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RESUMO

Este estudo teve como objetivo desenvolver um starter misto com potencial
para aplicagdo em conservagao de linguica fresca, a diferentes temperaturas. Para
tanto buscou-se isolar novas cepas de bactérias lacticas a partir de embutidos
artesanais da regido sul do Brasil e combina-las com outros “starters” usuais,
visando uma melhora na cor e aroma/sabor do produto final. Foram testadas 4
formulacbes “starter’, ao todo. Essas combinagdes foram avaliadas, durante o
armazenamento a 5 °C, quanto a variagdo do pH, das contagens em placa de
bactérias lacticas e coliformes totais e através de teste de perfil de caracteristicas
sensoriais. Os “starters” utilizados, nas concentragdes e quantidades empregadas,
nao mostraram atividade inibitéria relevante frente os coliformes totais, quando a
temperatura de armazenamento foi de 5 °C. Ja em condigcdes de abuso de
temperatura (15 °C) foi possivel verificar uma inibigdo maior dos coliformes totais
com redugdo préoxima a 2 ciclos Log.. Frente a situagdo de
congelamento/descongelamento o tratamento 4, que continha uma cepa de
Lactobacillus produtora de bacteriocina, mostrou acao inibitéria mais eficaz sobre os
coliformes apoOs esse tratamento. Os atributos sensoriais e a preferéncia foram
influenciados pela qualidade inicial da matéria-prima utilizada na elaboracdo das
linguicas. As analises sensoriais realizadas mostraram uma boa aceitagdo das
linguigas adicionadas de cultivo iniciador, sendo estas algumas vezes preferidas ao
controle ndo inoculado.

Palavras-chave: linglica “toscana”; coliformes; bactérias laticas; cultivos
iniciadores; condi¢des de armazenamento



ABSTRACT

The objective of this work was the development of a starter for application to
improve sausage quality. To achieve this objective, strains of lactic acid bacteria
were isolated from non inoculated dry sausages of the south of Brazil. They were
mixed whit other starters to obtain a better color and flavor in the final product. Four
formulations were tested. Microbial and sensory analyses were carried out during the
storage period. The pH evaluation was observed. The lactic acid bacteria used, at
the concentrations and quantities employed didn’t shown a relevant inhibition of the
total coliforms during the storage at 5 °C. In temperature abuse (15 °C) the inhibition
of the coliforms was ~2 log cycles. When the freezing/defreezing of the sausages
was made the treatment 4, with bacteriocinogenic strain, showed a greater inhibitory
action. The microbial quality of the employed meat was diverse and it was reflected
in the sensory evaluation. The sensory analyses of the inoculated fresh sausages
had a good acceptance for the panel. Sometimes they were preferred to non
inoculated sausages.

Key-words: sausage; coliforms; lactic acid bacteria; starters; storage conditions.



INTRODUGAO

Atualmente, o Brasil é o segundo maior produtor mundial de carne bovina,
terceiro maior produtor de carne de frango e oitavo maior produtor de carne suina.
No entanto, o consumo nacional, anual, per capita dessas carnes, estimado em 36
kg de carne bovina, 30 kg de aves e 12 kg de suinos, ainda € muito pequeno quando
comparado aos niveis de consumo dos paises mais desenvolvidos (GAGLEAZZI et
al., 2002).

Nas gondolas e refrigeradores dos supermercados, os pereciveis, incluindo as
carnes, sao os que dao margem de lucro ao setor varejista. Segundo balango da
Abras apresentado por José Milton Dallari, atual consultor da Associagao Brasileira
de Supermercados (Abras), em 2003, estes produtos responderam por 34,8% das
vendas dos estabelecimentos varejistas. Os derivados de carne também lideram
hoje o ranking dos principais setores em faturamento. O consumidor ainda prefere a
carne bovina. Isso se reflete na dimensdo de cada segmento carneo nos agougues
das lojas: 60% das carnes tém origem bovina; 34% de aves; e 5% de suinos. Dallari
destacou ainda que o consumidor escolhe os produtos com base em cinco
conceitos, respectivamente: cor, frescor, procedéncia, teor de gordura e
consisténcia. Ja o varejo compra atentando para a cor, procedéncia, frescor, tipo de
criacao e teor de gordura (TORRES, 2005).

Segundo estudo realizado por Gagleazzi, et al.(2002), as carnes preferidas
pelos consumidores em geral ndo sdo aquelas adquiridas com maior frequéncia no
momento da compra. O preco, apesar de ser importante na determinacao do tipo de
carne a ser consumido, estd sempre associado a outro fator principal, geralmente o
fator cultural, o qual se mostrou determinante no consumo de carnes. Os
consumidores mostraram dar maior importancia aos atributos de saude, qualidade e
segurancga alimentar (saude da carne, limpeza dos funcionarios e estabelecimentos,
bem como as condicbes de armazenamento e transporte) do que ao fator prego
(GAGLEAZZI et al., 2002).

Agregar valor, esta € a expressao de ordem para a agroindustria da carne.
Em um mercado cada vez mais competitivo e com o aumento da exigéncia dos
consumidores por qualidade, o melhoramento continuo dos produtos torna-se

imperativo para a sobrevivéncia das empresas no setor (ODA et al., 2004).
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Entre os objetivos principais da industrializagdo da carne encontram-se: o

aumento da vida util, o desenvolvimento de diferentes sabores e a utilizacdo da
partes do animal de dificil comercializagcdo quando no estado fresco (TERRA, 2003).

Devido ao elevado consumo mundial de carne suina e sendo o Brasil o maior
produtor da América Latina, estudar alternativas para agregar valor a esta matéria-
prima é de extrema importancia para o desenvolvimento deste setor. Atualmente, o
Brasil ainda possui uma tecnologia insipiente para a producdo de embutidos de alto
valor agregado. A alternativa proposta nesse projeto é possibilitar o acesso dos
frigorificos brasileiros a uma tecnologia nacional, melhor adaptada a matéria-prima e
as condi¢gdes ambientais de nosso pais e que favoregca a seguranga microbioldgica

em concordancia com as novas exigéncias de qualidade do consumidor.



1 OBJETIVOS

O presente projeto teve por objetivo global o desenvolvimento de um cultivo
iniciador misto para emprego em linguicas “tipo toscana” , visando a obteng¢ao de um

produto final de alta qualidade microbiolégica e organoléptica.

1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Isolamento de bactérias lacticas de embutidos fabricados na regido sul do Brasil.

- Selecao das bactérias isoladas para serem utilizadas na producdo de embutidos.

- Caracterizagao bioquimica e fisiolégica das bactérias selecionadas.

- Testes dos “starters” desenvolvidos na formulacdo dos embutidos.

- Avaliar o efeito de alteracdes na temperatura de armazenamento da linguiga “tipo
toscana”, sobre o comportamento dos “starters” e o controle dos coliformes.

- Verificar a importancia da carga inicial dos coliformes.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 INDUSTRIALIZACAO DA CARNE

A industrializagdo consiste na transformagdo das carnes em produtos
carneos; tendo este processo inicio na produgao de carnes com qualidade (TERRA,
2003).

A designagdo produtos de salsicharia vale como termo genérico para
produtos carneos picados, cominuidos ou migados em variados graus. S&o
constituidos por carnes de diversas espécies e/ou sangue, visceras e outros tecidos
animais apropriados para o consumo. Podem ser curados ou nao, embutidos ou
nao, quando embutidos devem utilizar-se de envoltérios naturais ou artificiais

aprovados pelas autoridades competentes (GUAHYBA, 2005).

2.1.1 Classificagao dos produtos de salsicharia

Os produtos embutidos podem ser classificados em:
- Embutidos de massa cozida a seco — ex.: mortadelas, salsichas.
- Embutidos de massa escaldada — ex.: morcelas, pastas ou patés.
- Embutidos de massa crua ou semi-crua — dessecados (ex.: salames, paio) e

frescais (ex.: linguicas diversas).

Exemplos de produtos de salsicharia ndo embutidos sdo: bolos de carne,
hamburgueres, quibes, almdndegas e etc. (GUAHYBA, 2005).

Segundo artigo 412 do RIISPOA: entende-se por “embutido” todo produto
elaborado com carne ou 6rgéos comestiveis curados ou n&o, condimentado, cozido
ou ndo, defumado e dessecado ou nao, tendo como envoltorio tripa, bexiga ou outra

membrana animal.



2.1.2 Matéria-prima

O RIISPOA, independentemente da disciplinagdo do emprego de aditivos,
ligadores, condimentos e especiarias, agua e gelo e da caracterizagdo de
determinados produtos de salsicharia, proibe, para o preparo de produtos
alimenticios, o emprego de amidalas, glandulas salivares, ovarios, bago, nodos

linfaticos e hemolinfaticos e testiculos.

2.1.3 Aditivos e ingredientes

O emprego dos aditivos, do calor e do frio, bem como do uso de boas praticas
de fabricagdo possibilitam a obtencdo de produtos carneos saudaveis e seguros
(TERRA, 2003). Os aditivos mais empregados em produtos de salsicharia nos
estabelecimentos sob inspecdo federal, a par dos respectivos codigos, sé&o
(GUAHYBA, 2005):

- Conservadores — nitratos (P.VII) e nitritos (P.VIII);
- Estabilizantes - polifosfatos (ET.IV);

- Antioxidantes — acido ascorbico (A.l);

- Corantes — corantes naturais (urucum) (C.1);

- Acidulantes — glucono-delta-lactona (H.X);

- Umectantes — propilenoglicol (U.IV);

- Antiumectantes - fosfato tricalcico (A.U.llI);

- Aromatizantes-flavorizantes — esséncias naturais (F.I).

2.1.4 Diagrama geral de fabricagdao dos embutidos

1- Trituragao
O grau de trituracdo difere muito dos distintos produtos elaborados e
freqUentemente constitui uma caracteristica particular de cada produto; alguns séo

compostos de carne picada grosseiramente e outros de massa fina.
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Os equipamentos normalmente utilizados sdo picadoras ou trituradoras,

“cutters” e moinhos (ROCA, 2004).

2- Mistura
Uma fase prévia da emulsdo consiste na mistura da carne, especiarias e
outros condimentos. Nesta fase, os ingredientes, especialmente os sais de cura e os

condimentos devem ser distribuidos 0 mais uniformemente possivel (ROCA, 2004).

