganismos ou pelas proprias enzimas tissulares e os &cidos organicos procedentes das
gorduras (CHAGAS, 1998).
A evolucdo do pH e da acidez nos embutidos fermentados durante o periodo de

maturacdo e secagem esta apresentada na Figura 11.

FIGURA 11 — VARIAGCOES DE pH E ACIDEZ DOS EMBUTIDOS FERMENTADOS
ADICIONADOS DE CULTURAS PROBIOTICAS DURANTE 25 DIAS DE
MATURAGCAO E SECAGEM - EXPERIMENTO 1
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Tratamento 1: controle (starter); Tratamento 2: Lactobacillus casei + starter; Tratamento 3:
Lactobacillus casei ssp. rhamnosus + starter; Tratamento 4: Lactobacillus paracasei ssp.
paracasei + starter

Verificou-se que os embutidos pertencentes aos Tratamentos 2, 3 e 4, que receberam a
adicdo de culturas probidticas, mostraram menores valores de pH e maiores valores de acidez

em relagcdo ao tratamento controle durante 25 dias de processamento, havendo diferenca
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estatistica significativa no nivel de 5% para os valores de pH entre o tratamento controle e 0s
demais tratamentos. Para a acidez néo foi verificada diferenca estatistica significativa entre os
tratamentos (p<0,05).

O pH inicial (tempo 0) observado para os embutidos dos Tratamentos 2, 3 e 4 foi
ligeiramente inferior ao do tratamento controle em decorréncia da acidez do caldo utilizado
como indculo das culturas probidticas.

SAMESHIMA et al. (1998) estudaram a queda do pH em salames adicionados de L.
rhamnosus e L. paracasei ssp. paracasei e verificaram que ap6s 24 horas de fermentacéo, o
pH dos embutidos situou-se entre 5,0 e 5,2. Esses valores mostram-se semelhantes ao valor de
5,01 encontrado para o Tratamentos 4 (adicionado de Lactobacillus paracasei) e ligeiramente
superior ao valor de 4,89 encontrado para o Tratamento 3 (adicionado de L. rhamnosus).

Nos primeiros trés dias de maturacdo verificou-se rapida queda do pH dos embutidos
com valores que variaram entre 5,08 e 4,40. 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, respectivamente, apresentando resultados proximos ao valor de pH 4,4
encontrado por SAMESHIMA et al. (1998) em salames adicionados de Lactobacillus
rhamnosus e Lactobacillus paracasei para 0 mesmo periodo de maturacéo.

Os referidos autores também verificaram que esses baixos valores de pH produzidos
pelas culturas de L. rhamnosus e L. paracasei foram capazes de inibir o crescimento de
Staphylococcus aureus nos salames.

A queda do pH nos embutidos fermentados para valores proximos a 5,0 nos primeiros
dias de fermentacdo torna o ambiente protegido contra a a¢do de bactérias gram negativas
indesejaveis; constituindo a base para sua seguranca microbiolégica (LUCKE, 2000;
ERKKILA et al., 2001b; TYOPPONEN et al., 2003).

A reducéo do pH do salame para niveis proximos a 5,0 objetiva alcangar o ponto
isoelétrico das proteinas miofibrilares da carne, provocando perda de 4gua e obtencdo de
textura no produto (CAMPOS, 2002).

A partir do sétimo dia de fabricacdo, o pH observado no tratamento controle sofreu
ligeiro aumento, mantendo-se préximo a 5,0 até o final da maturacdo e secagem, enquanto
que os valores de pH dos embutidos com culturas probio6ticas sofreram pequenas oscilacfes
ao longo dos 25 dias de processamento, variando entre 4,55 e 4,24. De acordo com TERRA;
FRIES; TERRA (2004), a partir do sétimo dia de fabricacdo, os valores de pH sofrem

aumento devido as reacdes de descarboxilagdo e desaminacdo de aminoécidos, que liberam
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amdnia no meio, alcalinizando-o. Porém, o pH pode sofrer nova reducao devido a lipdlise que
libera &cidos graxos livres no meio.

ERKILLA et al. (2001a) observaram que no sétimo dia de maturacdo de salames
fermentados com trés diferentes cepas de L. rhamnosus, sem o uso de cultura starter, os
valores de pH variaram entre 4,9 e 5,1, situando-se acima do pH obtido para o Tratamento 3
(starter + L. rhamnosus). O valor de pH obtido no Tratamento 3 foi menor em decorréncia da
presenca de Pediococcus pentosaceus presente na cultura starter utilizada, que por tratar-se
de bactéria lactica, produz &cido lactico no meio e conseqlientemente, provoca a queda de pH.

Os embutidos pertencentes aos quatro tratamentos mostraram aumento da acidez até o
sétimo dia de fermentagdo. A partir do décimo primeiro dia, observou-se reducéo gradativa da
acidez, que assim permaneceu até o final da fabricag&o, coincidindo com o ligeiro aumento de
pH observado para 0 mesmo periodo.

Ao final do processamento, o embutido controle obteve pH préximo a 5,0 e acidez de
0,4 mL de NaOH/ 100 g, ao passo que nos tratamentos com culturas probi6ticas os valores de
pH ficaram proximos a 4,5 e de acidez entre 0,8 e 0,9 mL de NaOH/ 100 g, demonstrando

atividade fermentativa das culturas probioticas sobre os aglcares do meio.

4.3.1.2 Determinagdes de atividade de agua, umidade, perda de peso e reducédo de didmetro

A porcentagem de umidade e a atividade de 4gua (Aw) sdo determinacGes utilizadas
para medir o teor de agua nos alimentos e estdo relacionadas entre si. A atividade de &gua
indica a quantidade de &gua disponivel para as rea¢bes bioquimicas, fisico-quimicas e
enzimticas necessarias para o desenvolvimento de microrganismos, assim como para a
producgdo de toxinas (JAY, 1994). Dessa forma, o teor de 4gua do produto constitui um
importante fator para sua conservagdo, pois a reducdo no teor de 4gua torna o ambiente
desfavoravel ao crescimento e a multiplicagdo de microrganismos deteriorantes e toxigénicos
(SIQUEIRA, 1995).

Ao final de 25 dias de processamento, observou-se que o embutido controle mostrou a
maior atividade de &gua entre os tratamentos (Figura 12), embora os valores de atividade de
agua tenham se apresentados proximos entre si, ndo havendo diferenca estatistica significativa

no nivel de 5%.
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FIGURA 12 - VALORES DE ATIVIDADE DE AGUA, UMIDADE, PERDA DE PESO E
REDUCAO DE DIAMETRO DOS EMBUTIDOS FERMENTADOS EM 25
DIAS DE PROCESSAMENTO - EXPERIMENTO 1
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O tratamento controle obteve valor de atividade de agua de 0,886, enquanto que 0s
demais tratamentos mostraram valores de 0,879, 0,878 e 0,860 para os Tratamentos 2, 3 e 4,
respectivamente. Esses valores encontram-se abaixo do valor de atividade de 4gua méxima de
0,90, recomendado pela legislacdo brasileira para o salame tipo italiano (BRASIL, 2000),
proximos ao valor de 0,88 encontrado por GARCIA; GAGLEAZZI; SOBRAL (2000) e de
0,87 citado por TERRA (2003) para garantir a seguranga microbiolégica do salame tipo
italiano, visto que a atividade de &gua mostra-se como o fator mais importante para a
conservagédo da maioria dos embutidos crus fermentados (MONFORT, 2002).

Relacionando a atividade de agua com a perda de peso e a reducdo de didmetro,
verificou-se que o tratamento controle mostrou menores perdas de peso e reducdo de
didmetro, apresentando valores que diferiram estatisticamente em nivel de 5% de
significancia dos valores obtidos para os demais tratamentos. Essa condicéo esté relacionada
ao maior valor de pH encontrado para o embutido do tratamento controle, que proporcionou
menor perda de &gua do produto durante o processamento, haja vista que o pH é um dos
principais fatores que influenciam na difusdo da agua do interior para a superficie do
embutido (PINTO; PONSANO; HEINEMANN, 2001).

COELHO et al. (2000) encontraram valores de umidade para o salame tipo italiano de
42,29%, enquanto que CAMPOS (2002) obteve valores de umidade que variaram entre 38,7%
a 43,6% e GARCIA; GAGLEAZZI; SOBRAL (2000) obtiveram teor de 36% para o salame
tipo italiano. Os valores de umidade obtidos para os embutidos apds 25 dias de maturagéo
foram 40,85%, 41,47%, 41,48%, 38,54% para os Tratamentos 1, 2, 3 e 4, respectivamente,
mostrando-se dentro da faixa de umidade encontrada em salames tipo italiano.

A determinacdo da perda de peso é uma medida que mostra indiretamente a
quantidade de &gua eliminada pelo embutido durante o periodo de secagem e depende da
temperatura, umidade relativa no interior da camara de maturagdo e do tempo de
processamento (GARCIA; GAGLEAZZI; SOBRAL, 2000).

COELHO et al. (2000) citam que o salame tipo italiano pode perder até 40% de seu
peso durante o processamento. A perda de peso encontrada para os embutidos dos
Tratamentos 1, 2, 3 e 4 foi de 29,94%, 33,04%, 34,08% e 33,84%, respectivamente,
mostrando que os embutidos com culturas probidticas apresentaram perdas de peso
semelhantes, cujos valores mostraram diferenca estatistica significativa em relagdo a perda de

peso verificada no tratamento controle (p< 0,05).
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A maior perda de peso obtida para os tratamentos adicionados de culturas probi6ticas
estd relacionada & acidificacdo muito intensa da massa, que facilita a quebra de peso dos
embutidos. GARCIA; GAGLEAZZI; SOBRAL (2000) obtiveram perda de peso de 44% para
salame tipo italiano ap6s 20 dias de processamento. ERKKILA et al. (2001a) obtiveram perda
de peso de 40% em salames fermentados por culturas de L. rhamnosus apés 28 dias de
processamento, cujo valor mostrou-se acima do valor encontrado para o Tratamento 3.

Para a reducdo de diametro verificou-se que o menor valor foi obtido para o
tratamento controle. Embora o Tratamento 2 (L. casei) tenha apresentado valores de perda de
peso, umidade e atividade de agua préximos ao do Tratamento 3, sua reducéo de didmetro
mostrou-se superior. Essa condi¢do pode ter sido causada pelo encolhimento desuniforme da

superficie da peca durante a secagem, ocasionando diferencas na medida do didmetro.
4.3.2 Anélises Microbioldgicas

As bactérias probioticas apresentaram crescimento no ambiente carneo, com aumento
no nimero de células viaveis nos primeiros dias de fermentacdo como pode ser visualizado na
Figura 13. SAMESHIMA et al. (1998) verificaram que o niumero de células viaveis de L.
rhamnosus e L. paracasei em salame mostrou-se proximo a 1 x 10% UFC/ g ap6s 3 dias de
fermentacdo a 20° C. A contagem inicial verificada para L. casei, L. rhamnosus e L. paracasei
nos embutidos fermentados foi de 1 x 10, 1,1 x 10% e 1,6 x 10 ® UFC/ g, observando-se o
aumento desses valores para 3,9 x 108, 5,5 x 10° e 4,2 x 10® UFC/ g, respectivamente, no
terceiro dia de fermentacdo.

A partir do sétimo dia, os Lactobacillus mostraram ligeira reducdo no nimero de
células, porém mantendo valores acima de 10° UFC/ g, minimo recomendado para efeito
probidtico, até o final do processamento (FERREIRA, 2003). O nimero final de células
viaveis obtido para L. paracasei foi de 9,5 x 10’, para L. rhamnosus 5,5 x 10 e para L. casei
3,45 x 107, havendo diferenca significativa no nivel de 5% entre os tratamentos.

A contagem de Pediococcus pentosaceus nos embutidos ndo sofreu interferéncia
negativa pela presenca das culturas probiodticas. Nos embutidos que receberam a adi¢do dos
Lactobacillus probidticos o nimero de células vidveis da bactéria lactica da cultura starter
mostrou-se superior ao valor encontrado para o tratamento controle para a maioria dos

periodos de tempo avaliados.
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FIGURA 13 - CONTAGEM DOS LACTOBACILLUS PROBIOTICOS, PEDIOCOCCUS
PENTOSACEUS E STAPHYLOCOCCUS XYLOSUS DURANTE O
PROCESSAMENTO DOS EMBUTIDOS FERMENTADOS -
EXPERIMENTO 1
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A presenca das culturas probidticas provocou intensa reducdo no pH dos embutidos,
gerando também reducéo no nimero de células de Staphylococcus xylosus da cultura starter,
haja vista que valores de pH inferiores a 5,7 afetam negativamente o desenvolvimento desse
microrganismo (STAHNKE, 1995). Na presenca dos lactobacilos, a contagem de
Staphylococcus xylosus mostrou ntimero de células viaveis inferior a 10° UFC/ g a partir do
sétimo dia de fermentacdo, enquanto que no tratamento controle a populacdo de
Staphylococcus xylosus manteve-se mais estavel, exibindo reducéo gradativa no nimero de
células durante os 25 dias de processamento. Resultados semelhantes foram obtidos por
PAPAMANOLI et al. (2003) em embutido grego fermentado ap6s 27 dias de processamento,
no qual a contagem de microrganismos da familia Micrococcaceae mostrou-se inferior a 10°
UFC/ g, devido ao baixo pH alcangado pelo produto, com valores préximo a 4,5.

Os microrganismos da familia Micrococcaceae utilizados na cultura starter auxiliam
na coloracéo, sabor e aroma dos embutidos. Contribuem na coloragdo devido a atividade das
enzimas nitrato redutase e catalase, importantes para a formacéo e estabilidade da cor, além
de prevenir contra a oxidagdo lipidica. Porém em condigBes de baixo pH, sua quantidade é
drasticamente reduzida, podendo haver morte das células ap6s o inicio da fermentacdo
(TERRA; FRIES; TERRA, 2004). PINTO; PONSANO; HEINEMANN (2001) relatam que
para que haja a formacdo da cor tipica de produtos curados é necessario que o nitrato
adicionado & carne sofra reducgdo a nitrito através da acdo da enzima nitrato redutase. As
bactérias da familia Micrococcaceae tém papel fundamental na redugdo do nitrato, porém sua
acdo € bastante reduzida em valores de pH menores que 5,4. Dessa forma, uma reducdo muito
répida do pH no inicio do processamento dos produtos carneos pode interferir na obtengdo da
cor avermelhada caracteristica. De acordo com TERRA; FRIES; TERRA (2004), valores de
pH inferiores a 4,9 séo considerados prejudiciais para o desenvolvimento da cor nos produtos
C&rneos.

Apesar da importancia da familia Micrococcaceae na cor, sabor e aroma dos
embutidos, o reduzido nimero de células viaveis de Staphylococcus xylosus observado nos
embutidos adicionados de culturas probiodticas pareceu ndo afetar sensorialmente essas
caracteristicas quando comparados ao tratamento controle (Tabela 18), pois as pontuagdes
recebidas pelos embutidos dos Tratamentos 2, 3 e 4 ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa (p <0,05) para os atributos de cor, sabor e aroma em comparacéo as pontuagdes

do tratamento controle.
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4.3.3 Avaliagdo Sensorial

Entre os atributos avaliados, verificou-se diferenga significativa no nivel de 5% entre
0s tratamentos somente para o gosto acido. As pontuaces atribuidas pelos provadores para o
gosto &cido dos embutidos confirmam os resultados obtidos nas determinacdes de pH e
acidez, que mostraram maior acidez para os Tratamentos 2, 3 e 4. Para esse atributo, as notas
mais proximas a 9,0 indicam maior acidez ao paladar, enquanto que as notas mais proximas a
1,0 indicam pouca acidez do embutido.

As médias das notas atribuidas na avaliacdo sensorial aos embutidos fermentados apds

25 dias de processamento estéo apresentadas na Tabela 18.

TABELA 18 - MEDIAS DAS NOTAS ATRIBUIDAS PELOS PROVADORES AOS
EMBUTIDOS FERMENTADOS EM CAMARA DE MATURACAO POR 25
DIAS - EXPERIMENTO 1

GOSTO

TRATAMENTOS ACIDO SABOR AROMA COR TEXTURA ASPECTO
Tratamento 1 (controle) 5332 6,382 527% 588% 5,942 7,052
Tratamento 2

(adicdo de L. casei) 6,77 " 6,44  633% 577*  522° 572°
Tratamento 3

(adigdo de L.

rhamnosus) 7,00° 544%  588% 550%  6,00° 6,382
Tratamento 4

(adigdo de L.

paracasei) 5,95 583%° 561 627®  6,38° 7,052

Meédias seguidas das mesmas letras na mesma coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste
de Tukey no nivel de 5%.

O embutido controle apresentou gosto &cido menos pronunciado do que os embutidos
adicionados de culturas probidticas, verificando-se diferenga estatistica no nivel de 5% de
significancia entre o controle e os tratamentos que receberam a adigdo de L. casei
(Tratamento 2) e de L. casei ssp. rhamnosus (Tratamento 3).

Entre os tratamentos que receberam as culturas probiéticas, o embutido contendo L.
paracasei (Tratamento 4) apresentou gosto acido menos pronunciado, obtendo para esse
atributo pontuagdo proxima a do tratamento controle.

O embutido adicionado de L. rhamnosus (Tratamento 3) mostrou intenso gosto &cido,

caracteristica que afetou também sua pontuacdo para o sabor, para o qual o referido
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tratamento recebeu a menor nota, visto que o gosto acido é um componente importante do
sabor total dos produtos carneos fermentados (TERRA,; FRIES; TERRA, 2004).

As maiores pontuacdes para o sabor foram obtidas pelos embutidos do tratamento
controle e do tratamento contendo L. casei. Este Gltimo também obteve a maior pontuagao
para 0 aroma, sendo que o tratamento controle recebeu a menor nota para esse atributo,
(Figura 14). A sensacdo de sabor é causada primariamente por compostos ndo volateis
interagindo com a superficie da lingua, enquanto que a sensacdo do aroma é causada por
volateis que evaporam do alimento durante o processo da mastigacéo e alcancam a cavidade
nasal, onde reagem com receptores olfativos (TERRA; FRIES; TERRA, 2004).

FIGURA 14 — PERFIL DE CARACTERISTICAS DOS EMBUTIDOS FERMENTADOS
APOS 25 DIAS DE PROCESSAMENTO — EXPERIMENTO 1

gosto acido
9
2
aspecto sabor
3 _
2
textura -~ \/ aroma
cor
—e—Trat. 1 (controle) —=—Trat. 2 2L. casei)
Trat. 4 (L. paracasei) Trat. 3 (L. casei rhamnosus)

O embutido adicionado de L. paracasei (Tratamento 4) mostrou coloragdo
avermelhada mais intensa e textura mais firme em comparagéo com os demais, apresentando
também menor pH final, menor teor de umidade e menor atividade de &gua. Essa condigao
proporcionou maior firmeza ao embutido permitindo uma estrutura sélida propicia ao

fatiamento (CORETTI, 1971). A capacidade de fatiabilidade do embutido carneo ocorre pela
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combinacgdo da formacdo do gel, devido a acidificacdo das proteinas solubilizadas pelo sal,
seguida da secagem (TERRA; FRIES; TERRA, 2004).

