PROPRIEDADES TECNOLOGICAS DE Lactobacillus plantarum ISOLADO DE
SALAMES ARTESANAIS E APLICADO COMO CULTIVO INICIADOR EM
SALAME TIPO MILANO

Por

MARISTELA CORTEZ SAWITZKI

Tese apresentada ao Programa de Pos
Graduacdo em Ciéncia dos Alimentos da
Universidade Federal de Santa Catarina (SC),
como requisito parcial para a obtencdo do grau
de Doutor em Ciéncia dos Alimentos.

Florianopolis, SC — Brasil

2007



S271p

Sawitzki, Maristela Cortez.

Propriedades tecnoldgicas de Lactobacillus plantarum isolado de
salames artesanais e aplicado como cultivo iniciador em salame tipo
milano / Maristela Cortez Sawitzki. — Florianopolis, 2007. — 89 f.

Tese (doutorado) — Universidade Federal de Santa Catarina.
Ciéncia de Alimentos.

Orientacdo: Ernani Sebastido Sant’/Anna.

1. Ciéncia — alimentos. 2. L. plantarum. 3. Salame tipo milano. 4.

Propriedades tecnoldgicas. I. Sant’Anna, Ernani Sebastido. Il. Titulo.

CDU : 663
664

Patricia da Rosa Corréa
CRB-10/ 1652




UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CURSO DE POS — GRADUACAO EM CIENCIA DOS ALIMENTOS

A COMISSAO EXAMINADORA, ABAIXO ASSINADA, APROVA A TESE
PROPRIEDADES TECNOLOGICAS DE Lactobacillus plantarum ISOLADO DE
SALAMES ARTESANAIS E APLICADO COMO CULTIVO INICIADOR EM
SALAME TIPO MILANO
ELABORADA POR
MARISTELA CORTEZ SAWITZKI
COMO REQUISITO PARCIAL PARA A OBTENCAO DO TiTULO DE DOUTOR

EM CIENCIA DOS ALIMENTOS

COMISSAO EXAMINADORA

Prof. Dr. Ernani Sebastido Sant'‘Anna — UFSC (Orientador)

Dra. Marisa Teresinha Bertol — EMPRAPA SUINOS e AVES -

(Co — Orientadora)

Profa. Dra. Ana Carolina Maisonnave Arisi - UFSC

Prof. Dr. Nelcindo Nascimento Terra — UFSM

Profa. Dra. Valéria Reginatto Spiller - UFSC



AGRADECECIMENTOS

A Universidade Federal de Santa Catarina - UFSC, especialmente ao
Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos pela oportunidade,
disponibilidade de laboratoérios de pesquisa e apoio na realizacéo deste trabalho.

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — EMBRAPA, em especial a
EMBRAPA SUINOS E AVES em Concérdia/SC pelo fomento financeiro,
disponibilidade de laboratérios de pesquisa e de recursos humanos, 0s quais
foram substanciais na realizagéo deste trabalho.

Ao Polo de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico da Fronteira Noroeste e
Universidade Regional do Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul — UNIJUI,
pela parceria e disponibilidade de laboratérios de pesquisa.

Aos Professores Dr. Ernani S. Sant’Anna e Dra. Ana Carolina Maisonnave
Arisi, pela orientacdo e apoio na realizacao deste trabalho.

A Dra. Marisa Teresinha Bertol, pelo crédito e conducdo da parceria
interinstitucional (EMBRAPA — UFSC e UNIJUI), pela orientagcdo, apoio e
disponibilidade a esse trabalho.

A Profa. M. Sc. Angela Maria Fiorentini, pelo coleguismo, eximia dedicaco,
participacdo e auxilio neste trabalho.

A Universidade Federal de Pelotas, em especial ao Centro de Biotecnologia
Agricola pela disponibilidade de laboratérios de pesquisa e ao Prof. Dr. César
Valmor Rombaldi e sua equipe de colaboradores Dr. Luciano Lucchetta e
Doutorando Marcio Roggia Zanuzo.

Ao M. Sc. Fabio Cristiano Angonesi Brod (UFSC), a Carolini Tagliari (UFSC) e
ao M. Sc. Anildo Cunha Junior (EMBRAPA Suinos e Aves) pela colaboracao
prestada.

Ao Rosalvo Luis Sawitzki, esposo e parceiro, pelo apoio, motivagao,
seguranca e dedicacdo a familia, tornando possivel minha dedicagédo para este
trabalho.

As filhas Greici, Glaucia e Graziela, pela compreensdo, carinho, estimulo e
apoio.

Aos professores e colegas pelo conhecimento socializado.



RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi obter uma cultura acido lactica, como cultivo
iniciador para produtos carneos, isolada da microbiota natural de salames
artesanais, produzidos na regido Noroeste do Rio Grande do Sul, Brasil. Os
resultados da caracterizacdo fenotipica e da PCR espécie-especifica de dez
culturas de bactérias acido lacticas homofermentativas, Gram-positivas e
catalase-negativas isoladas, permitiram a identificacdo de sete culturas como
Lactobacillus plantarum e, portanto, foram investigadas as seguintes propriedades
tecnoldgicas, destas culturas: habilidade para crescer em diferentes valores de
pH, diferentes temperaturas, diferentes concentracdes de sal, determinacdo dos
isdmeros D/L - acido lactico, atividade nitrato redutase, atividade antagonistica e
estabilidade das culturas apos processo de fermentacdo, concentragdo e
liofilizacdo. Todas as culturas apresentaram eficiéncia quanto as propriedades
tecnoldgicas investigadas. A cultura Lactobacillus plantarum AJ2 foi selecionada e
aplicada na massa carnea do salame tipo Milano. A cultura lactica teve habilidade
para adaptar-se e desenvolver-se no produto, promover a reducdo do pH nos
primeiros sete dias de fermentacdo/maturacdo e menores niveis residuais de
nitrito e nitrato, assim como menores valores de peroxidos e de substancias
reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), em relacdo ao controle. O salame
inoculado com a cultura lactica teve maior intensidade do brilho e da cor
vermelha, mas, ndo apresentou diferencas no percentual da composicao geral do
produto e nas transformacgfes quimicas dos acidos graxos livres, em relacdo ao
controle.

Palavras-chave: L. plantarum; salame tipo Milano; propriedades tecnoldgicas
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ABSTRACT

The purpose of the present work was to obtain a lactic acid strain, promising as
starter culture to meat products, isolated from naturally fermented artisanal
sausage manufactured in the northwestern region of Rio Grande do Sul state,
Brazil. The results of the phenotypic characterization and species-specific PCR of
ten homofermentative, Gram-positive, catalase-negative lactic acid bacteria strains
allowed identification of seven strains as Lactobacillus plantarum and therefore
were investigated the following technological properties these strains: Ability to
growth at different pH values, different temperatures, different salt concentrations
and in the presence of commercial cure salt; fast production of acid; determination
of D/L - lactic acid; activity nitrate reductase; antagonistic activity and stability of
the isolates cultures over the fermentation, concentration and freeze-dried
process. The isolated strains showed effectiveness to improve technological
properties as starter culture. The L. plantarum AJ2 strain was selected and
inoculated in the meat batter of the Milano-type salami. The lactic culture exhibited
ability to grow in the product, to decrease pH in the first seven days of
fermentation/ripening and residual level of nitrite and nitrate, as well as, values of
peroxide and thiobarbituric acid reactive substances (TBARS). The inoculated
sausage had highest intensity of bright and red color, but did not show difference
in the chemical composition and in the chemical changes of the free fatty acids,
compared to control.

Key words: L. plantarum; Milano-type salami; technological properties



SUMARIO

ST U] 2 T o U
N ¢ 1] 1 > T3 SRR
[a Lo Yo [U Lo > o I PP PEPUPPT T
1 Referencial TEOKICO ...ccooiiiiiiiiiiiiieeee e

1.1 Fermentacdo: um recurso biotecnoldgico historico na producédo de
AIIMENTOS. ...t
1.2 Identidade e qualidade do salame — caracteristico produto carneo

1116 0T= 1 7= o o 1 OUUUUPRRRR
1.2.1 Qualidade dO SAIAME ........uuuiiiiiieae e
1.2.1.1 Oxidacgéo lipidica e implicagbes na qualidade do salame ..............
1.2.2 Cultivos iniciadores: importantes agentes promotores da qualidade

O SAIAME.....e e
1.3 Bactérias acido lacticas em produtos carneos fermentados ................
1.3.1 Bactérias acido lacticas - Género Lactobacillus ..............c.cccceeeennnnne
1.4 Cultivos iniciadores: uma oportunidade para o desenvolvimento do

setor alimentiCio DFaSIHEITO ......ce et

2 Artigo 1: Caracterizacdo fenotipica e molecular e por PCR espécie-
especifica de linhagens promissoras como cultivos iniciadores de
Lactobacillus plantarum isolados de salames artesanais fermentados
NATUFAIMEINTE. ... ittt e e e e e e e e e e e e e s s s bbb e reeeeaeeaaaaans

3 Artigo 2: Lactobacillus plantarum isolados de salames artesanais
naturalmente fermentados e estudos de suas propriedades tecnolOgicas
para aplicacdo como cultivos INiCIadores ..........ccccccvviiiiiiieeeee e

4 Artigo 3: Lactobacillus plantarum AJ2 isolado de salames artesanais
naturalmente fermentados e seus efeitos nas propriedades tecnoldgicas do
salame tipO MIlANO .........ooiiiiiiiii e

5 CoNSIideragies fINAIS .........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiis s s e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeanann

Vii

14

16

20
21

22

30

46



Introducéo

O Brasil se caracteriza como um pais em desenvolvimento, onde ha espaco
fisico, disponibilidade de recursos naturais e clima favoravel, que oportunizam
uma significativa producéo de alimentos. Associada a estes fatores, a diversidade
étnica e cultural faz com que seja realidade, no Brasil, a producédo de alimentos
em grande escala (graos, leite, carnes, frutas, hortalicas, alimentos
industrializados). E, de igual modo, uma diversidade de alimentos processados
em pequenas unidades de producdo familiar (de forma artesanal) ou em
pequenas e médias agroindustrias (carne de sol, charque, produtos carneos
embutidos, geléias, queijos e frutas cristalizadas, entre outros produtos).

Em relacdo a producdo de carne, o Brasil estd entre os primeiros paises
produtores mundiais de carne avicola (38,64%), bovina (27,80%) e suina
(10,43%) (FAO, 2006; MAPA/AGE, 2006) e, portanto, pode-se inferir que a
producdo de carnes € uma atividade de interesse econdmico e geradora de
divisas para o pais. Neste cenario, a regido Sul do Brasil apresenta significativo
destaque, pois tem como um dos elementos substanciais de desenvolvimento a
producdo de carnes tanto in natura quanto industrializada. A vocacdo da regido
Sul para o desenvolvimento da cadeia produtiva de carnes e derivados tem
origem na cultura italiana e germanica de imigrantes que colonizaram esta regido
e permanece até os dias atuais, seja em grandes empresas ou em pequenas e
médias empresas e sistemas de agricultura familiar.

Outra questdo relevante em relacdo a producdo de carnes e derivados € a
previsdo de que devera dobrar a demanda por produtos de origem animal em
paises em desenvolvimento ao longo dos préximos vinte anos, em razdo do
crescimento da populacdo humana, do incremento da urbanizacdo e do aumento
do poder aquisitivo da populacdo (STEINFELD, 2003; MAPA/AGE, 2006). Neste
contexto, entende-se que o investimento em politicas de melhoria da producao
primaria, na agroindustrializacdo e em tecnologia de producdo/processamento da
carne € uma alternativa para o desenvolvimento e a sustentabilidade do setor,
pois fomentard a qualidade e a viabilidade dos sistemas produtivos de
agricultura/agroindastria familiar, das pequenas e médias empresas e também da

grande industria.



A qualidade e produtividade da carne in natura ou derivados, constitui-se num
processo complexo em que se considera significativo o controle dos seguintes
fatores: a disponibilidade e qualidade da matéria-prima e dos ingredientes; a
gualidade do ambiente e dos procedimentos de producgédo; a tecnologia de
producdo, embalagem e armazenagem; a comercializagdo e a logistica de
distribuicdo do produto. A comercializacdo e a conquista de mercado sao
variaveis intervenientes para a viabilidade e o sucesso do negécio e, neste
sentido, tém funcdo decisiva tecnologias que possibilitem a producdo de
alimentos com propriedades organolépticas desejaveis, seguros e com baixo
custo.

Na fabricacdo de derivados cérneos fermentados, um importante recurso
tecnolégico sdo os fermentos ou cultivos iniciadores, 0s quais promovem a
gualidade sensorial, microbioldgica e fisico-quimica do produto. No Brasil, as
grandes industrias de derivados carneos, considerando os beneficios dessa
tecnologia, j4 a incorporaram em seus respectivos processos de producéo, mas a
pequena/média empresa ou 0s sistemas de agricultura familiar ainda carecem
deste recurso. Outra realidade € a de que, para fins industriais, o Brasil importa os
fermentos carneos, os quais tém origem em habitat diferentes das condicdes
ambientais de producdo brasileira e do substrato, o que pode interferir na
adaptacéo e desenvolvimento do microrganismo.

Considerando o exposto e a importancia do processo fermentativo de produtos
carneos, desenvolveu-se a presente pesquisa com 0sS objetivos de obter uma
espécie de bactéria acido lactica como cultivo iniciador, a partir da microbiota
natural de salames artesanais produzidos na regido Sul do Brasil; realizar a
caracterizagdo fenotipica e molecular do cultivo; investigar suas respectivas
propriedades tecnolégicas como cultivo iniciador e aplica-lo em salame
(caracteristico produto carneo fermentado), avaliando as propriedades
tecnoldgicas desenvolvidas no produto. O desenvolvimento e os resultados da
pesquisa estdo compilados na presente tese, através de trés textos, estruturados
de acordo com as exigéncias de publicacBes cientificas indexadas em o6rgaos
técnico-cientificos internacionais.

A presente pesquisa fez parte do projeto interinstitucional “Desenvolvimento

de cultivos iniciadores para o processamento de embutidos carneos artesanais”,



aprovado em 2004 pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria —
EMBRAPA (Cdédigo do Projeto: 03.03.2.33.00) e realizado em parceria com a
EMBRAPA suinos e aves — Concérdia/SC, a Universidade Federal de Santa
Catarina — Floriandpolis/SC e a UNIJUI — Campus Santa Rosa/RS.

Os microrganismos utilizados na pesquisa foram cedidos pelo Po6lo de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico da Regido Fronteira Noroeste e
Universidade Regional do Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul — UNIJUI
campus Santa Rosa, ambas as instituicdes localizadas na cidade de Santa Rosa,
Estado do Rio Grande do Sul. O banco de culturas acido lacticas e
Micrococaceae foi obtido através do Projeto “Desenvolvimento e aplicacdo de
cultivos iniciadores em produtos carneos fermentados” empreendido no periodo
de outubro de 2000 a junho de 2005, em parceria pela Secretaria de Ciéncia e
Tecnologia do Estado do Rio Grande do Sul — Programa de Apoio aos Pdlos de
Modernizacdo Tecnoldgica e a UNIJUI. Participaram do referido projeto os
pesquisadores: Prof2, M.Sc. Maristela Cortez Sawitzki — UNIJUI/UERGS, Profa. M.
Sc. Angela Maria Fiorentini — UNIJUI, os bolsistas de iniciacdo cientifica da
UNIJUI/CNPq Fabio Angonesi Brod — UNIJUI, Roger Matias da Silva e Carlos
Henrique Pagno, e os colaboradores Prof. Dr. Nelcindo Nascimento Terra —
UFSM e Prof. Dr. Ernani S. Sant’Anna — UFSC.

As culturas microbianas que compdem o referido banco de cepas foram
isoladas a partir da microbiota natural de salames artesanais, produzidos e
comercializados informalmente em 21 diferentes municipios da Regido Fronteira
Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul. Quarenta e duas amostras de salame
(duas amostras de cada cidade e de diferentes produtores) foram coletadas
aleatoriamente, em feiras, mercados e agougues, a partir de salames expostos
em temperatura ambiente nos respectivos ambientes de coleta, em periodo de
verdo na regido (temperatura média de 30°C). As referidas amostras de salames,
nao foram inoculadas com cultivos iniciadores e estavam com um periodo médio
de sete dias de maturacdo. Logo que as amostras foram coletadas, foram
congeladas e armazenadas a - 80 °C para posteriores analises. Para a obtencéo
das culturas, de cada amostra de salame foram isoladas, cultivadas e purificadas
guatro col6nias de bactérias 4cido lacticas. De um total de cento e sessenta e oito

culturas de bactérias acido lacticas isoladas, cento e vinte e sete foram



caracterizadas como homofermentativas, Gram-positivas e catalase-negativas e,
a partir destas, selecionou-se aleatoriamente (por sorteio) dez cultivos
(codificados como AJ2, AL2, AB4, R2, AP3, C5, AF5, AD3, N3 e AM2) para serem
utilizados no presente estudo.