3- Emulséao

A emulsado da carne constitui um sistema de duas fases, a fase dispersa
formada por particulas de gordura sélida ou liquida e a fase continua por agua que
contém dissolvidas e suspensas proteinas soluveis. Na emulsido da carne, as
proteinas soluveis dissolvidas na fase aquosa atuam como agentes emulsionantes,

recobrindo todas as particulas de gordura dispersas (Figura 1).

FIGURA 1 - ESQUEMA DE UMA EMULSAO DE CARNE.

capa de proteina sallvel

fibor & muEcLulsr
fibra de tecido conjuntivo

FONTE: FORREST et al., 1979.

Para que a emulsdo carnea seja estavel, € absolutamente necessario as
proteinas se encontrarem dissolvidas ou solubilizadas. As proteinas miofibrilares
(actina e miosina) sado insoluveis em agua e solugdes salinas diluidas, mas sao

soluveis em solugdo salina mais concentrada. Uma das fungdes mais importantes do



;
sal nas emulsdes de embutidos é solubilizar estas proteinas na fase aquosa para

que se encontrem em condi¢des de recobrir as particulas de gordura (2% de sal na
massa de carne é adequado, 3% € um pouco mais efetivo e acima de 3% podera
haver restricbes quanto a palatabilidade). O sal e a trituragdo causam ruptura das
paredes celulares em consequéncia, as proteinas soluveis em sal sdo extraidas
(ROCA, 2004).

2.2 FATORES PARA SEGURANCA DOS ALIMENTOS

2.2.1 Processo de cura

Os produtos carneos curados sao aqueles em cuja elaboragéo sao utilizados
os sais de cura. Estes sais sdo constituidos de uma mistura de cloreto de sddio,
nitrato e nitrito ou de apenas cloreto de sddio e nitrito. A cor final do produto curado
depende da mistura de quantidades convenientes dos sais de cura com a
mioglobina, existente na carne (TERRA, 2003).

Adicionados os sais de cura a massa carnea, ocorrem uma série de reacodes,
resultando na formagao de NO. A passagem de nitrito a acido nitroso é facilitada em
pH acido (pH = 5,7); por isso, nas curas rapidas para linguicas, é pratica corrente a
adicao de acido citrico (TERRA, 2003).

Tanto durante a geragdo de NO como do hemocromo, ha necessidade de um
ambiente redutor, o que justifica o uso do acido ascoérbico ou de seus sais, bem
como de certos agucares (TERRA, 2003).

E importante ter cuidado na quantidade de sais de cura utilizados na mistura
com a carne, pois 0s extremos podem ser nocivos ao consumidor. Em certas
situagoes, o nitrito residual pode, junto as aminas secundarias existentes na carne,
originar as nitrosaminas. Estas sdo potencialmente cancerigenas, visto gerarem o
cation nitrénio que, ao reagir com o DNA, provoca mutagdes. Tanto o fixador de cor
(acido ascorbico e seus sais) como os “starter” impedem a formagdo das
nitrosaminas (TERRA, 2003).
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Muitos problemas de coloracdo dos produtos carneos sido devidos a alta

porcentagem de metamioglobina entre os pigmentos resultantes da cura.

A cura além de colaborar para o desenvolvimento da cor e do aroma, protege
contra varios microrganismos e contra a oxidagdo da gordura (TERRA, 2003). A
atividade antimicrobiana dos nitritos depende do pH e aumenta a medida que este
ultimo diminui de 7,0 a 5,0 (ICMSF, 1980).

O cloreto de sédio € um ingrediente de grande importancia na industrializagao
de carnes. O sal em altas concentragdes inibe o crescimento microbiano por
aumento da pressdo osmoética e redugdo da atividade agua. J& em baixas
concentracbes, favorece a retengdo de agua pela carne. As concentragbes
normalmente empregadas na formulagao dos embutidos (2-3%) néo exercem agao
conservadora, e sim aromatizante (GUAHYBA, 2005).

Os acgucares, quando adicionados sob a forma de monossacarideos as
formulagcées de embutidos, servem como fonte de energia para o desenvolvimento
do cultivo iniciador, que produz acidos organicos baixando o pH e inibindo os

microrganismos patogénicos.

2.2.2 Resfriamento

Possivelmente a temperatura seja o fator mais importante, que afeta a
viabilidade e o desenvolvimento dos microrganismos. Ela interfere na duragcdo da
fase de laténcia, na velocidade de crescimento, no numero final de células, nas
necessidades nutritivas e na composi¢cdo quimica e enzimatica das células. A
temperatura envolvida no processamento e armazenagem de um alimento contribui
na determinag&o da microbiota contaminante (TABELA 1).

Os efeitos letais da refrigeragdo e do congelamento dependem do
microrganismo considerado, do microambiente e das condigdes de armazenamento.
Consideram-se temperaturas de refrigeracao aquelas que vao de -1 °C a 7 °C.
Quando os alimentos sao refrigerados e mantidos a temperaturas adequadas, a

deterioragdo somente ocorrera em fungao dos psicrotréficos (ICMSF, 1980).



TABELA 1 — Temperaturas importantes para os microrganismos procarioticos.

Grupos Temperatura (°C)
Minima Otima Maxima
Termofilos 40 — 45 55-75 60 — 90
Mesdfilos 5-15 30-45 35 -47
Psicrofilos -5-5 12-15 15-20
Psicrotroficos -5-5 25-30 30-35

FONTE: ICMSF, 1980.

2.2.3 pH e Acidez

A acidez pode ser um fator basico na preservacao ou ter um papel auxiliar,
cujo efeito se combina com outros fatores tais como: conservadores quimicos,
temperatura, atividade de agua e etc. As células de diferentes espécies microbianas
apresentam tolerancia distinta a acidificagao interna, ou a acumulacédo de anions, e
suas membranas exibem caracteristicas diversas quanto a permeabilidade por
acidos lipofilicos.

Os acidos organicos sao bacteriostaticos mais eficientes, normalmente, a
baixas temperaturas (ICMSF, 1980).

2.2.4 Fermentagao carnea

A descoberta do processo de conservagao de carnes foi ao acaso por meio
de tentativas, pela adicdo de cloreto de sodio e agucar, seguido por um periodo de
armazenagem. A adigado destes ingredientes nao pretendia, somente, langar um
novo produto no mercado, mas gerar maior vida-de-prateleira (GRIS et al., 2004). O
principal objetivo da fermentagcdo das carnes é a conservagdo do produto,
contribuindo para a estabilidade e qualidade (WARD, 1991). Com o tempo,
observou-se que o processo de fermentacdo melhorava pelo uso de uma porcao
retirada do produto ja fermentado para iniciar o préoximo lote. Isso representou o
primeiro uso de cultura “starter”, pois, anteriormente, as fermentagées ocorriam

devido a presenga de uma microbiota natural da carne crua (GRIS et al., 2004).
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Na fermentacdo espontanea, que ocorre durante a etapa de maturacdo dos

embutidos fermentados, o antagonismo microbiano é utilizado empiricamente
(HUGAS e MONFORT, 1997; LUCKE, 2000).

Os microrganismos presentes ou adicionados aos alimentos podem atuar
como (MEDINA, 2004):

- agentes originadores de sabores e caracteristicas fisicas desejaveis;
- originadores de sabores estranhos e defeitos fisicos e,
- contaminantes produtores ou nao de toxinas microbianas.

Os microrganismos  utilizados industrialmente devem  apresentar
caracteristicas tais como: atividade metabdlica rapida e especifica; constancia
fisiolégica; necessidades operacionais simples e resisténcia (MEDINA, 2004).

As bactérias lacticas podem interferir com a multiplicacdo de bactérias
deteriorantes e patogénicas por meio de varios mecanismos: competicdo por
oxigénio, competicdo por sitios de ligacdo e produgcdo de substancias
antagonisticas, especialmente acidos e bacteriocinas. (HUGAS e MONFORT, 1997;
LUCKE, 2000; DE MARTINS et al., 2002).

2.2.4.1 “Starters” para embutidos

A utilizagao de cultivos “starters” para a producao de embutidos fermentados
vem sendo estudada para que seja possivel a elaboragdo de produtos de alta
qualidade, padronizados e que apresentem melhora nas caracteristicas
organolépticas, em um curto periodo de maturacdo (PAPAMANOLI et al., 2002).

Cultivos “starters” para carnes sdo preparagdes com microrganismos Vivos
que desenvolvem uma atividade metabolica desejavel na carne (TYOPPONEN,
2002).

Os cultivos iniciadores usados em produtos carneos curados consistem,
normalmente, de um microrganismo tipicamente acidificante como Lactobacillus sp
ou Pediococcus sp. para estabilizar o produto biologicamente, e um organismo com
caracteristicas nitrato redutoras. Este microrganismo nitrato redutor, normalmente, é

Micrococcus sp. ou Staphylococcus coagulase negativa (GRIS et al., 2004). Os
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“starters” para essa finalidade podem ser isolados apenas de plantas ou de carne

(HUGAS e MONFORT, 1997).

Os microrganismos utilizados como “starters” em embutidos fermentados

devem apresentar determinadas caracteristicas (GRIS et al., 2004):

- boa producéo de acido lactico;

- relagcdo adequada de crescimento em diferentes temperaturas;

- resisténcia durante a fermentacao;

- formacao de sabor e ndo formacéo de perdxido e aminas biogénicas;

- tolerar ou possuir efeito de sinergismo com outros componentes do “starter”;

- efeito antagbnico com patdgenos e outros microrganismos indesejaveis
presentes no processo tecnologico e,

- gerar fatores que acrescentem valores nutricionais e econémicos ao produto
final.

Os “starters” bacterianos podem realizar uma ou mais das seguintes
atividades: glicolise, protedlise, lipdlise e producédo de exopolissacarideo (MEDINA,
2004).

Normalmente se empregam dois tipos de cultivos iniciadores (UBA, 2004):

- Simples ou definido — constituido por uma unica cepa ou um grupo de cepas
identificadas.

- Mescla ou composto — mais de uma cepa, cada uma das quais com
caracteristicas especiais.