Observou-se que o Tratamento 3 (L. rhamnosus) recebeu a menor pontuacdo para a
cor, seguido pelo Tratamento 2 e pelo Tratamento 1. No entanto, a textura apresentada pelo
embutido adicionado de L. rhamnosus (Tratamento 3) mostrou-se mais firme do que aquela
apresentada pelo embutido adicionado de L. casei (Tratamento 2).

A aparéncia geral ou aspecto representa 0 conjunto de todas as demais caracteristicas
avaliadas reunidas num Unico atributo. Para o aspecto geral, os Tratamentos 1 e 4 receberam
as maiores pontuagdes, mostrando-se bem apreciados pelos provadores, considerando que a
escala utilizada apresentava escore maximo de 9 pontos.

Embora tenham recebido menor pontuacdo do que os Tratamento 1 e 4, os
Tratamentos 2 e 3 também foram considerados agradaveis pelos julgadores, pois obtiveram
pontuacbes acima de 5,0. A Figura 15 mostra a aparéncia geral das pecas de embutido

fermentado, divididas mediante corte transversal, apds 25 dias de processamento.

FIGURA 15 — APARENCIA GERAL DOS EMBUTIDOS FERMENTADOS APOS 25
DIAS DE PROCESSAMENTO - EXPERIMENTO 1

Tratamento 1 Tratamento 2
Controle L. casei

Tratamento 3 Tratamento 4
L. rhamnosus L. paracasei
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ANDERSEN (1998) verificou que a adicdo das culturas probioticas Lactobacillus
casei, Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis ao salame ndo influenciou
negativamente suas caracteristicas de sabor e aroma, enquanto PIDCOCK; HEARD;
HENRIKSSON (2002) relataram que a adicdo de L. acidophilus, L. paracasei e
Bifidobacterium lactis em salame ndo mostrou impacto negativo sobre suas propriedades
sensoriais.

Considerando as caracteristicas sensoriais avaliadas, verificou-se que a principal
influéncia da adicdo das culturas probidticas aos embutidos nos Tratamentos 2, 3 e 4 foi sobre
a acidez dos produtos, que apresentaram gosto notadamente mais &cido do que o tratamento
controle. Para os demais atributos, o uso das culturas probi6ticas pareceu ndo afetar positiva
Ou negativamente as caracteristicas sensoriais dos embutidos.

A partir dos resultados obtidos, buscou-se selecionar entre as trés espécies de
Lactobacillus testadas duas espécies para um novo experimento. Os tratamentos que
receberam as culturas probioticas apresentaram resultados semelhantes nas analises fisico-
quimicas e microbioldgicas. Dessa forma, a selecdo das espécies baseou-se nas caracteristicas
sensoriais dos embutidos.

Na avaliacdo sensorial, o embutido adicionado de Lactobacillus paracasei apresentou
caracteristicas bem apreciadas pelos julgadores, mostrando as maiores pontuagfes para
aspecto geral, textura, cor e gosto acido pouco pronunciado. Por outro lado, o embutido
contendo Lactobacillus casei apresentou melhor sabor e aroma.

Diante do intenso gosto acido, sabor menos apreciado e coloracdo mais palida
mostrada pelo tratamento que recebeu a adi¢do de L. rhamnosus, tendo sido classificado pelos
provadores como o tratamento menos preferido em teste de ordenagdo, as espécies de
Lactobacillus paracasei e Lactobacillus casei foram selecionadas para o proximo

experimento.

4.4. EXPERIMENTO 2

No Experimento 2 avaliou-se o efeito das culturas de Lactobacillus paracasei e de
Lactobacillus casei sobre os pardmetros fisico-quimicos, microbioldgicos e sensoriais dos
embutidos fermentados durante um periodo de 28 dias de processamento e 56 dias de

armazenamento a vacuo, sob refrigeracéo.
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A estocagem dos embutidos & temperatura de 4° C objetivou a manutencdo da
viabilidade das culturas probidticas, haja vista que seu efeito benéfico no organismo somente
é exercido pela ingestéo das células vidveis desses microrganismos (NICOLI et al., 2003).

Para esse experimento, a preparacdo dos indculos de L. paracasei e de L. casei sofreu
modificagdes visando diminuir o volume de caldo inoculado na massa e a temperatura inicial
de incubag&o dos embutidos na camara de maturagdo foi reduzida para 20° C com o intuito de

evitar a intensa queda de pH verificada nos embutidos do primeiro experimento.

4.4.1 Determinagdes Fisico-Quimicas

4.4.1.1 DeterminagOes de pH e acidez

As variagOes de pH e acidez dos embutidos do tratamento controle e dos tratamentos
adicionados de culturas probidticas durante o periodo de 28 dias de processamento e 56 dias
de armazenamento sob refrigeragéo estdo apresentadas na Figura 16.

No Experimento 2, a queda inicial de pH dos embutidos dos Tratamentos 2 e 3,
adicionados de L. paracasei e L. casei, mostrou-se maior do que a queda de pH do embutido
controle, porém mais proxima ao controle neste experimento do que no Experimento 1.

A velocidade de formagdo do &cido lactico nos produtos fermentados depende da
atividade &cida da cultura microbiana adicionada, agregada a flora espontanea, agucares e
temperatura empregada durante a maturagéo (COELHO et al., 2000).

Os valores iniciais de pH (tempo 1) observados para o tratamentos controle,
Tratamento 2 (L. paracasei) e Tratamento 3 (L. casei) foram 5,53, 551 e 5,52,
respectivamente, alcancando no terceiro dia de fermentacéo valores de 5,16, 4,93 e 4,89. Os
valores de pH verificados para os embutidos contendo Lactobacillus mostraram-se proximos
ao valor encontrado por PAPAMANOLI et al. (2003), que obtiveram pH 4,9 em salame grego
no quarto dia de fermentacéo. Por sua vez, ANDERSEN (1998) encontrou valores de pH de
4,6 e 4,7 para salames adicionados de Lactobacillus casei no sexto dia de processamento,
mostrando-se proximos ao valor de pH de 4,65 verificado para o embutido do Tratamento 3

apods 7 dias de processamento.
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FIGURA 16 — EVOLUCAO DO pH E DA ACIDEZ DOS EMBUTIDOS FERMENTADOS
COM ADICAO DE L. PARACASEI E L. CASElI DURANTE O PERIODO DE
PROCESSAMENTO E ARMAZENAMENTO REFRIGERADO -
EXPERIMENTO 2
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C

O pH inicial da massa inferior a 5,8 favorece o crescimento das bactérias lacticas nos
embutidos fermentados, devendo haver uma rapida queda para valores abaixo de 5,3, a fim de
inibir o crescimento de microrganismos patogénicos (LUCKE, 2000).

A partir do décimo quarto dia de processamento observou-se um ligeiro aumento no

pH dos embutidos. O aumento de pH durante a fase final da maturagéo do salame ocorre pelas
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complexas modificagbes bioquimicas como a producdo de amonia e aminas pela
descarboxilagdo ou descarbonizacéo de alguns aminoacidos (CAMPOS, 2002).

Ao final de 28 dias de processamento, obteve-se valores de pH de 5,19, 5,09 e 5,64 e
valores de acidez de 0,6, 0,6 e 04 mL de NaOH para os Tratamentos 1, 2 e 3,
respectivamente. CAVENAGHI; OLIVEIRA (1999) recomendam que o valor de pH do
salame no término de seu processamento esteja proximo a 5,2, porém ao analisar seis marcas
nacionais de salame tipo italiano encontraram valores de pH que variaram entre 5,31 e 5,75.
CHAGAS (1998) indica que ao longo da vida de prateleira do salame, o pH se eleva
lentamente devendo situar-se entre 5,2 e 5,4, pois além de auxiliar na obtencdo das
caracteristicas bioquimicas, sensoriais e na conservagdo, é agradavel ao paladar do
consumidor brasileiro.

Ao longo do periodo de armazenamento dos embutidos, verificou-se pequeno aumento
nos valores de pH para todos os tratamentos, contudo os embutidos dos Tratamentos 2 e 3
mostraram redu¢do no pH no ultimo periodo de amostragem (56 dias de armazenamento), o
que pode ser devido a variacdo individual das amostras analisadas.

Ao final de 56 dias de armazenamento, os embutidos dos Tratamentos 1, 2 e 3
apresentaram valores de pH de 5,65, 4,99 e 5,04 e valores de acidez em mL de NaOH de 0,3;
0,4 e 0,4; respectivamente, havendo diferenca significativa no nivel de 5% entre o0s
tratamentos somente para os valores de pH.

A queda do pH dos salames durante o processamento proporciona redugdo na
capacidade de retencdo de agua da carne, facilitando a secagem do produto e reduzindo sua
atividade de agua (TYOPPONEN et al., 2003).

4.4.1.2 Determinacdes de atividade de 4gua e umidade

Os valores de atividade de agua e de umidade dos embutidos fermentados durante o
processamento e 0 armazenamento refrigerado estéo apresentados na Figura 17.

Os embutidos apresentaram reducdo gradual da atividade de agua e da umidade,
mostrando declinio semelhante para todos os tratamentos até 21 dias de processamento. O
teor inicial de umidade nos embutidos dos Tratamentos 1, 2 e 3 foi 59,27%, 59,97% e
57,70%, com valores de atividade de agua de 0,969, 0,972 e 0,969, respectivamente. Em
ambas as determinag®es, 0s valores ndo diferiram estatisticamente entre si no nivel de 5% de

significancia.
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FIGURA 17 - VARIACAO DA ATIVIDADE DE AGUA E DA UMIDADE DOS
EMBUTIDOS CARNEOS ADICIONADOS DE L. PARACASEI E L. CASElI DURANTE 28
DIAS DE PROCESSAMENTO E 56 DIAS DE ARMAZENAMENTO - EXPERIMENTO 2
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C

A atividade de &gua constitui 0 mais importante fator para o crescimento microbiano e
por isso sua diminuicdo torna-se o obstaculo de maior efeito sobre o crescimento de
microrganismos indesejaveis no salame (TYOPPONEN et al., 2003).
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Valores de atividade de agua iguais ou inferiores a 0,90 classificam os embutidos
carneos fermentados como produtos estaveis e também indicam o término da etapa de
processamento desses produtos (CICHOSKI; TERRA; FREITAS, 2004). Porém, valores de
atividade de agua abaixo de 0,88 podem acarretar prejuizo a textura dos salames, tornando-os
excessivamente firmes (TERRA; FRIES; TERRA, 2004).

Os embutidos do tratamento controle apresentaram apés 28 dias de processamento
valor de atividade de agua de 0,87, indicando assim estabilidade e confirmando término da
etapa de processamento. Por sua vez, os embutidos dos Tratamentos 2 e 3, nesse mesmo
periodo, mostraram valores de atividade de agua de 0,92 e 0,93, respectivamente.

Considerando a textura dos salames um atributo de grande incidéncia sobre sua
qualidade final (GARCIA; GAGLEAZZI; SOBRAL, 2000) e verificando a reduzida atividade
de &gua observada no tratamento controle (Tratamento 1), procedeu-se a finalizacdo do
periodo de processamento dos embutidos e o inicio da estocagem, embora os embutidos do
Tratamento 2 (L. paracasei) e Tratamento 3 (L. casei) ainda necessitassem de maior periodo
de processamento para reducdo na atividade de agua. Optou-se por finalizar o periodo de
fabricacdo dos embutidos dos trés tratamentos aos 28 dias para manté-los sob as mesmas
condigdes de estudo e assim, permitir a comparagdo dos resultados.

A atividade de 4gua e o teor de umidade mostrados pelos embutidos do tratamento
controle, do Tratamento 1 e do Tratamento 2 apresentaram diferenga significativa no nivel de
5% para o tempo de 28 dias de processamento.

No entanto aos 14 dias de estocagem a vacuo a temperatura de 4° C (tempo 42 dias), 0
valor medio de atividade de agua obtido para as amostras analisadas do Tratamento 1
(controle) foi 0,93, indicando que a atividade de &gua encontrada no tempo 28 deveu-se a
variacao das pecas de embutido utilizadas na amostragem daquele periodo de tempo avaliado.
Tendo em vista que a cdmara de incubagé&o utilizada para o processamento dos embutidos ndo
dispunha de instrumento para o controle da umidade relativa e da circulagédo do ar em seu
interior, a secagem dos embutidos ndo ocorreu de maneira uniforme para todas as pecas de
embutido.

A variacdo da umidade nos produtos c&rneos depende de pardmetros externos como a
umidade relativa e a renovagdo do ar na camara de maturacdo, além de fatores internos como
a superficie do tecido magro, pH e teor de gordura do produto (CICHOSKI; TERRA;
FREITAS, 2004).



118

Os valores de atividade de 4gua e os teores de umidade apresentados pelos embutidos
dos trés tratamentos a partir do tempo 42 dias até o término do armazenamento mostraram
pequenas variacbes devido as diferencas individuais entre as pecas dos embutidos,
anteriormente citadas e também devido a migracdo de &gua que ocorre no interior dos
embutidos fermentados embalados a vacuo durante a estocagem. Embora os embutidos
tenham sido embalados em material plastico com alta barreira ao vapor d’agua, formando um
ambiente fechado que ndo permite praticamente perda de umidade para o exterior, as
variacbes no teor de umidade e de atividade de &gua dos produtos carneos fermentados
durante o armazenamento sd0 comuns, pois a agua contida no interior do produto tende a
migrar para a superficie na busca de um equilibrio osmotico entre a casca e o interior do
embutido (CICHOSKI, 2004).

Apos 56 dias de armazenamento (tempo 84 dias), o teor de umidade encontrado para o
tratamento controle foi 42,46% e a atividade de &gua 0,91, enquanto que para o Tratamento 2,
adicionado de L. paracasei, obteve-se 45,82% de umidade e 0,92 de atividade de agua e para
0 Tratamento 3, adicionado de L. casei, 45,98% de umidade e 0,91 de atividade de &gua.
Embora os valores de atividade de agua dos embutidos tenham se mostrado acima dos valores
obtidos no Experimento 1, encontram-se dentro do limite méaximo de 0,92 para a atividade de
agua de salame determinado pela legislacéo brasileira (BRASIL, 2000). TERRA et al. (2003)
relatam que a reducdo da atividade de &gua dos produtos carneos para valores inferiores a
0,93 é suficiente para suprimir o crescimento da maioria das bactérias patogénicas.

Na analise de variancia verificou-se diferenca significativa no nivel de 5% para 0s
valores de umidade entre o tratamento controle e os Tratamentos 2 e 3.

Apesar dos valores semelhantes de umidade apresentados pelos Tratamentos 2 e 3 ao
final do armazenamento, a atividade de &gua do Tratamento 3 mostrou-se inferior &
encontrada para o Tratamento 2, indicando conter menor teor de agua livre em relacdo ao seu
teor de agua total.

A umidade dos alimentos representa o seu teor de &gua total, que inclui a &gua livre,
disponivel as reagdes bioquimicas, enziméticas e aos microrganismos, e a 4gua ligada ou de
constituicdo. A atividade de dgua representa somente o teor de &gua livre e por isso, alimentos
com o mesmo teor de umidade podem apresentar diferengas nos valores de atividade de agua
de acordo com a quantidade de &gua livre disponivel (FRANCO; LANDGRAF, 1996).
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4.4.2 Andlises Microbioldgicas

Nas anlises microbioldgicas verificou-se que o nimero de células viaveis das culturas
probidticas durante o processamento e armazenamento manteve-se acima do nimero minimo
recomendado para exercer acdo benéfica no organismo (Figura 18). Para a maioria dos
periodos de amostragem avaliados, as contagens de L. paracasei (Tratamento 2) mostraram-
se superiores aquelas obtidas para L. casei.

ANDERSEN (1998) acompanhou o crescimento de Lactobacillus casei em embutido
carneo e obteve contagem de 5 x 10’ UFC/ g no terceiro dia de processamento e 1 x 10° UFC/
g no sexto dia de maturacdo, que se manteve constante até o vigésimo dia de processamento.
No Tratamento 3 (L. casei), a contagem de células durante o processamento foi de 5 x 10’
UFC/ g no terceiro dia, 6 x 10° UFC/ g no sétimo dia e 6 x 10" UFC/ g no vigésimo dia.
Inicialmente, a contagem de L. casei observada no Tratamento 3, mostrou-se semelhante a
obtida por ANDERSEN (1998), porém apresentando-se superior no sexto dia e inferior no
vigésimo dia de processamento, mas proxima a contagem verificada por PIDCOCK; HEARD;
HENRIKSSON (2002) para L. casei imunitas em salame hlingaro, onde obteve-se nimero de
células de 6,7 x 10’ UFC/ g no vigésimo primeiro dia de processamento.

Ao final de 28 dias de processamento, o nimero de células vidveis de L. paracasei no
Tratamento 2 foi 2,25 x 10 UFC/ g e de L. casei no Tratamento 3 de 1 x 10" UFC/ g,
verificando-se diferenca significativa entre os tratamentos no nivel de 5%.

As culturas probidticas permaneceram vidveis até o término do periodo de
armazenamento, sendo observado crescimento estavel para Lactobacillus paracasei que
apresentou contagem final de 3,5 x 10® UFC/ g e pequena reducdo na contagem de
Lactobacillus casei que apresentou nimero de células viaveis de 3 x 10° UFC/ g aos 56 dias

de estocagem.
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FIGURA 18 — CONTAGEM DE LACTOBACILLUS, STAPHYLOCOCCUS XYLOSUS E
PEDIOCOCCUS PENTOSACEUS DURANTE O PROCESSAMENTO E
ESTOCAGEM DOS EMBUTIDOS FERMENTADOS - EXPERIMENTO 2
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O desenvolvimento das culturas probidticas nos embutidos dos Tratamentos 2 e 3
promoveu maior redugdo de seu pH em relacdo ao tratamento controle, o que pode ter
influenciado o crescimento de Staphylococcus xylosus nesses embutidos, pois apresentaram
menores contagens para o estafilococo em comparacdo ao tratamento controle. Porém, o
namero de células vidveis de Staphylococcus xylosus nos Tratamentos 2 e 3 manteve-se acima
de 4 x 10° UFC/ g ao término do periodo de processamento (28 dias).