A presente tese estd estruturada com um referencial tedrico sobre
fermentagbes e o0 uso de cultivos iniciadores em alimentos - produtos carneos e
trés artigos cientificos: 1 - Caracterizacdo fenotipica e por PCR espécie —
especifica de linhagens promissoras como cultivos iniciadores de Lactobacillus
plantarum isolados de salames artesanais; 2 - Culturas de L. plantarum isolados
de salames artesanais naturalmente fermentados e estudo de suas propriedades
tecnoldgicas como cultivos iniciadores; e 3 - Propriedades tecnoldgicas da cultura
L. plantarum AJ2 em salame tipo Milano. Além dos artigos, constam algumas

considerac0es finais sobre a pesquisa desenvolvida.
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1 Referencial teérico

1.1 Fermentacdo: um recurso biotecnolégico histérico na producédo de

alimentos

Modernos processos biotecnolégicos de producdo de alimentos e bebidas
fermentadas tém origem na antiga fermentacdo empirica de alimentos. Desde a
Antigliidade, o processo fermentativo de alimentos e bebidas é utilizado pelo
homem com o objetivo de conferir ao alimento caracteristicas organolépticas
desejaveis e maior tempo de conservagdo. Conforme Ward (1989), a fermentacao
tem sido usada como uma arte durante muitos séculos, como, por exemplo, a
elaboracéo do vinho ja se praticava a ndo menos que 10.000 a.C. e historiadores
créem que os egipcios produziam cerveja nos anos 5.000 — 6.000 a.C. H& 4.000
a.C, egipcios utilizavam leveduras da cerveja para a producdo de dioxido de
carbono e consequente “crescimento” da massa do pdo. As origens de uma
grande variedade de alimentos e temperos fermentados procedentes do Oriente e
de outras partes do mundo, que atualmente se sabe que estdo embasadas nos
processos de fermentacdo, producdo e hidrélise de enzimas mediante métodos
de cultivo de superficie, remontam claramente a muitos milhées de anos. Dados
a respeito da transformacéo do leite constatam a producéo de derivados lacteos
como, por exemplo, o queijo, a 5.000 a.C. Conforme Jessen (1995), a origem dos
produtos carneos fermentados até agora permanece desconhecida, porém dados
histéricos sobre salame fermentado, datam de mais de 2000 anos no
Mediterraneo. Jay (2005, citando Pederson, 1971) relata que linglicas
fermentadas foram preparadas e consumidas pelos antigos babilénios e pelas
pessoas da China antiga desde 1500 a.C.

Anterior as pesquisas de Louis Pasteur, o processo fermentativo era empirico
e, segundo Geisen, Licke & Krdckel (1992), ndo se relacionava a atividade
metabolica dos microrganismos com as transformacfes desejaveis nos produtos
obtidos. Segundo Pelczar et al. (1997) somente em 1857 com Pasteur e 1897
com Bichner, se deu o inicio dos estudos bioguimicos, confirmando a
fermentacgéo alcodlica, provocada por leveduras e, a partir deste periodo, podem-

se citar importantes descobertas as quais consolidaram a microbiologia industrial:



em 1901, Rudolf Emmerich e Oscar Low isolaram um composto antibiético
(piocianase), produzido por Pseudomonas aeruginosa, o qual foi utilizado no
tratamento de pacientes e, em 1928, a penicilina, como antibiotico, foi descoberta
por Fleming, sendo o primeiro antibiético realmente efetivo..

O aprimoramento das técnicas de producdo de alimentos fermentados, a
descoberta de novas técnicas de separacdo e a purificacdo de compostos
bioguimicos permitiram os primeiros empreendimentos na area de producao
industrial de enzimas e de agentes potenciadores de sabor, como o glutamato
monossodico.  Outros fatores, como a producdo de antibiéticos durante a
Segunda Guerra Mundial e a fabricacdo de produtos por fermentagéo (vitaminas,
polissacarideos, esterbides, proteinas, acidos orgéanicos...), tiveram significativa
importancia para a microbiologia e para as industrias quimica, farmacéutica, de
alimentos, bebidas e em outras areas como energia e mineracdo (PELCZAR et
al., 1997).

Atualmente, a industria de alimentos e de bebidas, utiliza determinados grupos
de microrganismos, selecionados a partir de determinadas -caracteristicas
bioguimicas, com o objetivo de induzir propriedades fisico-quimicas,
organolépticas e microbioldgicas desejaveis no alimento ou bebida. Estes
microrganismos sdo denominados de culturas “starter” ou cultivos iniciadores e as
principais aplicagcbes dos mesmos encontram-se nas industrias de panificacao,
laticinios e bebidas alcodlicas.

Em produtos carneos embutidos e conservas vegetais, a aplicacédo de cultivos
iniciadores foi desenvolvida a partir da década de sessenta. Conforme Geisen,
Licke & Krockel (1992) as primeiras referéncias na literatura para o uso
microrganismos em carnes sao: cepas de leveduras para a producdo de salame
desidratado foram pesquisadas por Cesari (1919) e Cesari apud Guillermond
(1920); Kurk (1921) patenteou uma cepa de Micrococcus nitrato-redutora e nao-
patogénica, como cultivo iniciador; Niinivara (1955) também sugeriu o uso de
Micrococcus como cultivo iniciador; e Nurmi (1966) recomendou uma combinacao
de Lactobacillus plantarum com Micrococcus como culturas para salame,
considerando a inducdo de uma rapida queda de pH, sem inibicdo da cor e aroma

do produto.



Os primeiros cultivos iniciadores carneos, comercialmente disponiveis, foram
feitos nos Estados Unidos da América em 1957, com a producdo da cultura
denominada Pediococcus cerevisiae — posteriormente renomeada para
Pediococcus acidilactici. Na Europa, o0s primeiros cultivos iniciadores
comercializados foram culturas de Micrococcus, em 1961. As condi¢cdes
climaticas e as caracteristicas organolépticas desejadas justificaram o interesse
da industria norte-americana por bactérias lacticas, pela producdo de acidos,
enquanto que na Europa o interesse premente foi por caracteristicas de cor,
aroma e sabor produzidas por Micrococcus (JESSEN, 1995).

No Brasil, grandes empresas que processam produtos carneos fermentados,
bem como industrias que desenvolvem atividades com outros alimentos
fermentados (principalmente derivados lacteos e bebidas) utilizam fermentos
importados e/ou de origem/h&bitat diferente do substrato e das condi¢es locais
de producdo brasileira. Segundo Leroy, Verluyten & Vuyst (2006), as
propriedades tecnoldgicas desejaveis de um fermento carneo comercial quando
aplicado para um determinado tipo de salame (em determinadas condi¢cdes de
ambiente e substrato), necessariamente ndo sdo as mesmas para outro produto
em condi¢cbes ambientais e de substrato diferentes. Neste contexto, justifica-se a
importancia de cultivos iniciadores isolados a partir da microbiota natural do
alimento ao qual devera ser processado e controlado o processo fermentativo.

Ao nivel laboratorial, estudo desenvolvido por Sawitzki & Terra (2000) na
Universidade Federal de Santa Maria/RS, observaram resultados satisfatérios
para as propriedades organolépticas, fisico-quimicas e microbiolégicas ao
inocular salame tipo italiano com a cultura de Lactococcus lactis ssp lactis isolada
a partir da microbiota natural de salames artesanais da Regido Fronteira Noroeste
do Estado do Rio Grande do Sul.

1.2 Identidade e qualidade do salame - caracteristico produto céarneo

fermentado

A legislagéo brasileira — anexo V da Instrucdo Normativa n° 22, de 31 de julho
de 2000 - Ministério da Agricultura e do Abastecimento/Secretaria de Defesa

Agropecuaria (BRASIL/MAPA, 2000), define salame como produto carneo



industrializado obtido de carne suina ou suina e bovina, adicionado de toucinho,
ingredientes, embutido em envoltérios naturais e/ou artificiais, curado,
fermentado, maturado, defumado ou ndo e dessecado. A designacdo do produto
Salame podera ser seguida ou ndo das expressfes que caracterizam sua origem
ou processo de obtencéo, como, por exemplo: Salame Tipo Italiano, Salame Tipo
Milano, Salame Tipo Hamburgués, Salame Tipo Friolano, Salame Tipo Calabrés,
Salame Tipo Alemao, Salaminho ou outros. O preparo da massa de salames pode
ser feito através de dois processos: utilizando-se moedor e misturadeira ou feito
em “cutter” (PARDI et al., 1996). As caracteristicas das matérias-primas sédo de
importancia decisiva para a elaboracdo de embutidos crus. A carne deve ser de
animais sadios e os embutidos crus deverao ser preparados com carne maturada
e acidificados, com pH em torno de 5,4 a 5,8 (CORETTI, 1986).

De acordo com Pardi et al. (1996), embutidos crus maturados e dessecados,
também denominados de fermentados, sdo aqueles que se submetem a
dessecacao parcial, cura e maturacdo, embutidos em envoltérios naturais ou
artificiais, defumados ou n&o, conservados por um tempo maior e cujos exemplos
tipicos sdo o Salame Italiano, Milano e o Rio Grande. Para Townsend & Olson
(1994), o termo curado vem a significar a adicdo de sal, nitratos e/ou nitritos a
massa carnea. Rust (1994) classifica o salame como produto embutido seco ou
semi-seco, obtido de carne curada, que tem como caracteristica ser fermentada e
dessecada, servida a frio, podendo ser defumada antes da dessecacao.

No processamento de embutidos crus, como no caso do salame, apos a
trituracdo da carne, adicdo de condimentos e sais de cura e embutimento da
massa, segue-se a maturagdo, quando ocorre a exposi¢cdo do produto em local
apropriado, com temperatura, umidade ambiental e ventilacdo adequadas,
ocorrendo a migracdo da agua de seu interior para o exterior. Na maturacao,
ocorrem complexos fendbmenos bioquimicos e microbiolégicos os quais vao
conferir a cor vermelha caracteristica, a liga e a consisténcia da massa, bem
como o aroma e o sabor do produto, desenvolvidos a partir de bactérias
fermentadoras (CORETTI, 1986). A qualidade do produto carneo fermentado,
associada com o flavour e a seguranca alimentar, € determinada pelas

transformagbes bioquimicas de proteinas, lipidios e carboidratos, em



consequéncia da acdo de enzimas enddgenas da carne e de bactérias (Molly et
al., 1997).

A microbiota que esta estabelecida e que participa do fenébmeno de
fermentacdo e maturacdo do salame procede do ambiente e dos equipamentos
usados na manufatura destes produtos quando usado o método mais tradicional
e, de cultivos iniciadores, quando é utilizada tecnologia mais moderna (HIERRO,
HOZ & ORDONEZ, 1997). Segundo Buckenhiiskes (1993), a fermentac&o natural
e espontanea do salame é caracterizada pela acdo de bactérias acido lacticas,
cocos Gram-positivos, catalase-positivos, bolores e leveduras. Também podem
fazer parte da microbiota natural de salames microrganismos indesejaveis
(deteriorantes, patogénicos e/ou toxigénicos), resultando em um produto de ma
gualidade ou que ofereca riscos a saude do consumidor. Por esta razéo, tem-se
recomendado a adi¢do de cultivos iniciadores na manufatura de varios tipos de
salames fermentados, visando o controle e a padronizacdo do processo

fermentativo.

1.2.1 Qualidade do salame

O continuo desenvolvimento técnico-cientifico e cultural, associado aos
mecanismos de midia e informacdo, resulta na demanda pela producdo de
alimentos com qualidade e menor custo de producdo. A qualidade global de um
alimento € determinada por diversos fatores ou parametros, incluindo
caracteristicas ou atributos de natureza fisico-quimica, microbiolégica,
organoléptica e nutricional. As referidas caracteristicas e atributos de qualidade
do alimento resultam de um complexo sistema de controle da matéria-prima, dos
ingredientes, das Boas Praticas de Fabricacdo — BPF, da tecnologia de producéo,
do envase/conservacdo, da comercializacdo e da logistica de distribuicdo. Além
da qualidade intrinseca do produto, a viabilidade econdémica e a competividade
sdo elementos determinantes na conquista de mercado.

O Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do Salame
(BRASIL/MAPA, 2000) prevé a seguinte composicao do produto: a) ingredientes
obrigatérios: carne suina (minimo de 60%, exceto para o salame hamburgués

cujo teor minimo exigido € de 50%), toucinho, sal, nitrito e/ou nitrato de sodio e/ou
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potassio; b) ingredientes opcionais: carne bovina, leite em p0d, acUcares,
maltodextrinas, proteinas lacteas, aditivos intencionais, vinho, condimentos,
aromas e especiarias, substancias glaceantes (revestimento externo); e c)
coadjuvantes de tecnologia — cultivos iniciadores (starter). Os requisitos de
caracteristicas sensoriais sao textura, cor, sabor e aroma caracteristico.

As caracteristicas fisico-quimicas devem estar de acordo com a designacéo do
produto em seus respectivos regulamentos técnicos, considerando os seguintes
valores maximos e minimos aceitaveis: Atividade de agua — Aw, maximo 0,92;
umidade, maximo 40%; gordura, maximo 35%; proteina, minimo 20% e
carboidratos totais, maximo 4%. Os aditivos, coadjuvantes de tecnologia, critérios
macroscopicos, microscopicos e microbiolégicos seguem de acordo com a
legislagédo vigente. Os contaminantes organicos e inorganicos ndo devem estar
presentes em quantidades superiores aos limites estabelecidos pelo regulamento
vigente (BRASIL/MAPA, 2000).

Quanto a qualidade microbiolégica, o processamento do salame requer
cuidados especiais, desde a matéria-prima até a armazenagem e consumo. Por
ocasiado do abate, a matéria-prima (carne) pode ser contaminada por
microrganismos patogénicos, em contato com pélos, pele, cascos, contetdo do
estbmago e visceras, equipamentos e utensilios utilizados, maos e vestuarios dos
manipuladores, bem como a agua utilizada na lavagem das carcagas. Segundo
JAY (2005), a populacdo de microrganismos freqiientemente encontrada em
carnes frescas e aves sao: 0s géneros de bactérias Vagococcus, Psychrobacter,
Pseudomonas, Moraxella, Micrococcus, Listeria, Enterococcus, Corynebacterium,
Campylobacter, Aeromonas e Acinetobacter; os géneros de fungos: Geotrichum,
Mucor, Rhizopus, Sporotricum, Thamnidium e os géneros de leveduras: Cadida,
Debaryomyces, Rhodotorula, Torulopsis.

A moagem ou trituracdo da carne € uma etapa do processamento dos
embutidos que pode interferir na intensidade da contaminagdo microbiana, em
razdo de que é oportunizada maior superficie de contato da carne com o
ambiente, possibilitando as bactérias que se encontram na superficie externa da
carne se distribuir por todo o produto. A manipulagdo do produto, o0s
equipamentos, condimentos e envoltério utilizados também devem ser tratados

com cuidado higiénico-sanitério, de forma a oferecer o menor risco possivel de
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contaminagdo com microrganismos indesejaveis. De acordo com a especificidade
do microrganismo e da interacdo com o alimento, poderd ocorrer a deterioracao
do alimento ou a intoxicagao/infeccdo alimentar quando o alimento contaminado
for ingerido (JAY, 2005). Os patégenos Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Escherichia coli e Salmonella sdo microrganismos que oferecem
risco para a seguranca alimentar e o S. aureus tem sido responsavel por
intoxicacdo gastrointestinal devido a sua habilidade para se multiplicar e produzir
enterotoxina durante a fase inicial de fermentagcdo da matéria-prima carne
(LEROQY, VERLUYTEN & VUYST, 2006).

A matéria-prima utilizada na elaboracdo do salame apresenta fatores
intrinsecos favoraveis ao desenvolvimento microbiano, exigindo rigido controle
dos fatores extrinsecos na producdo destes produtos. Ao considerar a
possibilidade de contaminacdo por microrganismos patogénicos e/ou
deteriorantes é importante a avaliagdo microbiolégica do produto, a qual dara
indicacdes sobre a qualidade da matéria-prima utilizada, higiene e sanificagdo na
manipulagéo e processamento, adequacao das técnicas utilizadas na preservacao
do produto e eficiéncia das operagdes de transporte e armazenamento do produto
final. Com a finalidade de evitar riscos a salde do consumidor, foram
estabelecidos critérios e limites microbiolégicos para cada tipo de alimento,
através de legislacdes especificas. Conforme a legislacdo brasileira, as condi¢cdes
microbiolégicas para produtos carneos maturados (presuntos crus, salames,
linguicas dessecadas, charque, “jerked beef’ e similares) devem estar de acordo
com o0s seguintes padrdes: Coliformes a 45°C, a tolerancia para a amostra
indicativa e para cada uma das duas amostras em cinco amostras analisadas é
de 10% UFC . g*; Staphylococcus - coagulase positivo, a tolerancia para a amostra
indicativa e para uma amostra em cinco amostras analisadas é de 5,0 x 10° UFC .
g*: Salmonella sp deve estar ausente tanto na amostra indicativa quanto nas
cinco amostras analisadas (BRASIL/MS/ANVISA, 2001).