A preparacdo de “starters” concentrados é feita por cultivos em batelada;
sendo as principais etapas (UBA, 2004):

1. Escolha do meio de crescimento (que normalmente € complexo);
Incubagao — temperatura, agitacao, aeragcao e pH controlados (pH = 6);
Separacao das células (centrifugacao);

Escolha de diluente adequado e,

o &> DN

Conservagao (congelamento ou liofilizagao).
Os fatores que afetam a elaboragao dos “starters” sdao (MEDINA, 2004):
- tipo de microrganismo;
- in6culo;
- substrato (tipo, concentragéo e qualidade) e,

- temperatura.
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O uso de cultivos iniciadores tem propiciado as industrias obter processos de

fermentacdo e produtos mais uniformes e seguros, com redugao de tempo de
maturagdo, gerando-se desta maneira, produtos com melhores caracteristicas

organolépticas, nutricionais, quimicas e microbiolégicas (GRIS et al., 2004).

Os fatores de seguridade introduzidos pelos sais de cura, crescimento
seletivo de bactérias lacticas e o emprego da refrigeragao minimizam a possibilidade

de desenvolvimento de agentes patogénicos (ICMSF, 1980).

2.3 CARACTERISTICAS DAS BACTERIAS EMPREGADAS COMO “STARTERS”

2.3.1 Lactobacillus sake

Os Lactobacillus encontram-se divididos em 3 grupos segundo suas
caracteristicas metabdlicas:

- homofermentadores obrigatérios (Grupo A) — as hexoses (<85%) séo
fermentadas a acido lactico pela via de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP),
auséncia de fosfocetolase e da fermentagao de pentoses,

- heterofermentadores facultativos (Grupo B) — as hexoses sao fermentadas quase
que exclusivamente a acido lactico pela via EMP, presenca de aldolases e
fosfocetolases, fermentagao de pentoses; na presencga de glucose as enzimas da
via do fosfogluconato sdo reprimidas,

- heterofermentadores obrigatérios (Grupo C) — hexoses sao fermentadas pela via
do fosfogluconato produzindo quantidades equimolares de lactato, etanol
(acetato) e CO,, pentoses podem ser fermentadas.

Lactobacillus sake pertence ao grupo filogenético de Lb. casei-Pediococcus e

ao Grupo B. Suas células sdo bastdées com terminagcdes rombudas, 0,6-0,8 por 2,0-

3,0 um, ocorrendo individualmente ou em pequenas cadeias. Durante a fase

estacionaria de crescimento podem mostrar-se ligeiramente curvos e irregulares.

Algumas cepas crescem de 2-4 °C. Possuem racemase do acido lactico e a indugéo

desta, na maioria das cepas, € reprimida pela presenca de acetato. A maioria das
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cepas produz L(+)-acido lactico em caldo MRS; entretanto algumas produzem acido

lactico inativo neste meio (WOOQOD, B. J. B.; HOLZAPFEL, W. H., 1995).

2.3.2 Pediococcus pentosaceus

Pertence ao grupo filogenético de Lb. casei-Pediococcus. Suas células
apresentam de 0,6-1,0 um de diametro, ocorrendo individualmente, em pares,
tétrades, ou em agrupamentos irregulares. O crescimento ocorre a pH 8,0 e pH 4,5.
O intervalo de maxima temperatura para crescimento € 39-45 °C. O intervalo 6timo
de temperatura para o crescimento é 28-32 °C. Ha crescimento na presencga de 9-
10% de NaCl. E capaz de fermentar maltose e hidrolizar arginina. E incapaz de
hidrolizar amido, produzir gas a partir do gluconato e fermentar sucrose e melizitose.
Produz DL-acido lactico a partir da glucose. Algumas cepas produzem pediocinas.

A maioria das cepas de Pediococcus pentosaceus subsp. intermedius
apresenta faixa de crescimento de 8-45 °C (WOOQOD, B. J. B.; HOLZAPFEL, W. H.,
1995).

2.3.3 Staphylococcus carnosus subsp. carnosus

Apresentam-se na forma de cocos Gram positivos, imoveis, ndo esporulaveis.
Quando visualizados ao microscopio otico, suas células podem se encontrar
sozinhas, aos pares ou em pequenos “cachos”. Sao anaerdbios facultativos,
catalase positivos, coagulase negativo, reduzem nitratos a nitritos e nitritos.
Mostram-se sensiveis a novobiocina e a lisostafina (200 pg/mL), resistentes a
lisozima (1600 pg/mL). Crescem facilmente a temperatura de 15-42 °C. Suportam
concentragdes de até 15% de cloreto de sédio (EUZEBY, 2006).
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2.3.4 Staphylococcus xylosus

E capaz de crescer numa faixa de temperatura entre 15 — 45 °C, em
concentragcbes de NaCl de até 15%, mas nao cresce em pH inferior a 5,4 (GEISEN
et al.,, 1992). Segundo Geisen et al. (1992) e Licke (1994), as atividades
metabdlicas desenvolvidas por este microrganismo e de interesse em produtos
fermentados sdo: producdo de catalase, nitrato redutase, redugdo do oxigénio na
superficie do produto e liberacdo de enzimas proteases e lipases, que auxiliam no

desenvolvimento do aroma e sabor.

2.3.5 Lactobacillus sp.

O lactobacilo LC1 foi isolado de salame artesanal nao inoculado e o LS1,
produtor de substancia inibitéria tipo bacteriocina, foi obtido da colecdo do
Laboratério de Processos Biotecnologicos (LPB) da Universidade Federal do

Parana.

2.4 MICRORGANISMOS PATOGENICOS

2.4.1 Patoégenos presentes em embutidos

O objetivo primordial da higiene dos alimentos é proteger a saude do
consumidor. As alteragdes alimentares comumente denominadas intoxicagdes

alimentares, podem ter sua causa entre as citadas abaixo:

» alteragdes bioldgicas e/ou microbiolégicas do alimento;

* presencga de substancias quimicas nocivas ou em quantidades nocivas.

No primeiro grupo encontram-se as alteracbes causadas por virus e

organismos uni/pluricelulares e seus produtos metabdlicos. Esses agentes podem
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gerar enfermidades infecciosas, quando da ingestdo de quantidade suficiente do

agente viavel; ou intoxicagbes, quando da ingestdo de metabdlitos toxicos pré-
formados. Em muitos casos os sintomas da intoxicacdo aparecem combinados com
os da infecgdo, passando o quadro a ser denominado de toxiinfecgdo (SINELL,
1981).

Os agentes causais do segundo grupo podem originar agdes toxicas em longo
prazo ou mesmo agudas.

Microrganismos indicadores sdo grupos ou espécies de microrganismos que,
quando presentes em um alimento, podem fornecer informacgdes sobre:
- aocorréncia de contaminacao de origem fecal,
- a presenca de patdgenos,
- a deterioragao potencial do alimento e
- as condigdes higiénico-sanitarias do  processamento, produgdo e

armazenamento.

A flora da carne fresca é constituida por microrganismos Gram negativos e
espécies pertencentes ao género Pseudomonas, Moraxella e Acinetobacter, além de
representantes da familia Enterobacteriaceae (BARBUTI e PAROLARI, 2000).

A carne devido ao seu elevado valor nutricional e a sua grande quantidade de
agua disponivel, torna-se um meio propicio ao crescimento de microrganismos
deteriorantes e patogénicos (TERRA, 2003). Tem sido relatada, em embutidos,
presenca de diferentes tipos de patégenos como Escherichia coli, Salmonella,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e outros (BARBUTI e PAROLARI,
2002). Os microrganismos presentes na superficie do pernil resfriado provém de
operagdes posteriores ao sacrificio do animal e sua origem pode ser tanto ambiental
quanto intestinal (CORNEJO et al., 1988).

2.4.1.1 Salmonelas

O agente causal da salmonelose é bacilo gram negativo, na grande maioria

movel, com flagelos peritriqueos. E de grande importancia epidemioldgica a divisdo
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do género Salmonella em tipos soroldgicos, os quis sao distribuidos nhum esquema

de identificacdo pratica denominado esquema de Kauffmann & White. A
patogenicidade das salmonelas varia de acordo com o tipo sorologico, idade e
condigbes de saude do hospedeiro. De modo geral, as salmonelas causam no adulto
normal, apenas uma enterocolite que evolui sem complicacdes e desaparece dentro
de uma semana ou menos (excetuando-se a S. typhi e as S. paratyphi A e B). Nas
criangas as salmonelas frequentemente invadem a circulagdo provocando infecgao
em outros 6rgaos (TRABULSI, 1998).

Nao sao inibidas pelas concentragdes usuais de NaCl, nitritos, nem pelo pH
de muitos alimentos. No entanto sao facilmente destruidas por tratamento térmico e

a maioria das espécies nao cresce a temperaturas inferiores a 6 °C (ICMSF, 1980).

2.4.1.2 Listeria

O género Listeria compreende a L. monocytogenes, que é patogénica para o
homem e varias outras espécies nao patogénicas. A L. monocytogenes pode ser
subdividida em grupos e tipos sorolégicos, com base em seus antigenos somaticos
e flagelares. Uma caracteristica importante desse microrganismo € a capacidade de
causar beta-hemolise (TRABULSI, 1998). Listeria spp. sdo bacilos anaerdbios
facultativos, que nao formam esporos, ndo tem capsula e sdo moévies dentro do
intervalo de temperatura de 10 a 25 °C (COLLINS et al., 1991).

Os sinais clinicos de infecgdo por L. monocytogenes sdo muito parecidos em
todos os hospedeiros suscetiveis.Duas formas basicas de apresentacdo podem ser
distinguidas: listeriose perinatal e listeriose no paciente adulto. Em ambos os casos,
a forma clinica predominante corresponde a infeccao generalizada ou a infecgao
local do sistema central (SCHUCHAT et al., 1991).

A L. monocytogenes pode ser um problema em produtos carneos
fermentados com atividade agua relativamente alta e producgao insuficiente de acido.
Em produtos carneos, condi¢cdes de elevada temperatura e lenta produgao de acido
podem favorecer a multiplicacdo desse tipo de microrganismo (SCHILLINGER,
1996).
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2.4.1.3 Campylobacter

O género Campylobacter é constituido de bacilos gram negativos curvos,
espiralados ou em forma de S. Sdo moveis e podem apresentar flagelo monotriqueo
ou politriqueo. S&o microaerdfilos restritos, precisando de 5-6% de O, para proliferar
(TRABULSI, 1998).