KROCKEL (1995) recomenda que a contagem dos microrganismos da familia
Micrococcaceae deve estar proxima a 10° UFC/ g para a obtencéo de cor avermelhada nos
embutidos carneos. Apesar do nimero de células de Staphylococcus xylosus nos Tratamentos
2 e 3 ter se apresentado acima da quantidade recomendada, a cor desses embutidos mostrou-
se prejudicada na avaliagdo sensorial, conforme mostrado no item 4.4.3.

Apos 28 dias de processamento, observou-se declinio na contagem de Staphylococcus
xylosus para todos os tratamentos, porém em menor propor¢do para o embutido do tratamento
controle, havendo diferenca estatistica significativa no nivel de 5% entre os tratamentos para
0 numero de estafilococos ao final do periodo de estocagem (tempo 84 dias). A contagem
final de Staphylococcus xylosus obtida nos embutidos dos Tratamentos 1, 2 e 3 foi 2,5 x 10°
UFC/ g, 2 x 10° UFC/ g e 3,5 x 102 UFC/ g, respectivamente.

Durante o periodo de armazenamento a vacuo dos produtos carneos fermentados, a
populacdo de microrganismos da familia Micrococcaceae tende a diminuir & medida em que
avanca o tempo de estocagem (CICHOSKI, 2004).

O ntmero de células de Pediococcus pentosaceus apresentou incremento para todos os
embutidos nos primeiros dias de processamento, verificando-se as maiores contagens para o
Tratamentos 3 e 2 nos tempos 7 (5,5, x 10® UFC/ g) e 17 (6,1 x 10° UFC/ g), respectivamente.
Ao final do periodo de processamento (28 dias ), as contagens de pediococos apresentaram
valores de 1 x 107, 1 x 10" e 1,5 x 10" UFC/ g para os Tratamentos 1, 2 e 3, ndo sendo
verificada na andlise estatistica diferenca significativa no nivel de 5% entre os tratamentos.

Durante o armazenamento, o nimero de células de Pediococcus pentosaceus manteve-
se estavel, exibindo contagens finais de 5,7 x 10° UFC/ g para o Tratamento 1, 9,5 x 10° UFC/
g para o Tratamento 2 e 3,5 x 10° UFC/ g para os Tratamentos 3.

Esses resultados mostraram que a presenca das culturas de Lactobacillus paracasei e
de Lactobacillus casei nos embutidos ndo influenciou o desenvolvimento da bactéria lactica

da cultura starter.
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As bactérias lacticas tém sido empregadas nos produtos carneos fermentados com a
finalidade de proporcionar seguranga, aumentar a estabilidade e inibir o desenvolvimento de
microrganismos indesejaveis (LUCKE, 2000; ERKKILA et al., 2001b; TYOPPONEN et al.,
2003).

4.4.3 Avaliagdo Sensorial

A avaliagdo sensorial dos embutidos fermentados foi realizada ap6s o periodo de
processamento, aos 28 dias e ap6s o periodo de armazenamento a 4° C, aos 84 dias, com 0
intuito de verificar a evolugdo dos parametros de qualidade sensorial durante o
armazenamento.

A Tabela 19 mostra os valores médios obtidos para o gosto &cido, sabor, aroma, cor,
textura e aspecto dos embutidos dos Tratamentos 1, 2 e 3 ao término do periodo de

processamento e armazenamento.

TABELA 19 - MEDIAS DAS NOTAS ATRIBUIDAS PELOS PROVADORES AOS
EMBUTIDOS FERMENTADOS APOS O PROCESSAMENTO (TEMPO 28
DIAS) E APOS 56 DIAS DE ARMAZENAMENTO REFRIGERADO
(TEMPO 84 DIAS) - EXPERIMENTO 2

ATRIBUTOS | PERIODOS DE TRATAMENTO | TRATAMENTO | TRATAMENTO
AVALIACAO 1 2 3
Gosto acido Tempo 28 dias 5,162 4,942 4.44%
Tempo 84 dias 5,722 5,222 6,222
Sabor Tempo 28 dias 7,382 6,882 6,442
Tempo 84 dias 7,052 6,27 2 6,002
Aroma Tempo 28 dias 6,162 5552 6,162
Tempo 84 dias 7,11°2 6,052 5,722
Cor Tempo 28 dias 7,382 511° 5,05°"
Tempo 84 dias 7,66 ° 511° 6,16 "
Textura Tempo 28 dias 6,38 % 5,05 % 461°
Tempo 84 dias 6,61 ° 4,88° 6,05
Aspecto Tempo 28 dias 7,552 7,272 7,002
Tempo 84 dias 7,052 6,272 6,612

Médias seguidas das mesmas letras na mesma linha ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey no nivel de 5%.

Tratamento 1: Controle (starter); Tratamento 2: Lactobacillus paracasei ssp. paracasei +
starter; Tratamento 3: Lactobacillus casei + starter
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Os tratamentos mostraram diferenga significativa no nivel de 5% para os atributos de
cor e textura aos 28 dias de processamento e aos 56 dias de armazenamento.

O tratamento controle obteve as maiores pontuacdes para cor, recebendo nota 7,38 e
7,66 para os tempos 28 dias e 84 dias, respectivamente, apresentando diferenca estatistica
significativa em relagdo aos demais tratamentos. Para esse atributo, o Tratamento 2 (L.
paracasei) obteve nota 5,11 para ambos os periodos de avaliacdo e o Tratamento 3 (L. casei)
recebeu nota 5,05 e 6,16 para os tempos 28 dias e 84 dias, ndo havendo diferenca na analise
estatistica entre esses tratamentos nos periodos avaliados.

A coloragdo mais palida dos embutidos adicionados de culturas probi6ticas em
comparagdo ao controle estaria relacionada ao maior teor de umidade verificado para 0s
Tratamentos 2 e 3, que tornou a superficie dos produtos mais clara e de coloragéo rosada.

O maior teor de umidade dos embutidos dos Tratamentos 2 e 3 também afetou sua
textura que se mostrou menos apreciada pelos provadores em comparagdo ao tratamento
controle. A andlise estatistica comprovou haver diferenca significativa entre os tratamentos
com relacdo a textura, tanto ao final do processamento dos embutidos (28 dias) como apés 56
dias de armazenamento refrigerado (84 dias).

O menor teor de umidade obtido para o tratamento controle tornou sua textura mais
firme e consistente, pois a redugdo da umidade torna a matriz da carne mais compacta,
contribuindo para o aumento da firmeza do produto (GARCIA; GAGLEAZZI; SOBRAL,
2000). O embutido do Tratamento 2 (L. paracasei) mostrou melhor textura do que o do
Tratamento 3 (L. casei) na avaliacdo do tempo 28 dias, cujas notas atribuidas foram 5,05 e
4,61, respectivamente. No entanto, no tempo 84 dias, a textura do embutido do Tratamento 3
mostrou-se mais firme, obtendo nota 6,05 contra 4,88 do embutido do Tratamento 2. Para
ambos os periodos avaliados, os valores de textura ndo mostraram diferenca significativa no
nivel de 5% entre os Tratamentos 2 e 3.

A coloragéo mais escura e a textura mais compacta do embutido do Tratamento 1 em
relagdo aos embutidos dos Tratamentos 2 e 3, assim como a mudanga no aspecto dos produtos
durante o processamento e ao final do armazenamento podem ser visualizados na Figura 19.

Para 0 gosto &cido dos embutidos, avaliado apds 28 dias de processamento, 0S
provadores conferiram a maior nota ao embutido controle, indicando que esse tratamento
mostrava maior acidez ao paladar. Ao final do periodo de armazenamento, a maior acidez ao

paladar foi atribuida ao Tratamento 3 (L. casei).
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ANDERSEN (1998) avaliou as caracteristicas sensoriais de salames com adicdo de
Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis e verificou que o
embutido adicionado de L. casei apresentou-se ligeiramente mais &cido do que os demais na
avaliacdo sensorial.

O sabor e o aroma dos embutidos do tratamento controle mostraram-se mais
apreciados pelos provadores do que o sabor e 0 aroma dos embutidos dos Tratamentos 2 e 3
apos 28 dias de processamento e 56 dias de estocagem. Essa condi¢do pareceu ser devido a
maior contagem dos microrganismos da familia Micrococcaceae observada nos embutidos do
Tratamento 1, pois as bactérias dessa familia sdo os maiores contribuintes para o sabor e
aroma dos embutidos fermentados (TERRA; FRIES; TERRA, 2004).

FIGURA 19 - APARENCIA GERAL DOS EMBUTIDOS FERMENTADOS DOS
TRATAMENTOS 1, 2 E 3 NO INiCIO DO PROCESSAMENTO, AOS 21
DIAS DE PROCESSAMENTO E APOS 56 DIAS DE ARMAZENAMENTO A
4° C - EXPERIMENTO 2

i Tempol 0N
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Os embutidos dos Tratamentos 1, 2 e 3 exibiram aparéncia geral apreciada pelos
provadores, recebendo escores proximos & nota 7,0 nas avaliagdes sensoriais realizadas aos 28

dias e aos 84 dias de estudo (Figura 20).

FIGURA 20 - CONFIGURAGAO DOS ATRIBUTOS AVALIADOS NOS EMBUTIDOS
FERMENTADOS AO FINAL DO PROCESSAMENTO (TEMPO 28 DIAS) E
APOS ESTOCAGEM DE 56 DIAS SOB REFRIGERAGAO (TEMPO 84
DIAS) - EXPERIMENTO 2

Perfil de caracteristicas (tempo 28 dias)

gosto acido

aspecto sabor

textura aroma

cor

—e—Trat. 1 —=— Trat. 2 Trat. 3

Perfil de caracteristicas (tempo 84 dias)

gosto acido
9
7
aspecto sabor
textura aroma
cor
—o—Trat. 1 —=—Trat. 2 Trat. 3

Tratamento 1: controle (starter); Tratamento 2: Lactobacillus paracasei ssp. paracasei +

starter; Tratamento 3: Lactobacillus casei + starter
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Apesar das pontuacOes obtidas pelos embutidos para o aspecto, verificou-se que
algumas pecas de embutido, principalmente dos tratamentos adicionados de culturas
probidticas, apresentavam coloragdo mais pélida e amarelada nas extremidades, caracteristica
de reacdo de oxidacdo. Esse fendmeno pode ter sido causado pela menor populagdo de
Staphylococcus xylosus nos embutidos dos Tratamentos 2 e 3.

Os microrganismos da familia Micrococcaceae possuem a capacidade de produzir
catalase, enzima responsavel pelo desdobramento de perdxido de hidrogénio, que pode ser
formado como metabdlito do desenvolvimento de algumas bactérias lacticas e que constitui
um forte agente oxidante, causando defeitos na cor e no aroma dos produtos carneos (PINTO;
PONSANO; HEINEMANN, 2001). Aliado ao namero reduzido de Staphylococcus xylosus,
TERRA; TERRA; TERRA (2004) citam que os antioxidantes normalmente utilizados na
fixacdo de cor dos produtos carneos, como o acido ascorbico, ascorbatos, acido eritdrbico e
eritorbatos possuem acdo muito discreta na eliminagdo dos radicais livres que iniciam a
oxidacao lipidica. Salientam ainda, que o uso de antioxidantes naturais como os extratos de
alecrim, erva-mate, cha-preto e boldo tém desempenhado importante fungdo antioxidante nos
derivados carneos.

Buscando melhorar os atributos sensoriais dos embutidos e reduzir os sinais de
oxidacao lipidica na superficie e extremidades das pecas, um novo experimento foi realizado,
sendo adicionado a massa dos produtos, extrato vegetal de marcela do campo (Achryrocline
satureioides (Lam). DC) como agente antioxidante. Para esse novo experimento, somente
uma cultura probidtica, Lactobacillus paracasei, foi selecionada para adi¢do aos embutidos.
Em virtude da semelhanca de comportamento das duas culturas probidticas verificada pelos
resultados obtidos nas analises fisico-quimicas e sensoriais dos embutidos, a escolha de L.
paracasei baseou-se na sua maior habilidade em crescer e manter-se estavel nos produtos
durante o processamento e armazenamento, mostrando nimero de células viaveis até o final
do periodo de estocagem bastante superior ao nimero de células de L. casei. A melhor
adaptacdo verificada para L. paracasei ao ambiente carneo confirma pesquisa de
PAPAMANOLI et al. (2003) que estudaram 72 espécies bacterianas isoladas da flora natural
de salame grego, elaborado sem a adigdo de cultura starter e verificaram que ao final de 27
dias de processamento, a cepa Lactobacillus paracasei ssp. paracasei mostrou-se

predominante no produto.
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4.5 EXPERIMENTO 3

No Experimento 3 verificou-se a influéncia da adicdo de extrato hidroetandlico de
marcela do campo sobre a oxidagdo dos lipideos, as caracteristicas sensoriais e o
desenvolvimento da cultura de Lactobacillus paracasei nos embutidos fermentados. Nesse
experimento, os embutidos foram avaliados durante o periodo de 28 dias de processamento e

150 dias de armazenamento a vacuo sob refrigeracao.

4.5.1 Determinagdes Fisico-Quimicas

4.5.1.1 Determinacdes de pH, atividade de 4gua e umidade

A diminuicdo do pH e da atividade de &gua consiste em dois obstaculos que se
formam durante a producdo de embutidos fermentados e que sdo essenciais para conferir
estabilidade, garantindo sua conservagdo GARCIA; GAGLEAZZI; SOBRAL (2000).

A evolucdo do pH, da atividade de agua e da umidade dos embutidos dos Tratamentos
1, 2, 3 e 4 durante periodo de processamento e armazenamento est4 apresentada na Figura 21.

Na determinacdo de pH dos embutidos verificou-se reducao inicial mais acentuada nos
embutidos dos Tratamentos 3 e 4 que receberam a adicdo de Lactobacillus paracasei. No
terceiro dia de fermentagcdo obteve-se valor de pH 5,28 para o embutido do tratamento
controle, pH 5,29 para o Tratamento 2 e pH 4,78 para os Tratamentos 3 e 4, sendo observada
diferenca estatistica significativa no nivel de 5% para esse pardmetro entre os embutidos com
e sem a adi¢do da cultura probidtica.

A queda inicial de pH deve ser rapida, entre 5,5 a 5,7, com a finalidade de criar
condicBes favoraveis para o desenvolvimento da flora desejavel. Nesse sentido, a queda do
pH é fator mais importante para as caracteristicas do salame tanto do ponto de vista sensorial
como de salde publica (COELHO et al., 2000).

Do terceiro ao décimo primeiro dia de processamento verificou-se pequena variagéo
nos valores de pH dos embutidos, permanecendo os menores valores para os Tratamentos 3 e
4.
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FIGURA 21 - EVOLUCAO DO pH, ATIVIDADE DE AGUA E UMIDADE DOS
EMBUTIDOS FERMENTADOS DURANTE 28 DIAS DE
PROCESSAMENTO E 150 DIAS DE ESTOCAGEM SOB
REFRIGERACAO (TEMPO 178 DIAS) — EXPERIMENTO 3
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GARCIA; GAGLEAZZI; SOBRAL (2000) observaram que o pH minimo obtido para
salame tipo italiano ocorreu no sétimo dia de processamento, verificando valor de pH de 4,90.
Os embutidos fermentados dos Tratamentos 1, 3 e 4 também mostraram pH minimo no
mesmo periodo de processamento com valores de pH de 4,88, 4,62 e 4,61, respectivamente.

O Tratamento 2 exibiu pH minimo aos 11 dias de processamento com valor de pH de
4,99. A partir do décimo primeiro dia observou-se aumento do pH para todos os tratamentos,
porém com menor intensidade para o Tratamento 3. O aumento do pH esté relacionado com a
liberagdo de aménia no meio, pois a queda do pH no inicio da fermentacdo rompe os
lisossomos das células musculares, liberando as proteases tissulares que atacam os protidios,
produzindo amonia e elevando o pH (TERRA; FRIES; TERRA, 2004).

Aos 21 dias de processamento obteve-se valores de pH de 5,63, 5,32, 4,77 e 5,03 para
0s embutidos do tratamento controle, Tratamento 2 (extrato de marcela do campo),
Tratamento 3 (L. paracasei) e Tratamento 4 (extrato de marcela do campo + L. paracasei).
Para esse mesmo periodo de maturacdo, TERRA et al. (2003) obtiveram valores de pH que
variaram entre 5,36 e 5,47 em salames tipo italiano adicionados de extrato antioxidante de
erva-mate.

Apo6s 28 dias de processamento, os embutidos apresentaram valores de pH de 5,88,
5,56, 4,86 e 5,25 para os Tratamentos 1, 2, 3 e 4, respectivamente, havendo diferenca
estatistica significativa no nivel de 5%.

O pH final apds 20 dias de processamento obtido por GARCIA; GAGLEAZZI;
SOBRAL (2000) para salame tipo italiano foi 5,40, enquanto DETONI et al. (1994)
verificaram valores de pH entre 5,45 e 5,92 apds 28 dias de processamento. ZANARDI et al.
(2004) obtiveram valores de pH de 5,79 e 5,5 para salames mediterraneos processados por um
periodo de 28 dias e 40 dias, respectivamente.

O pH atingido pela massa carnea durante o processamento do salame é o resultado da
compatibilizacdo das culturas microbianas, tipo e quantidade de aglcar, bem como da
temperatura na camara de fermentacdo (TERRA; TERRA; TERRA, 2004).

Durante o periodo de estocagem, os embutidos que receberam a adicdo de
Lactobacillus paracasei (Tratamentos 3 e 4) mostraram menores valores de pH até o final de
150 dias de estudo (tempo 178 dias). O embutido do Tratamento 3 exibiu 0os menores valores
de pH, enquanto o embutido controle mostrou os valores mais altos para a maioria dos tempos

de amostragem durante o periodo de armazenamento.
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Ao longo de 150 dias de estocagem observou-se pouca variagédo no pH dos embutidos
que mostraram valores finais de 6,21, 6,03, 5,51 e 6,24 para os Tratamentos 1, 2, 3 e 4,
respectivamente. A verificagdo do pH dos produtos cérneos € utilizada como um dos critérios
de sua qualidade. Nesse sentido, valores de pH inferiores a 6,2 tornam os produtos carneos
mais protegidos contra a agdo de microrganismos indesejaveis. Os valores de pH apresentados
pelos embutidos fermentados ap6s 150 dias de armazenamento apresentaram-se inferiores ou
proximos ao limite recomendado, os quais somados ao emprego de temperaturas baixas e a
presenca de cloreto de sodio e sais de cura promoveram sua estabilidade microbioldgica
(TERRA,; FRIES; TERRA, 2004; CICHOSKI, 2004).

Durante o periodo de processamento houve reducdo gradativa da atividade de &gua e
da umidade dos embutidos, indicando que o processo de secagem ocorreu de forma constante,
comportamento tipico de secagem de produtos de umidade elevada e sob condi¢bes amenas
de secagem (baixa temperatura e elevada umidade relativa do ar) (GARCIA; GAGLEAZZI;
SOBRAL, 2000).