As caracteristicas sensoriais do salame, identificadas pela cor, aroma, sabor e
textura, sdo resultantes de complexas reacfes quimicas entre a matéria-prima, 0s
ingredientes e os aditivos, sob determinadas condicbes de processamento.
Segundo Forrest et al. (1979), a adicao de sais de cura, como nitratos e nitritos de

sodio ou potassio, cloreto de sédio e de condimentos, tem efeito no produto em
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relacdo a coloragdo, a protecdo contra oxidacdo lipidica, a protecao
antimicrobiana e ao aroma e sabor. O nitrito (NO;) é componente ativo na
obtencdo da coloracdo vermelha e sabor da carne curada enquanto o nitrato
(NO3") é uma fonte de nitrito. Segundo Cammack et al. (1999), o nitrato é reduzido
para nitrito por bactérias com atividade nitrato redutase sob condi¢des anaerdbias
e em pH &cido. O nitrito produz como intermedidrio o monoxido de nitrogénio
(NO), que vai combinar-se com a mioglobina (contida no sarcoplasma das fibras
do musculo estriado) e formar a mioglobina nitrosa. Esta apresenta cor rosea
instavel, e posteriormente, em face de acidificacdo, formard o hemocromo,
responséavel pela cor vermelha atraente dos produtos curados. As transformagfes
guimicas no processo de formacdo da cor dos produtos carneos curados é

exemplificada conforme a Figura 1:

NaNO; — %% _,  NaNO, (1)
NaNO, meio dcido: pH5.7 HNO, (2)
HNO, %% _, H,0 + N,O; (3)
N,O; —C%% 5 NO + NO, (4)
NO, — ™44 _, NO + O, (5)

H,O NO NO
N | N N ‘ N N ‘ N
NO + Fe++ 7 - N Fe++/ — N\ Fe++ /7
/7 N\ 7 | N\ A /7 \
N N N N N N
Globina (6) globina (7) globina desnaturada (8)
MIOGLOBINA MIOGLOBINA NITROSA HEMOCROMO

Figura 1: Sequéncia de reac¢des quimicas, caracteristicas da formacdo da cor
dos produtos carneos curados e cozidos.
Fonte: Forrest et al. (1979)

Siriken et al. (2006) citando Cassen et al. (1979) relata que a adi¢cdo de nitrito
em produtos carneos inibe o desenvolvimento de Clostridium botulinum, funciona
como um antioxidante, promove a cor vermelha caracteristica do produto curado e
um particular flavor no salame. A legislacao brasileira (BRASIL/MS, 1998) limita

em 150 mg.kg™’ a concentracdo maxima de nitrito e 300 mg.kg™?, a concentracéo
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méaxima de nitrato em carnes e produtos carneos, para que nao seja colocada em
risco a saude da populacdo exposta

O Nitrito (de s6dio ou potassio) tem propriedade quimica oxi-redutora e a sua
toxidade esta relacionada com seu poder oxidante, o qual tem a propriedade de
oxidar a hemoglobina sangiinea, transformando-a em metahemoglobina com
baixo potencial para transportar o oxigénio, causando danos aos tecidos do nosso
organismo. Em organismos adultos, h4 um sistema enzimatico (metahemoglobina
redutase), capaz de reverter a formagdo da metahemoglobina, porém, em
criangas essas enzimas especificas ndo existem e podem desencadear
intoxicacbes graves, inclusive com consequéncias que podem levar a morte o
individuo (GIRARD, et al., 1991). Segundo Hotchkiss (1988), citado por Toni et al.
(1994), a restricdo ao uso de nitrito em formulagdes de produtos carneos esta
relacionada ao fato de que residuo de nitrito, ao combinar-se com residuos de
proteinas, podera formar nitrosaminas e/ou nitrosamidas, compostos
potencialmente carcinogénicos. Embora o nitrito seja permitido em alimentos
como agente preservativo, tém gerado preocupacfes sobre a seguranca do
mesmo, 0 qual em alta concentragdo € indubitavelmente téxico para humanos:
efeitos agudos tém sido observados pela ingestdo acidental, por exemplo, de
adgua contaminada, salames e medicamentos (BRADBERRY, GAZZARD & VALE,
1994; KENNEDY, SMITH & McWHINNEY, 1997 e GRUDZINSKI, 1991 citados por
CAMMACK et al., 1999).

Outro importante promotor da qualidade do salame é o sal cloreto de sédio.
Junto com a temperatura e o pH, sdo um dos maiores parametros que influenciam
no crescimento e sobrevivéncia de bactérias (GUTIERREZ et al., 1995). Segundo
Girard et al. (1991), o sal € o mais antigo aditivo utilizado em produto carneos e
desempenha mudltiplas fungfes: a) tem acdo bacteriostatica na concentracdo de
10% no meio, mas na concentracdo de 5% ndo ha mais esse efeito sobre
microrganismos anaerébios e, em concentracfes a 3% ou proximas a esse
percentual, € importante associar outro recurso para complementar a acao
bacteriostatica; b) € um agente de sapiez; c) tem poder de retencdo da agua da
carne; d) é emulsificante e ligante (aumenta a solubilidade das proteinas
musculares devido a sua for¢a ibnica); e e) tem acdo oxidante de gorduras, o que

€ indesejavel.
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O aroma e o0 sabor da carne sdo caracteristicas dificeis de serem diferenciadas
de forma objetiva, levando-se a interpretagdo como um conjunto destas
sensacdes: o flavor. Segundo Ordoiiez, et al. (2005), os precursores essenciais
do sabor de carne sdo compostos ndo-volateis, soliveis em agua e com peso
molecular baixo, resultantes de subsequentes reacdes enzimaticas de proteinas e
de carboidratos a peptideos, aminoacidos livres, mono e dissacarideos e acidos
organicos. Contudo, o aroma especifico de cada espécie carnea € atribuido
fundamentalmente a componentes volateis de origem lipidica (hidrocarbonetos,
aldeidos, cetonas, alcoois, acidos carbonilicos, ésteres, éteres, derivados do
benzol, furano y e 3-lactonas, piranos, oxazonilas, pirréis, piridinas, pirazinas, tiois,
sulfetos, tiofenos, tiazdis, tritiolanos, tritianos, ditiazinas, ditiolanos e ditianos.
Alguns compostos foram qualificados com aroma tipo carneo como é o caso de
metional, 2 — folmiltiofeno, 5 — tiometilfurfural e 3, 5 — dimetil — 1,2,4 — tritioleno
(Ordoiiez, et al., 2005).

1.2.1.1 Oxidacéao lipidica e implicacbes na qualidade do salame

Considera-se a oxidagcdo lipidica em salames um dos aspectos mais
significativos e necessario de ser discutido no contexto da qualidade do produto,
porque a gordura € um dos componentes em maior propor¢cdo no salame e
susceptivel a reacdes quimicas indesejaveis. Segundo o Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade do Salame (BRASIL, 2000), € permitida a adicdo de
gordura na composic¢ao do salame em até 35%. De acordo com as especificagfes
contidas em rotulos dos salames produzidos e comercializados na regido Sul do
Brasil, a média é de 30% de gordura.

A gordura animal utilizada na fabricacdo do salame é proveniente de tecido
adiposo de suino, o qual, segundo Enser et al. (1995), apresenta uma média de
36,85% de &cidos graxos saturados, 17,5% de polinsaturados (destes, 14,2% sao
de C18:2 n-6 linoléico) e 41,53% de monoinsaturados (destes, 32,8% sao de
acido graxo C18:1 n-9 oléico), ndo sendo detectada a presenca de C18:1 trans. A
percentagem de &cidos graxos insaturados e polinsaturados no salame tem
interesse devido ao valor nutricional e, também, quanto ao risco de deterioracao

do alimento e producé&o de compostos toxicos.
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Os lipidios sdo importantes em nossa dieta, pois se constituem em fonte de
energia para nosso organismo, atuando também como auxiliares na absorcéo de
vitaminas e no desenvolvimento de tecidos. O Institute of Medicine of the National
Academies Press recomenda que, do total de calorias ingeridas diariamente,
sejam provenientes dos carboidratos 45 — 65%, das gorduras 20 — 30% e das
proteinas 10 — 35%, visando atender as necessidades nutricionais diarias e
minimizando os riscos de doencas cronicas (NATIONAL ACADEMIES PRESS,
2002). O referido estudo ressalva a importdncia dos acidos graxos
monoinsaturados e polinsaturados na reducdo da concentragdo de colesterol no
sangue e na diminuicdo do risco de doengas cardiovasculares (a adequada
ingesta diaria de acido linoléico é de 17g para homens e 12g para mulheres).

Fatores intrinsecos e extrinsecos ao processamento e maturagdo do salame
sujeitam 0 mesmo a lipolise e oxidacao lipidica. As lipases endogenas do tecido
muscular e adiposo, assim como as de origem microbiana, tém importante funcao
na hidrolise e no metabolismo de proteinas e lipidios durante a fermentacdo e
maturacdo do salame, resultando em desejaveis compostos do aroma e sabor do
produto (MOLLY et al., 1997). Entretanto, um excesso de oxidacao lipidica pode
atingir o nivel de rancificacdo do alimento, com caracteristicas organolépticas
inaceitaveis e risco de presenca de moléculas téxicas ao nosso organismo
(ZANARDI et al., 2004). Os acidos graxos livres de cadeia longa polinsaturados e
monoinsaturados sdo sensiveis a oxidacdo lipidica (COUTRON-GAMBOTTI &
GANDEMER, 1999) e, quando oxidados, perdem sua funcionalidade no
organismo, além da possibilidade de producdo de compostos indesejaveis como
pentanal, hexanal, 4 — hydroxynonenal e malononaldeido — MDA (PERSON et
al.,1983; RAHARJO & SOFOS,1993).

A auto-oxidagcdo € o principal processo de oxidacgéo lipidica em alimentos
carneos, cujos elementos propagadores da oxidagdo sdo os hidroperéxidos -
ROOH (FERNANDEZ, PEREZ-ALVAREZ & FERNANDEZ-LOPEZ, 1996;
GANDEMER, 2002). A peroxidacao lipidica € um dos primeiros mecanismos de
deterioracdo do alimento e, especialmente, dos produtos céarneos, com
consequente implicagdo na qualidade do produto, manifestada pela
transformagéo do sabor, da cor, da textura, do valor nutritivo e da producdo de

compostos toxicos. Vérios fatores interferem na peroxidacdo de lipidios em
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produtos carneos, desde a matéria-prima e condicbes ambientais até as
condicdes de processamento e adicdo de compostos exdgenos, como o sal,
nitrito, especiarias e antioxidantes (KANNER, 1994).

Antioxidantes sintéticos tém sido utilizados para retardar o desenvolvimento da
rancidez em produtos cérneos e estender a validade do produto. Os compostos
fendlicos butil hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno (BHT) e propil galato (PG),
comumente usados, apresentam significativo poder antioxidante, mas, segundo
Namique (1990), acredita-se que possuem atividade carcinogénica. Outros
compostos, como ascorbatos, fosfatos, especiarias e nitritos, também tém sido
usados na formulacdo do salame, como controladores/inibidores da oxidacdo
lipidica. Conforme a estrutura quimica e respectiva acdo no produto, O
antioxidante pode atuar na inativacao dos radicais livres, na complexacédo de ions
metéalicos ou na reducdo dos hidroperoxidos (ARAUJO, 1995). Radical peroxil
(02, peréxido de hidrogénio (H20,), radical hidréxido (HO'), fon ferril (Fe**) e fons
metalicos livres, sdo estruturas quimicas com potencial para iniciar a peroxidacao
lipidica (KANNER, 1994).

Segundo Zanardi et al. (2004), quanto testados cultivos iniciadores comerciais,
aditivos e especiarias em salames, ndo se obteve perceptivel efeito sobre a
lipdlise e a oxidacao lipidica. Em outros estudos (Garcia et al.,1992; Molly et
al.,1997 e HIERRO, HOZ & ORDONEZ, 1997), foi observado um similar
incremento de 4cidos graxos livres entre as amostras de salames inoculadas com
Lactobacillus e/ou Micrococcus e amostras produzidas em condi¢cfes estéreis ou
com antibidtico. As referéncias indicam a importancia de estudos sobre a
oxidacao lipidica de acidos graxos essenciais em salames em relacédo a atividade

de cultivos iniciadores.

1.2.2 Cultivos iniciadores: importantes agentes promotores da qualidade do

salame

O uso de cultivos iniciadores na producdo de salames estd se tornando
necessario para garantir a seguranca, unificar propriedades de produtos, incluindo
sabor e cor consistentes, e diminuir o tempo de maturacdo (RANTSIOU et al.,

2005). Cultivos iniciadores podem ser definidos como uma preparacdo microbiana
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de um grande numero de células de pelo menos um microrganismo, com vistas a
ser acrescentado a uma matéria-prima e produzir um alimento fermentado,
acelerando e controlando seu processo de fermentagcdo (LEROY & VUYST,
2004).

Conforme Buckenhiiskes (1993) citam-se alguns critérios gerais para a
selecdo de cultivos iniciadores para alimentos: a) seguranga (0 microrganismo
ndo pode desenvolver qualquer atividade patogénica ou toxica e a obtencédo da
cultura deve estar livre de condigbes higiénicas precarias, infecciosas ou
substancias indesejaveis); b) efetiva propriedade tecnoldgica (0 microrganismo
deve dominar a microbiota espontanea e produzir atividade metabdlica desejada);
c) aspectos econbmicos (a producdo deverd ser viavel do ponto de vista
econdmico, ser preservada por congelamento ou liofilizacdo com pequena perda
de atividade, ter estabilidade/viabilidade por varios meses sob determinadas
condi¢des e a manipulacdo do microrganismo deve ser tao facil quanto possivel).

A adicdo de cultivos iniciadores em carnes pode ter diferentes propdsitos:
melhorar a seguranca (inativacdo de microrganismos patogénicos); melhorar a
estabilidade (extenséo da vida de prateleira do alimento, inibindo transformacdes
indesejaveis provocadas por microrganismos deteriorantes ou outras reacoes);
prover a diversidade (modificacdo da matéria-prima para obter novas
propriedades sensérias do alimento) e prover beneficios a saude (efeitos positivos
na microbiota intestinal do consumidor) (LUCKE, 2000). Cultivos iniciadores
modernos sdo selecionados como simples ou multiplas espécies de bactérias
especificamente adaptadas para o substrato e a matéria-prima (HOLZAPFEL,
2002).

Na fabricacdo do salame, um importante aspecto é fabricar um produto com o
padrdo desejado de qualidade e no menor tempo possivel, com o objetivo de
reduzir custos na producdo. Neste contexto, tem-se buscado alternativas para
acelerar o processo de reducgéo do pH (acidificacdo) e secagem do produto. Uma
das alternativas é a adi¢do de acidulantes quimicos como a glucona delta lactona
(GDL), mas o sabor e aroma originais do salame somente podem ser obtidos pela
fermentagcdo, com o uso de selecionados microrganismos como cultivos
iniciadores (BUCKENHUSKES,1993).
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Os componentes mais importantes dos cultivos iniciadores, em produtos
carneos crus, sao as bactérias acido lacticas e as Micrococcaceae, mas também
fazem parte de cultivos iniciadores os bolores e as leveduras (HANS, 1994).
Espécies de bactérias do género Lactobacillus e Pediococcus tém acéo
acidificante, enquanto que espécies do género Micrococcus e Staphylococcus —
coagulase negativa atuam na colora¢do, sabor e aroma dos produtos carneos
(GEISEN, LUCKE & KROCKEL, 1992; TERRA, 1998). Salame inoculado com
cultivos iniciadores compostos de selecionadas bactérias acido laticas
homofermentativas, por exemplo, Lactobacillus e/ou Pediococcus e Micrococcus
Gram-positivo, catalase-positivo, por exemplo, Staphylococcus e Kokuriae,
promovem a qualidade e seguranca do produto final, padronizando o processo de
producdo (LEROY; VERLUYTEN & VUYST, 2006). No referido consoércio de
microrganismos, as bactérias acido lacticas tém funcéo relevante, pois promovem
a estabilidade microbiana e as propriedades tecnoldgicas desejaveis no produto
final, em razdo da producdo dos acidos lactico e acético, os quais promovem o
decréscimo do pH do meio (DROSINOS et al., 2007).

O tipico flavour do salame é resultado de complexas intera¢des do catabolismo
microbiano e de enzimas musculares (que degradam carboidratos, proteinas e
lipidios), associadas as especiarias e agentes de cura, resultando no perfil
sensorial do salame (ERKKILA et al.,, 2001; OLESEN, MEYER & STAHNKE,
2004; TIENER et al., 2003). Os estudos de compostos volateis que compdem o
aroma de salames fermentados apresentam Varios grupos quimicos de
compostos, como o0s alcanos, alcenos, cetonas, aldeidos, &alcoois, acidos
carboxilicos, ésteres, derivados sulfurosos, terpenos e, com menor importancia
guimica, os fendis, cloretos e pirazinas (CHIZZOLINI, NOVELLI & ZANARDI,
1998).

Berdagué et al. (1993), em estudos realizados sobre os efeitos de cultivos
iniciadores na formagédo de compostos do sabor em embutidos secos, concluiu
gue a natureza dos cultivos iniciadores tem significativa influéncia sobre a
composicao volatil e caracteristicas sensoriais, contribuindo para o sabor dos
mesmos. O referido estudo indica que o sabor da lingiiigca pode ser modulado pela
combinacdo da microbiota, sendo necessaria a implementacdo de mais estudos

sobre as interacdes bioquimicas entre cultivos iniciadores que desenvolvem o
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sabor e os acidificantes. Conforme Ardo (2006), bactérias acido lacticas tém
importante acao no flavour do salame porque ao necessitarem de aminoacidos
para sua sobrevivéncia desenvolvem atividade proteolitica. Culturas
Micrococaceae, Gram-positivo, catalase-positivo e coagulase-negativo como as
espécies de Staphylococcus e/ou Kukuria, contribuem para a formacao do flavour
devido a atividade das enzimas catalase e nitrato redutase, a degradacdo de
carboidratos, ao catabolismo de aminoécidos e da f3 - oxidacédo de &cidos graxos
(TJENER et al., 2003; LEROY, VERLUYTEN & VUYST, 2006).