O C. jejuni € um germe enteropatogénico que eventualmente invade a
circulagao, causando infec¢gdes em diferentes 6rgéos. A infecgao intestinal localiza-
se nos intestinos delgado e grosso, onde a bactéria adere e prolifera. Na maioria dos
pacientes a manifestacdo principal da infeccdo é diarréia aquosa, semelhante a
causada por bactérias enterotoxigénicas. Este microrganismo também é capaz de
produzir uma enterotoxina, semelhante a enterotoxina termolabil de E. coli, podendo

estar envolvida na manifestagao da diarréia (TRABULSI, 1998).

2.4.1.4 Staphylococcus aureus

A intoxicagao alimentar estafilococica € provocada pela ingestdo de toxinas
previamente formadas no alimento contaminado por S. aureus. Essas toxinas séo
chamadas enterotoxinas, sendo atualmente cinco (A, B, C, D e E). As enterotoxinas
estafilococicas sao termoestaveis. Entre os sintomas de intoxicagcédo por esse agente
estdo vémito e diarréia (TRABULSI, 1998).

Quando as condi¢cdes sao favoraveis nos alimentos, os estafilococos se
multiplicam e ao alcangarem niveis proximos a 10° UFC/g, quantidade suficiente de
enterotoxina para causar intoxicagao ja terao sido formada. A causa mais frequente
desse tipo de intoxicagdo € a manutencdo dos alimentos a temperaturas nao
adequadas (MOSSEL, 1993).

A formacao de toxinas € possivel dentro da faixa de temperatura que vai de
6,7 a 45,5 °C. A producéo de toxinas pode nao ocorrer a a, = 0,89 e mesmo a baixos
valores de pH (4,0) (SINELL, 1981).

A maioria das carnes curadas contém apenas de 3 — 6 % de NaCl na fase

aquosa, o que constitui um ambiente apto para a producao de toxina por S. aureus;
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na presengca de oxigénio suficiente. Contudo, em embutidos fermentados, as

condi¢cdes anaerdbias do interior da massa, constituem um sistema inibidor de seu
crescimento e toxigénese. Mesmo sendo capaz de crescer a 7 °C, a producao de
enterotoxinas € fortemente afetada pelas baixas temperaturas. Além disso, € um

microrganismo facilmente destruido pelo calor (ICMSF, 1980).

2.4.1.5 Clostridium

Sao conhecidos sete tipos toxigénicos de C. botulinum, sendo que as toxinas
tém o mesmo mecanismo de acdo diferindo apenas imunologicamente. O homem é
sensivel as toxinas A, B, E e F (TRABULSI, 1998).

Tem-se conhecimento de 3 formas clinicas de botulismo. A mais comum € o
botulismo da intoxicagao alimentar que se estabelece em consequéncia da ingestao
da toxina pré-formada no alimento contaminado (TRABULSI, 1998).

Algumas espécies sao capazes de se desenvolver a temperaturas inferiores a
15 °C, porém muito lentamente. Contudo, os esporos parecem ser mais afetados
pelo pH e composicao do meio, que pela temperatura. Clostridium botulinum,
principalmente o do tipo B, pode ser encontrado em carnes cruas e curadas e pode
se desenvolver naquelas submetidas a um curado suave e que se conservam a
temperaturas maiores que 15 °C. Muitas cepas e as toxinas de Clostridium
botulinum se destroem facilmente a temperaturas moderadas (60 — 80 °C) (ICMSF,
1980).

C. perfringens pode causar infecgdes ao nivel de varios 6rgaos e tecidos, as
mais conhecidas sendo: intoxicagdo alimentar, gangrena gasosa e infecgdes intra-
abdominais. O agente da intoxicacao alimentar € C. perfringens tipo A. Os alimentos
geralmente implicados sao: carne de mamiferos e aves fria ou requentada,
empanadas, molhos e de modo especial os pratos pré-cozidos. Apds a ingestao de
um alimento com quantidades iguais ou superiores a 10° células vegetativas/g os
germes se multiplicam no intestino e esporulam. Durante a esporulagdo ocorre a
formacéo e a liberacdo da enterotoxina. Os sintomas se apresentam de 8 a 24 h
depois da ingestdo do alimento e consistem principalmente em espasmos
abdominais e diarréia (MOSSEL, 1993).
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2.4.1.6 Escherichia

Em torno de 60, dos 171 sorogrupos O de E. coli, sdo mais frequentemente
encontrados em associacdo com o homem. Dos 60, aproximadamente 35
sorogrupos sao agentes de infecgao intestinal, correspondendo a 4 categorias de E.
coli enteropatogénicas denominadas: E. coli enteropatogénica classica (EPEC), E.
coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC) e E. coli
enterohemorragica (EHEC) (TRABULSI, 1998).

As EPEC sao os agentes mais frequentes de diarréia infantil, no Brasil. Os
mecanismos de patogenicidade destes cocobacilos envolvem aderéncia a mucosa
intestinal e talvez a producgao de toxinas (TRABULSI, 1998).

A principal manifestacdo clinica provocada pela EHEC é a diarréia
sanguinolenta. A doenga colite hemorragica, descrita nos EUA e Canada, foi
associada a ingestdo de hamburgueres contaminados com E. coli O157:H7. As
EHEC produzem duas citotoxinas, conhecidas por veratoxinas | e Il. Varios estudos
sugerem que estas toxinas s&o as substéncias responsaveis pela hemorragia
intestinal e também pela sindrome hemolitica-urémica que as vezes, acompanha a
colite hemorragica (TRABULSI, 1998).

2.5 ANALISE SENSORIAL

A anadlise sensorial possibilita um controle dos atributos sensoriais de
qualidade, mas n&o visa a protecdo do consumidor. Entretanto € um meio para os
fabricantes de alimentos determinarem a preferéncia e aceitacdo do mercado, frente
a novos produtos (VAZ, 2005).

Os métodos de anadlise sensorial podem ser classificados como
discriminativos, descritivos e afetivos. Segundo Pereira e Amaral (1997), os métodos
descritivos definem os atributos importantes de um alimento (cor, sabor, textura) e

medem a intensidade de tais atributos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAS

Para o isolamento dos microrganismos foram utilizados 11 embutidos
produzidos de maneira artesanal (sem aditivos microbianos) e que apresentaram
boas condi¢cdes de higiene e qualidade. Os produtos foram adquiridos no comércio
da regiao sul do Brasil, em locais onde exista a tradicao na produgao de embutidos
fermentados.

As amostras foram armazenadas sob refrigeragdo até o momento do

isolamento.

3.2 MEIOS DE CULTIVO

Os meios utilizados para o isolamento, crescimento e manutengao das cepas
de bactérias lacticas foram: MRS, APT e Eliker. Para o crescimento e manutencao
das cepas de estafilococos foi utilizado meio sal-manitol (MANUAL DIFCO, 1984).

3.3 ISOLAMENTO E ANALISE DAS BACTERIAS DE INTERESSE

Asceticamente, foram coletados 10 g de amostra de cada embutido e
transferidos para Erlenmeyers com 90 mL de diluente estéril contendo peptona (1
g.L"), NaCl (0,85 g.L") e Tween 80 (1 mL.L™"). Homogeneizou-se por 60 segundos a
100 rpm utilizando “shaker”. Diluicbes apropriadas para cada amostra foram
preparadas em agua peptonada (1 g.L™") e inoculadas em duplicata em meio de
cultivo para proceder ao isolamento. As cepas de bactérias lacticas foram cultivadas

em agar MRS, APT e Eliker. As condigdes de incubagao foram: aerobiose, 35 °C por
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48 horas. O esquema do procedimento utilizado para o isolamento se encontra na

Figura 2.

FIGURA 2 — ESQUEMA DO PROCEDIMENTO PARA ISOLAMENTO DE BACTERIAS LACTICAS DE
EMBUTIDOS ARTESANAIS.
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Foram selecionadas e purificadas colénias crescidas na superficie dos

diversos meios de cultivo, que apresentaram aspecto macroscopico distinto. As
culturas puras foram primeiramente caracterizadas segundo a coloracdo pelo
método de Gram, morfologia celular e prova da catalase. Cocos, cocobacilos e
bacilos Gram positivos que apresentaram catalase negativa foram submetidos a
provas fisiolégicas.

As provas fisiolégicas foram: producdo de CO. e crescimento a diferentes
temperaturas. Para a prova de produgao de gas as cepas isoladas foram cultivadas
em caldo MRS com tubos de Duhran, sem citrato de aménio, com in6culo de 10%
(v/v) e incubadas a 35 °C por 24 horas (SCHILLINGER e LUCKE, 1987). Para a
prova de crescimento a diferentes temperaturas, as cepas foram inoculadas a 10%
em MRS e incubados a 5 °C, 10 °C e 15 °C, por periodo de 3-7 dias. Num primeiro
momento o crescimento foi avaliado como positivo (com turvagédo a olho nu) ou
negativo (sem turvagao a olho nu).

Avaliou-se a variagao do pH das bactérias lacticas isoladas cultivando-as em
caldo MRS inoculado a 10% e incubado a 35 °C por 48h. Sendo que o pH foi

verificado apos 24 e 48 horas de incubacgao.

3.4 MANUTENCAO DAS CEPAS ISOLADAS

As cepas de bactérias lacticas foram mantidas em agar MRS a 4 °C (MURO e
LUCHI, 1989).

3.5 SELECAO DAS CEPAS ISOLADAS

Em resumo, os critérios determinantes na selecdo das cepas isoladas para
aplicagao na producgao de linglica toscana foram:
— ser Gram positiva;

- catalase negativa;
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- negativa para produgao de CO;

- crescimento positivoa 5°C e

— apos 48 horas de incubagcao pH entre 5,5 e 5,0.

As bactérias selecionadas para inoculagdo das lingligas tiveram seu
crescimento (@ 5 °C e a 15 °C) acompanhado até estabelecimento da fase

estacionaria, por leitura da absorbancia a 660 nm em espectrofotometro UV/visivel.