Partindo-se de valores iniciais de atividade de dgua e umidade de 0,975 e 53,91% para
0 Tratamento 1; 0,975 e 53,89% para o Tratamento 2; 0,976 e 56,06% para o Tratamento 3 e
0,973 e 57,87% para o Tratamento 4, obteve-se no décimo quarto dia de processamento 0s
valores de 0,949, 0,947, 0,951 e 0,956 para a atividade de agua e 48,73%, 48,13%, 49,17% e
51,75% para a umidade dos embutidos dos Tratamentos 1, 2, 3 e 4, respectivamente.
GARCIA; GAGLEAZZI; SOBRAL (2000) observaram valor de 0,930 para atividade de 4gua
e 42% para o teor de umidade de salame tipo italiano aos 14 dias de processamento.

Os embutidos mostraram perfil semelhante de reducdo de atividade de agua até o
tempo 28, verificando-se valores de atividade de agua de 0,889, 0,886 e 0,881 para 0s
embutidos dos Tratamentos 1, 2 e 4, enquanto o embutido do Tratamento 3 atingiu valor de
0,906. Os valores de atividade de 4gua obtidos para os embutidos que receberam a adicdo de
0,5% de extrato de marcela do campo (Tratamentos 2 e 4) foram semelhantes ao valor de 0,88
obtido por TERRA et al. (2003) para salames tipo italiano adicionados de 0,5% e 1% de
extrato antioxidante de erva-mate. CAVENAGHI; OLIVEIRA (1999) encontraram valores
inferiores aos obtidos no presente experimento em seis marcas de salame tipo italiano
comercializadas no mercado nacional para as quais o teor de atividade de &gua variou entre
0,816 e 0,868.
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Os teores de umidade obtidos para os embutidos dos Tratamentos 1, 2, 3 e 4 ao final
do processamento foram 36,55%, 40,12%, 42,54% e 38%, respectivamente. CAMPOS (2002)
obteve teores de umidade variando entre 38,7% e 43,6% para salame tipo italiano apés
periodo de 28 dias de processamento enquanto ZANARDI et al. (2004) verificaram teores de
30% e 38,6% em salames mediterraneos apds 28 dias e 40 dias de processamento,
respectivamente.

Ao longo do periodo de estocagem, o embutido do Tratamento 3 (L. paracasei)
mostrou 0s maiores valores de atividade de 4gua em relagdo aos demais tratamentos, apesar
de ter apresentado os menores valores de pH, mantendo essa tendéncia até o término de 150
dias, porém exibindo valores de atividade de agua inferiores a 0,91 durante o armazenamento.

A capacidade de retencdo de &gua da carne é afetada pelo pH, o qual em valores
proximos de 5,2 (ponto isoelétrico das proteinas carneas) promove igualdade entre 0 nimero
de cargas elétricas positivas e negativas, tornando as proteinas mais insollveis e reduzindo
sua capacidade de retengdo de agua. Por outro lado, em valores de pH abaixo do ponto
isoelétrico, as cargas positivas predominam, causando repulséo entre as moléculas de proteina
e elevando sua capacidade de reter dgua (YAMADA, 2005). Essa relacdo entre o pH e o teor
de &gua da carne pode ter sido responsavel pelos maiores valores de atividade de agua e
umidade observados para o Tratamento 3, que mostrou 0os menores valores de pH.

Durante o armazenamento, o Tratamento 4 apresentou 0s menores valores de atividade
de &gua e umidade, verificando-se diferenca significativa no nivel de 5% (p< 0,05) entre os
diferentes tratamentos ao final de 150 dias de estocagem (tempo 178).

Os teores de atividade de agua e de umidade obtidos para os embutidos apds 150 dias
de armazenamento foram 0,873 e 35,76%, 0,877 e 36,74%, 0,893 e 40,60% e 0,862 e 33,84%
para os Tratamentos 1, 2, 3 e 4, respectivamente. Esses valores estdo de acordo com os limites
de atividade de &gua de 0,92 e de 40% de umidade estipulados pela legislagdo brasileira para
salame (BRASIL, 2000) e que visam garantir a seguranca microbioldgica do produto pela
inibicdo do crescimento de microrganismos patogénicos.

CICHOSKI (2004) cita que valores de umidade e de atividade de agua inferiores a
64% e 0,93 atuam como obstaculos ao desenvolvimento da grande maioria dos
microrganismos da familia Enterobacteriaceae, proporcionando seguranga microbioldgica
aos produtos carneos.

Os valores de atividade de agua, inferiores a 0,90, obtidos para os embutidos

fermentados agiram como barreira ao crescimento dos microrganismos da familia
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Enterobacteriaceae durante o processamento e estocagem, porém ndo afetaram o
desenvolvimento da cultura de Lactobacillus paracasei nos embutidos, conforme mostrado na

Figura 24.

4.5.1.2 Perda de peso e redugdo de diametro

Dentre as alteragdes fisicas que o processo de secagem pode acarretar aos embutidos
estd o encolhimento do produto. Observa-se na Figura 22 a perda de peso e a reducdo de
diametro dos embutidos durante 28 dias de processamento. Apos esse periodo, 0os embutidos
foram armazenados em embalagem pléastica impermeavel ao vapor d’agua e ao oxigénio, nao
permitindo trocas gasosas ou perda de umidade para o exterior e por isso a perda de peso e a
reducdo de didmetro ndo foram determinadas durante a estocagem.

A perda de peso e a redugdo de didmetro ocorreram praticamente na mesma
proporcdo, devido ao processo lento de secagem que permitiu a acomodagdo da matriz do
produto, ocupando o espaco anteriormente preenchido pela 4gua (GARCIA; GAGLEAZZI,
SOBRAL, 2000). Porém, as redugBes de peso e de didmetro dos produtos carneos nédo
correspondem somente & diminui¢do da umidade, mas também a perda de outras substancias
volateis presentes (CICHOSKI, 2004).

Os embutidos dos Tratamentos 1 (controle) e 4 (L. paracasei + antioxidante natural)
que mostraram os menores valores de atividade de agua e de umidade apds 28 dias de
processamento também exibiram as maiores perdas de peso e redugdo de diametro,
verificando-se diferenca estatistica significativa no nivel de 5% para os referidos parametros
entre esses tratamentos e os Tratamentos 2 e 3.

Ao final do periodo de processamento, os embutidos apresentaram perda de peso de
37,53%, 32,26%, 30,46% e 38,18% para os Tratamentos 1, 2, 3 e 4. CAMPOS (2002)
verificou perda de peso entre 37,9% e 40,7% para salame tipo italiano aos 28 dias de
processamento.

As perdas de peso observadas nos Tratamentos 1 e 4 mostraram-se superiores a perda
de peso de até 35%, ocasionada pelo fendmeno de desidratacdo, descrita por TERRA;
TERRA; TERRA (2004) para salame tipo italiano.
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FIGURA 22 - PERDA DE PESO E REDUCAO DE DIAMETRO DOS EMBUTIDOS
FERMENTADOS AO LONGO DO PERIODO DE PROCESSAMENTO (28
DIAS) - EXPERIMENTO 3
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Lactobacillus paracasei+ extrato antioxidante de marcela do campo

TERRA et al. (2003) verificaram perdas de peso acima de 40% em salames tipo
italiano adicionados de antioxidante natural de erva-mate e antioxidante sintético
hidroxibutilanisol (BHA). Essas perdas de peso mostraram-se maiores do que as do salame
controle processado pelos referidos autores e foram justificadas pela insolubilidade dos
antioxidantes na agua. No presente experimento, a presenca do extrato antioxidante de

marcela do campo pareceu néo influenciar a perda de peso dos embutidos.
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Os valores obtidos para a reducédo de didmetro dos Tratamentos 1, 2, 3 e 4 foram
16,55%, 13,83%, 12,92% e 16,72%, respectivamente, verificando-se menor reducdo de
didmetro e perda de peso para o embutido do Tratamento 3 em concordéancia com seu maior

teor de umidade e de atividade de &gua.
4.5.1.3 Teor de proteinas e lipideos

As proteinas exercem papel fundamental no desenvolvimento tecnoldégico dos
embutidos carneos, pois conferem liga ao produto e influenciam sua textura final, apds a
liberacdo de &gua decorrente da acidificacdo. Por sua vez, os lipideos contribuem no sabor,
aroma, textura e aparéncia do produto cérneo, além de atuar sobre suas propriedades
reoldgicas e estruturais (TERRA; FRIES; TERRA, 2004).

Os teores de proteinas e lipideos dos embutidos fermentados ap6s o processamento e
armazenamento estdo apresentados na Figura 23.

Para os teores de proteinas, os tratamentos ndo mostraram diferenca estatistica no
nivel de 5% de significancia nos trés periodos de tempo avaliados.

No inicio do processamento foram observados valores de proteinas de 15,75%,
15,45%, 15,05% e 14,75% para os embutidos dos Tratamentos 1, 2, 3 e 4, respectivamente.
Apos 28 dias de processamento, os teores de proteinas sofreram aumento devido a secagem
das pegas, exibindo valores de 22,64% para o tratamento controle, 24,73% para o Tratamento
2, 21,81% para o Tratamento 3 e 24,78% para o Tratamento 4.

Ao final do periodo de armazenamento obteve-se teores de 26,62%, 22,54%, 21,96% e
26,66% para os Tratamentos 1, 2, 3 e 4. Para ambos o0s periodos de amostragem (tempos 28 e
178 dias), o embutido do Tratamento 3 mostrou 0os menores teores de proteinas, porém em
todos os tratamentos a quantidade de proteinas situou-se acima do limite minimo de 20%
recomendado pela legislagéo brasileira para o salame (BRASIL, 2000).

FRANCO (2001) cita que o teor médio de proteinas em salame é de 24,04%. Esse
valor mostra-se inferior aos obtidos para os embutidos dos Tratamentos 1 e 4 ap6s 150 dias de

armazenamento, sendo importantes por conferirem textura e fatiabilidade aos produtos.
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FIGURA 23- VALORES MEDIOS DE PROTEINAS E LIPIDEOS DOS EMBUTIDOS
FERMENTADOS NO INICIO E FIM DO PROCESSAMENTO (28 DIAS) E
APOS ARMAZENAMENTO REFRIGERADO DE 150 DIAS (178 DIAS) —
EXPERIMENTO 3
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Tratamento 1: controle (starter); Tratamento 2: starter + extrato antioxidante de marcela do
campo; Tratamento 3: starter + Lactobacillus paracasei; Tratamento 4: starter +
Lactobacillus paracasei+ extrato antioxidante de marcela do campo

Periodo de processamento de 28 dias e 150 dias de armazenamento a vacuo a temperatura de

4°C

ZANARDI et al. (2004) verificaram teores de proteinas que variaram entre 22% a
24% em salames mediterraneos maturados pelo periodo de 28 dias e 40 dias, respectivamente.
Por sua vez, BERAQUET (2005) relata os teores de 21% e 22% de proteina em peperoni e
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salame genovés e classifica os embutidos fermentados secos como aqueles que atingem
relacdo umidade proteina igual ou inferior a 2,3.

Os embutidos dos Tratamentos 1, 2, 3 e 4 estdo incluidos na classificacdo de
embutidos fermentados secos, pois obtiveram relacdo umidade proteina de 1,34; 1,62; 1,84 e
1,26, respectivamente, ao final de 150 dias de armazenamento.

Ao iniciar o processo de maturacdo dos embutidos, os teores de gordura observados
para os Tratamentos 1, 2, 3 e 4 foram 18,85%, 19,65%, 22,32% e 20,16%, verificando-se
aumento desses valores para 28,77%, 30,14%, 33,14% e 32,34% apds 0 processamento.

A perda de agua dos embutidos fermentados durante a secagem promove a
concentracdo dos demais componentes, aumentando seus teores no produto final (PRICE;
SCHWEIGERT, 1994). Apesar de ter mostrado maior umidade em relacdo aos demais
tratamentos, o embutido do Tratamento 3 apresentou também maior teor de gordura apds 28
dias de processamento, 0 que pode ter sido decorrente do maior teor inicial de lipideos
verificado no produto (tempo 1 dia). Observou-se diferenca significativa no nivel de 5% para
a porcentagem de lipideos entre os tratamentos ap4s 0 processamento.

Ao final de 150 dias de armazenamento, os embutidos apresentaram teores de gordura
que variaram entre 30,37% (Tratamento 1) e 31,76% (Tratamento 3). Os valores obtidos
mostraram-se acima do teor de 22,36% descrito por FRANCO (2001) para os lipideos do
salame, porém abaixo do valor méximo exigido pela legislacdo brasileira (méximo de 35%).

ZANARDI et al. (2004) encontraram valores de 31,9%, 34%, 35,7% e 42,8% para o
teor de lipideos de salames processados & maneira dos paises mediterraneos e paises nordicos,
enquanto BERAQUET (2005) cita valores de 39% e 34% de gordura em peperoni e salame

genoveés.

4.5.1.4 Oxidacdo lipidica

Os valores de TBA obtidos para os embutidos fermentados ap6s o processamento e

durante o armazenamento estéo apresentados na Tabela 20.



137

TABELA 20 - VARIACAO DOS VALORES DE TBA NOS EMBUTIDOS
FERMENTADOS APOS O PROCESSAMENTO E DURANTE A
ESTOCAGEM - EXPERIMENTO 3

TEMPO TRATAMENTO TRATAMENTO TRATAMENTO
(DIAS) TRATAMENTO 1 2 3 4

1 0,29 ° (x0,015) 0,28 °(x0,003) 0,48 *(+0,083)  0,45% (+0,007)
28 2,75 (+0,260) 2,52 (+0,011) 2,26 °(+0,007) 1,74 °(+0,169)
50 0,98 ° (+0,075) 0,95°(+0,011) 1,41 2(0,000) 0,19 ©(0,000)
78 0,59 ©(+0,014) 0,91%(0,000)  0,72°(+0,024) 0,18 “(0,000)
133 1,43 ° (+0,007) 1,23 °(+0,018)  3,337%(+0,048) 0,92 “(+0,003)
178 0,78  (+0,055) 0,86 *(+0,024) 0,90 *(+0,006) 0,86 *(+0,022)

Valores médios expressos em mg de malonaldeido/ kg de amostra. Valores entre parénteses
representam o desvio padrdo das médias. Médias seguidas das mesmas letras na mesma linha
ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey no nivel de 5% de significancia.

Tratamento 1: controle (starter); Tratamento 2: starter + extrato antioxidante de marcela do
campo; Tratamento 3: starter + Lactobacillus paracasei; Tratamento 4: starter +
Lactobacillus paracasei+ extrato antioxidante de marcela do campo

No inicio do processamento (tempo 1), os embutidos dos Tratamentos 3 e 4 que
receberam a adi¢éo da cultura de Lactobacillus paracasei apresentaram valores de TBA mais
elevados do que aqueles obtidos para os Tratamentos 1 e 2, sendo observada diferenga
estatistica significativa no nivel de 5% entre esses tratamentos. No entanto, ap6s 28 dias de
processamento, 0s maiores valores de TBA foram encontrados nos embutidos dos
Tratamentos 1 e 2 que atingiram concentragdes de 2,75 e 2,52 mg de malonaldeido/ kg de
amostra, respectivamente. A agdo das enzimas lipoliticas, que liberam &acidos graxos livres
altamente suscetiveis a oxidacdo nos produtos carneos € influenciada por diversos fatores
relacionados ao processo de fabricagdo como a quantidade e o tipo de gordura empregados, o
teor de sal e de condimentos, o grau de moagem da carne, a temperatura de maturacdo, o pH e
0 potencial redox durante o processamento (CICHOSKI; TERRA, 2001; PINTO; PONSANO;
HEINEMANN, 2001).

As variagOes para o teor de TBA encontradas ao final do processamento ndo
pareceram estar relacionadas ao teor de gordura dos embutidos, haja vista que 0s embutidos
dos Tratamentos 1 e 2 que apresentaram os maiores valores de TBA continham 0s menores

teores de gordura quando comparados aos Tratamentos 3 e 4.
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BORGO; ARAUJO (2005) ressaltam que a suscetibilidade das gorduras a oxidacio
ndo depende apenas de seu teor em &cidos graxos insaturados e da natureza dos mesmos, mas
também da posicéo desses na molécula lipidica e que os mecanismos de oxidagdo em sistemas
bioldgicos complexos como os alimentos, onde os lipideos encontram-se associados com
matérias ndo lipidicas e possuem mobilidade restrita, podem ser bem diferentes daqueles que
ocorrem em uma fase homogénea.

TERRA et al. (2003) encontraram teores de 0,7 a 1,2 mg de malonaldeido/ kg em
salames tipo italiano adicionados de 0,5% e 1% de extrato antioxidante natural de erva-mate e
antioxidante sintético (BHA) logo apds o embutimento, verificando acdo antioxidante das
substancias utilizadas pela reducéo dos valores de malonaldeido para teores préximos a 0,1
mg/ kg ap0s 21 dias de processamento.

ZANARDI et al. (2004) recomendam o valor de TBA maximo de 0,5 mg de
malonaldeido/ kg como limite para o aparecimento de odor e sabor caracteristicos de rancidez
em carne suina fresca e o valor de 1,0 mg de malonaldeido/ kg em carnes cozidas. Nesse
sentido, os valores obtidos para os embutidos de todos os tratamentos ao final do
processamento mostraram-se acima dos valores maximos indicados pelos referidos autores,
que relatam ainda valores entre 0,04 a 0,30 mg de aldeido malénico/ kg encontrados em
salames maturados pelo periodo de 14 a 40 dias.

CICHOSKI (2004) cita estudos que indicam que o aroma de ran¢o na carne é
inicialmente detectado em valores de 0,5 a 2,0 mg de malonaldeido/ kg. Porém, apesar dos
valores de TBA obtidos para os embutidos dos Tratamentos 1, 2 e 3 ap6s 28 dias de
processamento terem se mostrado acima de 2,26 mg de malonaldeido/ kg, ndo foi observada
influéncia negativa sobre seu aroma na avaliagdo sensorial em comparacdo aos demais
periodos de estocagem.

Para o periodo compreendido entre o fim do processamento (tempo 28 dias) até 105
dias de armazenamento (tempo 133 dias), o Tratamento 4 (L. paracasei + extrato de marcela
do campo) apresentou os menores valores de TBA em relagdo aos demais tratamentos,
indicando que a adi¢do do extrato vegetal & sua formulagdo exerceu acéo antioxidante sobre a

rancificacdo dos lipideos.
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Contudo, o efeito antioxidante do extrato de marcela do campo nos embutidos do
Tratamento 2 mostrou-se menos perceptivel, haja vista que esse Tratamento apresentou
maiores valores de TBA em relagdo ao tratamento controle aos 50 dias (tempo 78 dias) e 150
dias de armazenamento (tempo 178 dias), verificando-se diferenca significativa entre esses
tratamentos para os referidos periodos de estocagem.