Segundo Hagen et al. (1996), a proteinase do Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei NCDO 151, adicionada em embutido seco, acelerou a maturacdo do
mesmo, quando se obteve elevada pontuagéo na analise sensorial (sabor, aroma,
cor e textura) apresentando a maturacdo em quatorze dias equivalente ao periodo
de maturacdo de vinte e oito dias dos demais embutidos (ndo-adicionados de
enzimas ou com adicao de enzima alcalase).

As bactérias acido lacticas tém um maior potencial para uso em
biopreservacdo porque elas sao saudaveis para o consumidor, dominam a
microbiota natural durante a estocagem de muitos alimentos e, igualmente, sédo
habeis em inibir indesejaveis microrganismos, como, a Listeria monocytogenes
(ALVES et al., 2006).

Conforme Smith & Palumbo (1983), a adicdo de um elevado nimero (10’ - 10°
UFC.g* de produto) destas bactérias inibirA o desenvolvimento de
microrganismos indesejaveis, prevenindo ou reduzindo falhas na fermentacdo. Na
manufatura de determinado tipo de salame, Smith & Palumbo (1983), citam que
Masters et al. (1981) observou que Salmonella newport e Salmonella typhimurium
eram completamente eliminadas pelo uso de uma cultura de L. plantarum.
Segundo Lucke (2000), os principais mecanismos pelos quais as bactérias acido
lacticas agem sobre seus competidores sdo a producdo de acido lactico, acido
acético e bacteriocinas. Alguns outros metabdlitos de bactérias acido lacticas tém
apresentado inibicdo de bactérias Gram-negativas in vitro, mas é improvavel que
estes compostos sejam explorados para melhorar a seguranca e estabilidade de
carnes.

Bactérias acido lacticas bacteriogénicas tém apresentado efetiva inibicdo do

desenvolvimento de microrganismos patégenos, como, a Listeria monocytogenes,
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Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Clostridium dificile, sob determinadas
condicbes (HOLZAPFEL, GEISEN & SCHILLINGER, 1995). Conforme
Papamanoli et al. (2003), de sete culturas de L. plantarum isolados a partir da
microbiota natural de salames, 71% apresentaram atividade antimicrobiana contra
Listeria monocytogenes, 29% inibiram duas culturas de Staphylococcus aureus,
mas néo houve inibicdo de Escherichia coli 0157: H7 e Bacillus cereus. Salames
produzidos com cultivos iniciadores comerciais inibiram o desenvolvimento de L.
monocytogenes em 21 dias de maturacdo, enquanto que a adicdo dos cultivos
iniciadores L. rhamnosus E-97800, L. rhamnosus LC -705 e L. plantaum ALCO1,
apresentaram adicional atividade antilisterial em determinado salame Norte
Europeu com 14 dias de maturagcdo (TYOPPONEN et al., 2003). Neste contexto,
ressalva-se a importancia de continuos estudos de culturas com atividade

bacteriogénicas e de culturas pro- bioticas em salames.

1.3 Bactérias acido lacticas em produtos carneos fermentados

Fazem parte do grupo das bactérias acido lacticas os géneros Lactobacillus,
Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Carnobacterium, Enterococcus,
Lactococcus e Vagococcus. As bactérias acido lacticas podem ainda ser divididas
em dois grandes grupos: as homofermentativas, aquelas que produzem acido
lactico como produto principal ou Unico da fermentacdo da glucose, e
heterofermentativas, aquelas que produzem guantidades equimolares de lactato,
diéxido de carbono e etanol a partir da glucose. Sdo exemplos de bactérias
homofermentativas aquelas pertencentes aos géneros Pediococcus,
Streptococcus, Lactococcus, Vagococcus e algumas espécies de Lactobacillus.
Os géneros Leuconostoc, Carnobacterium e algumas espécies de Lactobacillus,
sdo exemplos de espécies heterofermentativas (JAY, 2005). Comercialmente,
bactérias &cido lacticas produzidas como cultivos iniciadores poderdo conter as
espécies de Lactobacillus plantarum, L. sake, L. curvatus, Pediococcus acidilactici
e P. pentosaceus (HANS,1994).

A microbiota lactobacilar, predominante em embutidos crus, no salame, por
exemplo, se caracteriza basicamente por microrganismos fermentativos,

preferencialmente formadores de &cido lactico. Uma combinagdo de
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Enterococcus, Micrococcus, Leuconostoc e, sobretudo Pediococcus, desdobra
reservas de carboidratos dos musculos e, também, dos aditivos, transformando-
0s na acidez caracteristica dos embutidos crus maturados. Leveduras também
participam do processo, em especial a espécie Debaryomyces kloeckeri (HANS,
1994). Segundo Terra (1998), o processo fermentativo do salame ocupa posicao
de relevancia, pois participa diretamente na definicdo da cor, sabor, textura e vida
atil do produto.

Quanto as exigéncias de crescimento, as bactérias 4cido lacticas necessitam
de aminoé&cidos pré-formados, vitaminas do complexo B, bases purinas e
pirimidinas. Sdo mesofilas, algumas crescem sob temperaturas inferiores a 5°C e
outras a temperaturas elevadas, como 45°C. Quanto ao pH, sdo capazes de
crescer entre valores de pH 3,2 e 9,6, sendo que a maioria cresce entre 4,0 e 4,5.
Estas bactérias apresentam limitada agéo proteolitica e lipolitica.

Em tempos passados, a taxonomia das bactérias 4cido lacticas baseava-se na
reagcdo de Gram, catalase negativo e na producdo de acido lactico de uma
determinada configuragdo, juntamente com a capacidade de fermentar
determinados carboidratos. Atualmente, usa-se a sequéncia do rRNA, a
composicao de bases do DNA, a homologia do DNA, o tipo de peptidioglicano da

parede celular e a especificidade imunoldgica de suas enzimas (JAY, 2005).

1.3.1 Bactérias acido lacticas - Género Lactobacillus

As espécies mais comuns de Lactobacillus encontradas em produtos carneos
fermentados sdo L. plantarum, L. brevis, L. farciminis, L. alimentarius e
Lactobacillus atipicos. Estes ultimos, posteriormente identificados como L. sake e
L. curvatus (KANDLER & WEISS, 1986).

O género Lactobacillus caracteriza-se por apresentar células longas e
delgadas, as vezes bastdes curtos e curvos, muitas vezes na forma de
Cocobacillus. Apresentam rara mobilidade, ndo esporogénicos e Gram-positivos.
Metabolismo fermentativo, obrigatoriamente sacarolitico, ao menos metade do
produto formado é lactato, podendo ser formados outros produtos como o etanol,
dioxido de carbono, formiato e succinato. Acidos volateis com mais de dois

carbonos ndo sdo produzidos. Sao microaerofilicos, desenvolvem-se em meio
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solido, geralmente em condi¢cdes de anaerobiose ou presséo reduzida de oxigénio
e 5 - 10% de CO,. Incomum reducéo de nitrato, se presente, somente quando o
pH final é 6,0. Nao hidrolisam gelatina. Indol e H,S nédo séo produzidos. Somente
algumas das espécies hidrolisam arginina, formando amoénia (NH3). Rara
producéo de pigmento. Complexo nutricional requerido: aminoacidos, peptideos,
derivados de acidos nucléicos, vitaminas, sais, acidos graxos ou ésteres de
acidos graxos e carboidratos fermentaveis. Desenvolvem-se em temperaturas
entre 2 — 53°C, com temperatura 6tima geralmente de 30 — 40°C. Aciddricos, com
pH 6timo geralmente 5,5 — 6,2. Desenvolvem-se melhor em meio acido fraco com
pH inicial 6,4 — 4,5, cessando seu desenvolvimento quando pH 4,0 — 3,6 é
atingido, dependendo da espécie e cepa (KANDLER & WEISS,1986).

Considerado as propriedades dos lactobacilos e das bactérias acido lacticas,
as industrias, principalmente as de laticinios e de grande porte, utilizam estes
microrganismos na producgdo de alimentos, sendo um mercado promissor e em
crescente desenvolvimento.

1.4 Cultivos iniciadores: uma oportunidade para o desenvolvimento do setor

alimenticio brasileiro

A producdo de alimentos no Brasil e no mundo serd orientada, entre outros
fatores, pela demanda de alimentos promotores de saude e de significativo valor
agregado, como, por exemplo, alimentos que sdo processados utilizando a
fermentagcdo como recurso biotecnologico. Os alimentos com destaque neste
cenario sdo aqueles com propriedades pro-bidticas, seguros e com desejaveis

propriedades organolépticas.

Conforme o Ministério da Agricultura Pecuéaria e Abastecimento - MAPA e
Assessoria de Gestdo Estratégica — AGE (2006), o desenvolvimento
socioecondmico, mundial e brasileiro, ser4 pautado por algumas tendéncias,
como: o significativo aumento demogréafico e concentracdo da populagdo em
sistema urbano; o crescimento superior a 3% ao ano da economia e devera
ocorrer a liberalizagdo do comércio internacional com a queda de barreiras

tarifarias e nao tarifarias para produtos agricolas. Além destas tendéncias, 0s
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avancos da biotecnologia estdo transformando os mercados e ampliando as

oportunidades na agricultura e na bioindustria.

As referidas tendéncias nos sugerem que um dos desafios da producéo
brasileira de alimentos é incorporar e prover as inovacgdes cientificas, tecnologicas
e biotecnoldgicas ao agronegdcio brasileiro. Neste contexto, o conhecimento da
biodiversidade microbiana, o dominio tecnolégico da obtencdo das culturas e a
aplicagcdo/avaliacdo das mesmas nos alimentos ou em outros sistemas de
producdo, constituem-se como aporte para a promoc¢ado do desenvolvimento
socioecondmico do setor. Ressalva-se que o referido aporte, implica em politicas
e estratégias governamentais e nao-governamentais de fomento a
sustentabilidade do sistema, garantido o conhecimento técnico-cientifico, a

tecnologia, 0 acesso, a seguranca e a qualidade do alimento a populacao.
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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi caracterizar culturas promissoras como
cultivos iniciadores, de Lactobacillus plantarum isoladas de salames artesanais,
fermentados naturalmente, produzidos na regiao Noroeste do Rio Grande do Sul,
Brasil. Das 127 bactérias acido lacticas homofermentativas, Gram-positivas e
catalase-negativas isoladas, dez foram aleatoriamente selecionadas e realizadas
sua caracterizacdo fenotipica e PCR espécie-especifica foram realizadas. O DNA
gendmico das culturas isoladas e das culturas de referéncia L. plantarum ATCC
8014 e L. pentosus ATCC 8041 foi amplificado utilizando-se dois pares de
iniciadores espécie-especificos para L. plantarum (16/Lpl e LbP11/LbP12). Os
resultados da caracterizacao fenotipica e da PCR espécie-especifica permitiram a
identificacdo como Lactobacillus plantarum de sete culturas das dez selecionadas.
Palavras-chave: salame; L. plantarum; caracterizacdo fenotipica; PCR

ABSTRACT

The purpose of the present work was to characterize promising starter culture
strains of Lactobacillus plantarum isolated from naturally fermented artisanal
sausage manufactured in the northwestern region of Rio Grande do Sul state,
Brazil. From 127 isolates of lactic acid bacteria homofermentative, Gram-positive,
catalase-negative isolates, ten isolates were randomly selected and the
phenotypic characterization and species-specific PCR were performed. Genomic
DNA from each isolated strain and from the reference strains L. plantarum ATCC
8014 and L. pentosus ATCC 8041 were amplified using two pairs of L. plantarum
species-specific primers (16/Lpl and LbP11/LbP12). The results of the phenotypic
characterization and species-specific PCR allowed identification as Lactobacillus
plantarum of seven strains from the ten selected ones.

Key-words: sausage; L. plantarum; phenotypic characterization; PCR
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1 Introducéo

A moderna biotecnologia de alimentos é uma evolucdo do antigo modo
empirico de fermentacdo de alimentos. A adicdo de microrganismos desejaveis
(cultivos iniciadores) em produtos carneos atende aos diferentes propositos:
promover a seguranca alimentar (inativagdo de microrganismos patogénicos ou
toxigénicos), melhorar a estabilidade (extensdo da vida de prateleira do produto,
inibindo mudancas indesejaveis provocadas por microrganismos deteriorantes ou
reacbes de abidticas), prover diversidade (modificacdo da matéria-prima para
obter novas propriedades sensérias) e prover beneficios a saude por efeitos
positivos na microbiota intestinal (LUCKE, 2000). Um cultivo iniciador pode ser
definido como uma preparacdo microbiana que contém um grande numero de
células, de pelo menos um tipo de microrganismo, para ser acrescentado a uma
matéria-prima e produzir um produto fermentado, acelerando e controlando o
processo de fermentacdo (LEROY & VUYST, 2004).

Conforme Drosinos et al. (2007), geralmente cultivos iniciadores consistem de
bactérias acido lacticas Gram-positivas, catalase-negativas, CcOCOoS
(Staphylococcus, Kocuria), leveduras e mofos, dependendo do tipo de salame
fermentado. As bactérias acido lacticas desempenham o principal papel neste
consércio porque afetam as propriedades tecnolégicas e a estabilidade
microbiolégica do produto final pela producdo dos acidos lactico e acético e
conseguente decréscimo do pH do meio. Uma exigéncia adicional de um cultivo
iniciador ou cultura protetora € a sua contribuicdo para as mudancas desejaveis
nos produtos carneos, as quais podem ser mais bem desenvolvidas pelos cultivos
iniciadores do que pela natural microbiota presente na carne. A reducdo do pH
pelas bactérias acido lacticas € um exemplo dessas transformacfes desejaveis
(GEISEN, LUCKE & KROCKEL, 1992).

A habilidade das bactérias acido lacticas, em particular os Lactobacillus, para
reduzir o pH e produzir bacteriocinas, previne o desenvolvimento de
microrganismos deteriorantes e patogénicos, melhorando a seguranca e
conservacgdo do produto carneo (AMMOR et al., 2005b; BROMBERG et al., 2004,
DEJENANE et al., 2005; FIORENTINI et al., 2001; LUCKE, 1985; MACIEL, et al.,
2003; SAMELIS, et al., 1994).
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Entre os Lactobacillus, L. curvatus, L. sakei e L. plantarum sdo as espécies
mais comumente isoladas de produtos céarneos naturalmente fermentados
(AMMOR et al., 2005a, 2005b; AYMERICH et al., 2003; DROSINOS et al., 2007;
PARENTE, GRIEGO & CRUDELE, 2001; RANTSIOU, 2005; VOGEL et al., 1993).
Entretanto, a fermentacdo cérnea pela microbiota natural acido lactica pode,
algumas vezes, resultar em produtos de pior qualidade e, por essa razdo, a
adicdo de cultivos iniciadores tem sido recomendada, se estabelecendo como
pratica comum na fabricacdo de varios tipos de salames fermentados
(HOLZAPFEL, 2002; ANDRIGUETTO, ZAMPESE & LOMBARDI, 2001).

Na fabricacdo de tradicionais salames, € importante o uso de cultivos
iniciadores constituidos de Lactobacillus isolados a partir de produtos locais,
porque esses microrganismos estdo bem adaptados para o produto e para a
tecnologia especifica de producado, contribuindo para a geracdo do tradicional
flavor do produto carneo (ANDRIGUETTO, ZAMPESE & LOMBARDI, 2001). Com
base no exposto, o objetivo do presente trabalho foi caracterizar culturas de
Lactobacillus plantarum isoladas de salames artesanais naturalmente
fermentados, produzidos na regido Fronteira Noroeste do Estado do Rio Grande
do Sul — Brasil, como um primeiro estagio para investigar as propriedades
tecnoldgicas (como cultivo iniciador) de bactérias acido lacticas isoladas a partir

de produtos regionais locais.

2 Material e Métodos

2.1 Culturas bacterianas e condicdes de desenvolvimento

Com o objetivo de obter algumas culturas promissoras como cultivos
iniciadores, somente dez culturas (codificadas como AJ2, AL2, AB4, R2, AP3, C5,
AF5, AD3, N3 e AM2) foram selecionadas aleatoriamente (por sorteio) a partir de
127 culturas de bactérias acido lacticas, Gram-positivas e catalase-negativas. As
referidas culturas foram obtidas de um total de 168 culturas de bactérias acido
lacticas isoladas de 42 amostras de salames artesanais, em periodo médio de 7

dias de fermentacdo, fabricados sem a adicdo de cultivos iniciadores, em 21
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diferentes locais de producgéo (sistema caseiro e artesanal), na regido Fronteira
Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul.