3.6 OBTENGAO DA MATERIA-PRIMA PARA ELABORAGAO DE LINGUICA
FRESCA “TIPO TOSCANA” NAO DEFUMADA

A carne suina (pernil desossado) foi adquirida em agougue, gozando de boa
reputacao, no comércio local da cidade de Santa Maria (ensaios 1 e 2) e de Curitiba
(ensaio 3). A carne foi comprada no mesmo dia em que seria processada e até
aquele momento foi mantida sob refrigeracdo. Os demais ingredientes foram
adquiridos em estabelecimento destinado a comercializacdo de insumos para
estabelecimentos comerciais de pequeno porte; também do comeércio local das

cidades citadas acima.

3.7 CULTURAS INICIADORAS

Foram utilizadas as seguintes combinagdes de microrganismo para a

inoculagao das linguigas:

Tratamento 1 - Lactobacillus sake (Lact. sake) € Staphylococcus carnosus
(St.carnosus)

Tratamento 2 — Lactobacillus LC1 e Staphylococcus xylosus (St. xylosus)

Tratamento 3 — Pediococcus pentosaceus (Ped. pentosaceus) € Staphylococcus
xylosus (St. xylosus)

Tratamento 4 — Lactobacillus LS1 e Staphylococcus xylosus (St. xylosus)
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A cepa de Lactobacillus LC1 foi isolada neste trabalho e as demais cepas citadas

anteriormente foram obtidas do banco de cepas do Laboratério de Processos
Biotecnolégicos da UFPR (LPB). Cada microrganismo foi cultivado individualmente
em meio comercial especifico a 35° C por 48 h. A biomassa produzida foi separa por
centrifugacéo a 4500 rpm, com temperatura controlada de 10° C. Em sequéncia
procedeu-se a liofilizacdo destas, utilizando como crioprotetor o leite desnatado. A
concentracdo da biomassa liofilizada foi determinada através da contagem de
células viaveis em agar MRS (para as BAL) e agar sal-manitol (para os

estafilococos).

3.8 ELABORACAO DA LINGUICA “TIPO TOSCANA” N&o defumada

Para a elaboragao das linguicas foi utilizada a seguinte formulagao base:

TABELA 2 - Formulagao base de linguiga frescal “tipo toscana”.

Matéria-prima Quantidades (Kg)
Pernil suino desossado (30% G) 100.0
Ingredientes Quantidades (Kg)
Agua destilada gelada 10.0
Sal (Synth) 0.60
Condimento completo para linguica 1.0
toscana (Dicarne)
Cura R15 (Dicarne) 0.54
Fixador de cor R40 (Dicarne) 0.90
Alho 0.05
Pimenta branca 0.05
Glicose anidra (Synth) 0.20

FONTE: A autora.

A carne foi moida em moedor com disco n° 5 e homogeneizada manualmente
com os demais ingredientes e o embutimento foi feito com embutideira manual. O
embutimento foi feito em tripa suina (calibre 40), previamente mantida em solugao
aquosa de vinagre.

Diagrama de fluxo do Processamento Geral de Linguigcas é apresentado na

Figura 3:
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FIGURA 3 - DIAGRAMA DE FLUXO DO PROCESSAMENTO GERAL DE LINGUICA
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A partir dessa massa obteve-se um lote de lingliga controle e outros quatro
com diferentes culturas iniciadoras. Foram realizados 3 ensaios sequenciais
conforme consta na Tabela 3.

O ensaio 1 foi realizado no Laboratorio de Microbiologia de alimentos na
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), sob orientagdo do professor Dr.
Nelcindo Nascimento Terra. As analises deste ensaio foram iniciadas no dia
13/10/2005 e encerradas no dia 31/10/2005. O ensaio 2 foi realizado no Laboratério

de Microbiologia de Alimentos na UFSM, sob orientagdo do professor Dr. Nelcindo
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Nascimento Terra. As analises deste ensaio foram iniciadas no dia 04/11/2005 e

encerradas no dia 27/11/2005. E o ensaio 3 foi realizado no frigorifico de
propriedade do Sr. Antonio Juglair Pereira, localizado num municipio da regiao
metropolitana da cidade de Curitiba. As analises deste ensaio tiveram inicio no dia
13/12/2005 e término no dia 27/12/2005.

TABELA 3 - Esquema seguido na realizagao dos ensaios.

Ensai | Tratamentos | Quantidade dos “starters” Duracgao e condigoes
os (UFC/100 g de carne) das analises
1.1 Lact. sake — 5,0 x 10°
St. carnosus — 4,5 x 10°
1 1.2 Lactobacillus LC1 — 4,9 x 107 16 diasa 5°C
St. xylosus — 8,7 x 10°
1.3 Ped. pentosaceus — 5,0 x 10°
St. xylosus — 1,16 x 10’
2.1 Lact. sake — 1,5 x 107
St. carnosus — 9,0 x 10°
2 2.2 Lactobacillus LS1 — 1,47 x 108 25diasa5°C
St. xylosus — 1,74 x 107
2.3 Ped. pentosaceus — 1,0 x 107
St. xylosus — 2,32 x 10’
3a.1 Lact. sake — 3,0 x 108
St. carnosus — 1,5 x 10°
3a 3a.2 Lactobacillus LC1. — 2,94 x 10"° 8 diasa5°C
St. xylosus — 1,0 x 10° e
3a.3 Ped. pentosaceus — 5,0 x 10° 4 diasa 15°C
St. xylosus — 1,0 x 10°
3a.4 Lactobacillus LS1 — 6,0 x 107
St. xylosus — 1,0 x 10°
3b.1 Lact. sake — 3,0 x 108
St. carnosus — 1,5 x 10°
3b 3b.2 Lactobacillus LC1. — 2,94 x 10"° 8 diasa 5 °C,
St. xylosus — 1,0 x 10° 34 diasa-20°C e
3b.4 Lactobacillus LS1 — 6,0 x 107 mais 4 dias a 5 °C
St. xylosus — 1,0 x 10°

3.8.1 Linguiga controle

A massa obtida anteriormente foi embutida em tripa natural de suino,
posteriormente  acondicionadas em  embalagens de polietieno com
aproximadamente 100 g por embalagem e armazenadas sob refrigeragao.

3.8.2 Linguicas adicionadas de culturas iniciadoras
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Estas foram preparadas conforme as especificagbes mencionadas na tabela

2. Ap6s homogeneizagao manual foram embutidas, embaladas e armazenadas da

mesma forma que as do lote controle.

3.9 PLANO DE AMOSTRAGEM

No ensaio 1 as analises microbiologicas, de determinacdo do pH foram
realizadas no tempo zero e a cada 2 dias. No ensaio 2 as analises microbiolégicas,
de determinagao do pH foram realizadas no tempo zero e a cada 3 dias. No ensaio
3 as analises microbioldgicas, de determinagdo do pH foram realizadas no tempo
zero e a cada 4 dias até o 8° dia (temperatura de 5 °C) e depois a cada 2 dias até o
12° dia (temperatura de 15 °C). O aumento da temperatura de armazenamento, no
ensaio 3, busca ressaltar a influéncia das culturas bioprotetoras frente a uma
“temperatura de abuso”. Esse tipo de estudo é particularmente importante em
alimentos refrigerados, visto que frequentemente a temperatura de armazenamento
€ a barreira primaria, ndo sendo raro a ocorréncia de abuso de temperatura
(SCOTT, V., 1989).

3.10 ANALISES MICROBIOLOGICAS

As analises microbioldgicas realizadas foram a contagem de bactérias
lacticas, utilizando agar MRS (SIQUEIRA, R. S., 1995) e contagem de coliformes
totais utilizando agar VRB segundo Métodos Analiticos Oficiais para Analises
Microbiolégicas para Controle de Produtos de Origem Animal e Agua (BRASIL,

2003). Estas analises foram feitas em duplicata.
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3.11 DETERMINACAO DO pH

O pH foi determinado com medidor de pH DIGIMED® em um homogeneizado
de 10 g da amostra com 100 mL de agua deionizada (TERRA, e BRUM, 1988). Esta

analise foi realizada em triplicata.

3.12 ANALISE SENSORIAL

A analise sensorial foi realizada por 10 avaliadores nao treinados através de
uma ficha de avaliacao, utilizando uma escala heddnica de 1,0 a 5,0 para avaliar o
produto carneo assado (forno médio — alto por 1,0 hora) quanto a cor, aroma, sabor,
textura e aceitabilidade. O valor 5,0 representava um produto de total aceitabilidade
onde o provador gostou muitissimo e 1,0 um produto inaceitavel onde o provador
desgostou muitissimo (MORAES 1993). Na Figura 4 encontra-se o modelo da ficha

utilizada na avaliacdo sensorial.
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FIGURA 4 — MODELO DE FICHA PARA ANALISE SENSORIAL

ANALISE SENSORIAL DE LINGUIGA FRESCAL (assada)

Data:

Analista:
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3.13 AVALIACAO DO CRESCIMENTO DAS CULTURAS “STARTER” UTILIZADAS
A DIFERENTES TEMPERATURAS

Os cultivos iniciadores utilizados na elaboragdo das linguigas toscana foram
avaliados quanto a capacidade de crescimento a 5 °C, 15 °C e 35 °C. Para tanto,
tubos de ensaio com 20 mL de caldo MRS foram inoculados com 0,02 mL dos
cultivos de 48 horas (35 °C) das bactérias lacticas e com 0,01 mL dos cultivos de 24
horas (35 °C) dos estafilococos. Procedeu-se a incubagdo nas temperaturas ja
citadas acima e o crescimento foi acompanhado por meio da variagao do valor de
absorbancia a 660 nm, em fungdo do tempo. As medidas foram realizadas em

duplicata.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 DO ISOLAMENTO E SELEGAO DAS CEPAS

Foram isoladas 85 cepas de bactérias lacticas sendo compostas por 37
cocos, 14 cocobacilos e 34 bacilos. Destas, 47 foram isoladas em meio APT, 31 em
meio MRS e 8 em meio Eliker. Todas apresentaram reacdo positiva frente a
coloragao de Gram. Das 85, 76 resultaram catalase negativa. Destas, apenas 34
cepas foram capazes de crescer a 10 °C ou 15 °C (incubacéo por até 7 dias).