Durante o armazenamento, os valores de TBA de todos os tratamentos apresentaram-
se menores do que os obtidos no tempo 28 dias, com excec¢do do valor encontrado para o
Tratamento 3 aos 105 dias de estocagem (tempo 133) que se apresentou muito superior aos
demais.

Ao final de 150 dias de estocagem, os embutidos dos Tratamentos 1, 2, 3 e 4
mostraram valores de TBA que variaram entre 0,78 (Tratamento 1) e 0,90 mg de
malonaldeido/ kg (Tratamento 3). CICHOSKI (2004) obteve valores de TBA variando entre
0,03 e 1,04 mg/ kg em paleta suina fermentada ap6s 120 dias de armazenamento e relata que
valores de TBA inferiores a 1,59 mg de aldeido maldnico/ kg sdo considerados baixos para

serem percebidos sensorialmente e ndo causam alarme para a satde humana.

4.5.1.5 Determinagéo da cor

A cor dos produtos c&rneos depende do teor de mioglobina presente na matéria-prima
e da intensidade da reacdo de cura, onde a mioglobina é convertida a nitrosomioglobina
(YAMADA, 2005).

As variagOes de umidade e atividade de agua verificadas entre os tratamentos durante
0 processamento e 0 armazenamento mostraram influéncia principalmente sobre a
luminosidade dos embutidos (TERRA; FRIES; TERRA, 2004). No inicio do processamento
(tempo 1), os embutidos dos Tratamentos 1 e 2 apresentaram maior luminosidade em relagdo
aos Tratamentos 3 e 4, porém ndo havendo diferenca estatistica significativa no nivel de 5%
entre os tratamentos (Tabela 21). No entanto, apds 28 dias de processamento, o Tratamento 3
exibiu maior luminosidade, apresentando pecas com mais brilho superficial e palidez em
comparagdo aos demais tratamentos, mantendo valores mais elevados para o croma L* até o

final do periodo de estocagem.
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A condigdo apresentada pelo Tratamento 3 pode ter sido causada pelo maior teor de
umidade e de atividade de &gua encontrados para os embutidos desse tratamento, que
aumentaram a reflexdo da luz sobre sua superficie, conferindo mais luminosidade e maior
brilho as pecas, mas também deixando-as mais pélidas (SILVA, 1997). A coloracdo mais
clara das pegas do Tratamento 3 (L. paracasei) foi comprovada na avaliacdo sensorial, para as
quais foram atribuidas as menores pontuagdes de cor em todos os periodos avaliados,

conforme mostrado no item 4.5.3.

TABELA 21 — VARIACAO DO CROMA L* NOS EMBUTIDOS FERMENTADOS APOS
PROCESSAMENTO E DURANTE ARMAZENAMENTO
REFRIGERADO — EXPERIMENTO 3

TEMPO TRATAMENTO | TRATAMENTO | TRATAMENTO | TRATAMENTO
(DIAS) 1 2 3 4

1 52,832 51,462 50,942 50,64 2

28 42,99° 44,89 ® 47,76 2 41,98°

50 46,33° 45,93 ° 50,60 * 44,68 "

78 4511 °¢ 47,65 ° 50,99 ¢ 45,16 ¢

133 48,76 ° 46,99 ° 52,65 2 41,84 °

178 47,71° 47,91° 51,43 ° 41,97 °

Médias seguidas das mesmas letras na mesma linha ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey no nivel de 5% de significancia.

Tratamento 1: controle (starter); Tratamento 2: starter + extrato antioxidante de marcela do
campo; Tratamento 3: starter + Lactobacillus paracasei; Tratamento 4: starter +
Lactobacillus paracasei+ extrato antioxidante de marcela do campo

GARCIA; GAGLEAZZI; SOBRAL (2000) obtiveram valores de luminosidade (L* de
36) inferiores aos obtidos para os Tratamentos 1, 2, 3 e 4 no tempo 28, em salame tipo
italiano apo6s 20 dias de processamento, embora CAVENAGHI; OLIVEIRA (1999) tenham
observado valores superiores aos obtidos, variando entre 47,6 e 49,6, para o croma L* em
salames tipo italiano de seis diferentes marcas comercializadas no mercado nacional.

Os embutidos do Tratamento 4 (L. paracasei + extrato de marcela do campo), que
apresentaram menores teores de umidade e de atividade de agua ao final de 150 dias de
armazenamento, mostraram menor intensidade de brilho e coloragdo mais escura do que 0s
demais, enquanto que os embutidos dos Tratamentos 1 e 2 apresentaram valores

intermediarios de luminosidade durante o armazenamento.
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Em todos os periodos de amostragem realizados a partir do final do processamento,
verificou-se diferenca estatistica significativa no nivel de 5% para a intensidade de
luminosidade entre os tratamentos.

O pH dos produtos carneos também exerce influéncia sobre a cor, interferindo na
reacdo de formacdo de d6xido nitrico e sua reacdo com a mioglobina da carne. TERRA,
FRIES; TERRA (2004) citam que valores de pH abaixo de 4,9 sdo prejudiciais ao
desenvolvimento de cor dos produtos carneos e que a suscetibilidade dos pigmentos carneos a
oxidagdo aumenta com a queda do pH. Nesse sentido, o menor valor de pH verificado pelo
Tratamento 3 durante o processamento e armazenamento dos embutidos influenciou em sua
coloracdo mais clara. Porém, essa constatacdo ndo coincide com os resultados obtidos para a
intensidade das cores vermelha e amarela apresentada pelos embutidos durante o
processamento e armazenamento, pois para esses cromas o Tratamento 3 ndo apresentou 0S

menores valores (Tabelas 22 e 23).

TABELA 22 - VARIACAO DA COR VERMELHA (a*) NOS EMBUTIDOS
FERMENTADOS APOS PROCESSAMENTO E DURANTE
ARMAZENAMENTO REFRIGERADO - EXPERIMENTO 3

TEMPO TRATAMENTO | TRATAMENTO | TRATAMENTO | TRATAMENTO
(DIAS) 1 2 3 4

01 15,43 ® 14,77° 17,58 2 17,572

28 15,572 14,402 13,552 14,412

50 13,182 12,652 12,812 12,832

78 13,512 10,59 P 10,10 ° 10,50 °

133 11,922 12,052 12,11 2 11,09 2

178 15,38 ¢ 14,65° 15,912 15,972

Médias seguidas das mesmas letras na mesma linha ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey no nivel de 5% de significancia.

Tratamento 1: controle (starter); Tratamento 2: starter + extrato antioxidante de marcela do
campo; Tratamento 3: starter + Lactobacillus paracasei; Tratamento 4: starter +
Lactobacillus paracasei+ extrato antioxidante de marcela do campo

O tratamento controle mostrou maior intensidade de cor vermelha para os tempos 28,
50 e 78 dias, enquanto que os demais tratamentos mostraram valores mais proximos entre si
para os referidos tempos. Entre os periodos de analise citados, somente para o tempo 78, o
tratamento controle apresentou diferenca significativa (p< 0,05) em relagdo aos demais

tratamentos.
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No tempo 133 dias, o Tratamento 3 mostrou o maior valor para a cor vermelha,
enquanto que ao final do armazenamento (tempo 178), o0 menor valor para o croma a* foi
verificado no embutido do Tratamento 2 (extrato de marcela do campo) e o maior, no
Tratamento 4 (L. paracasei + extrato de marcela do campo).

Ao término do armazenamento, os embutidos dos quatro tratamentos mostraram
maiores valores para a cor vermelha do que aqueles apresentados por CAVENAGHI;
OLIVEIRA (1999) para salame tipo italiano, que obtiveram resultados entre 11,6 a 15,5.
GARCIA; GAGLEAZZI; SOBRAL (2000) encontraram maior intensidade de cor vermelha
em comparacdo aos embutidos dos Tratamentos 1, 2, 3 e 4, em salame tipo italiano no
vigésimo dia de processamento com valores variando entre 17,5 a 17,8.

Para a cor amarela, o Tratamento 4 apresentou maiores valores durante o
armazenamento, porém com reducdo na sua intensidade no tempo 178 dias, para o qual esse
tratamento mostrou o menor valor. Por outro lado, os Tratamentos 1, 2 e 3 exibiram
intensidades varidveis de cor amarela ao longo do periodo de armazenamento, verificando-se
que para todos os Tratamentos houve reducdo na intensidade do croma b* ao final da

estocagem em relagdo ao inicio do processamento.

TABELA 23 - VARIACAO DA COR AMARELA (b*) NOS EMBUTIDOS
FERMENTADOS APOS PROCESSAMENTO E DURANTE
ARMAZENAMENTO REFRIGERADO - EXPERIMENTO 3

TEMPO TRATAMENTO 1 | TRATAMENTO | TRATAMENTO | TRATAMENTO
(DIAS) 2 3 4

01 16,832 16,78 @ 14,79 P 14,00°

28 12,982 12,712 12,27 12,592

50 11,14 ° 12,032 11,47 %® 12,752

78 12,01 ° 12,49 ® 12,86 % 13,322

133 13,00 ® 13,28 ® 12,32° 13,622

178 11,592 11,252 11,142 9,09°

Médias seguidas das mesmas letras na mesma linha ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey no nivel de 5% de significancia.

Tratamento 1: controle (starter); Tratamento 2: starter + extrato antioxidante de marcela do
campo; Tratamento 3: starter + Lactobacillus paracasei; Tratamento 4: starter +
Lactobacillus paracasei+ extrato antioxidante de marcela do campo
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Os resultados obtidos pelos Tratamentos 2 e 4 ndo permitiram comprovar a agéo
antioxidante do extrato de marcela do campo sobre os pigmentos da carne, 0 que traria
melhoria principalmente da intensidade da cor vermelha nesses tratamentos em relagéo aos
Tratamentos 1 e 3. Além disso, as diferengas verificadas para a luminosidade entre 0s
tratamentos pareceram estar relacionadas ao teor de 4gua dos embutidos e ndo ao processo de

oxidag&o dos pigmentos.

4.5.2 Anélises Microbioldgicas

Ao longo do periodo de processamento e estocagem dos embutidos, as contagens de
Lactobacillus verificadas para os Tratamentos 1 e 2 mostraram-se inferiores as obtidas para os
Tratamentos 3 e 4, haja vista que esses Ultimos receberam a adi¢do de Lactobacillus
paracasei e que as contagens obtidas para os embutidos dos Tratamentos 1 e 2
corresponderam apenas aos Lactobacillus da flora lactica contaminante da carne, pois esse
género de microrganismo ndo estava presente na cultura starter utilizada. Dessa forma, o
nimero de Lactobacillus determinado nos embutidos dos Tratamentos 3 e 4 poderia incluir
tanto Lactobacillus paracasei como outros lactobacilos da flora microbiana da carne.

No sentido de verificar a proporcéo de Lactobacillus paracasei em relacdo ao nimero
total de Lactobacillus nos embutidos dos Tratamentos 3 e 4, procedeu-se a sele¢do aleatdria
de 30 colbnias de lactobacilos das placas de agar MRS, submetendo-as & coloracdo de gram
para identificacdo morfoldgica das células bacterianas em microscopio 6tico. Os resultados
obtidos na avaliacdo dos Lactobacillus comprovou que 66% a 70% das células viaveis
encontradas nos Tratamentos 3 e 4 possuiam caracteristicas micromorfoldgicas semelhantes a
cultura pura de Lactobacillus paracasei, mostrando seu desenvolvimento e predominio em
relacdo aos demais lactobacilos contaminantes nos embutidos.

No inicio do processamento, o numero de células viaveis de Lactobacillus observado
para 0s Tratamentos 1 e 2 foi 1,5 x 10° e 2 x 10° UFC/ g, enquanto os Tratamentos 3 e 4
obtiveram contagens de Lactobacillus paracasei de 1,4 x 10% e 1,6 x 10° UFC/ g, verificando-
se diferenca significativa no nivel de 5% entre os valores obtidos para esses tratamentos e 0s
Tratamentos 1 e 2 (Figura 24). PIDCOCK; HEARD; HENRIKSSON (2002) obtiveram
valores entre 1,5 x 10" e 4,5 x 10’ UFC/ g para o nimero de L. paracasei no terceiro dia de

fermentacéo de salame hangaro.
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FIGURA 24 - EVOLUGCAO NA CONTAGEM DA CULTURA PROBIOTICA E DA
CULTURA  STARTER DURANTE @) PROCESSAMENTO
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Houve também grande aumento no ndmero de células de Lactobacillus para todos os
tratamentos até o décimo primeiro dia de processamento, coincidindo com a maior
acidificacdo e menores valores de pH dos embutidos (LUCKE, 2000). TERRA, FRIES,
TERRA (2004) observaram maior desenvolvimento dos Lactobacillus da cultura starter em
salame tipo italiano durante os sete primeiros dias de processamento, obtendo valores
préximos a 5 x 10° UFC/ g. O niimero de células viaveis de Lactobacillus obtido aos sete dias
de processamento para os Tratamentos 1, 2, 3 e 4 foi 6,1 x 107,3,7x10",7,2x 10% e 1,4 x 108
UFC/ g.

Apo6s 28 dias de processamento obteve-se nimero de Lactobacillus da flora
contaminante de 4 x 10" e 5 x 10" UFC/ g e de Lactobacillus paracasei 2,7 x 108 e 2,2 x 108
UFC/ g para os Tratamentos 1, 2, 3 e 4, respectivamente, verificando-se que a cultura
probidtica apresentou elevado nimero de células viaveis nos embutidos e que a adi¢éo do
extrato de marcela do campo ndo afetou seu desenvolvimento (Tratamento 4). Na andlise
estatistica observou-se diferenca significativa no nivel de 5% para o nimero de Lactobacillus
entre os Tratamentos 3 e 4 em relagéo aos Tratamentos 1 e 2.

As contagens de Lactobacillus paracasei aos 28 dias de processamento dos embutidos
dos Tratamentos 3 e 4 mostraram-se dentro dos valores de 1,3 x 10% a 3,5 x 10® UFC/ g
obtidos por PIDCOCK; HEARD; HENRIKSSON (2002) para salame hlngaro ap6s 21 dias
de maturagdo, porém apoOs esse periodo, os referidos autores verificaram reducdo no
crescimento de L. paracasei obtendo niimero de células de 1,6 x 10° a 5,5, x 10" UFC/ g no
quadragésimo segundo dia de processamento.

As contagens de Lactobacillus mostraram-se estaveis durante o periodo de estocagem,
mantendo valores préximos a 10’ UFC para os Tratamentos 1 e 2 e 10® UFC para 0s
Tratamentos 3 e 4. CAMPOS (2002) verificou contagens de Lactobacillus inferiores as
obtidas para os Tratamentos 1 e 2 (2,5 x 10% a 5,6 x 10° UFC/ g) em salame tipo italiano ap6s
120 dias de armazenamento, porém a conservacdo das pecas foi realizada em ambiente ndo
refrigerado, gerando declinio na populagdo microbiana no decorrer da estocagem.

Apo6s 150 dias de armazenamento, o nimero de células viaveis de Lactobacillus

paracasei nos Tratamentos 3 e 4 foi 1,23 x 10% e 1,83 x 108 UFC/ g, respectivamente.
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Os valores obtidos para a contagem de L. paracasei nesses tratamentos mostraram-se
superiores a contagem de 1,8 x 10" UFC/ g verificada por BUNTE; HERTEL; HAMMES
(2000) em salame inoculado com a mesma espécie probidtica. Apos a ingestdo do produto por
um grupo de voluntrios, os referidos autores observaram que a contagem de L. paracasei nas
fezes daqueles individuos variou de 1,2 x 10" a 1,5 x 10® e que a cepa probiética constitufa
5% a 12 % do numero total de Lactobacillus da flora fecal.

A cultura de Lactobacillus paracasei mostrou sobrevivéncia ao longo da estocagem e
manteve sua viabilidade celular em valores acima do recomendado (minimo 10° UFC/ g) para
acdo probidtica no organismo (ANDERSEN, 1998; FERREIRA, 2003; PAPAMANOLI et al.,
2003; TYOPPONEN et al., 2003).

Para o crescimento de Pediococcus pentosaceus da cultura starter também foi
verificado aumento no nimero de células vidveis nos primeiros sete dias de processamento,
atingindo valores de 3,6 x 107, 3,1 x 107, 1,1 x 10% e 1,3 x 10® UFC/ g para os Tratamentos 1,
2, 3 e 4. Observou-se que a populagdo de Pediococcus mostrou-se maior nos Tratamentos 3 e
4 em relacéo aos Tratamentos 1 e 2 durante o processamento e a estocagem dos embutidos.

Ao final de 28 dias de fabricagdo, o numero de células de Pediococcus pentosaceus no
Tratamento 1 foi 8 x 10° UFC/ g, no Tratamento 2, 4,7 x 10° UFC/ g e nos Tratamentos 3 e 4,
24 x 10" e 1,7 x 10" UFC/ g, respectivamente, observando-se diferenca estatistica
significativa no nivel de 5% entre os Tratamentos 3 e 4 em relagdo aos Tratamentos 1 e 2. Ao
longo do armazenamento, as contagens de Pediococcus pentosaceus sofreram leve declinio,
finalizando 178 dias de estudo com niimero de células entre 9,5 x 10° (Tratamento 2) e 8,5 x
10° UFC/ g (Tratamento 4).

O crescimento dos Lactobacillus e Pediococcus promoveu acidificagdo do meio, com
conseqliente reducdo do pH e decréscimo nos valores de atividade de agua, os quais aliados a
presenca dos sais de cura foram responsaveis pela inibicdo do crescimento dos
microrganismos contaminantes da familia Enterobacteriaceae nos embutidos fermentados
(MONFORT, 2002). O elevado numero de bactérias lacticas no salame torna esses
microrganismos mais competitivos contra a flora contaminante, contribuindo para o aumento
da vida de prateleira do produto (TERRA; FRIES; TERRA, 2004).
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Entre os microrganismos da familia Enterobacteriaceae encontram-se os do grupo
coliforme que inclui bactérias pertencentes predominantemente aos géneros Escherichia,
Citrobacter, Enterobacter e Klebsiella, originarias do trato gastrintestinal humano e de
animais de sangue quente, mas também pertencentes a algumas espécies ndo entéricas.

A presenca dos coliformes nos alimentos processados é considerada uma indicacéo
atil de contaminagdo pds-processo ou poés-sanitizacdo, evidenciando préticas de higiene
agquém dos padrdes requeridos para o processamento de alimentos (SILVA; JUNQUEIRA;
SILVEIRA, 2001). Dentre os coliformes de habitat reconhecidamente fecal, a Escherichia
coli € o microrganismo mais conhecido e mais facilmente diferenciado dos membros nédo
fecais, sendo sua presencga nos alimentos indicativa de contaminacéo fecal. De maneira geral,
os coliformes séo indicadores das condi¢des higiénico-sanitérias e da possivel ocorréncia de
enteropatdgenos nos alimentos (FRANCO; LANDGRAF, 1996).