Considerando que, em uma primeira avaliacdo fenotipica, dos dez cultivos de
bactérias acido lacticas isoladas, cinco foram caracterizados como Lactobacillus
plantarum e um como Lactobacillus pentosus, foram adquiridas as culturas de
referéncia Lactobacillus plantarum ATCC 8014 e Lactobacillus pentosus ATCC
8041 da Colecdo Fundagdo André Tosello. Todas as culturas foram
desenvolvidas em agar MRS e incubadas anaerobicamente a 37°C por 48h. ApGs
incubacdo, uma algada de cada cultura bacteriana desenvolvida sobre o agar
MRS foi novamente inoculada em 10mL de caldo MRS e incubada a 37°C por
24h. Ao caldo com a cultura desenvolvida, foi adicionado glicerol (20%), como

crioprotetor, congelado e estocado a - 80 °C.

2.2 Caracterizagao fenotipica

As dez culturas isoladas e as culturas de referéncia foram testadas quanto a
producéo de gas a partir da glicose em caldo MRS (modificado com adigédo de 2%
de glicose e sem citrato de triamonio), contendo tubo de Durham e incubado a
37°C por 48h; atividade de catalase; coloracdo de Gram e morfologia celular
observada usando um microscépio 6tico (SCHILLINGER & LUCKE, 1987).

O desenvolvimento das culturas em diferentes temperaturas foi observado
sobre agar MRS ap06s 3 dias de incubacdo a 8°C e 45°C, respectivamente. O
desenvolvimento em diferentes valores de pH foi observado apés 3 dias de
incubacédo a 37°C em agar MRS, condicionado com HCI v, para pH 3,9 e com
NaOH v para pH 9,6. O desenvolvimento em diferentes concentragdes de sal foi
observado apos 3 dias de incubacgédo a 37°C em MRS, adicionado com 7% e 10%
de NacCl.

Para o teste de fermentacdo de carboidratos, uma alcada de cada cultura
isolada e de cada cultura de referéncia desenvolvida sobre agar MRS (incubada a
37°C por 48h) foi suspensa no meio de cultura APl 50 CHL (API systems,
BioMérieux). Usando uma pipeta esterilizada, a suspensdo bacteriana foi
homogeneizada e distribuida em cada um dos 50 microtubos da galeria APl 50CH

(numerados de 0 a 49), que contém os respectivos substratos para o estudo do
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perfil fermentativo da cultura. Todos os microtubos foram recobertos com 6leo de
parafina estéril para fins de anaerobiose e incubados a 37°C. A alteracdo da cor
violeta do meio de cultura foi monitorada durante cinco dias de incubagdo, com a
seguinte interpretacdo: Teste positivo (+) demonstrado pela transformacao da cor
violeta para amarela; negativo (-), sem transformacao da cor violeta e duvidoso (?)
para outra cor demonstrada. O primeiro microtubo (sem substrato) serviu como
controle. A hidrélise de esculina foi demonstrada pela alteracédo da cor verde para
preto e representada por um sinal positivo enquanto que um sinal negativo

representou a ndo-ocorréncia da alteracao na cor do meio de cultura.

2.3 Isolamento do DNA bacteriano

As culturas de referéncia (L. plantarum ATCC 8014 e L. pentosus ATCC 8041)
e as dez culturas identificadas na avaliacdo fenotipica foram selecionadas para
analises da Reacao da Polimerase em Cadeia — PCR. Uma aliquota de 1,0 mL de
cada cultura (incubada por 12h em caldo MRS a 37°C) foi centrifugada a 13.000 x
g por 2 min e, assim, foi obtida a massa celular bacteriana. O DNA bacteriano foi
isolado utilizando Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega), conforme
manual técnico do fabricante e protocolo para isolamento do DNA gendmico de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. O referido protocolo foi adaptado
com a adicdo de mutanolisina para auxiliar na lise celular conforme descrito por
Quere, Deschamps & Urdaci (1997).

2.4 Iniciadores e condicdes da PCR

Considerando-se a andlise fenotipica dos dez cultivos de bactérias acido
lacticas isoladas, desenvolveu-se a caracterizacdo molecular utilizando
iniciadores especificos para L. plantarum e L. pentosus. Também foi considerada
a significativa similaridade do DNA gendmico entre as espécies L. plantarum, L.
paraplantarum e L. pentosus e foram utilizados iniciadores especificos conforme
descrito por Berthier & Ehrlich (1998) e Quere, Deschamps & Urdaci (1997). Para
a amplificacdo dos segmentos do DNA gendmico de cada cultura, utilizou-se a

técnica da reagdo em cadeia da polimerase - PCR.
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Dois pares de iniciadores (Invitrogen) foram utilizados para identificar L.
plantarum. A identificacdo PCR espécie-especifica de L. plantarum foi realizada
usando os iniciadores LbP11l (5’AATTGAGGCAGCTGGCCA3) e LbP12
(5’GATTACGGGAGTCCAAGC3’), conforme Quere, Deschamps & Urdaci (1997)
ou 0S iniciadores 16 (5GCTGGATCACCTCCTTTC?) e Lpl
(5’ ATGAGGTATTCAACTTATG3’), conforme Berthier & Ehrlich (1998). A
identificacdo PCR espécie-especifica de L. pentosus foi realizada usando os
iniciadores 16 (5’GCTGGATCACCTCCTTTC3) e Lpe
(5’GTATTCAACTTATTAGAACGS’), conforme Berthier & Ehrlich (1998).

Para a PCR foram preparados 25 uL da mistura de reag&o, contendo 80 ng de
DNA bacteriano, 0,5 uM de cada iniciador e 10 puL do Eppendorf Master Mix (2,5x)
(Eppendorf), cuja concentragéo final na reagcdo de PCR corresponde a 1,25 U de
Tag DNA Polimerase, 50 mM de KCI, 30 mM de Tris-HCI (pH 8,0), 1,5 mM de
Mg, 0,1% Igepal-CA630 e 200 uM de cada dNTP (oligonucleotideos). Os
microtubos foram colocados em um termociclador (Minicycler™ - MJ Research,
Inc. Watertown, MA) e as amplificacdes foram realizadas com as seguintes
condigbes: para os iniciadores 16/Lpl e 16/Lpe, desnaturagcdo a 94°C por 5
minutos, 30 ciclos a 94°C por 1 minuto, 53°C por 45 segundos, 72°C por 1 minuto
e um ciclo de extenséo final a 72°C por 5 minutos (BERTHIER & EHRLICH,
1998). Para os iniciadores LbP11/LbP12, desnaturacdo a 95°C por 5 minutos, 45
ciclos a 94°C por 30 segundos, 54°C por 1 minuto, 72°C for 1 minuto e um ciclo
de extensédo final a 72°C por 10 minutos (QUERE, DESCHAMPS & URDACI,
1997).

Apés a amplificacdo por PCR, 15 pL de cada produto da reacdo foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose (2,5%) por 50 minutos a 80 V em
TEB (tris-borate-EDTA) e corados com brometo de etidio. Fragmentos de DNA de
peso molecular igual 50 bp foram usados como padrbes de peso de DNA
molecular (DNA Ladder — Promega). O tamanho dos fragmentos amplificados foi
visualizado em transluminador ultravioleta. Cada perfil do fragmento obtido de
cada bactéria acido lactica isolada foi comparado com o perfil do fragmento da

cultura de referéncia.
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3 Resultados e Discussao

A identificacdo das espécies de Lactobacillus que dominam a microbiota de
salames fermentados € uma importante etapa no desenvolvimento de novos
cultivos iniciadores para a fermentacdo carnea (ANDRIGUETTO, ZAMPESE &
LOMBARDI, 2001). No presente estudo, entre as 168 culturas de bactérias acido
lacticas isoladas, 127 culturas (75,6%) foram caracterizadas como bactérias acido
lacticas homofermentativas, = Gram-positivas e catalase-negativas. Os
Lactobacillus homofermentativos sao desejaveis como cultivos iniciadores porque
produzem somente &cido lactico de acUcares disponiveis, enquanto que 0s
Lactobacillus heterofermentativos produzem, além do acido lactico, o acido
acético, etanol e dioxido de carbono (GEISEN, LUCKE & KROCKEL, 1992). A alta
concentracdo de &cido acético resulta em um pungente off-flavor e a alta
guantidade de di6xido de carbono produz indesejaveis cavidades ou “buracos” no
produto (BUCKENHUSKES, 1993).

Todas as culturas isoladas foram habeis para se desenvolver em pH 3,9 e 9,6
a 37°C. Quatro das culturas isoladas (AL2, AP3, AD3 e AM2) foram habeis para
se desenvolver em agar MRS suplementado com 7% de NaCl e uma cultura (C5)
foi habil para se desenvolver em agar MRS, suplementado com 10% de NaCl.
Todas as culturas isoladas foram hébeis para se desenvolver em agar MRS a
8°C, mas somente trés das culturas (C5, AN3 e AM2) foram habeis para se

desenvolver a 45°C (Tabela 1).

Tabela 1: Caracteristicas bioquimicas e fisioldégicas de bactérias acido lacticas

isoladas e de culturas de referéncia
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CO, de glicose - - - - - - - - - - -
Producéo H,S - - - - - - - - - - R
Desenvolvimento:

em 7% NacCl - - + - - + - - + - +



em 10% NacCl
em pH 3,9
em pH 9,6
a8°C
a 45°C
Fermentacgéo:
Glycerol
Erythritol
D - Arabinose
L - Arabinose
Ribose
D - Xylose
L - Xylose
Adonitol
B - Methyl - xylose
Galactose
D - Glucose
D - Frutose
D - Manose
L - Sorbose
Rhamnose
Dulcitol
Inositol
Mannitol
Sorbitol
o - Methyl — D -
mannoside
o - Methyl - D -
glucoside
N Acetyl glucosamine
Amygdaline
Arbutine
Esculine
Salicine
Cellobiose
Maltose
Lactose
Melibiose

Saccharose
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Trehalose + + + ? + - + + + + + +
Insuline - - - - - - - - - - - -
Melizitose + + + - - - - - + - + 9
D - Raffinose + + + ? + ? ? - + 9 + -
Amidon - - - ? - - - - ? - - -
Glycogene - - - - - - ? - ? - - -
Xylitol - - - - - - - - - - - -

B - Gentibiose + + + - + + + + + + + -
D - Turanose - + + - + - - - + - + -
D - Lyxose - - - - - - - - - - R .
D - Tagalose - + - ? + + ? + + 9 " "
D - Fucose - - - - - - - - - - ; -
L - Fucose - ? - - - - - ? - - ? -
D - Arabitol - ? 9 - - - - - - . 9 ;
L - Arabitol - - - - - - - - - - - -
Gluconate - - + - - - - - ? - _ 9

2 ceto -gluconate - - - - - - - - - - - -

5 ceto - gluconate - - - - - - - - - - - -

Teste positivo (+) com transformacé@o da cor violeta para amarela (para hidrélise de esculina
transformacéo da cor verde para preto); negativo (-), sem transformacao da cor violeta; e duvidoso

(?), para outra cor observada.

Na fermentacdo carnea, a atividade fisiolégica dos microrganismos provoca
transformacgdes desejaveis, as quais decisivamente determinam as caracteristicas
do produto. A habilidade das culturas para se desenvolver em pH 3,9 é um fator
significativo, porque a mais importante transformacdo provocada pelas bactérias
acido lacticas na maturacdo dos produtos carneos é o decréscimo do pH em
funcdo da producdo do &cido lactico (GEISEN, LUCKE & KROCKEL, 1992). O
decréscimo do pH em salames causa varios efeitos e interagBes. Os mais
importantes sdo a coagulacdo das proteinas cérneas, todas as reacgles
necessarias para a formacéo e estabilidade da cor e o decréscimo da capacidade
de retencdo da agua ligada as proteinas (BUCKENHUSKES, 1993). Em
consequéncia, a acidificacdo diminui o periodo de maturagdo do produto

(JESSEN, 1995).
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A tolerancia ao sal (NaCl) € um outro fator significativo para a escolha de uma
cultura como cultivo iniciador em produtos carneos fermentados (ROVIRA et al.,
1997). Uma cultura habil para desenvolver-se em 6,5% de NaCl poderia resultar
na selecdo de uma cultura resistente para altas concentracdes de sal durante o
processamento do salame. Culturas sensiveis ao NaCl, presentes no inicio do
processo, poderiam parar de se desenvolver quando a concentracdo do sal fosse
maior, na maturagéo do produto (AMMOR et al., 2005a).

Os resultados da caracterizacdo fenotipica das 10 culturas isoladas estdo
apresentados na Tabela 1. A interpretacao do perfil de fermentacéo (Tabela 2) foi
facilitada pelo uso da base de dados “API-WEB” (BioMérieux), na qual a
identificacdo de um microrganismo é acompanhada pela seguinte informacéo: a
percentagem de identificacdo (% id), como uma estimativa do perfil da cultura
correspondente ao relativo perfil e classe taxiondbmica de culturas inscritas na
base de dados. Os resultados sugerem a cultura L. plantarum ATCC 8014 e as
culturas AJ2, AD3, AN3 e AM2, como L. plantarum com % id > 96,7; a cultura AL2
como L. plantarum com % id = 72 e como L. pentosus com % id = 27,3; as
culturas AF5, C5 e AP3 como Pediococcus pentosaceus com % id > 96,5; a
cultura R2, como L. pentosus com % id = 89,4 e como L. plantarum com % id =
10,4. A cultura AB4 apresentou caracterizagdo feno tipica duvidosa: L. pentosus
ou Lactococcus lactis ssp lactis. A cultura L. pentosus ATCC 8041 apresentou %
id = 90,2 como L. pentosus.

Usando os iniciadores 16/Lpl, os fragmentos de DNA da cultura L. plantarum
ATCC 8014 e das sete culturas isoladas (AJ2, AL2, R2, AF5, AD3, AN3 e AM2)
resultaram em produtos de PCR de aproximadamente 220bp (Figura 1).
Conforme Berthier & Ehrlich (1998) e os resultados da PCR, a caracterizacao
molecular das referidas culturas sugerem a espécie L. plantarum. Quanto as
culturas lacticas AB4, AP3 e C5, ndo foram observadas amplificacbes de
fragmentos de DNA das respectivas culturas utilizando os iniciadores 16/Lpl e
também os iniciadores Lbpl1l/Lbp12 (Figuras 1 e 2). Considerado os resultados
da caracterizacdo fenotipica e da caracterizacdo molecular, entende-se que as
culturas AB4, AP3 e C5 nédo se caracterizam como culturas L. plantarum.
Fragmentos de DNA da cultura de L. pentosus ATCC 8041 também nao

resultaram em produtos de PCR utilizando os iniciadores 16/Lpl (dados nao
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apresentados), corroborando com os resultados de Berthier & Ehrlich (1998).
Usando os iniciadores LbP11/LbP12, conforme Quere, Deschamps & Urdaci
(1997), a caracterizagdo molecular das culturas L. plantarum ATCC 8014, AJ2,
AL2, R2, AF5, AD3, AN3 e AM2 também foram caracterizadas como espécie L.
plantarum (Figura 2). Usando os iniciadores 16/Lpe, especificos para L. pentosus,
a amplificacdo do DNA bacteriano foi observado para L. pentosus ATCC 8041;
porém, para as demais -culturas, ndo foram observados resultados de
amplificagfes (dados ndo apresentados).

Conforme Berthier & Ehrlich (1998), os iniciadores 16/Lpl e 16/Lpe permitem
distinguir as espécies L. plantarum de L. pentosus, as quais apresentam
caracteristicas semelhantes. Os referidos iniciadores sdo complementares para
uma variedade de sequiéncias na regido 16S/23S do DNA de L. plantarum e L.

pentosus.

Tabela 2: Caracterizagdo fenotipica e molecular de bactérias acido lacticas
isoladas e de culturas de referéncia

AP150 CH
Culturas Origem Percentagem Caracterizagao Caracterizag
identificacéo fenotipica ao
molecular
L. plantarum 8014 ATCC 99,5 L. plantarum L. plantarum
AJ2 Salame/ 96,7 L. plantarum L. plantarum
cultura natural
AL2 Salame/ 72 L. plantarum L. plantarum
cultura natural 27,3 L. pentosus
AB4 Salame/ Pediococcus N&o
cultura natural - pentosaceus caracterizada
L. lactis ssp lactis
R2 Salame/ 89,4 L. pentosus L. plantarum
cultura natural 10,4 L.plantarum
AP3 Salame/ 97,7 P. pentosaceus Nao
cultura natural caracterizada
C5 Salame/ 98,7 P. pentosaceus N&o
cultura natural caracterizada
AF5 Salame/ 96,5 P. pentosaceus L. plantarum

cultura natural
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AD3 Salame/ 98,7 L. plantarum L. plantarum
cultura natural

AN3 Salame/ 98,7 L. plantarum L. plantarum
cultura natural

AM2 Salame/ 96,7 L. plantarum L. plantarum
cultura natural

L. pentosus 8041 ATCC 90,2 L. pentosus L. pentosus

Uma clara identificacdo de espécies, especialmente entre as espécies
Lactobacillus, algumas vezes pode ser dificil, usando somente métodos
fenotipicos como o perfil de fermentacdo de acucares, devido a um crescente
namero de espécies de bactérias acido lacticas, que variam em um ndmero muito
pequeno de caracteristicas bioquimicas (QUERE, DESCHAMPS & URDACI,
1997). Reenen e Dicks (1996) concluem que reacdes similares de fermentacao de
acucares nao sédo suficientes para a classificagdo fenotipica de L. plantarum e L.
pentosus, porque existem significativas similaridades entre os perfis de reacao
das duas espécies. Embora a técnica fenotipica, como o sistema APl 50CH, seja
utilizada como ferramenta importante para discriminar espécies de Lactobacillus,
0 uso de métodos genéticos tem sido a orientacdo para a taxionomia de
Lactobacillus e uma identificacdo segura (VANDAMME et al., 1996).
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Figura 1: Produtos da PCR obtidos de bactérias acido lacticas isoladas usando
primers 16/Lpl (2,5% gel de agarose). Linhal: 50 bp ladder (Promega); linha 2: agua;
linha 3: L. plantarum ATCC 8014; linha 4: AJ2; linha 5: AL2; linha 6: AB4; linha 7: R2;
linha 8: AP3; linha 9: C5; linha 10: AF5; linha 11: AD3; linha 12: AN3 e linha 13: AM2.
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Figura 2: Produtos darPCR obtidos de bactérias &cido lacticas isoladas usando
primers Lbpl1l/Lbpl2 (2,5% gel de agarose). Linhal: 50 bp ladder (Promega); linha 2:
agua; linha 3: L. plantarum ATCC 8014; linha 4: AJ2; linha 5: AL2; linha 6: AB4; linha 7:
R2; linha 8: AP3; linha 9: C5; linha 10: AF5; linha 11: AD3; linha 12: AN3; linha 13: AM2;
linha 14: L. pentosus ATCC 8041.