Quando avaliadas em relacédo ao pH apds 24h de incubagao a 35 °C, em meio
MRS; 17 cepas das 34 citadas acima apresentaram pH entre 5,0 - 4,0; 10
apresentaram pH entre 6,0 - 5,0 e 7 apresentaram pH superior a 6,0. Devido ao
ponto isoelétrico das proteinas da carne ser préximo ao pH 5,1 e tendo em vista que
o produto ao qual as culturas “starters” seriam adicionas pertence a categoria
frescal, onde néo deve ocorrer a coagulacéo das proteinas carneas; nao interessava
a utilizacdo de uma cultura fortemente acidificante. Das 10 cepas moderadamente
acidificantes citadas acima, apenas LC1 manteve o pH dentro do intervalo escolhido;
maior que 5,0 e menor que 5,5 apdés 48h de incubacdo a 35 °C, em caldo MRS
(Tabela 4). Esta cepa apresentou morfologia bacilar, reagdo gram-positiva, nao
produziu gas em caldo MRS apds 24 h de incubacéo e foi positiva para crescimento
a 5 °C. Sendo assim, essa foi uma das cepas escolhidas para teste na formulagao
da linguica toscana. Outra cepa escolhida foi LS1, por saber-se previamente
produtora de BLIS.

Os resultados do crescimento a varias temperaturas, das bactérias utilizadas

na elaboragao dos “starters”, encontram-se nas Figuras 5,6 e 7.
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TABELA 4 - Caracteristicas das 10 cepas moderadamente acidificantes.

Cepa  pH(35 | pH(35 | CO, | Morfolo | Catala | Crescimen | Crescimen | Crescimen
°C/24 | °C/48 gia se toad5°C | toa15°C | toa10°C
h) h)

LC1 5,63 | 5,11 | Neg | Bacilo | Neg - Positivo | Positivo

LC2 5,16 4,86 Neg | cocoba Neg Positivo Positivo Positivo
cilos

LC3 5,22 4,96 | Neg | cocoba | Neg Positivo Positivo Positivo
cilos

LC4 5,02 4,9 Neg | cocoba | Neg Negativo - Positivo
cilos

LC5 5,09 4,86 | Neg | Cocos Neg Positivo - Positivo

LC6 5,13 4,85 | Neg | Cocos Neg Positivo - Positivo

LC7 5,06 4,84 | Neg | Cocos Neg Negativo - Positivo

LCS8 5,05 4.81 Neg | Cocos Neg Positivo - Positivo

LC9 5,98 5,07 Neg Bacilo Neg - Positivo Positivo

LC10 5,23 4,86 Neg Bacilo Neg - Positivo Positivo

Negativo (Neg); ndo testada (-).

FIGURA 5 — CRESCIMENTO DAS BACTERIAS INICIADORAS A 35 °C.
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Leitura do crescimento bacteriano no comprimento de onda de 660 nm. Lactobacillus sp. (LC1); Lactobacillus sp.
(LS1); Lactobacillus sake (Lact. s); Staphylococcus carnosus (St. ¢); Staphylococcus xylosus (St. x). Inéculo de
20 pL de um pré-cultivo de 24 h/35 °C.



FIGURA 6 - CRESCIMENTO DAS BACTERIAS INICIADORAS A 15 °C.
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FIGURA 7 - CRESCIMENTO DAS BACTERIAS INICIADORAS A 5 °C.
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4.2 ANALISES MICROBIOLOGICAS

4.2.1 Bactérias lacticas

Determinados microrganismos, ao se multiplicarem num alimento, produzem
metabdlitos que podem afetar a capacidade de sobrevivéncia e de multiplicagao de
outros presentes nesse alimento. Assim, por exemplo, as bactérias produtoras de
acido lactico podem alterar o pH do alimento de tal forma que o tornam acido demais
para o crescimento de muitos outros microrganismos. Os estreptococos e o0s
lactobacilos produzem agua oxigenada, que ¢€ inibidor para muitas bactérias. Muitos
microrganismos sdo capazes de produzir determinadas substancias com atividade
bactericida, denominadas genericamente de bacteriocinas. O maior interesse na
area de alimentos é pelas bactérias lacticas, capazes de produzir uma ou mais
bacteriocinas (SCHILLINGER, 1997; DE MARTINS et al., 2002; ROSA et al., 2002;
FRANCO e LANDGRAF, 2003).

Conforme os dados obtidos, no ensaio 1, para a contagem de bactérias
lacticas e apresentados na Figura 8, péde-se perceber que o comportamento destas
foi 0 mesmo tanto na lingliga controle como nas adicionadas de cultivo iniciador.
Constatou-se que as contagens iniciais dos tratamentos foram iguais a do controle.
Estes dois fatos indicam que a quantidade de starter adicionada foi insuficiente,
provavelmente devido a uma ma homogeneizacdo e que a fermentacdo foi
conduzida pela microbiota natural da carne utilizada.

No ensaio 2 a quantidade de bactérias lacticas adicionadas como “starter” foi
de 10° — 10° UFC/g, o que possibilitou uma diferenciagdo, embora sutil, no
comportamento destas bactérias nas linguicas controle e tratamentos. As linguicas
adicionadas de cultivo iniciador apresentaram um comportamento mais uniforme e
alcangcaram contagens maiores em menor tempo; sugerindo uma melhor adaptagao
das bactérias adicionadas. O tratamento 2.1 (Lact. sake e St. carnosus) apresentou,
apo6s o 12° dia de armazenamento, contagens superiores a todos os demais.
Entretanto, os valores de contagem inicial permaneceram abaixo do esperado e

acabaram se refletindo em baixos valores de contagem final (Figura 9).
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No ensaio 3 foram utilizadas quantidades ainda maiores de inoculantes de 10°

— 10% UFC/g, os quais foram adicionados sob a forma de liofilizados puros (sem
diluente). Estes procedimentos possibilitaram contagens de bactérias lacticas mais
elevadas. Neste ensaio, apds os oito primeiros dias de armazenamento a 5 °C, parte
das linguicas foi submetida a “temperatura de abuso” (15 °C) e outra parte foi
submetida ao processo de congelamento (-20 °C) /descongelamento (5 °C). Com o
aumento da temperatura, as contagens de bactérias lacticas aumentaram; ja apos o
descongelamento o valor das contagens diminuiu, ficando inferior ao valor inicial
(Figuras 10 e 11).

Milani et al. (2003) quando analisando linguicas frescas de frango adicionadas
de cultivos iniciadores e armazenadas a 8 °C, encontrou para linglica controle
valores superiores a 10’ UFC/g de bactérias lacticas apds 6 dias de armazenamento,
0 que correspondeu a um aumento de aproximadamente 3 ciclos logaritmicos. Para
as linglicas com starter, apés 12 dias de armazenagem, as contagens foram
préoximas a 10° UFC/g. No presente trabalho, de uma forma geral o aumento das
bactérias lacticas nas linguicas controles se deu mais lentamente e contagens
préximas a 10° UFC/g s6 foram obtidas no ensaio 3 quando a temperatura de

armazenamento foi de 15 °C.

FIGURA 8 - CONTAGEM DE BACTERIAS LACTICAS EM LINGUICA DURANTE O ENSAIO 1.
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Evolugao da contagem de bactérias lacticas em MRS. Lingliga controle (C1); linguica adicionada de Lact. sake e
St. carnosus (1.1); lingliica adicionada de LC1 e St. xylosus (1.2); linglica adicionada de Ped. pentosaceus e St.
xylosus (1.3). Armazenamento a 5 °C + 1°C por 16 dias.
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FIGURA 9 - CONTAGEM DE BACTERIAS LACTICAS EM LINGUICA DURANTE O ENSAIO 2.
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Evolugéo da contagem de bactérias lacticas em MRS. Linguica controle (C2); lingliica adicionada de Lact. sake e
St. carnosus (2.1); linglica adicionada de LC1 e St. xylosus (2.2); linguica adicionada de Ped. pentosaceus e St.
xylosus (2.3). Armazenamento a 5 °C + 1°C por 25 dias.

FIGURA 10 - CONTAGEM DE BACTERIAS LACTICAS EM LINGUICA DURANTE O ENSAIO 3A.
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Evolugdo da contagem de bactérias lacticas em MRS. Lingliiga sem “starter” (C3a); lingliiga adicionada de Lact.
sake e St. carnosus (3a.1); lingliga adicionada de LC1 e St. xylosus (3a.2); lingliga adicionada de Ped.
pentosaceus e St. xylosus (3a.3) e lingliica adicionada de LS1 e St. xylosus (3a.4). Lingliica mantida a 5 °C até o

8° dia e depois a 15 °C até o 12° dia de analise.

--= Ponto de mudanca de temperatura.
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FIGURA 11 - CONTAGEM DE BACTERIAS LACTICAS EM LINGUICA DURANTE O ENSAIO 3B.
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Evolugéo da contagem de bactérias lacticas em MRS. Linglica sem “starter” (C3b); lingliica adicionada de Lact..
sake e St.. carnosus (3b.1); linglica adicionada de LC1 e St.. xylosus (3b.2) e lingliga adicionada de LS1 e St.
xylosus (3b.4). Lingilica mantida a 5 °C até o 8° dia, depois congelada a -20 °C por 34 dias e, entéo,
descongelada e mantida a temperatura de 5 °C por mais 4 dias. -~ Retomada das andlises microbioldgicas,
apos descongelamento das linguigas.

4.2.2 Coliformes totais

O grupo dos coliformes totais € composto por bactérias da familia
Enterobacteriaceae, capazes de fermentar a lactose com produgao de gas, quando
incubados a 35 — 37 °C, por 48 horas. Sdo bacilos gram — negativos e nao
formadores de esporos. Fazem parte desse grupo predominantemente bactérias
pertencentes aos géneros Escherichia, Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella
(FRANCO e LANDGRAF, 2003).

Em alimentos frescos de origem animal, a ocorréncia de nimeros elevados de
Enterobacteriaceae pode indicar manipulagdo sem cuidados de higiene e/ou
armazenamento inadequado. A presenca de quantidades consideraveis de células
viaveis de Enterobacteriaceae em um alimento pode levar a uma infec¢ao alimentar
(FRANCO e LANDGRAF, 2003).