As contagens de bactérias do grupo coliforme realizadas no inicio do processamento
(tempo 1) nos embutidos dos Tratamentos 1, 2, 3 e 4 indicaram valores de 1,9 x 10% 1,5 x
10% 1,5 x 10% e 2,5 x 10? UFC/ g para coliformes totais e 2 x 10*, 1,5 x 10*, 5,3 x 10" e 2,5 x
10" UFC/ g para Escherichia coli, respectivamente. Os valores obtidos para a contagem de
Escherichia coli mostraram-se abaixo do padrdo maximo de 1 x 10® UFC/ g exigido pela
legislagio brasileira para produtos carneos maturados (BRASIL, 2001) e do limite de 1 x 10
UFC/ g citado por TERRA; FRIES; TERRA (2004) para coliformes fecais em salame tipo
italiano.

Apo6s 28 dias de processamento e 150 dias de armazenamento, as determinacfes de
coliformes totais e de Escherichia coli mostraram auséncia destes microrganismos nos
embutidos de todos os tratamentos, tendo seus resultados expressos como < 1 x 10" UFC/ g
(BRASIL, 2003).

Observando a evolucdo no nimero de células de Staphylococcus xylosus durante o
processamento dos embutidos, verifica-se que os tratamentos que ndo receberam a adig¢éo da
cultura de Lactobacillus paracasei (Tratamentos 1 e 2) apresentaram maiores contagens entre
relacdo aos Tratamentos 3 e 4, mostrando situacdo semelhante a verificada nos Experimentos
1 e 2. Os resultados obtidos mostraram que a presenca da cultura probi6tica nos embutidos
ndo afetou o desenvolvimento de Pediococcus pentasaceus, porém reduziu o crescimento de

Staphylococcus xylosus da cultura starter.
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Partindo-se de nimero de células viaveis de Staphylococcus xylosus de 2,5 x 10°, 6,6 x
10°%, 5 x 10° e 8 x 10° UFC/ g nos Tratamentos 1, 2, 3 e 4, verificou-se que durante o
processamento dos embutidos, a cultura de Staphylococcus xylosus mostrou crescimento nos
Tratamentos 1 e 2 até 14 dias de estudo, observando declinio gradual no nimero de células
até o final do periodo de armazenamento.

Por outro lado, a mesma cultura apresentou pequeno crescimento do numero de
células viaveis no inicio do processamento para o Tratamento 4, enquanto que para 0
Tratamento 3 observou-se reducdo gradativa na contagem do estafilococo durante o
processamento e a estocagem. O menor nimero de células de Staphylococcus xylosus obtido
para o embutido do Tratamento 3 no inicio do processamento poderia ter influenciado sua
coloracdo, que se apresentou mais palida em relacdo aos demais tratamentos na avaliagdo
sensorial e da luminosidade das pegas (PINTO; PONSANO; HEINEMANN, 2001). Entre os
Tratamentos 3 e 4, as contagens de Staphylococcus xylosus deste dltimo mostraram-se
superiores para a maioria dos periodos de amostragem avaliados. No entanto, ao final do
periodo de armazenamento, o nimero de células viaveis do estafilococo nos embutidos

adicionados de L. paracasei mostraram-se superiores aos obtidos para os Tratamentos 1 e 2.

4.5.3 Avaliagdo Sensorial

As alteragBes nas caracteristicas sensoriais dos embutidos fermentados durante o
armazenamento foram verificadas mediante quatro avaliagdes sensoriais realizadas no inicio
da estocagem (tempo 28), aos 50 dias (tempo 78), 105 dias (tempo 133) e 150 dias de
armazenamento (tempo 178) (Tabela 24).

Entre os atributos avaliados, a cor e a textura mostraram as maiores diferencgas entre as
notas obtidas pelos tratamentos. Houve diferenga estatistica significativa no nivel de 5% entre
as médias recebidas para a cor dos embutidos em todos os periodos de estocagem avaliados e

para a textura nos periodos de tempo 28 dias, 78 dias e 133 dias.
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O Tratamento 4 (L. paracasei + extrato de marcela do campo) apresentou as maiores

pontuag:c”)es para a cor durante todos os tempos de armazenamento e para a textura, nos

tempos 28 dias, 78 dias e 178 dias, recebendo pontuacéo inferior & do Tratamento 1 (controle)

somente para o tempo 133 dias. Contudo, para esse periodo, a nota recebida pelo Tratamento

4 (6,77) ndo mostrou diferenca significativa em relacdo & nota atribuida ao Tratamento 1

(6,88). Para ambos os atributos, o Tratamento controle exibiu pontuagdes superiores as dos

Tratamentos 2 e 3, sendo que esse Ultimo recebeu as menores notas.

TABELA 24 — MEDIAS DAS NOTAS OBTIDAS NAS AVALIAGCOES SENSORIAIS
E DURANTE O
ARMAZENAMENTO DOS EMBUTIDOS - EXPERIMENTO 3

REALIZADAS APOS

PROCESSAMENTO

ATRIBUT PERIODOS DE TRAT.1 | TRAT.2 | TRAT.3 | TRAT.4
0S AVALIACAO
Gosto Tempo 28 dias 6,5 % 6,05 ® 6,88 ° 561"
acido Tempo 78 dias 583° 588° 6,11° 527°%
Tempo 133 dias 6,332 6,942 6,272 6,222
Tempo 178 dias 5,77° 6,38 ° 58% 55°
Sabor Tempo 28 dias 6,88 ¢ 6,33 ¢ 488" 722°
Tempo 78 dias 6,72 7,05° 577" 6,88 *
Tempo 133 dias 6,222 6,612 5,662 6,52
Tempo 178 dias 6,94 ° 6,83° 583° 7,16°
Aroma Tempo 28 dias 6,72° 6,61° 572°% 6,88°
Tempo 78 dias 7,00 ° 6,88 ° 4,22° 577 °
Tempo 133 dias 7,002 6,942 5,942 6,382
Tempo 178 dias 6,612 6,722 5,772 6,222
Cor Tempo 28 dias 6,61° 6,16 " 4,66 ° 7,83°
Tempo 78 dias 6,88 ° 6,16 ° 411° 744°
Tempo 133 dias 7,00 ° 6,50 * 461° 7,16 °
Tempo 178 dias 6,83 % 5,88 % 538" 7,27°
Textura Tempo 28 dias 6,66 " 6,38 ° 438 ° 7,88°
Tempo 78 dias 6,88 ° 533 % 3,77° 6,94 °
Tempo 133 dias 6,88 ° 555 % 455" 6,77 °
Tempo 178 dias 6,222 5,942 4,83% 6,272
Aspecto Tempo 28 dias 6,33 % 6,38 % 5,44 P 727%
Tempo 78 dias 7,05° 711° 466" 6,77°
Tempo 133 dias 6,722 7,052 6,332 7,112
Tempo 178 dias 6,5% 7,382 6,722 7,722

Médias seguidas das mesmas letras na mesma linha ndo diferem estatisticamente pelo teste de

Tukey no nivel de 5%.

Tratamento 1: controle (starter); Tratamento 2: starter + extrato antioxidante de marcela do
campo; Tratamento 3: starter + Lactobacillus paracasei; Tratamento 4: starter +

Lactobacillus paracasei+ extrato antioxidante de marcela do campo
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A maior luminosidade mostrada pelos embutidos do Tratamento 3 (L. paracasei) na
determinagdo instrumental do croma L* influenciou a cor das amostras na avaliagdo sensorial,
sendo identificada pelos provadores como mais clara em relagdo aos demais tratamentos.
Tendo-se como cor tradicional dos salames o vermelho escuro, coloragcbes mais palidas
tendem a ser menos preferidas pelos degustadores e recebem menores pontuagoes.

A textura menos firme apresentada pelos embutidos do Tratamento 3 pode ser
atribuida aos maiores teores de umidade e atividade de &gua e menores teores de proteinas
encontrados apGs processamento e armazenamento, pois essa condi¢éo reduz a quantidade de
proteinas miofibrilares no estado gel que influenciam a firmeza do produto.

O menor teor protéico nos produtos carneos também reduz a quantidade de mioglobina
disponivel para a reacdo de cor, gerando produtos com coloracdo menos intensa (TERRA,;
FRIES; TERRA, 2004).

Para 0 gosto acido verificou-se maiores escores nos tempos 28 e 78 dias para o
Tratamento 3 e para o Tratamento 2 (extrato de marcela do campo) nos tempos 133 e 178
dias, enquanto que o Tratamento 4 apresentou as menores pontuagdes em todas as avaliagdes
realizadas, mostrando menor acidez ao paladar, caracteristica preferida pelo consumidor
brasileiro para os salames (FROSI, 2002).

O flavor dos salames compreende as sensagdes de sabor e aroma e é produzido
mediante um complexo processo do qual participam a fermentagdo dos carboidratos,
protedlise, lipolise, oxidacéo lipidica, condimentos e sais de cura (TERRA, 2003).

O papel desempenhado pela lipdlise é de fundamental importancia, tendo em vista que
0s &cidos graxos liberados servem de substrato para as mudancas oxidativas responsaveis pelo
desenvolvimento do aroma (TERRA, 2003). ZANARDI et al. (2004) descrevem que cerca de
70% da lipdlise ocorrida nos produtos carneos durante a maturagdo é causada pela acdo de
enzimas da propria carne, as quais também é atribuida grande parte da prote6lise verificada
nos salames. Estudos mostraram a acdo proteolitica da enzima tissular catepsina D sobre a
degradacdo de 50% e 80% das proteinas miofibrilares actina e miosina, respectivamente, no
salame, demonstrando que as enzimas enddgenas da carne desempenham papel crucial no
desenvolvimento do flavor, apesar das evidéncias de que as proteases bacterianas também
atuam no sabor e aroma desses produtos (HAMMES; HERTEL, 1998; ZANARDI et al.,
2004).
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Nas avaliagBes sensoriais dos embutidos ao longo do periodo de estocagem néo foi
verificada influéncia positiva ou negativa de cultura de Lactobacillus paracasei sobre o sabor
e 0 aroma dos produtos, pois 0 Tratamento 3 mostrou as menores pontuacgdes para o sabor e
aroma em todos os periodos de armazenamento, porém o Tratamento 4 apresentou as maiores
notas para o sabor nos tempos 28 e 178 dias e para 0 aroma no tempo 28 dias. Para 0s demais
periodos de amostragem, os escores de sabor e aroma recebidos pelo Tratamento 4 ndo
apresentaram diferenga estatistica significativa no nivel de 5% em relagdo as notas dos
Tratamentos 1 e 2.

O atributo de aspecto ou aparéncia concebe a idéia geral do produto avaliado, unindo
as caracteristicas de cor, sabor, aroma, textura e acidez (TERRA; FRIES; TERRA, 2004). Os
embutidos do Tratamento 4 receberam as maiores pontuagdes para 0 aspecto apds o
processamento (28 dias), 105 dias (tempo 133 dias) e 150 dias de armazenamento (tempo 178
dias). Para o tempo 78 dias, o Tratamento 2 mostrou melhor aparéncia, contudo ndo houve
diferenca estatistica entre a pontuacdo recebida por esse tratamento e as pontuacfes obtidas
pelos Tratamentos 1 e 4. As fatias dos embutidos do Tratamento 3 mostraram maior diametro
ao final de 150 dias de estocagem, devido a menor perda de &gua durante o processamento
como mostra a Figura 25.

Considerando os resultados obtidos nas avaliages sensoriais, verificou-se que, de
maneira geral, os embutidos do Tratamento 4 (L. paracasei + extrato de marcela do campo)
foram preferidos pelos provadores, recebendo as maiores pontuagdes em todos os atributos
avaliados ao final do processamento (tempo 28 dias) e ao final do armazenamento (tempo 178
dias), com excecao do aroma nesse Ultimo periodo de avaliac&o.

A adicdo conjunta da cultura de Lactobacillus paracasei e do extrato de marcela do
campo aos embutidos mostrou o melhor perfil sensorial entre os tratamentos testados, porém a
adicdo isolada desses componentes ndo apresentou melhoria nas caracteristicas sensoriais dos
embutidos em relagdo ao tratamento controle.

Ao final de 150 dias de armazenamento refrigerado, todos os tratamentos receberam
pontuacdes médias acima de 6,5 para a aparéncia geral, demonstrando estabilidade sensorial
durante a estocagem e sua apreciacdo pelos provadores em uma escala de nota maxima de

nove pontos.
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FIGURA 25 — ASPECTO DAS FATIAS DOS EMBUTIDOS FERMENTADOS DOS
TRATAMENTOS 1, 2, 3 E 4 APOS 150 DIAS DE ARMAZENAMENTO
REFRIGERADO (TEMPO 178) - EXPERIMENTO 3

Lote 1

Lote 2

Lote 3

Lote 4

Tratamento 1: controle (starter); Tratamento 2: starter + extrato antioxidante de marcela do
campo; Tratamento 3: starter + Lactobacillus paracasei; Tratamento 4: starter +
Lactobacillus paracasei+ extrato antioxidante de marcela do campo
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A proteblise que tem inicio durante a fermentacdo do salame e persiste ao longo de
seu armazenamento, consiste em um dos fatores responsaveis pela textura, sabor e aroma dos
embutidos, pois promove a lise das proteinas, liberando aminoécidos livres e peptideos que
sdo posteriormente convertidos em aldeidos, &cidos, alcoois e ésteres (TERRA; FRIES;
TERRA, 2004). Durante a protedlise, a enzima catepsina D, de origem muscular, degrada a
miosina conduzindo a perda da banda estriada tipica da miofibrila da carne e causando
modificagdes na estrutura das fibras musculares (HAMMES; HERTEL, 1998; ZANARDI et
al., 2004).

Algumas dessas alteragdes estruturais nas fibras musculares podem ser identificadas
mediante a visualizacdo de cortes histoldgicos corados dos embutidos carneos. A Figura 26
mostra microfotografias de fragmentos dos embutidos fermentados apds 150 dias de
armazenamento corados pelos corantes tricromico de Shorr e tricromico de Mallory,
tradicionalmente empregados na coloragdo de tecidos animais. Para 0 emprego das
coloragdes, os fragmentos foram fixados em solucdo de formol a 10% por 24 horas e
processados segundo a rotina histopatologica de desidratagdo, diafanizagéo e inclusdo dos
fragmentos em parafina, para posterior corte com espessura de 3 um. As coloragdes
tricromicas de Shorr e de Mallory sdo utilizadas para diferenciar o tecido muscular do tecido
conjuntivo, permitindo evidenciar alteragdes em sua morfologia (MAIA, 1979).

Pela Figura 26 pode-se verificar que os fragmentos de embutidos apresentam regides
de fibras musculares integras em corte transversal dos tecidos, presenca de tecido conectivo e
tecido adiposo. A proteélise € evidenciada pela existéncia de fibras musculares dissolvidas,
com perda das estriagbes transversais, caracteristicas do muasculo esquelético. Além disso,
também podem ser visualizadas col6nias bacterianas, as quais possivelmente pertencem ao
grupo das bactérias lacticas, devido a sua alta contagem nos embutidos, mostrando que esses
microrganismos mantiveram-se presentes nos produtos até o final do periodo de

armazenamento.
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FIGURA 26 — CORTES HISTOLOGICOS DE FRAGMENTOS DOS EMBUTIDOS
FERMENTADOS APOS 150 DIAS DE ARMAZENAMENTO CORADOS
PELAS TECNICAS DE TRICROMICO DE SHORR (1 E 2) E TRICROMICO
DE MALLORY (3) - MICROFOTOGRAFIAS DE TRANSMISSAO DE LUZ
(FOTO1-40 X, FOTO2-10 XE FOTO 3-10 X)

Protedlise

Protedlise
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4.6 RESISTENCIA DE LACTOBACILLUS PARACASEI AO BAIXO pH E NA PRESENCA
DE SAIS BILIARES

4.6.1 Capacidade de Resisténcia ao Baixo pH

A tolerancia a acidez e a bile constituem duas propriedades fundamentais que indicam
a habilidade de um microrganismo probidtico em sobreviver & passagem através do trato
gastrintestinal, resistindo as condic@es &cidas do estdbmago e aos sais biliares na porcéo inicial
do intestino delgado (ERKKILA; PETAJA, 2000; ANNUK, et al., 2003).

PENNACCHIA et al. (2004) relatam que a sobrevivéncia dos lactobacilos em solugéo
salina &cida € ligeiramente menor do que no suco gastrico devido & agéo protetora exercida
por alguns componentes do suco gastrico sobre as células bacterianas. Considerando a
solucdo salina acida como um ambiente mais deletério as bactérias do que o préprio suco
gastrico, os referidos autores indicam seu uso para a selecdo de culturas probidticas resistentes
a passagem pelo estdbmago.

O numero de células viaveis de Lactobacillus paracasei em solucéo salina com pH 3,
4 e 5 ao longo de 4 horas de exposicao esta apresentado na Figura 27.

Observou-se aumento na contagem total de Lactobacillus paracasei apds 4 horas de
exposicdo a solucdo salina nos diferentes valores de pH. O nimero inicial de células de L.
paracasei observado para as solugdes ajustadas aos valores de pH 3, 4, e 5 foi 1 x 10°, 7,5 x
10% e 1 x 10 °® UFC/ mL, respectivamente, ndo havendo diferenca estatistica significativa no
nivel de 5% para os diferentes valores de pH.

Apo6s 1 hora de exposicdo a solucéo salina, houve pequena reducdo do nimero de
células de L. paracasei somente em pH 3 (7,2 x 108 UFC/ mL), enquanto que para os demais
valores de pH, o lactobacilo mostrou incremento na contagem celular até 2,5 horas de
exposicéo.

As contagens de L. paracasei ap6s 4 horas em meio &cido mostraram que em pH 5 a
cepa apresentou aumento gradativo no numero de células, ao passo que para os valores de pH

3 e 4 houve ligeira reducdo no nimero de células em comparacéo ao periodo de 2,5 horas.
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FIGURA 27 — SOBREVIVENCIA DE LACTOBACILLUS PARACASElI DURANTE 4
HORAS DE EXPOSICAO EM SOLUCAO SALINA ACIDA A37°C
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No entanto, o numero final de células viaveis apés 4 horas de exposi¢do a solucdo
salina para os valores de pH 3 e 4 mostrou-se superior a0 nimero de células viaveis
observado logo apés a inoculagdo do meio. Ao final do periodo de 4 horas de exposicdo a
solucéo salina 4cida, as contagens obtidas para L. paracasei em pH 3, 4 e 5 foram 1,2 x 10°,
1,5 x10%e 2,7 x 10° UFC/ mL, respectivamente, verificando-se diferenca significativa entre o
namero de células vidveis nos diferentes valores de pH.