A caracterizagdo fenotipica corroborou a caracterizagdo molecular - PCR
espécie-especifica para as culturas de referéncia L. pentosus ATCC 8041 e L.
plantarum ATCC 8014 e, também, para as culturas isoladas AJ2, AL2, AD3, AN3

e AM2, mas néo para as culturas AF5 e R2 (Tabela 2).
4 Concluséo

Entre as bactérias acido lacticas isoladas de salames artesanais naturalmente
fermentados, caracterizadas como L. plantarum, as culturas AL2, AD3 e AM2 sao
as mais promissoras, pois sdo tolerantes ao sal. O sequenciamento 16S rDNA
podera ser aplicado para confirmar a identificacdo das culturas AJ2, AL2, ADS3,
AN3 e AM2.
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como cultivos iniciadores

Maristela Cortez Sawitzki**; Angela Maria Fiorentini*®; Teresinha Marisa Bertol®;
Ernani S. SantAnna*

Submetido a Revista Ciéncia e Tecnologia de Alimentos — SBCTA (set/2007)

Resumo

No presente estudo foi investigado as propriedades tecnolégicas de culturas de L.
plantarum, isoladas de salames artesanais, naturalmente fermentados,
manufaturados na regido Sul do Brasil, a fim de obter um cultivo iniciador. As
propriedades tecnoldgicas investigadas foram as seguintes: habilidade das
culturas para crescer em diferentes valores de pH, em diferentes concentracdes
de sal e na presenca de sal de cura comercial; rapida producdo de &cido,
producéo do isdmero D - ou L - acido lactico, atividade nitrato redutase, atividade
antagonistica e estabilidade das culturas apos processo de fermentacéo,
concentracao e liofilizacdo. Todas as culturas apresentaram eficiéncia quanto as
propriedades tecnoldgicas investigadas.

Palavras-chave: L. plantarum; propriedades tecnoldgicas; salame

Abstract

In the present study, technological properties of L. plantarum strains isolated from
naturally fermented sausages manufactured in the South region of Brazil were
investigated in order to obtain a starter culture. Technological properties evaluated
were the following: ability to growth at different pH values, at different
temperatures, in different salt concentrations and in the presence of commercial
cure salt; fast production of acid; determination of D - and L - lactic acid; activity
nitrate reductase; antagonistic activity and stability of the isolated cultures over the
fermentation, concentration and freeze-drying process. The isolated strains
showed effectiveness to improve technological properties as starter culture.
Keywords: L. plantarum; technological properties; sausage
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1 Introducéo

A manufatura de alimentos fermentados tem uma longa tradicdo. Nos
primeiros tempos, 0 processo era empirico, sem o conhecimento especifico da
relacdo entre a atividade metabdlica dos microrganismos (chamada house flora) e
as transformacdes desejaveis realizadas nos alimentos (GEISEN, LUCKE &
KROCKEL, 1992). Ao longo do tempo, a fermentacg&o possibilitou aumentar a vida
de prateleira e a seguranca dos alimentos, disponibilizando alimento para as
pessoas sobreviverem em periodos de inverno e seca (HOLZAPFEL, 1997). A
fermentacdo espontdnea de salames € caracterizada pela participagdo de
bactérias acido lacticas; por cocos Gram-positivo, catalase-positivo; por leveduras
e por bolores (BUCKENHUSKES, 1993).

Modernos cultivos iniciadores sdo microrganismos selecionados a partir de
uma uUnica espécie ou multiplas espécies, especificamente adaptadas para o
substrato ou matéria-prima (HOLZAPFEL, 2002). A inoculacdo da massa de
salame com cultivos iniciadores compostos de bactérias &cido lacticas
selecionadas, por exemplo, lactobacilos homofermentativos e/ou pediococos e
cocos Gram-positivo, catalase-positivo (Staphylococcus e Kokuriae), promove a
seguranca, a qualidade e a padronizacdo do produto, além de consistente flavor,
cor caracteristica e menor tempo de matura¢do (LEROY, VERLUYTEN & VUYST,
2006; RANTSIOU et al., 2005). No referido consoércio microbiano, as bactérias
acido lacticas tém importante funcdo. Elas afetam ambas as propriedades
tecnoldgicas e a estabilidade microbiana do produto final devido a producéo dos
acidos lactico e acético e o consequente decréscimo de pH do produto
(DROSINOS et al, 2007).

A fermentacdo carnea pela microbiota natural pode algumas vezes falhar,
causando prejuizos a qualidade do produto e por essa razéo a adi¢do de cultivos
iniciadores em salames tem sido recomendada (ANDRIGUETTO, ZAMPESE &
LOMBARDI, 2001; HOLZAPFEL, 2002; RANTSIOU et al., 2005). E importante o
uso de cultivos iniciadores constituidos de lactobacilos isolados de produtos
locais, porque esses microrganismos estdo bem adaptados para o produto e para
a tecnologia especifica de producdo (ANDRIGUETTO, ZAMPESE & LOMBARDI,

2001). Cultivos iniciadores contendo bactérias acido lacticas de origem da
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microbiota da carne sdo hébeis para adaptar-se a ecologia da fermentacao
carnea (HUGAS et al., 1993). Outra questéo significativa é a de que a eficiéncia
de cultivos iniciadores carneos comerciais, quando aplicados em um tipo de
salame, ndo necessariamente devera ser a mesma para outro tipo de salame, em
outro local, sob diferentes condicbes de producdo (LEROY, VERLUYTEN &
VUYST, 2006).

O objetivo do presente trabalho foi investigar as propriedades tecnolégicas de
culturas de Lactobacillus plantarum isolados de salames artesanais, fermentados
naturalmente, sem a adicao de cultivos iniciadores, manufaturados na regido Sul

do Brasil, visando obter um cultivo iniciador para produtos carneos fermentados.

2. Material e métodos

2.1. Culturas bacterianas e condi¢des de desenvolvimento

As sete culturas de L. plantarum utilizadas neste estudo (codificadas como
AJ2, AL2, R2, AF5, AD3, N3 e AM2) foram selecionadas a partir de estudos
prévios de caracterizagdo morfologica, fenotipica e molecular de dez culturas de
bactérias acido lacticas, isoladas e caracterizadas por Sawitzki et al. (2007).

Todas as culturas foram desenvolvidas em agar MRS (De Man, Rogosa e
Sharp; Merck, Darmstadt, Germany) e incubadas anaerobicamente a 37°C por
48h. Apos incubagédo, swab de cada cultura bacteriana desenvolvida sobre o agar
MRS foi novamente inoculada em 10 mL de caldo MRS (Merck, Darmstadt,
Germany) e incubado a 37°C por 24h. Ao caldo com a cultura desenvolvida foi
adicionado glicerol (20%), como crioprotetor, congelado e estocado a - 80°C.

Para os testes de atividade antagonistica, culturas de referéncia foram
adquiridas da colecao Fundacédo André Tosello: Staphylococcus xylosus ATCC
29971, Listeria monocytogenes NTC 098630, Escherichia coli ATCC 25922 e
Staphylococcus aureus ATCC 12598. Uma cultura de Staphylococcus xylosus
isolada de salame artesanal, manufaturado sem a adicao de cultivos iniciadores,

na regido Sul do Brasil, também foi utilizada no teste de atividade antagonistica.
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2.2 Propriedades tecnolégicas

As propriedades tecnoldgicas como cultivo iniciador, de cada cultura de L.
plantarum isolada, foram investigadas conforme Buckenhiiskes (1993); Holzapfel
(2002); Lee, Kim, & Kunz (2006); Saarela et al. (2006) e as caracteristicas de
salames fermentados manufaturados na regido Sul do Brasil.

Para os testes de atividade antagonistica, foram selecionadas culturas que
apresentam risco de doencas ou toxidade em salames fermentados, conforme
Leroy, Verluyten & Vuyst (2006). A espécie Staphylococcus xylosus, também foi
testada, porque é um dos mais importantes microrganismos utilizados como
cultivo iniciador em produtos carneos (GEISEN, LUCKE & KROCKEL, 1992).

Todos os testes foram realizados em duplicata.

2.2.1 Habilidade das culturas para crescer em pH 3,9, rapida producéo de acido e

determinacéo da producéo de D — ou L — &cido lactico

Crescimento em pH 3,9 foi observado apos 3 dias de incubacédo a 37°C em
agar MRS (Merck, Darmstadt, Germany) ajustado o pH com HCI vy para 3,9.
Uma alcada (0,2 cm de didmetro) de cada cultura de L. plantarum desenvolvida
sobre o agar MRS foi inoculada em 45 mL de caldo MRS (Merck, Darmstadt,
Germany) e ap6s 12 h de incubacgéo a 37°C; o in6culo foi adicionado em 4,5 L de
caldo MRS. A producéo de acido foi identificada através do monitoramento da
medida do pH do meio de cultura (caldo MRS) durante 12 h de fermentacdo em
um fermentador (New Brunswick scientific, model Bioflo 2000; New Brunswick,
USA). Desse caldo, foram retiradas aliquotas para determinacédo dos isébmeros D
— ou L — acido lactico. Os percentuais dos isbmeros D — ou L — acido lactico
produzidos pelas culturas, individualmente, em caldo MRS, foram determinados
através do kit enzimatico D - / L — &cido lactico (R — Biopharm AG, Darmstadt,
Germany), conforme orientagcbes do fabricante e o respectivo protocolo:
Determinacao de 4cido lactico em amostras de fermentacdo ou meios de culturas
de células.
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2.2.2 Crescimento em altas concentragdes de sal e na presenca de sal de cura

comercial

Crescimento de cada cultura em altas concentracdes de sal foi observado
apos 3 dias de incubacdo das mesmas a 37°C em agar MRS (Merck, Darmstadt,
Germany) adicionado com 6,0% e 7,0% de NaCl (Merck, Darmstadt, Germany),
respectivamente. Crescimento na presenca de sal de cura comercial foi
observado ap6s 3 dias de incubagdo a 37°C em agar MRS (Merck, Darmstadt,
Germany) adicionado de sal de cura comercial (Cura 102 — Duas Rodas
Industrial Ltda, Jaragua do Sul, Brasil), com nitrato de sodio na concentracdo de
300 mg . kg * e nitrito de soédio na concentracdo de 150 mg . kg * de massa

carnea.

2.2.3 Atividade nitrato redutase

Para o teste da atividade nitrato redutase, para cada cultura de L. plantarum
desenvolvida em agar MRS (Merck, Darmstadt, Germany) (incubado em
anaerobiose a 37°C por 48h), foi realizado um swab e 0 mesmo suspenso em
agua peptonada estéril (0,1%), atingindo turbidez equivalente a 0,5 na escala
McFarlan. Uma aliquota de 1,0 mL da suspenséo bacteriana homogeneizada foi
adicionada em cada tubo estéril contendo caldo nitrato (DIFCO, Lawrence, USA).
Todos os tubos foram incubados a 37°C por 48h. Apés o periodo de incubacéo,
foi adicionada, em cada tubo, uma gota de cada reagente do NIT test (NIT 1 + NIT
2 reagents — bioMérieux®as, Marcy I'Etoile, France). Apés 10 minutos, uma
coloracao vermelha foi indicativa de reacdo positiva para a reducdo de nitrato a
nitrito. Um tubo, controle positivo, foi utilizado com a inoculacdo da cultura

Staphylococcus xylosus ATCC 29971, nitrato redutase positivo.

2.2.4 Atividade antagonistica

A atividade antagonistica das culturas L. plantarum foi observada através do

método spot on the law, conforme Lewus, Kaiser & Montville (1991) e Okereke &
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Montville (1991). 2,0 pL de cada cultura de L. plantarum, reativada em caldo MRS
a 37°C por 24h, foram adicionados em respectivos orificios de 2,0 mm de
diametro em agar TSAYE (Tryptic Soy Agar - TSA; Merck, Darmstadt, Germany)
adicionado de 0,5% de extrato de levedura (Yeast Extract — YE; Merck,
Darmstadt, Germany). ApoOs incubacao (sob anaerobiose, a 37°C por 48h), em
cada placa contendo o TSAYE com a respectiva cultura de L. plantarum, foi
adicionada uma sobrecamada, com aproximadamente 8,0 mL de caldo BHI (Brain
Heart Infusion, Merck, Darmstadt, Germany), adicionado de 1,0% de agar e,
respectivamente, inoculado com as culturas teste Listeria monocytogenes NTC
098630, Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 12598,
Staphylococcus xylosus ATCC 29971 e a cultura Staphylococcus xylosus isolada,
em concentracdo aproximada de 10° - 10° UFC . mL™" de cada cultura. As placas
com a sobrecamada (uma placa-controle ndo inoculada com cultura teste) foram
incubadas sob anaerobiose a 30°C por 48h e observado quanto a zona de
inibicdo. A atividade antagonistica foi considerada positiva, se foi observado uma
zona clara de inibicdo (largura = 3,0 mm) ao redor de cada cultura de L.

plantarum, conforme Sarkar & Banerjee (1996).

2.2.5 Estabilidade das culturas isoladas apdés processo de fermentacao,
concentracao e liofilizagédo

Células da cultura isolada (45 mL do inéculo na concentracdo de 10° UFC .
mL™?) foram adicionadas e desenvolvidas em 4,5 L de caldo MRS, usando um
fermentador (New Brunswick scientific, model Bioflo 2000; New Brunswick, USA)
sob as seguintes condi¢des de fermentagdo: temperatura a 37°C, agitacao de 80
rom e aeracdo de 0,7 vwm (litros de ar atmosférico filtrado . litros do meio de
cultura® . min) por 12 h. A média dos valores da populacdo bacteriana foi
determinada durante a fermentacdo, mediante a contagem de col6nias em placas
e respectiva densidade otica (DO) do meio a 630 nm. Apds 12h de fermentacéo
(DO 2,408 e respectiva populacdo bacteriana de aproximadamente 10° UFC . mL’
1 _ fase logaritma de crescimento), as células foram concentradas por
centrifugacdo a 4.000 x g, durante 30 min a 4°C (Centrifuga modelo NT825; Nova

Técnica, Piracicaba, Brasil). Em seguida, as células foram suspensas em leite em
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pé reconstituido 10% (m . v') como crioprotetor, para 1/50 do volume do caldo
original e congelado a - 20°C. A liofilizacéo foi realizada em um liofilizador modelo
LT 1000/8 (Terroni Equipamentos Cientificos Ltda., Sdo Carlos, Brasil,) durante
24h. As culturas liofilizadas foram armazenadas a - 20°C. Apos o periodo de 4
semanas e de 6 meses de estocagem, respectivamente, a cultura liofilizada foi
suspensa em agua peptonada estéril 0,1% (2,5 x 10° g . mL™ e subsequentes
diluicbes), inoculada em agar MRS (sob anaerobiose a 37°C por 48h) e
determinado a populacdo bacteriana através da contagem de colénias em placa,

a fim de avaliar a estabilidade da cultura.

3. Resultados e discussao

Todas as culturas de L. plantarum isoladas foram hébeis para crescer em agar
MRS com respectivo valor de pH a 3,9. Durante a fermentacdo em caldo MRS, as
referidas culturas também foram habeis para a producdo de acido, porque, em
média, os valores de pH decresceram do valor inicial de 6,47 para 4,43 em 16h de
fermentacéo (Figura 1), permanecendo este valor médio de pH até o periodo final

de 24h de fermentacgéao.

—e— L. plantarum AJ2

—o— L. plantarum AL2
—a— L. plantarum R2

—— L. plantarum AF5
—— L. plantarum AD3
—e— L. plantarum AN3

(caldo MRS)

—@— L. plantarum AM2

pH do meio de fermentacéo

0 5 10 15 20 25 30
Tempo (horas)

Figura 1: Valores médios de pH do meio de cultura MRS, inoculado com

culturas de L. plantarum, durante 24h de fermentacéo.