Dentro do grupo das enterobactérias a espécie Escherichia coli € uma das
mais relevantes; visto que diversas de suas linhagens sao comprovadamente

patogénicas para o homem.
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TABELA 5 - Dose infectante minima para algumas linhagens de E. coli.

Linhagem Quantidade minima infectante
EPEC 106
ETEC 106
EIEC 10-100
EHEC 100

FONTE: ICD, 2006.

A linhagem EHEC vem se destacando, em ambito mundial, como agente
causal de infeccdo alimentar (diarréia hemorragica) que pode evoluir para uma
doencga grave (sindrome urémica hemolitica). Tendo uma dose infectante baixa, e
sendo o0 gado reservatorio natural, torna-se um patdégeno importante em alimentos
de origem animal.

Desta forma, a acao inibitéria das BAL sobre os coliformes totais, pode-se
refletir na diminuicdo do numero de células viaveis das linhagens patogénicas de E.
coli e outras enterobactérias que possam estar presentes no alimento. O que
acabaria por colaborar com a inocuidade deste de uma forma mais “natural’, com

reduzido uso de conservantes quimicos.

Conforme a Figura 12, as contagens iniciais de coliformes totais se mostraram
altas. Houve uma pequena reducdo nas contagens, ao longo do periodo de
armazenamento. Porém, como se observou com as contagens de bactérias lacticas,
nao houve diferenga nos valores de contagem final entre a lingliga controle e as
inoculadas. Esse fato veio reforcar a idéia de que esta fermentacido foi conduzida
pela microbiota natural da carne empregada no ensaio 1.

No ensaio 2 a contagem inicial dos coliformes totais foi muito proxima a das
bactérias lacticas; contudo, ocorreu uma reducao de 2 ciclos Log. durante o periodo
de armazenamento. Embora os valores das contagens finais das linguicas tratadas
nao tenham mostrado uma reducao real em relacdo ao controle, pode-se dizer que
neste ensaio comecou-se a vislumbrar a acdo inibitéria das bactérias lacticas
empregadas (Figura 13).

O ensaio 3 foi o que apresentou as menores contagens iniciais de coliformes
totais, indicando uma melhor qualidade da carne utilizada. Ao longo dos oito dias de
armazenamento a 5 °C diminui o numero de células viaveis em todas as linguicas

igualmente. Mas apdés a mudanca da temperatura de armazenamento para 15 °C
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(Figura 14), simulando uma condigao de abuso de temperatura que poderia ocorrer

tanto nos estabelecimentos de revenda do produto como no domicilio dos
consumidores, as contagens de coliformes totais aumentaram significativamente (2 —
3 ciclos Log. em 4 dias). Todavia, esse aumento foi menor, cerca de 1 ciclo Log.,
nas lingli¢as inoculadas (2.2 e 2.3). J4, quando as linguigas foram deixadas a 5 °C
por oito dias e em seguida congeladas por um periodo de 34 dias e entdo
descongeladas, mantendo-se a temperatura de 5 °C; houve uma redugao nos dois
primeiros dias que se reverteu nos dois seguintes, exceto para o tratamento 4.
Frente ao congelamento/descongelamento, o tratamento 4 apresentou uma redugao
de mais de 1 ciclo logaritmico dos coliformes totais, em relagdo ao controle (Figura
15). Com base nestas informacgdes poderiamos considerar que o efeito da BLIS
produzida por LS1 foi determinante para a morte de um maior numero de células
apos o processo de congelamento/descongelamento.

Terra et al. (1995) analisando semanalmente linglicas suinas adicionadas de
starter (armazenamento a 2 °C) conseguiu uma reducao de 3 ciclos logaritmicos em
relagdo ao controle, de 1,4 x 10* UFC/g para < 1,0 x 102 UFC/g, apds 4 semanas de
armazenagem. Balduino et al. (1999) estudando a aplicabilidade de um cultivo misto
de bactérias lacticas, aplicou nas linguigas frescas de frango um inéculo de 2,3 x
10" UFC/g de carne (armazenamento a 5 °C) e conseguiu uma redugdo de
aproximadamente 1 ciclo Log no numero inicial de coliformes totais apds 2 dias e

que se manteve até o 7° dia de analise.



FIGURA 12 - CONTAGEM DE COLIFORMES TOTAIS EM LINGUICA, ENSAIO 1.

Coliformes totais (Log 10 UFC/mL)

Evolugéo da contagem de coliformes totais em VRBA. Linglica sem “starter” (C1); linglica adicionada de Lact.

sake e St. carnosus (1.1); lingilica adicionada de LC1 e St xylosus (1.2); lingliga adicionada de Ped.
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pentosaceus e St. xylosus (1.3). Linglica mantida a 5 °C durante os 16 dias de analise.

FIGURA 13 - CONTAGEM DE COLIFORMES TOTAIS EM LINGUIGCA, ENSAIO 2.

Evolugédo da contagem de coliformes totais em VRBA. Lingiigca sem “starter” (C2); linglica adicionada de Lact.

sake e St. carnosus (2.1); linglica adicionada de LC1 e St xylosus (2.2); linglica adicionada de Ped.
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pentosaceus e St. xylosus (2.3). Linguica mantida a 5 °C durante os 25 dias de analise.



FIGURA 14 — CONTAGEM DE COLIFORMES TOTAIS EM LINGUICA, ENSAIO 3A.
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Evolugéo da contagem de coliformes totais em VRBA. Linglica sem “starter” (C3a); lingiica adicionada de Lact.

sake e St. carnosus (3a.1); lingliga adicionada de LC1 e St. xylosus (3a.2); lingliga adicionada de Ped.

pentosaceus e St. xylosus (3a.3) e linglica adicionada de LS1 e St. xylosus (3a.4). Linguica mantida a 5 °C até

8° dia, quando a temperatura de armazenamento foi elevada para 15 °C.

temperatura.
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FIGURA 15 - CONTAGEM DE COLIFORMES TOTAIS EM LINGUICA, ENSAIO 3B.
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Evolugéo da contagem de coliformes totais em VRBA. Lingligca sem “starter” (C3b); lingliica adicionada de Lact.
sake e St. carnosus (3b.1); linglica adicionada de LC1 e St. xylosus (3b.2) e lingiica adicionada de LS1 e St.

xylosus (3b.4). Linguica mantida a 5 °C até o 8° dia, congelada a -20 °C por 34 dias, descongelada e mantida a

temperatura de 5 °C por mais 4 dias. --= Ponto de inicio do congelamento. 793 Valor menor 10" UFC/mL
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4.3 ANALISE DO pH

O pH exerce papel importante tanto na inibicdo de microrganismos
indesejaveis como nas caracteristicas finais do produto (cor, sabor, firmeza). O
desenvolvimento de cor vermelha ocorre mais rapidamente e com maior intensidade
quando o pH é baixo. Contudo, valores muito baixos de pH podem levar a liberagao
de agua da carne e também influenciar negativamente as caracteristicas
organolépticas (FREY, 1983).

O ensaio 1 apresentou valor inicial de pH elevado, que nao sofreu redugao
substancial durante o periodo de analise. Também n&o foi encontrada diferencga
entre as lingligcas com starter e a controle (sem starter). Creditaram-se os valores de
pH observados, ao metabolismo de bactérias da microbiota contaminante da carne e
que nao apresentavam carater predominantemente acidificante (Figura 16). Essa
infima variagdo nos valores de pH se refletiu na contagem de coliformes totais e nas
analises sensoriais (cor palida), das linguigas em geral.

No ensaio 2 os valores iniciais de pH foram praticamente os mesmos dos
encontrados no ensaio 1. Como foram adicionadas quantidades maiores de starter,
o pH sofreu reducgao ligeiramente maior no ensaio 2, que no 1. As linguigas com os
tratamentos 2.1 e 2.2 apresentaram os menores valores de pH (Figura 17), o que
contribuiu para as menores contagens de coliformes totais.

No ensaio 3, durante os primeiros 4 dias (a 5 °C) houve um aumento do pH, o
que poderia ser resultado da agdo de microrganismos proteoliticos. Nas linguicas
tratadas essa atividade poderia ser atribuida aos estafilococos adicionados como
starter. Do 4° para o 8° dia de armazenamento a 5 °C ocorreu o decréscimo do pH;
fato que coincidiu com o aumento das contagens de bactérias acido lacticas.
Quando a temperatura de armazenamento foi elevada para 15 °C pdde-se observar
que o pH ainda sofreu uma redugao, mas que no 12° dia (4° dia a temperatura de 15
°C) mostrou um aumento discreto. Os valores atingidos apdés 2 dias de
armazenagem a 15 °C superaram o ponto isoelétrico das proteinas da carne; o que
resultou no enrijecimento das linguicas tratadas (Figura 18). Os valores de pH das

amostras analisadas no ensaio 3b, apds descongelamento a temperatura de 5 °C,
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apresentaram um aumento consideravel chegando a reverter completamente a

acidificagao anterior ao congelamento (Figura 19).

Milani et al. (2003) analisando a evolugdo do pH em linglicas de frango
inoculadas com cultura Elce BR100 (Texel”) e armazenadas a 8 °C, obteve pH inicial
préximo de 6,0, o qual mostrou redugao de 0,5 unidade de pH a partir do 9° dia de
armazenamento e se manteve até o 21° dia. Valores semelhantes a esses foram
obtidos neste trabalho com o ensaio 3. Terra et al. (1995) analisando semanalmente
linglica fresca suina adicionada de cultura Elce (Texel”) e mantidas a 2 °C,
observou pH inicial préximo de 6,0 e uma redugdao de aproximadamente 0,2
unidades de pH para a linguica com starter e de 0,3 para linguica controle; apos 4
semanas de armazenamento. Estes valores foram menores do que a maioria

daqueles encontrados nos ensaios realizados neste trabalho.

FIGURA 16 — VALORES DE pH DURANTE O ENSAIO 1.
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FIGURA 17 — VALORES DE pH DURANTEO ENSAIO 2.
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FIGURA 18 — VALORES DE pH DURANTE O ENSAIO 3A.
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FIGURA 19 - VALORES DE pH DURANTE O ENSAIO 3B.
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Tempo (dias)

Lingliica sem “starter” (C3b); linglica adicionada de Lact. sake e St. carnosus (3b.1); lingliica adicionada de LC1
e St. xylosus (3b.2) e linglica adicionada de LS1 e St. xylosus (3b.4). Linglica mantida a 5 °C até o 8° dia,
congelada a -20 °C por 34 dias, descongelada e mantida a temperatura de 5 °C por mais 4 dias. --= Retomada

das analises apds descongelamento das linguicas.