ERKKILA; PETAJA (2000) verificaram a resisténcia de algumas cepas de
Lactobacillus pentosus, L. sakei, Pediococcus pentosaceus e P. acidilactici ao baixo pH e
observaram que em pH 4 e pH 5, o nimero de células viaveis permaneceu inalterado quando
comparado ao seu valor inicial, mostrando que o crescimento das culturas ndo foi afetado pelo
baixo pH.

No momento da excre¢do do &cido cloridrico, o pH estomacal é de 0,9, contudo,
durante o processo digestivo esse pH sofre aumento devido a presenca de alimentos que
elevam seu valor para niveis proximos de 3 e que permanecem nessas condigdes por um
periodo de 2 a 4 horas (ERKKILA; PETAJA, 2000; TYOPPONEN et al., 2003).
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Considerando as condigdes de pH e tempo de digestdo, as bactérias probioticas
ingeridas juntamente com os alimentos devem ser capazes de resistir ao valor de pH 3 por um
periodo de 2 a 4 horas para permitir sua sobrevivéncia durante ao transito gastrico. A cultura
de Lactobacillus paracasei testada mostrou-se capaz de resistir e crescer em ambiente com
pH 3, exibindo aumento de 20% em relagdo ao numero inicial de células durante o periodo de
4 horas de exposicdo a essa condigdo acida.

PENNACCHIA et al. (2004) testaram a resisténcia de culturas de Lactobacillus
isoladas de dez diferentes tipos de salame ao baixo pH e verificaram que do total de catorze
bactérias lacticas que mostraram sobrevivéncia em pH 2,5 por 3 horas, cinco pertenciam as
espécies que compdem o grupo Lactobacillus casei. Os referidos autores citam ainda estudos
sobre a resisténcia & acidez utilizando 20 culturas de Lactobacillus isoladas de fezes de
lactentes, para as quais verificou-se que trés cepas de L. paracasei e uma de L. rhamnosus

mantiveram seu crescimento inalterado frente aos baixos valores de pH.

4.6.2 Capacidade de Resisténcia aos Sais Biliares

A bile exerce importante papel no mecanismo de defesa intestinal e a intensidade de
sua acdo inibitoria sobre os microrganismos é determinada pela concentracdo de sais biliares
em sua composicdo (CHARTERIS et al., 2000). Os sais biliares atuam destruindo a camada
lipidica e os &cidos graxos da membrana celular dos microrganismos. Porém, alguns
Lactobacillus sdo capazes de hidrolisar os sais biliares pela produgdo da enzima sais biliares
hidrolase enfraquecendo o poder detergente da bile (PAPAMANOLI et al., 2003).

O efeito dos sais biliares sobre o crescimento de Lactobacillus paracasei durante o
periodo de 4 horas de exposicao estd apresentado na Figura 28.

A cepa de Lactobacillus paracasei mostrou sobrevivéncia nas concentragdes de 0,15%
e 0,30% de sais biliares, apresentando aumento no nimero de células viaveis a partir de 2,5
horas de exposi¢éo ao meio.

Partindo-se do nimero inicial de células de 1,4 x 10°, 1 x 10° e 8,1 x 10 UFC/ mL no
teste controle (0%) e nas concentragdes de 0,15% e 0,30% de sais biliares, respectivamente,
verificou-se que na primeira hora de exposicdo houve reducdo no nimero de células de L.
paracasei para as concentragdes testadas, embora a reducdo para o meio sem adi¢do de sais

biliares tenha sido menor do que aquela apresentada para as demais concentragoes.
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FIGURA 28 — CRESCIMENTO DE LACTOBACILLUS PARACASElI EM CALDO MRS
CONTENDO 0%, 0,15% E 0,30% DE SAIS BILIARES DURANTE 4 HORAS
DE EXPOSICAO A 37°C
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A reducdo no crescimento de L. paracasei pode ser devido ao periodo de adaptacio
(fase lag de crescimento) da cultura ao meio (CARVALHO, 1999), que se mostrou maior para
as concentragdes mais elevadas de sais biliares. PENNACCHIA et al. (2004) encontraram
resultados semelhantes ao testar 28 cepas de Lactobacillus isoladas de diferentes tipos de
salame de origem italiana em caldo MRS suplementado com 0,3% de sais biliares, mostrando
que 27 cepas apresentaram aumento da fase lag de crescimento nas primeiras horas apés
exposicdo ao meio.

A partir do periodo de 2,5 horas de exposicao, observou-se contagens crescentes para
0 nimero de células vidveis de L. paracasei em todas as concentracBes de sais biliares,
atingindo contagens de 5,2 x 10°, 2,1 x 10° e 1,2 x 10° UFC/ mL ap6s 4 horas de exposicio
para as concentracbes de 0%, 0,15% e 0,30%, respectivamente. Na analise estatistica
verificou-se diferenca significativa no nivel de 5% para o nimero de células viaveis de L.
paracasei nas concentragdes de sais biliares testadas apos 4 horas de exposicéo.

Embora tenha sido verificada diferenca significativa para o crescimento de
Lactobacillus paracasei entre as concentragdes de sais biliares utilizadas, a cepa bacteriana
mostrou resisténcia a presenca de 0,3% de sais biliares em caldo MRS com pH 5,6,
apresentando aumento de 48% no numero de células vidveis em relagdo & contagem inicial

ap0ds 4 horas de exposigao.
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De acordo com ERKKILA; PETAJA (2000) e PENNACCHIA et al. (2004), a
concentracdo média de sais biliares no trato intestinal humano é de 0,3%, sendo essa a
concentracgdo critica utilizada para a sele¢do de bactérias resistentes a acdo da bile.

ERKKILA; PETAJA (2000) observaram reducdo de um ciclo logaritmico no nimero
inicial de células viaveis de Lactobacillus curvatus e Pediococcus acidilactici, bactérias
lacticas usadas como culturas starter de salame, quando inoculadas em meio contendo 0,3%
de sais biliares e pH 6 ap6s 4 horas de exposicéo.

PAPAMANOLLI et al. (2003) consideram tolerancia aos sais biliares quando uma
populacdo de bactérias com nlimero de células viaveis de 10° a 10" UFC/ mL é reduzida para
no maximo 10°> UFC/ mL durante um periodo de 4 horas.

BUNTE; HERTEL; HAMMES (2000) verificaram alta resisténcia ao baixo pH e a
concentracdo biliar normalmente encontrada no trato intestinal humano de cepa de
Lactobacillus paracasei isolada de puré de frutas, enquanto SAMESHIMA et al. (1998)
observaram a resisténcia de cepas de Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus paracasei
isoladas do trato intestinal humano ao suco gastrico e a bile.

De um total de 63 cepas bacterianas isoladas de embutidos fermentados, peixe em
conserva, massa de panificacdo e puré de frutas, nove cepas de Lactobacillus foram capazes
de resistir ao pH 2,5 e somente Lactobacillus casei e Lactobacillus plantarum mostraram
sobrevivéncia em pH 2 e a bile (HALLER et al., 1997).

Pelos resultados obtidos verificou-se que a cepa de Lactobacillus paracasei mostrou
capacidade de crescer em solucdo salina com baixos valores de pH e em caldo MRS
suplementado com 0,3% de sais biliares, o que pode indicar sua resisténcia a acidez estomacal
e a acdo da bile no intestino. Durante o processamento dos embutidos carneos, os lactobacilos
adicionados a massa sdo encapsulados pela matriz carnea composta de carne e gordura.
Devido a essa protecdo exercida pelo alimento, a sobrevivéncia dos lactobacilos in vivo
durante a passagem pelo estdmago e intestino mostra-se maior do que aquela verificada in
vitro pela exposicdo isolada dos microrganismos ao baixo pH e aos sais biliares (ERKKILA;
PETAJA, 2000).
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5 CONCLUSAO

As culturas de Lactobacillus casei, Lactobacillus casei ssp. rhamnosus e Lactobacillus
paracasei ssp. paracasei testadas apresentaram resisténcia a adicdo concomitante de 3% de
cloreto de sodio e 200 ppm de nitrito de sédio em meio de cultura, permitindo sua utilizacdo

como culturas probi6ticas em produtos carneos curados.

A suplementacéo de tetraciclina ao agar MRS na concentragdo de 10 mg/ L promoveu
o0 crescimento seletivo de Pediococcus pentosaceus, possibilitando a contagem isolada dessa
bactéria lactica da cultura starter e a enumeracéo dos Lactobacillus probidticos adicionados

aos embutidos carneos.

Os embutidos que receberam a adicdo das culturas de Lactobacillus mostraram
redugcdo mais rapida do pH durante o processamento, devido a atividade fermentativa desses

microrganismos associada a acidificacdo gerada pelas bactérias lacticas da cultura starter.

A presenca de Lactobacillus rhamnosus intensificou o gosto &cido dos embutidos,

tornando seu sabor menos apreciado e de menor preferéncia na avaliagdo sensorial.

A adicdo de Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus paracasei
aos embutidos provocou redugéo no desenvolvimento de Staphylococcus xylosus, tornando a
cor dos produtos mais clara e de tonalidade avermelhada menos intensa. Por outro lado, a
presenca das culturas probioticas ndo interferiu no crescimento de Pediococcus pentosaceus
que, para a maioria dos periodos de avaliacdo, mostrou melhor desenvolvimento quando em

conjunto com os Lactobacillus.

A cepa de Lactobacillus paracasei demonstrou maior capacidade de crescer no meio
carneo, apresentando melhor viabilidade celular durante os periodos de processamento e

armazenamento dos embutidos em comparaco a cultura de Lactobacillus casei.
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A acdo do extrato hidroetandlico de marcela do campo na reducdo da oxidagéo dos
lipideos foi verificada somente nos embutidos que receberam a adigdo concomitante do
extrato vegetal e de Lactobacillus paracasei, porém ndo foi constatada diminuicdo dos

valores de TBA nos embutidos que receberam o antioxidante natural isoladamente.

Os embutidos adicionados de Lactobacillus paracasei e extrato de marcela do campo
exibiram o melhor perfil sensorial entre os tratamentos testados, mostrando estabilidade

sensorial e a preferéncia dos provadores durante 0 armazenamento.

O uso do extrato hidroetandlico de marcela do campo ndo influenciou o
desenvolvimento de Lactobacillus paracasei que manteve-se estavel nos embutidos durante o
armazenamento, apresentando niimero de células superior a 108 UFC/ g ao final de 150 dias

de estocagem sob refrigeracao.

Comprovou-se a capacidade de crescimento de Lactobacillus paracasei em meio com
pH 3,0 e concentracdo de 0,3% de sais biliares por um periodo de 4 horas, indicando a

possibilidade de sua sobrevivéncia durante o transito gastrintestinal.

Ficou demonstrada a viabilidade da utilizacdo de culturas probidticas de Lactobacillus

em embutido carneo fermentado, preservando as caracteristicas de qualidade do produto.
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ANEXQOS

ANEXO 1 - FICHA DE RESPOSTA APRESENTADA AOS PROVADORES NA
AVALIAGCAO SENSORIAL DOS EMBUTIDOS FERMENTADOS

NOME: DATA:

Vocé estad recebendo amostras de produto carneo fermentado adicionado de bactérias
lacticas probidticas. Utilize a escala abaixo como modelo para pontuar os atributos de acordo
com sua intensidade e anote o valor correspondente a sua avaliacdo para cada amostra na
tabela a sequir.

Atributos de qualidade

Gosto acido

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Fraco intermediario forte

Sabor

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Ruim indiferente bom
Aroma

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Fraco intermediario forte

Cor

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Fraca intermediaria forte
Textura

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Suave intermediaria firme

Aspecto (aparéncia visual)

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Ruim indiferente bom
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Atributos

Amostra 115

Amostra 390

Amostra 586

Amostra 924

Gosto acido

Sabor

Aroma

Cor

Textura

Aspecto

Ordene as amostras de acordo com a ordem de sua preferéncia

1°. 2°.

30

40,
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ANEXO 2 — ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) DOS RESULTADOS OBTIDOS NAS
DETERMINACOES  FISICO-QUIMICAS,  MICROBIOLOGICAS E
SENSORIAIS DOS EMBUTIDOS FERMENTADOS E APRESENTADOS
NO EXPERIMENTO 1

1 Determinagéo de pH/ tempo 25 dias

Fonte da variagcéo SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 0.481 3 0.160333 8.016667 0.0362651 6.591392
Dentro dos grupos 0.08 4 0.02

Total 0.561 7

2 Determinacéo da atividade de agua/ tempo 25 dias

Fonte da variagéo SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 0.0007375 3 0.000246 1.22916667 0.408494 6.591392321
Dentro dos grupos 0.0008 4 0.0002

Total 0.0015375 7

3 Determinacdo de umidade/ tempo 25 dias

Fonte da variagéo SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 68.12647 3 22.70882 113544.1  0.0000 6.591392
Dentro dos grupos ~ 0.0008 4 0.0002

Total 68.12727 7

4 Determinacéo de perda de peso/ tempo 25 dias

Fonte da variagdo SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 21.8715 3 7.290502 36452.51  0.0000 6.591392
Dentro dos grupos  0.0008 4 0.0002

Total 21.8723 7

5 Determinacéo de perda de diametro/ tempo 25 dias

Fonte da variagéo SQ al MQ F valor-P F critico
Entre grupos 14.56326 3 4.854419 942.6056  0.0000 6.591392
Dentro dos grupos  0.0206 4 0.00515

Total 14.58386 7
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6 Contagem de Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus paracasei/

tempo 25 dias

Fonte da variagédo SQ gl MQ F valor-P F critico

Entre grupos 0.194058 2 0.097029 601.8726 0.000124  9.552082

Dentro dos grupos  0.000484 3 0.000161

Total 0.194542 5

7 Avaliacdo sensorial/ tempo 25 dias

a) Gosto 4cido

Fonte da variagdo SQ gl MQ F valor-P  F critico
Provadores 73.23611111 17  4.308006536 1.629648707 0.090851 1.827146
Tratamentos 31.93055556 3 10.64351852 4.026269702 0.012032 2.78623
Erro 134.8194444 51  2.643518519

Total 239.9861111 71

b) Sabor

Fonte da variagdo SQ gl MQ F valor-P  F critico
Provadores 58.44444444 17  3.437908497 1.074200136 0.402606 1.827146
Tratamentos 12.27777778 3 4.092592593 1.278761062 0.291586 2.78623
Erro 163.2222222 51 3.20043573

Total 233.9444444 71

c) Aroma

Fonte da variacdo SQ gl MQ F valor-P F critico
Provadores 78.94444444 17 464379085 1.53070018 0.121421919 1.827146
Tratamentos 1077777778 3 3.592592593 1.184201077 0.324996747 2.78623
Erro 1547222222 51  3.033769063

Total 244.4444444 71

d) Cor

Fonte da variagdo SQ al MQ F valor-P F critico
Provadores 46.11111111 17 2.712418301 1.52200489 0.124511055 1.827146
Tratamentos 5611111111 3 1.87037037 1.049511002 0.378745295 2.78623
Erro 90.88888889 51 1.782135076

Total 1426111111 71
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e) Textura

Fonte da variacdo SQ gl MQ F valor-P_ F critico
Provadores 70.61111111 17 4.153594771  1.7122 0.070969 1.827146
Tratamentos 1277777778 3 4.259259259  1.7557 0.167391 2.78623
Erro 123.7222222 51  2.425925926

Total 207.1111111 71

) Aspecto

Fonte da variagdo SQ gl MQ F valor-P F critico
Provadores 79.77777778 17 4.692810458 1.595555556 0.100481745 1.827146
Tratamentos 22 3  7.333333333 2.493333333 0.070417397 2.78623
Erro 150 51 2941176471

Total 2517777778 71
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ANEXO 3 — ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) DOS RESULTADOS OBTIDOS NAS
DETERMINACOES  FISICO-QUIMICAS,  MICROBIOLOGICAS E
SENSORIAIS DOS EMBUTIDOS FERMENTADOS E APRESENTADOS
NO EXPERIMENTO 2

1 Determinagéo de pH/ tempo 84 dias

Fonte da variagcéo SQ gl MQ F valor-P_ F critico
Entre grupos 1.614744 2 0.807372  679.0981  0.00000 3.682317
Dentro dos grupos  0.017833 15  0.001189

Total 1.632578 17

2 Determinac&o da atividade de agua

a) Tempo 01 dia

Fonte da variagéo SQ gl MQ F valor-P_ F critico
Entre grupos 0.000013 2 0.000006 15 0.353553 9.552082
Dentro dos grupos  0.000013 3 0.000004
Total 0.000026 5

b) Tempo 28 dias
Fonte da variagéo SQ al MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 0.004154 2 0.002077167 201.0161 0.000637 9.552082
Dentro dos grupos  0.000031 3 0.000010
Total 0.004185 5

c) Tempo 84 dias
Fonte da variagéo SQ al MQ F valor-P F critico
Entre grupos 0.000097 2 0.000048 14.6 0.028438 9.552082
Dentro dos grupos 0.00001 3 0.0000033
Total 0.000107 5

3 Determinacéo de umidade

a) Tempo 1 dia
Fonte da variagéo SQ gl MQ F valor-P_ F critico
Entre grupos 5379633 2 2.689817  0.550927  0.625478 9.552082
Dentro dos grupos  14.64705 3 4.88235

Total 20.02668 5
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b) Tempo 84 dias

Fonte da variagéo SQ gl MQ F valor-P _ F critico
Entre grupos 15.8283 2 7.91415 800.7572  0.000080 9.552082
Dentro dos grupos 0.02965 3 0.009883

Total 15.85795 5

4 Contagem de Lactobacillus paracasei e Lactobacillus casei/ tempo 28 dias

Fonte da variagéo SQ gl MQ F valor-P_ F critico
Entre grupos 1.833142 1 1.833142 806.8952  0.001237 18.51276
Dentro dos grupos  0.004544 2 0.002272

Total 1.837685 3

5 Contagem de Pediococcus pentosaceus/ tempo 28 dias

Fonte da variagéo SQ al MQ F valor-P F critico
Entre grupos 0.041917 2 0.020958 6.777757  0.077138 9.552082
Dentro dos grupos  0.009277 3 0.003092

Total 0.051193 5

6 Avaliacdo sensorial

a) Gosto 4cido/ tempo 28 dias

Fonte da variagdo SQ al MQ F valor-P  F critico
Provadores 62.148148 17  3.65577342  1.00449 0.477069 1.93320
Tratamentos 49259259 2 246296296 0.676743  0.514983 3.2759
Erro 123.74074 34  3.63943355

Total 190.81481 53

b) Gosto acido/ tempo 84 dias

Fonte da variagdo SQ al MQ F valor-P  F critico
Provadores 95.5 17 5.61765 15872576 0.123156 1.933206
Tratamentos 9 2 45 12714681 0.293416  3.2759
Erro 120.3333 34 3.53922