A mais importante transformacdo provocada pelas bactérias acido lacticas

homofermentativas na maturagcdo dos produtos carneos é a reducédo do pH em
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conseqiiéncia da secrecdo do acido lactico (GEISEN , LUCKE & KROCKEL,
1992). A propriedade das culturas se desenvolverem em pH 3,9 é significativa,
porque o decréscimo do pH em produtos carneos fermentados (para valores
iguais ou menores que 5,0) promove importantes rea¢des quimicas no salame:
coagulacdo das proteinas céarneas; todas as reacdes necessarias para a
formacdo e a estabilizacdo da cor e a melhoria da estabilidade do produto
(BUCKENHUSKES, 1993). A acidificacdo reduz o teor de &agua ligada e,
consequentemente seca o produto, diminuindo o tempo de maturacdo do mesmo
(JESSEN, 1995).

A propriedade das bactérias acido lacticas, em particular os lactobacilos, para
produzir &cido e diminuir o pH, previne o desenvolvimento de microrganismos
deteriorantes e patogénicos, melhorando a higiene, a seguranca e a estocagem
do produto carneo (LUCKE, 1985; SAMELIS et al., 1994). Um rapido decréscimo
do pH para o valor préximo de 5,3 € importante para a inibicdo de salmonela e
Staphylococcus aureus se os produtos sdo fermentados em temperatura préxima
de 18°C (SCHILLINGER & LUCKE, 1989). Clostridium botulinum e Clostridium
sporogenes foram suscetiveis a inibicdo por nitrito somente em valores de pH
menores que 7.0 (GRAY & PEARSON, 1984). A acidificacdo da carne picada
durante a producdo do salame pode ser alcancada pela adicdo do acidificante
glucona-delta-lactona ou por fermentagédo. Em ambos os casos, seréo alcangadas
a seguranca, maior periodo de vida de prateleira e melhoria da fatiabilidade do
salame, mas o original flavor e aroma do produto somente poderdo ser obtidos
pela fermentacdo (BUCKENHUSKES, 1993).

O éacido lactico produzido pelas bactérias acido lacticas pode ocorrer nas
formas isoméricas: L — &cido lactico e D — &cido lactico (SHU, HAKANSON,
MATTIASSON, 1995). O isdbmero produzido durante a fermentacéo é tipicamente
relatado para a espécie de Lactobacillus, a qual o produz, por exemplo, D (-)
acido lactico para L. delbrueckii (todas as subespécies), L (+) para L. casei e uma
forma racémica (DL) para L. sakei e todos os lactobacilos heterofermentativos
(HOLZAPFEL, 2002). L. plantarum produz um racémico DL — lactato (KLANDER
& WEISS, 1986). Muitos lactobacilos produzem a forma racémica DL — lactato,

mas a razao entre D — lactato e L — lactato € variavel (GOFFIN et al., 2005).



No presente estudo, todas as culturas L. plantarum isoladas produziram a
forma racémica DL - &cido lactico, em média 67,23% do L - acido lactico e 32,76%
do D - 4cido lactico (m . v'') como produto final da fermentacéo de acticar (Tabela
1). Os isbmeros do acido lactico apresentam diferencas quanto ao mecanismo
antibacteriano, por exemplo, Listéria monocytogenes foi mais sensivel para o D-
acido lactico que para o L-acido lactico, em estudo realizado por Gravesen et al.
(2004). Neste caso, a producdo de D-acido lactico pelas culturas de L. plantarum
isoladas, € um importante fator, mas é necessario investigar a concentracao deste
isbmero em alimentos e bebidas fermentados porque niveis elevados do D - acido
lactico ndo sdo hidrolizados pelas enzimas lactato dehidrogenase em seres
humanos, principalmente em criangas, sendo capaz de causar acidose
(HOLZAPFEL, 2002; LIU, 2003; ZHANG et al., 2003).

Tabela 1: Determinacao dos percentuais dos isdmeros D e L - acido lactico em
caldo MRS (2,0% de glicose), produzido por culturas de L. plantarum, apos 12h

de fermentacéo e valor médio de pH em torno de 4,47.

D — &cido lactico L —&cido lactico

L.plantarum  Percentagem  g.L T mMol.L" percentagem g.L" mMol . L
ATCC 8014 1,16 0,010 0,11 98,84 0,841 9,24
AL2 34,70 0,209 2,32 65,28 0,393 4,32
AJ2 33,53 0,058 0,64 66,47 0,115 1,26
AM2 34,66 0,078 0,86 65,33 0,147 1,61
AD3 31,30 0,072 0,79 68,69 0,158 1,74
AN3 29,67 0,067 0,74 70,73 0,159 1,75
AF5 34,32 0,069 0,76 65,68 0,132 1,45
R2 31,13 0,066 0,73 68,86 0,146 1,60

A tolerancia ao NaCl é outra propriedade significativa para a escolha de uma
cultura como cultivo iniciador em produtos carneos fermentados (ROVIRA et al.,
1997). Culturas habeis para crescer em meio com 6,5% de NaCl poderiam
resultar na sele¢éo de uma cultura resistente a altas concentragdes de sal durante
0 processamento do salame, porque culturas sensiveis ao NaCl, presentes no
inicio do processo, parariam de crescer quando a concentracdo do NaCl ficasse

muito alta, em funcédo da maturacdo e consequente perda de liquidos pelo produto
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(AMMOR et al., 2005a). Conforme Olesen, Meyer & Stahnke (2004), a
concentracao inicial (aproximadamente 3%) é a quantidade normal utilizada em
salames. Entretanto, a concentragéo final de NaCl, ap6s maturacdo do salame,
pode ficar entre 4,2 e 6,0% devido a perda de umidade pelo produto (MORETTI et
al., 2004; PAPADIMA et al., 1999 e ZANARDI et al., 2004)

Conforme Papamanoli et al. (2003) de sete culturas de L. plantarum isoladas
de salames fermentados naturalmente, todas foram habeis para crescer em 6,5%,
8,0% e 10% de NaCl (m . m%). No presente estudo, entre as sete culturas
isoladas, trés (L. plantarum AL2, L. plantarum AD3 e L. plantarum AM2) foram
h&beis para se desenvolverem em agar MRS suplementado com 6,0% e 7,0% de
NaCl.

Assim como o &cido lactico e o NaCl, o sal de cura também € um importante
elemento para a composicéo das caracteristicas sensoriais, microbioldgicas e
fisico-quimicas do produto carneo. No presente estudo, todas as culturas isoladas
foram habeis para crescer em agar MRS suplementado com sal de cura
comercial, na respectiva concentracdo para salames (300 mg.kg™ de nitrato de

sédio e 150 mg.kg™ de nitrito de sodio).

Segundo Deibel (1974), citado por Smith & Palumbo (1983), sal e nitrito-
tolerante (crescimento vigoroso em 6% de NaCl e em 100 ppm de nitrito) sao
desejaveis caracteristicas para escolha de cultivos iniciadores em produtos
carneos. A tolerancia ao sal de cura é outro significativo critério para a escolha de
culturas como cultivos iniciadores em produtos carneos fermentados, porque o
uso de agentes de cura (nitratos e nitritos de sddio ou potassio) € um importante
recurso para a conservacado do produto. O nitrito como agente de cura é um
preservativo e 0 Unico agente com agéo contra bactérias formadoras de toxinas,
como o Clostridium botulinum (CAMMACK et al., 1999). Conforme Gray &
Pearson (1984), citando Kramlich, Pearson & Tauber (1973), nitrito tem varias
importantes fungbes em produtos carneos: (1) estabiliza a cor, (2) contribui para
as caracteristicas do flavor de carne curada, (3) inibe o crescimento de
microrganismos deteriorantes e toxigénicos, especialmente o Clostridium
botulinum e (4) retarda o desenvolvimento da rancidez. O uso de nitratos é
interessante porque melhora a formacéo do flavor comparado ao nitrito (WIRTH,
1991). Segundo Gray & Pearson (1984), o American Meat Institute (1945)
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declarou que o nitrato é transformado em nitrito por microrganismos e que 0s
mesmos tém importante efeito no sabor caracteristico dos produtos curados. Para
Marco, Navarro & Flores (2006), a adicdo de nitratos e/ou nitritos na manufatura
de salames fermentados secos dificilmente afeta as caracteristicas sensoriais do
produto; entretanto, nitritos e nitratos afetam, ambos, os processos oxidativos e a

geracdo de compostos volateis originarios do metabolismo de microrganismos.

Em um longo processo de cura de produtos carneos, nitrato € uma fonte de
nitrito (TOLDRA, 2005, citado por Marco, Navarro & Flores, 2006) reacdo em que
0 nitrato é reduzido a nitrito pela acdo da enzima nitrato redutase, a qual
geralmente tem origem de microrganismos do grupo Micrococcacea
(BUCKENHUSKES, 1993). Algumas culturas de lactobacilos podem reduzir nitrato
para nitrito e nitrito para monodxido de nitrogénio sob condi¢cdes anaerdbias
(WOLF & HAMMES, 1988). Quatro culturas de L. fermentum testadas por Xu &
Verstraete (2001) apresentaram atividade nitrato redutase sob condigbes de
anaerobiose, mas as duas culturas de L. plantarum testadas ndo apresentaram a
respectiva atividade. Algumas culturas de L. plantarum sdo habeis para reduzir
nitrato sob condicéo limitada de glicose no meio e pH com valor igual ou maior
gue 6,0 (KLANDER & WEISS, 1986). No presente estudo, nenhuma cultura de L.
plantarum isolada apresentou atividade nitrato redutase. Conforme Buckenhiiskes
(1993), a cura de produtos carneos na auséncia de cocos é somente concebivel
guando bactérias acido lacticas apresentam alta atividade nitrato redutase.
Portanto, se o processo de fermentacdo carnea exigir atividade nitrato redutase,
sugere-se a utilizacédo das referidas culturas de L. plantarum isoladas, associadas
com culturas Micrococaceae nitrato redutoras ou outras culturas com atividade

nitrato redutase.

Apds quatro semanas e seis meses de estocagem a -20 °C, respectivamente,
a populagéo microbiana de cada cultura de L. plantarum isolada, permaneceu em
aproximadamente 9 Log UFC . mL™ (Tabela 2). Adicionais estudos s&o
necessarios para avaliar possiveis alteracdes nas propriedades funcionais das

culturas de L. plantarum isoladas.
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Tabela 2: Populacao de microrganismos, apos liofilizacdo e estocagem a — 20°C

Populacdo microbiana apés liofilizag@o e estocagem a — 20°C
(valores médios Log UFC . mL™ + DP)

Microrganismo inicial 4 semanas 6 meses
L. plantarum AJ2 8,89+0,2 9,12+ 0,6 8,95+0,1
L. plantarum AL2 9,86 + 0,7 9,92+0,2 9,89+0,2
L. plantarum R2 9,23+0,3 8,78+ 0,3 9,20+ 0,7
L. plantarum AF5 9,58 +0,1 9,65+0,8 9,63+0,6
L. plantarum AD3 9,86+ 0,2 9,89+0,3 9,81+0,1
L. plantarum AN3 9,76 £ 0,2 9,79+0,2 9,74+ 0,5
L. plantarum AM2 9,39+0,1 9,25+0,5 8,97+0,3

Em relacdo a atividade antagonistica, as bactérias acido lacticas originalmente
isoladas de salames tradicionais sdo, provavelmente, as melhores candidatas
para a seguranca microbioldégica destes produtos, porque elas sdo bem
adaptadas as condi¢des do salame, com maior potencial competitivo em relacdo a
bactérias acido lacticas isoladas de outras origens (AMMOR et al., 2005b). O
principal mecanismo pelo qual as bactérias acido lacticas inibem seus
competidores é a producdo de acido lactico, &cido acético e a possibilidade da
producdo de bacteriocinas (LUCKE, 2000). Alguns outros metabdlitos produzidos
por bactérias acido lacticas tém apresentado inibicao para bactéria Gram-negativa
in vitro, mas, segundo Liicke (2000), é improvavel que eles serdo explorados para
melhorar a seguranca e estabilidade de carnes porque: uns ndo sdo formados em
guantidades suficientes (por exemplo, reuterin), alguns interferem nas
propriedade sensoriais (por exemplo, diacetil e peréxido de hidrogénio) e outros

requerem mais estudos (por exemplo, acido benzadico).

Bactérias acido lacticas bacteriogénicas tém apresentado efetiva inibicdo do
crescimento de patdégenos, como Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus e Clostridium dificile (HOLZAPFEL, GEISEN &
SHILLINGER, 1995). Conforme Papamanoli et al. (2003), sete culturas de L.
plantarum isoladas de salames naturalmente fermentados, 71% das culturas
apresentaram atividade antimicrobiana contra culturas de Listeria monocytogenes,

29% inibiram o crescimento de duas culturas de Staphylococcus aureus, mas
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nenhuma inibicdo foi observada para culturas de Escherichia coli 0157:H7 e
Bacillus cereus.

No presente estudo, todas as sete culturas isoladas, exibiram atividade
antagonistica contra Listeria monocytogenes NTC 098630; 4 culturas inibiram o
crescimento de Staphylococcus aureus ATCC 12598 e Staphylococcus xylosus
29971; 3 culturas inibiram o crescimento da cultura S. xylosus isolada e nenhuma
inibicao foi observada contra Escherichia coli ATCC 25922 (Tabela 3).

Tabela 3: Atividade antagonistica das culturas de L. plantarum isoladas

Culturas de L. plantarum isoladas

Culturas de referéncia Al2 AJ2 AD3 R2 AM2 AN3 AF5
S. xylosus ATCC 29971 + - + - - + +
S. xylosus isolada - - + - - + +
S. aureus ATCC 12598 - + - + + - +
E. Coli ATCC 25922 - - - - - - -
L. monocytogenes NTC 098630 + + + + + + +

Simbolos correspondentes ao observado no ensaio de difuséo:

(+), larga zona de inibicao (largura = 3,0 mm) e (- ), nenhuma zona de inibi¢&o (largura < 3,0 mm)

Conforme os resultados observados, as culturas L. plantarum isoladas
apresentaram atividade antagonistica, mas é necessario posteriores estudos a
respeito da natureza quimica, classificacdo e caracterizacdo dos compostos
produzidos. Para a selecdo de um microrganismo como cultivo iniciador, &
também importante considerar a ndo-inibicdo de cocos Gram-positivos, catalase-
positivos (como por exemplo, S. xylosus), porque esses microrganismos
participam de significativas reagbes que promovem a qualidade do salame

fermentado.

4 Conclusao

As culturas de L. plantarum isoladas apresentaram efetivas propriedades
tecnolégicas como cultivos iniciadores, mas € importante desenvolver estudos
adicionais sobre as propriedades tecnologicas dessas culturas em produtos

carneos fermentados.
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Resumo

L. plantarum AJ2 foi isolado de salame naturalmente fermentado, fabricado na
regido Sul do Brasil e inoculado em salame tipo Milano. A cultura lactica
apresentou habilidade para crescer no produto, promover a reducédo do pH nos
primeiros sete dias de fermentacdo/maturacdo e dos niveis residuais de nitrito e
nitrato, assim como menores valores de peréxidos e TBARS. O salame inoculado
teve maior intensidade de brilho e da cor vermelha, mas, ndo apresentou
diferencas significativas na composicao geral e nas transformacdes quimicas dos
acidos graxos livres, em relagéo ao controle.

Palavras chave: L. plantarum; propriedades tecnolégicas; salame tipo Milano

Abstract

L. plantarum strain AJ2 was isolated from naturally fermented sausage
manufactured in the South region of Brazil and inoculated in the Milano-type
salami. The lactic culture exhibited ability to grow in the product, to decrease pH in
the first seven days of fermentation/maturation and residual level of nitrite and
nitrate, as well as, values of peroxide and TBARS. The inoculated sausage had
highest intensity of bright and red color, but did not show difference in the
chemical composition and in the chemical changes of the free fatty acids,
compared to control.

Keywords: L. plantarum; technological properties; Milano — type salami.
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1 Introducéo

O salame é um caracteristico produto carneo fermentado, processado em
grande escala por varias industrias na regidao Sul do Brasil, onde a maioria utiliza
cultivos iniciadores no processamento destes produtos e 0 processo de
fermentacdo/maturacdo € controlado. Entretanto, na mesma regido, também
ocorre a manufatura de salame em pequenas agroindustrias e sistemas de
agricultura/producéo familiar. Na produgdo artesanal de salames, gordura e carne
suina sao misturadas com sal, agentes de cura, aglcar ou especiarias, embutido
em tripas e submetidos a fermentacao/maturacdo em condi¢cbes ambientais (25 —
30°C) por poucas semanas. Os salames sao fermentados espontaneamente pela
microbiota natural, sem a adi¢cdo de cultivos iniciadores. Neste caso, 0 processo
fermentativo néo é controlado.

A fermentacdo espontanea de salames € caracterizada principalmente pela
participagcdo de bactérias acido lacticas; cocos Gram-positivos, catalase-positivos;
leveduras e bolores (BUCKENHUSKES, 1993). As espécies de L. curvatus, L.
plantarum e L. sakei tém sido descritas como as espécies de Lactobacillus
dominantes na fermentacédo de salames (HUGAS et al., 1993; PAPAMANOLI et
al., 2003; SAMELIS et al., 1994 e SCHILLINGER & LUCKE, 1987). Ammor et al.
(2005) investigaram a microbiota de salames produzidos em pequena escala e
observaram que, entre as bactérias acido lacticas isoladas, L. sakei foi a espécie
predominante. Para Drosinos et al. (2007) L. plantarum foi a espécie dominante
(45,6%) entre as 300 culturas de bactérias acido lacticas isoladas durante o
periodo de fermentacdo e maturagdo de salames tradicionais na regido sudeste
da Grécia.