4.4 ANALISE SENSORIAL

A analise sensorial dos dois primeiros ensaios foi realizada no Departamento
de Tecnologia e Ciéncia dos Alimentos na UFSM e a do terceiro ensaio foi realizada
no Laboratério de Processos Biotecnolégicos da UFPR. As analises foram
realizadas por um total de10 julgadores nao treinados.

No ensaio 1, o tratamento 1.2 foi o que apresentou as maiores médias gerais
dentro dos quesitos avaliados. O tratamento 1.1 teve a menor média no quesito cor
(Figura 20). Os julgadores deram preferéncia para as linglicas adicionadas de
cultivo iniciador em detrimento da lingui¢a controle (TABELA 6).

No ensaio 2, os avaliadores consideraram os tratamentos 2.2 e 2.3 tdo bons
quanto o controle (todos com média geral de 3,4). O tratamento 2.1 foi considerado
o de pior coloracdo nesse ensaio (Figura 21). Ndo houve uma consténcia na
preferéncia dos julgadores durante as analises sensoriais do ensaio 2 (TABELA 7).

De forma geral as médias das analises sensoriais de terceira semana foram
as menores. Esse fato ja era esperado tendo em vista o processo natural de

deterioracao do alimento.
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A diminuicdo na quantidade de microrganismos, tais como aqueles

representados pelos coliformes totais, favorece a qualidade sensorial dos alimentos.

No ensaio 3, a melhor qualidade da carne utilizada se refletiu nas notas
atribuidas pelos avaliadores; sendo que as linguigas controle apresentaram a maior
média geral (4,0) e dentro de cada quesito analisado. Dentre as linguicas
adicionadas de “starter”, o tratamento 3b.1 foi o preferido nesse ensaio (Figura 22).
Nesse tratamento ocorreu uma queda mais rapida nos valores de pH, o que se
refletiu no desenvolvimento de uma coloragdo mais favoravel em menos tempo.
Para o paladar da maioria dos julgadores, os tratamentos 3b.2 e 3b.3 apresentaram
sabor acido marcante; o que talvez possa ser justificado pelo tipo de BAL envolvida
nessas fermentag¢des (mais produtoras de acidos).

Frente a matérias-primas de baixa ou duvidosa qualidade, a acédo dos cultivos
iniciadores € mais sentida e valorizada.

Terra et al. (1995), ao utilizarem a cultura Elce (Textel®) em lingligas de carne
suina, obtiveram melhora consideravel em seus atributos sensoriais como cor,
aroma e sabor.

Milani et al. (2003) estudando linguicas de frango, encontraram que as
alteracbes sensoriais promovidas pela adicido de “starter” foram mais visiveis nas
amostras cruas e que apods assadas diferencas significativas ndo foram mais

observadas.
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FIGURA 20 - PERFIL DE CARACTERISTICAS SENSORIAIS NO ENSAIO 1.

aceitabilidade

textura

Média das notas atribuidas as linguicas nas analises sensoriais realizadas semanalmente, durante 3 semanas,
no ensaio 1. Linglica controle (C1); linguica adicionada de Lact. sake e St. carnosus (1.1); linglica adicionada de
LC1 e St. xylosus (1.2); linglica adicionada de Ped. pentosaceus e St. xylosus (1.3).

TABELA 6 — Médias das notas atribuidas nas avaliagdes sensoriais das linguigas do

ensaio1.
\W
Tratamentos . 12semana | 22 semana | 32 semana
C1 3,37 3,38 3,12
1.1 3,44 3,67 3,38
1.2 4,03 3,68 3,3

1.3 3,83 3,49 2,86
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FIGURA 21 — PERFIL DE CARACTERISTICAS SENSORIAIS NO ENSAIO 2.
cor

aceitabilidade

Média das notas atribuidas as linguicas nas analises sensoriais realizadas semanalmente, durante 3 semanas,
no ensaio 2. Linguica controle (C2); linguica adicionada de Lact. sake e St. carnosus (2.1); linglica adicionada de
LC1 e St. xylosus (2.2); linglica adicionada de Ped. pentosaceus e St. xylosus (2.3).

TABELA 7 — Médias das notas atribuidas nas avaliagdes sensoriais das linguigas do

ensaio 2.
\W 12semana | 22semana | 32semana
Tratamentos
C2 3,32 3,84 3,16
21 3,06 3,44 3,1
2.2 3,41 3,34 3,36

2.3 3,44 3,6 3,1




FIGURA 22 - PERFIL DE CARACTERISTICAS SENSORIAIS NO ENSAIO 3B.
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Média das notas atribuidas as linguigas na analise sensorial realizada apds congelamento/descongelamento, no

ensaio 3b. Linglica controle (C3b); linglica adicionada de Lact. sake e St. carnosus (3b.1); lingliica adicionada
de LC1 e St. xylosus (3b.2); lingliiga adicionada de LS1 e St. xylosus (3b.4).
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que:

v Em condig¢do de abuso de temperatura as bactérias acido lacticas conseguiram

frear o crescimento de bactérias indesejaveis.

v' A qualidade da matéria-prima teve influéncia preponderante sobre a qualidade do
produto final adicionado e n&o adicionado de cultivo iniciador, quando a

temperatura de armazenamento foi de 5 °C.

v" O congelamento/descongelamento, em presenca de bactéria latica produtora de

BLIS, mostrou um consideravel efeito inibitério sobre os coliformes totais.

v O tratamento 3b.1 e o 3b.4 resultaram muito semelhantes sensorialmente ao
controle, mas 3b.4 produziu maior inibicAo dos coliformes apoés

congelamento/descongelamento.

v As quantidades de bactérias lacticas adicionadas nos ensaios 3a e 3b
mostraram-se excessivamente acidificantes frente a uma contaminacéo inicial de

10°® UFC/g em coliformes totais.

v A temperatura de 5 °C foi dificil perceber a acdo inibitéria dos “starters”, contra os

microrganismos patogénicos e/ou deteriorantes.

v A atividade dos cultivos iniciadores adicionados permitiu melhorias nas
qualidades organolépticas, principalmente quando a carga inicial de coliformes

totais foi alta.

v" Os resultados das analises sensoriais mostraram a existéncia de consumidores

em potencial para o produto: lingli¢a “toscana” adicionada de “starter”.
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Portanto o presente trabalho atingiu seu objetivo geral (especificos) que foi de

desenvolver de um cultivo iniciador misto para emprego em linguigas frescais,
visando a obtencdo de um produto final de alta qualidade microbiolégica e

organoléptica.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

X/
°e

X/
L X4

Observar o comportamento dos estafilococos coagulase negativa

(adicionados como “starters”) e coagulase positiva (contaminantes);

Realizar contagem de coliformes termotolerantes (45 °C) de linglicas

inoculadas e nao inoculadas;

Realizar caracterizagdo molecular da cepa LC1 isolada nesse trabalho,

bem como estudar sua sensibilidade aos sais de cura e ao NaCl;

Averiguar temperatura de armazenamento e prazo de validade limite

para linguiga “tipo toscana” inoculada;

Isolar bactérias lacticas com boa producao de acido latico e/ou BLIS a

temperatura de armazenamento adequada;

Estimar o custo do produto com adi¢ao do “starter”;

Avaliar a participagcdo das enzimas da carne na fermentacdo da

linguica “tipo toscana” nao defumada.
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ANEXO A — Composicao quimica dos meios microbiolégicos utilizados

Meio APT
EXIrato de I€VEAUIA. ......c.eeeeeeeeeeeee e 7,59/l
THPIONG. ..o 12,5 g/L
D EXEIOS . ... e e 10,0 g/L
(711> (o J0 [STE=T0 1o | TR 504g/L
B EE= 100110 = VTR 0,001 g/L
(O30T =] (oo [TE=T0 Lo Lo T 50g/L
Fosfato dipOtasSICO........cccoiiiiiiiieeeec e 5,0 g/L
Cloreto de Manganés............ooooiiiiiiiiiiiie e 0,14 g/L
Sulfato de MAaGNESIO........ciiiiiiii e 0,8 g/L
SUIFALO TEITOSO... et e eans 0,04 g/L
TWEEN 8. e e 0,2g/L

THPIONG. ..o eaans 20,0 g/L
EXIrato de I@VEAUIA. ... ..o e 5,0g/L
(1= =) (1 = T 25¢g/L
(D12 Q{0 1T TP 5,0 g/L
6= T3 (017 < T 5,04g/L
=07 [ 11 TP 5,0 g/L
(O30T =] (o0 [ TE=T0 Lo Lo T 4,0 g/L
PaXeT=] £ (o W o (=X <T0 Yo [ o TR 1,5g/L
ACIHO @SCOMDICO. ..o, 0,5g/L
Meio MRS
Peptona bacteriolOgiCa............oviiiiiiiiiieicee e 10,0 g/L
EXIrato d@ CArN@........ooeeiieieeeeeeee e 10,0 g/L
EXIrato de I@VEAUIA. ... ..ot 5,0g/L
LS a1 (o 1T R 20,0 g/L
P aXoT=] e=T L0 o [=3X<To Yo [ o TR 5,0 g/L
(0711 =) (o X0 [STE= 112 1o 1[0 2,0g/L
Sulfato de MAaGNESIO........ciiiiiiii e 0,1 g/L
Sulfato de ManganEés..........ooooi i 0,05 g/L
Fosfato dipOtasSICO........ccooiiiiiiiieeeeeee e 2,0g/L

TWEEN 8. e e e aans 1,0 g/L
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Meio sal-manitol

Peptona de CarNe...........oooiiiiieeecee e 10,0 g/L
(= L (O 1Ko (3= [ = T 1,0 g/L
[0 0 =T o1 (o | TP 10,0 g/L
(O30T (=] (o0 [TE=T0 Lo |0 TR 75,0 g/L

Vermelho de fENON....... oo 0,025 g/L