Total 224.8333 53

c) Sabor/ tempo 28 dias

Fonte da variagdo SQ gl MQ F valor-P  F critico
Provadores 15.203703 17 0.894335512 0.374032  0.982932 1.93320
Tratamentos 8.0370370 2 4.018518519 1.680638  0.20136  3.2759
Erro 81.296296 34 2.391067538

Total 104.53703 53




d) Sabor/ tempo 84 dias
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Fonte da variacdo SQ gl MQ F valor-P_ F critico
Provadores 4533333 17 2.666666667 0.8784 0.601155 1.933206
Tratamentos 10.77778 2 5.388888889 1.775 0.184826 3.2759
Erro 103.2222 34 3.035947712

Total 159.3333 53

e) Aroma/ tempo 28 dias
Fonte da variacdo SQ gl MQ F valor-P_ F critico
Provadores 21.92592593 17 1.289760349 0.309867 0.993687 1.933206
Tratamentos 4481481481 2 2240740741 0.538341 0.588609 3.2759
Erro 1415185185 34 4.162309368
Total 167.9259259 53

f) Aroma/ tempo 84 dias
Fonte da variagdo SQ al MQ F valor-P  F critico
Provadores 7459259 17 4.387799564 1.2254335 0.297713 1.933206
Tratamentos 18.92593 2 9.462962963 2.6428354 0.085735 3.2759
Erro 121.7407 34 3.580610022
Total 2152593 583

g) Cor/ tempo 28 dias
Fonte da variagdo SQ al MQ F valor-P  F critico
Provadores 30.81481481 17 1.812636166 0.654345 0.822879 1.933206
Tratamentos 63.81481481 2 31.90740741 11.51829 0.000152 3.2759
Erro 9418518519 34 2.770152505
Total 188.8148148 53

h) Cor/ tempo 84 dias
Fonte da variagdo SQ al MQ F valor-P  F critico
Provadores 29.64815 17 1.744009 0.75412153 0.728004 1.933206
Tratamentos 59.37037 2 29.68519  12.836081 0.00007  3.2759
Erro 78.62963 34 2.312636
Total 167.6481 53

i) Textura/ tempo 28 dias
Fonte da variacdo SQ gl MQ F valor-P_ F critico
Provadores 50.31481481 17 2.959694989 1.181304 0.328898 1.933206
Tratamentos 30.81481481 2 15.40740741 6.149565 0.005253 3.2759
Erro 85.18518519 34 2.505446623
Total 166.3148148 53
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Fonte da variacdo SQ gl MQ F valor-P_ F critico
Provadores 42148148 17 2.479302832 1.017434 0.465052 1.933206
Tratamentos 27.814815 2 13.90740741 5.707197 0.007292  3.2759
Erro 82.851852 34 2436819172
Total 152.81481 53
I) Aspecto/ tempo 28 dias
Fonte da variagdo SQ al MQ F valor-P  F critico
Provadores 28.16666667 17 1.656862745 0.655886 0.821514 1.933206
Tratamentos 2777777778 2 1.388888889 0.549806 0.582106  3.2759
Erro 85.88888889 34 2.526143791
Total 116.8333333 53
m) Aspecto/ tempo 84 dias
Fonte da variagdo SQ al MQ F valor-P  F critico
Provadores 48.31481 17 2.84204793 0.751873199 0.730253 1.933206
Tratamentos 5481481 2 2.740740741 0.725072046 0.491627 3.2759
Erro 128.5185 34 3.779956427
Total 182.3148 53
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ANEXO 4 — ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) DOS RESULTADOS OBTIDOS NAS

DETERMINACOES  FISICO-QUIMICAS,  MICROBIOLOGICAS E
SENSORIAIS DOS EMBUTIDOS FERMENTADOS E APRESENTADOS
NO EXPERIMENTO 3

1 Determinagéo de pH/
a) Tempo 03 dias

Fonte da variagéo SQ al MQ F valor-P  F critico
Blocos 0.002619 3 0.000873  0.599428 0.63135 3.862539
Tratamentos 1.035619 3 0.345206 ~ 237.0515 0.00000 3.862539
Erro 0.013106 9 0.001456
Total 1.051344 15

b) Tempo 28 dias
Fonte da variagdo SQ gl MQ F valor-P  F critico
Blocos 0.129 3 0.043 2.522 0.123 3.86
Tratamentos 2.253 3 0.751 44.08 0.0001 3.86
Erro 0.153 9 0.017
Total 2.536 15

2 Determinacéo da atividade de agua/ tempo 178 dias
Fonte da variagéo SQ al MQ F valor-P  F critico
Blocos 0.00006 3 0.000020 1.23946  0.351446 3.862539
Tratamentos 0.001942 3 0.000647 39.30354 0.000016 3.862539
Erro 0.000148 9 0.000016
Total 0.002152 15

3 Determinagdo de umidade/ tempo 178 dias
Fonte da variagdo SQ gl MQ F valor-P  F critico
Blocos 2.06045 1 2.06045 1.86542  0.265383 10.12796
Tratamentos 48.59765 3 16.19922 14.6659  0.026848 9.276619
Erro 3.31365 3 1.10455
Total 53.97175 7

4 Determinacéo de perda de peso/ tempo 28 dias
Fonte da variagdo SQ gl MQ F valor-P  F critico
Blocos 0.966968 1 0.966968 1472113 0.031217 10.12796
Tratamentos 88.11723 3 29.37241  447.1658 0.000179 9.276619
Erro 0.197057 3 0.065686
Total 89.28126 7
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5 Determinacédo de perda de diametro/ tempo 28 dias

Fonte da variagéo SQ gl MQ F valor-P_ F critico
Blocos 0.007586 1 0.007586  0.066239 0.813538 10.12796
Tratamentos 22.10923 3 7.369743  64.35051 0.003199 9.276619
Erro 0.343575 3 0.114525

Total 22.46039 7

6 Determinacéo de proteinas
a) Tempo 01 dia

Fonte da variagéo SQ gl MQ F valor-P  F critico
Blocos 2.42 1 242 3.705216 0.149915 10.12796
Tratamentos 1.16 3 0.386667 0.592018 0.661341 9.276619
Erro 1.9594 3 0.653133
Total 5.5394 7

b) Tempo 28 dias
Fonte da variagéo SQ al MQ F valor-P  F critico
Blocos 9.1592 1 9.1592 5928924 0.092919 10.12796
Tratamentos 13.50105 3 4.50035 2913162 0.201641 9.276619
Erro 4.6345 3 1.544833
Total 27.29475 7

c) Tempo 178 dias
Fonte da variagcéo SQ gl MQ F valor-P_ F critico
Blocos 0.784378 1 0.784378  0.142775 0.730688 10.12796
Tratamentos 38.90507 3 1296836  2.360542 0.249485 9.276619
Erro 16.48142 3 5.493805
Total 56.17087 7

7 Determinac&o de lipideos/ tempo 28 dias
Fonte da variagdo SQ al MQ F valor-P  F critico
Blocos 1.044012 1 1.044012 9.066872 0.057161 10.12796
Tratamentos 2408024 3 8.026746  69.70939 0.002843 9.276619
Erro 0.345438 3 0.115146
Total 2546969 7
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8 Oxidacao lipidica/ valores de TBA
a) Tempo 01 dia

Fonte da variagédo SQ gl MQ F valor-P  F critico
Blocos 0.0026405 1 0.0026 1.73037543 0.27986 10.12796
Tratamentos 0.0666522 3 0.0222 14559727 0.02712 9.276619
Erro 0.0045778 3 0.0015
Total 0.0738705 7

b) Tempo 78 dias
Fonte da variagéo SQ gl MQ F valor-P  F critico
Blocos 0.000386 1 0.0004 2.611511 0.204508 10.12796
Tratamentos 0.587026 3 0.196 1324.799 0.000035 9.276619
Erro 0.000443 3 0.0001
Total 0.587855 7

c) Tempo 178 dias
Fonte da variagéo SQ al MQ F valor-P  F critico
Blocos 0.003304 3 0.001101 1.065585 0.410981 3.862539
Tratamentos 0.029636 3 0.009879 9.55814  0.003693 3.862539
Erro 0.009302 9 0.001034
Total 0.042241 15

9 Determinacdo de L*

a) Tempo 01 dia
Fonte da variagéo SQ al MQ F valor-P  F critico
Blocos 29.1437 4 7.2859 2.16672486 0.134743  3.2592
Tratamentos 14.1305 3 4.7102 140073786 0.290435  3.4903
Erro 40.3517 12 3.3626
Total 83.6259 19

b) Tempo 28 dias
Fonte da variagéo SQ al MQ F valor-P  F critico
Blocos 3.90727 4 0.9768 0.25413133 0.901595  3.2592
Tratamentos 96.9659 3 32.322 8.40896858 0.002798  3.4903
Erro 46.125 12 3.8438

Total 146.998 19




c) Tempo 50 dias
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Fonte da variagéo SQ gl MQ F valor-P_ F critico
Blocos 36.459 4 9.115 2.7181 0.0803  3.25916
Tratamentos 99.347 3 33.12 9.87548 0.0015 3.4903
Erro 40.24 12 3.353
Total 176.05 19

d) Tempo 78 dias
Fonte da variagédo SQ gl MQ F valor-P  F critico
Blocos 8.03237 4 2.0081 1.283 0.33051  3.2592
Tratamentos 115.19 3 38.397 24.52 0.000021  3.4903
Erro 18.78835 12 1.5657
Total 142.01072 19

e) Tempo 133 dias
Fonte da variagédo SQ gl MQ F valor-P  F critico
Linhas 11.595 4 2.899 2.06711 0.1485  3.25916
Colunas 302.07 3 100.7 71.8011 0.00000  3.4903
Erro 16.828 12 1.402
Total 330.49 19

f) Tempo 178 dias
Fonte da variagcéo SQ gl MQ F valor-P_ F critico
Linhas 9.5942 4 2.399 2.9338 0.0662  3.25916
Colunas 230.14 3 76.71 93.8339 0.00000  3.4903
Erro 9.8107 12 0.818
Total 249.55 19

10 Determinacdo de a*

a) Tempo 01 dia
Fonte da variagéo SQ al MQ F valor-P  F critico
Blocos 2.30895 4 0.5772 0.32693792 0.85458  3.2592
Tratamentos 31.7374 3 10.579 5.99184407 0.009776  3.4903
Erro 21.187 12 1.7656
Total 55.2334 19

b) Tempo 28 dias
Fonte da variagéo SQ al MQ F valor-P  F critico
Blocos 13.1976 4 3.2994 3.25175697 0.050315  3.2592
Tratamentos 10.3247 3 3.4416 3.39188997 0.053819  3.4903
Erro 12.1758 12 1.0146
Total 35.6981 19




c) Tempo 50 dias
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Fonte da variagcéo SQ gl MQ F valor-P_ F critico
Blocos 1.58488 4 0.3962 0.141 0.96368  3.2592
Tratamentos 0.755815 3 0.2519 0.09 0.96441 3.4903
Erro 33.76036 12 2.8134
Total 36.101055 19

d) Tempo 78 dias
Fonte da variagcéo SQ gl MQ F valor-P_ F critico
Blocos 1.3802 4 0.345 0.5217 0.7218  3.25916
Tratamentos 37.089 3 12.36 18.6927 0.00008  3.4903
Erro 7.9365 12 0.661
Total 46.405 19

e) Tempo 133 dias
Fonte da variagéo SQ al MQ F valor-P  F critico
Linhas 13.42352 4 3.3559 3.095 0.05757  3.2592
Colunas 3.383215 3 1.1277 1.04 0.41008  3.4903
Erro 13.01356 12 1.0845
Total 29.820295 19

f) Tempo 178 dias
Fonte da variagéo SQ al MQ F valor-P  F critico
Linhas 0.72427 4 0.1811 1.30604995 0.322461  3.2592
Colunas 5.6054 3 1.8685 13.477354 0.000378  3.4903
Erro 1.66365 12 0.1386
Total 7.99332 19

11 Contagem de Lactobacillus

a) Tempo 01 dia
Fonte da
variagéo gl MQ F valor-P F critico
Linhas 0.0526991 1 0.0526991 2.3921896 0.219675261 10.1279625
Colunas 7.8243884 3 2.6081295 118.39176 0.001298055 9.27661858
Erro 0.066089 3 0.0220297
Total 7.9431765 7




b) Tempo 28 dias
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Fonte da

variagéo SQ gl MQ F valor-P F critico
Linhas 0.0006864 1  0.0006864 3.6787568 0.150932682 10.1279625
Colunas 1.1110813 3 0.3703604 1985.0576  0.000019  9.27661858
Erro 0.0005597 3  0.0001866

Total 11123274 7

12 Contagem de Pediococcus pentosaceus/ tempo 28 dias

Fonte da

variagéo SQ al MQ F valor-P F critico
Linhas 0.301873182 3  0.100624 2.294411  0.146584  3.862539
Colunas 1522576863 3  0.507526 11.57246  0.001922  3.862539
Erro 0.394706834 9  0.043856

Total 2.21915688 15

13 Avaliacdo sensorial

a) Gosto 4cido/ tempo 28 dias

Fonte da variagdo SQ gl MQ F valor-P F critico
Provadores 147361111 17 0.86683 0.447616  0.964469  1.827146
Tratamentos 16.4861111 3 549537 2.837716  0.047088 2.78623
Erro 08.7638888 51  1.936547

Total 129.986111 71

b) Sabor/ tempo 28 dias

Fonte da variagdo SQ al MQ F valor-P F critico
Provadores 40.5 17  2.382352 0.919293 0.55679863 1.827146
Tratamentos 57.3333333 3  19.11111 7.374527 0.00033869 2.78623
Erro 132.166666 51  2.591503

Total 230 71

c) Sabor/ tempo 78 dias

Fonte da variagdo SQ al MQ F valor-P F critico
Provadores 4211111111 17 2477124183 1.29794521 0.231785 1.82714643
Tratamentos 17.66666667 3 5.888888889 3.08561644 0.035303 2.78622991
Erro 97.33333333 51 1.908496732

Total 157.1111111 71




d) Aroma/ tempo 78 dias
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Fonte da variacdo SQ gl MQ F valor-P_ F critico
Provadores 42.9444444 17 2526144 0.983044 0.490590 1.827146
Tratamentos 89.9444444 3 29.98148 11.66723 0.000006 2.78623
Erro 131.055555 51 2.569717
Total 263.944444 71

e) Cor/ tempo 28 dias
Fonte da variacdo SQ gl MQ F valor-P_ F critico
Provadores 23.90278 17 1.4060457 0.951354 0.52312 1.827146
Tratamentos 92.375 3 30.791666 20.83416 0.00000 2.78623
Erro 75.375 51  1.4779411
Total 191.6528 71

f) Cor/ tempo 78 dias
Fonte da variagdo SQ al MQ F valor-P  F critico
Provadores 29.56944 17 1.7393790 0.771842 0.71490 1.827146
Tratamentos 114.8194 3 38.273148 16.98356 0.00000  2.78623
Erro 114.9306 51 2.2535403
Total 259.3194 71

g) Cor/ tempo 133 dias
Fonte da variagdo SQ al MQ F valor-P  F critico
Provadores 42.402777 17 2.4942810 0.971983 0.50184 1.827146
Tratamentos 74.375 3 24.791666 9.660936 0.00003 2.786229
Erro 130.875 51  2.5661764
Total 247.65277 71




h) Cor/ tempo 178 dias
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Fonte da variagéo SQ gl MQ F valor-P__ F critico
Provadores 62.56944 17 3.680556 1.494526 0.134742 1.827146
Tratamentos 40.15278 3 13.38426 5.434811 0.002546  2.78623
Erro 125.5972 51 2.462691

Total 228.3194 71

i) Textura/ tempo 28 dias

Fonte da variacdo SQ gl MQ F valor-P F critico
Provadores 29 17 1.7058823 0.93214 0.543222 1.827146
Tratamentos 113.666666 3 37.888888 20.7035 0.000006  2.78623
Erro 93.3333333 51  1.8300653

Total 236 71

j) Textura/ tempo 78 dias

Fonte da variagdo SQ al MQ F valor-P F critico
Provadores 57.2361111 17  3.3668300 0.94036 0.534587 1.827146
Tratamentos 122.152777 3  40.717592 11.3725 0.000008 2.78623
Erro 182.597222 51  3.5803376

Total 361.986111 71

I) Textura/ tempo 133 dias

Fonte da variagdo SQ al MQ F valor-P F critico
Provadores 50.77777778 17 2.986928 1.25895317 0.25667311 1.827146434
Tratamentos 66 3 22 9.27272727 0.0000536132 2.786229913
Erro 121 51 2.372549

Total 237.7777778 71

m) Textura/ tempo 178 dias

Fonte da variacdo SQ gl MQ F valor-P F critico
Provadores 126.9028 17  7.464869 1.891588  0.040987 1.827146
Tratamentos 24.48611 3 8162037 2.068249 0.115983 2.78623
Erro 201.2639 51  3.946351

Total 352.6528 71

n) Aspecto/ tempo 28 dias

Fonte da variacdo SQ gl MQ F valor-P F critico
Provadores 33.61111111 17 1.97712418 0.570575291 0.89801643 1.827146
Tratamentos 30.27777778 3 10.0925926 2.912606099 0.04315644 2.78623
Erro 176.7222222 51 3.46514161

Total 240.6111111 71




0) Aspecto/ tempo 78 dias
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Fonte da variacdo SQ gl MQ F valor-P F critico
Provadores 16.5694444 17  0.974673 0.390593 0.9818628 1.827146
Tratamentos 734861111 3 2449537 9.816327 0.0000323 2.78623
Erro 127.263888 51 2.49537

Total 217.319444 71
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ANEXO 5 - ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) DOS RESULTADOS
APRESENTADOS NO  TESTE DE RESISTENCIA DE
LACTOBACILLUS PARACASEI AO BAIXO pH E AOS SAIS BILIARES

1 Resisténcia ao baixo pH

a) Tempo 0 hora

Fonte da variagcéo SQ gl MQ F valor-P_ F critico
Entre grupos 0.025269 2 0.012635  3.815115 0.149923 9.552082
Dentro dos grupos 0.009935 3 0.003312
Total 0.035205 5

b) Tempo 4 horas
Fonte da variagéo SQ al MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 0.130059 2 0.065029 11.26433 0.040285 9.552082
Dentro dos grupos 0.017319 3 0.005773
Total 0.147378 5

2 Resisténcia aos sais biliares/ tempo 4 horas
Fonte da variagcéo SQ gl MQ F valor-P_ F critico
Entre grupos 0.425842 2 0.212921  27.25567 0.011914 9.552082
Dentro dos grupos 0.023436 3 0.007812
Total 0.449278 5