A maioria de pequenos fabricantes, principalmente em paises em
desenvolvimento, continua usando o tradicional sistema da espontanea
fermentacdo de salames, sem a adicdo de cultivos iniciadores. Entretanto, é
importante considerar que a fermentacdo pela natural microbiota pode algumas
vezes falhar, causando prejuizos a qualidade dos produtos e, também,
possibilitando a sobrevivéncia de microrganismos deteriorantes, patogénicos e/ou

toxigénicos. Por essa razdo, a adicdo de cultivos iniciadores tem sido
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recomendada (ANDRIGUETTO, ZAMPESE & LOMBARDI, 2001, HOLZAPFEL
2002; SANTOS et al., 1998).

A inoculagdo da massa de salame com cultivos iniciadores compostos de
selecionadas  bactérias  &cido lacticas, por exemplo, lactobacilos
homofermentativos e/ou pediococos e cocos Gram-positivos, catalase-positivos
(Staphylococci e Kokuriae), promove a seguranga, a qualidade e a padronizacao
das propriedades do produto, incluindo aroma, cor e menor tempo de maturacéo
(LEROY, VERLUYTEN & VUYST, 2006; RANTSIOU et al., 2005). No referido
consorcio de microrganismos, as bactérias acido lacticas tém funcao relevante,
pois promovem a estabilidade microbiana e as propriedades tecnoldgicas
desejaveis no produto final, em raz&o da producéo dos acidos lactico e acético, os
quais promovem o decréscimo do pH do meio (DROSINOS et al.,, 2007).
Staphylococcus  coagulase-negativo como  Staphylococcus  xylosus e
Staphylococcus carnosus podem ser utilizados promover o sabor de produtos
carneos fermentados (BERDAGUE et al., 1993).

Cultivos iniciadores contendo bactérias acido lacticas de origem da microbiota
da carne sdo habeis para adaptar-se a ecologia da fermentacdo carnea e para a
tecnologia especifica de producdo (ANDRIGUETTO, ZAMPESE & LOMBARDI,
2001; HUGAS et al, 1993). A eficiéncia de -cultivos iniciadores carneos
comerciais, quando aplicados em um tipo de salame, ndo necessariamente
deverd ser a mesma para outro tipo de produto, em outro local, sob diferentes
condicdes de producéo (LEROY, VERLUYTEN & VUYST, 2006).

Considerando a importancia das bactérias acido lacticas na fermentacéo de
produtos carneos e a espécie L. plantarum comumente presente na microbiota
natural de salames, o objetivo do presente trabalho foi determinar os efeitos da
cultura L. plantarum AJ2 nas propriedades tecnolégicas do salame tipo Milano.
Optou-se pelo salame tipo Milano porque € um produto comumente fabricado e
comercializado na regido Sul do Brasil a apresenta alta concentracao de lipidios

(visando observar transformacfes nos acidos graxos livres).
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2 Material e métodos

2.1 Obtencao e preparo da cultura lactica para aplicacdo no salame

A cultura L. plantarum AJ2 utilizada neste estudo foi selecionada entre culturas
de L. plantarum (codificadas como AJ2, AL2, R2, AF5, AD3, N3 e AM2), as quais
apresentaram efetivas propriedades tecnoldégicas como cultivos iniciadores
conforme Buckenhiskes (1993); Holzapfel (2002); Lee, Kim & Kunz (2006) e
Saarela et al. (2006). As sete culturas foram selecionadas considerando um
prévio estudo de caracterizacdo morfolégica, fenotipica e molecular de dez
culturas de bactérias acido lacticas isoladas e caracterizadas por Sawitzki et al.
(2007).

A cultura L. plantarum AJ2 foi obtida como cultivo iniciador por fermentagéo
em um fermentador, concentrada por centrifugagdo, suspensas em leite em po
reconstituido 10 % (m . v'*) como crioprotetor (1/50 do volume do caldo original),
congelada a - 20°C, liofilizada e armazenada a -20 °C. Para aplicagdo no salame,
a cultura liofilizada foi suspensa em agua destilada, esterilizada, ausente de cloro
e adicionada a massa céarnea, a fim de obter a concentracéo inicial 10° UFC. g*
de massa carnea, conforme Smith & Palumbo (1983) e Geisen, Licke & Krockel
(1992).

2.2 Manufatura do salame

O salame foi manufaturado sob condi¢des da tradicional formulagéo do salame
tipo Milano, em industria local. A formulagdo do salame incluiu 53,5% de carne
suina, 17,8% de carne bovina, 17,8% de retalho suino gordo, 2,8% de sal (NaCl),
0,45% de sal de cura (contendo nitrato e nitrito de sddio), acgucar, eritorbato de
sodio, vinho tinto e especiarias. ApOGs cortar a carne e a gordura (ambas
congeladas) em um cutter, foram misturados os ingredientes a massa carnea e
dividida a mesma em duas porcdes. O cultivo iniciador L. plantarum AJ2 foi
adicionado em uma das porcdes carneas (10° UFC. g™) e a outra por¢éo foi

mantida como controle.
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Cada porcdo da mistura carnea (aproximadamente 400 g) foi embutida em
tripas sintéticas (70 mm de didametro e aproximadamente 45 cm de comprimento)
e levada para maturar em camara a 25°C com 95% de umidade relativa do ar por
24h. Em seguida, a temperatura e a umidade foram reduzidas conforme as
condicBes normais de processamento da fabrica, que sdo as seguinte: 24°C /
93% (no segundo dia), 23°C / 90% (no terceiro dia), 22°C / 85% (no quarto dia),
21°C / 80% (no quinto dia), 20°C / 75% (no sexto dia) e 18°C / 75% (no sétimo
dia, mantida esta condicdo até completar 42 dias de maturacéo do produto).

Em 0, 7, 14, 21, 28 e 42 dias de maturagdo, amostras de salames (inoculado e
controle) foram selecionadas aleatoriamente (por sorteio) para analises
microbiolégicas e fisico-quimicas. Todas as andlises foram realizadas em

duplicata e os valores obtidos tiveram os respectivos desvios padrdes calculados.

2.2.1 Andlises microbioldgicas

As andlises microbiolégicas das amostras de salame seguiram conforme
APHA (1992) e constaram da contagem estimada da populacdo de bactérias
acido lacticas; cocos Gram-positivos, catalase-positivos; microrganismos
deteriorantes e patogénicos. 25,0 g de cada amostra foram adicionados em 225,0
mL de &agua peptonada estéril 0,1% (m . v') (Oxoid) e homogeneizados em
Stomacher (ITR, model MK 1204) por 2 minutos. Diluicdes decimais
subsequentes foram preparadas utilizando o mesmo diluente e a amostra de
apropriada diluicdo foi inoculada em apropriado meio de cultura seletivo e
incubada sob especifica condigdo: De Man, Rogosa e Sharp Agar — MRS (Oxoid),
para bactérias acido lacticas (a 30°C por 72h), condicionadas as placas em uma
jarra de anaerobiose (Anaerojar Assembly — CODE AG25 - Oxoid), com
atmosfera enriquecida de CO, (Anaerogen AN 2,5 L — Oxoid); Brain Heart Infusion
Agar - BHI (Oxoid), para Micrococacea (a 35°C por 48h); Plate Count Agar — PCA
(Oxoid), para microrganismos aerobios mesofilicos totais (a 30°C por 72h);
Glucose Potato Agar (Oxoid), suplementado com tetraciclina (1 mg . mL™?, Sigma),
para mofos e leveduras (a 25°C por 7 dias); Brilhant Green Bile (2%) broth —
BGBB (Oxoid), para coliformes totais (método NMP a 37°C por 48h); E.C. broth

(Oxoid), para coliformes termotolerantes (método NMP a 42°C por 24h); Baird-
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Parker Agar (Oxoid), adicionado de emulsdo ovo e telurito (Oxoid), para
Staphylococci coagulase-positivo (a 37°C por 48h); Perfringins Agar Base - TSC
(Oxoid), para Clostridium sulfito redutor (incubado sob anaerobiose a 37°C por
48h).

Para a deteccdo de Salmonella ssp, o pré-enriguecimento foi realizado
suspendendo 25,0 g da amostra em 225,0 mL de agua peptonada tamponada
(1%) (m . v*") (Merck) e incubada a 37°C por 16h. O enriquecimento seletivo foi
realizado transferindo 0,1 mL do meio pré-enriquecido para 10,0 mL do caldo
Rappaport-Vassiliadis (Merck) e para 10,0 mL do caldo base Selenite Cystine
(Oxoid), respectivamente. Em seguida, todos os tubos foram incubados a 42°C por
24h. Apés a incubacdo, cada caldo seletivo enriquecido foi semeado em
modificado BPLS agar (Merck) e XLD agar (Merck). Em seguida, todas as placas
foram incubadas a 37°C por 24h.

Para detecgcdo de Listeria ssp, seletivo enriqguecimento foi realizado
adicionando 25,0 g da amostra em 225,0 mL de caldo Fraser (Merck) seguido da
incubagéo a 30°C por 24h. Entéo, 0,1 mL da cultura enriquecida foi estriado sobre
agar PALCAM (Merck) e incubado a 30 ‘C por 48 h.

Os resultados da contagem da populagdo microbiana foram expressos em
unidades formadoras de colénia por grama de amostra (UFC . g*) ou nimero

mais provavel por grama de amostra (NMP . g™).
2.2.2 Andlises fisico-quimicas

Cada amostra foi triturada em um multiprocessador (Tecnal Turratec TE-102),
congelada a - 20 °C e liofilizada (Virtis Unitop/1000L), para posteriores analises.

Apés 42 dias de maturagdo, a composi¢cao geral aproximada de cada amostra,
umidade, proteina bruta (nitrogénio Kjeldahl), lipidios (extrato etéreo), cinzas
(forno mufla) e sal (NaCl), foi determinada conforme AOAC (2002).

As concentragdes de ferro e sodio foram determinadas conforme Granadillo et
al. (1995). Aproximadamente 500 mg de amostra foram colocados em um tubo de
digestdo (22 x 250 mm), adicionados de 6,0 mL de HNOs:HCIO, 8:1 (v . v!) e
aquecido conforme o seguinte: 90°C . 30 min™, 160°C . 40 min™ (rampa de 10°C .

min™), 180°C . 20 min™; depois, resfriado sob temperatura ambiente até o
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desaparecimento de vapor branco. Apés a digestédo, foram adicionados 2,5 mL de
HClemy € completado o volume para 25 mL com agua deionizada. A quantidade
de ferro (Fe) foi determinada por espectrometria de absor¢géo atdmica: amostras
diluidas foram diretamente aspiradas para o espectrometro (Varian SpectrAA 220)
equipado com lampada cétodo-oco, usando chama de ar/acetileno. A quantidade
de sédio (Na) foi determinada em fotébmetro de chama (Micronal B262). Ambos,
ferro e sodio, foram quantificados conforme parametros operacionais
recomendados pelo fabricante dos respectivos equipamentos.

Medidas de cor foram determinadas por método colorimétrico, utilizando o
colorimetro (Chroma Meter CR-300, Minolta) e os padrdes de cor CIE L*
(lightness - brilho), a (redness - vermelho) e b™ (yellowness - amarelo), com
leituras realizadas em trés pontos da superficie de duas fatias (10 mm de
espessura) de cada amostra. Ao todo, seis medidas foram realizadas para cada
amostra.

O monitoramento das transformacdes fisico-quimicas desenvolvidas durante a
fermentacdo e a maturagdo do salame foi realizado em intervalos de 7 dias
(durante 42 dias), determinando-se: umidade, atividade de &gua, valor de pH,
acidez, concentracdo de nitratos e nitritos, valor de peréxidos, valores de TBARS
(substancias reativas ao acido tiobarbitdrico) e acidos graxos livres (saturados e
insaturados).

A atividade de agua (Aw) foi determinada através do equipamento Testo 400
CE (Testo GMBH & CO, Brasil). O valor de pH foi observado através de potencial
elétrico usando um pHmetro digital (Digimed) conectado com um eletrodo
submerso na amostra em suspenséo (10 g de amostra homogeneizada em 90 mL
de agua destilada/deionizada em temperatura equilibrada para 25°C). A acidez foi
estimada como percentual de acido lactico por peso da amostra (1 mL de
NaOHq 1~ ) = 0,0090 g acido lactico) (AOAC, 2002). A concentragdo de nitrato e
nitrito foi determinada conforme AOAC (2002). A concentracao de hidroperoxidos
foi estimada determinando o valor de peréxidos e expressa como mEqv O, . kg™
de lipidios (AOAC, 2002). Valores de TBARS foram determinados utilizando o
método de destilagcdo conforme Tarladgis et al. (1964), modificado por Crackel et

al. (1988), seguindo as recomendag¢fes de Shahidi et al. (1985) quanto a adicao
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de sulfanilamida para amostras que contém nitrito e, apds, foi realizado o teste de
recuperacao conforme Torres et al. (1989).

Para analises de &cidos graxos livres, lipidios foram extraidos de cada
amostra, conforme Folch, Less e Stanley (1957), e, a partir de uma aliquota de 10
mL, foi determinada gravimetricamente a concentracdo total de lipidios.
Posteriormente, uma aliquota contendo aproximadamente 100 mg foi esterificada
para subsequente determinagdo da composicdo dos &cidos graxos por
cromatografia gasosa. A esterificagcéo foi realizada com uma solucéo de cloreto de
amonio e acido sulfarico em metano, conforme Hartman & Lago (1973).

Esteres metilicos de acidos graxos foram separados em cromatdgrafo gasoso -
CG (Modelo GC-2010, Shimadzu), acoplado a um espectrometro de massa
(Modelo QP2010, Shimadzu), usando uma coluna capilar MS-5 (30 m; 0,25 mm
I.D. x 0,25 um film thickness) (Restec Rtx). As condi¢cbes de operacdo do
cromatografo gasoso foram as seguintes: temperatura do forno em 150°C
elevando-se a 220°C (2°C . minY), mantida por 15 minutos; temperatura do injetor
a 250°C, modo de inje¢édo split (100:1) e volume de injecdo igual a 1,0 ul de
amostra. Hélio ultrapuro (5.0) foi utilizado como gas de arraste com um fluxo de
1,0 mL . min. As condicdes do espectrémetro de massa foram as seguintes:
impacto eletrdnico com energia do elétron a 70 eV, modo scan com m/z inicial de
40 u e final 400 u, temperatura da fonte de ions a 220°C e temperatura de
interface a 250°C.

Os acidos graxos livres foram identificados por comparagdo dos respectivos
espectros de massa com a base de dados da biblioteca NIST05, considerando-se
uma similaridade superior a 90%. Os resultados foram expressos em percentual
de éarea normalizada. A estimativa das quantidades aproximadas dos acidos
graxos foi determinada por normalizagéo e transformacgéo do percentual de area
em g . 100 g de amostra, utilizando um fator de convers&o para lipidios (F), cujo

valor para produtos céarneos é de 0,956,de acordo com Holland et al. (1994).

2.2.3 Avaliacao sensorial

O método utilizado para a avaliagdo sensorial do salame inoculado com a

cultura L. plantarum AJ2 e do controle foi o de andlise subjetiva, classificado
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como de ordenacao de preferéncia (ABNT/NBR12994/1993 e NBR13170/1994).
70 pessoas participaram do teste, o qual consistiu em apresentar as amostras-
testes para que fossem degustadas, ordenadas em seqUéncia de maior
preferéncia para menor preferéncia e registrado a opinido em um formulario
especifico para analise sensorial. Todos os participantes assinaram o TCLE —
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, em conformidade com o Projeto
189/05: Desenvolvimento de cultivos iniciadores para a producdo de embutidos
carneos artesanais, aprovado em 27 de junho de 2005, pelo Comité de Etica em

Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina.
2.2.4 Andlises estatisticas

A analise estatistica foi realizada através do teste — t, utilizando o programa
STATISCA, versao 6.0.

3 Resultados e discussao

3.1 Propriedades microbiolégicas

A populacao de bactérias acido lacticas aumentou para o valor médio de 6,52 (
+ 0,12) Log UFC . g* na amostra controle e 8,54 (+ 0,23) Log UFC . g* na
amostra inoculada, desde o inicio da fermentacdo/maturacdo até o final do
processo de maturacao (42 dias) (Figuras 1 e 2). A contagem de bactérias acido
lacticas foi significativamente maior (p < 0,05) no salame inoculado quando
comparado com a contagem de bactérias acido lacticas no salme controle. Esses
resultados sdo um indicativo de que a cultura L. plantarum AJ2 apresentou
potencial para se desenvolver no salame tipo Milano. Bactérias acido lacticas
originalmente isoladas de salames tradicionais séo provavelmente as melhores
candidatas para prover a seguranc¢a microbiolégica desses alimentos, porque elas
sdo bem adaptadas as condi¢bes do salame e, portanto, mais competitivas que
bactérias acido lacticas de outras fontes/origens (PAPA et al., 1993; AMMOR et
al., 2006).
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Figura 1: Populagdo microbiana no salame inoculado com L. plantarum AJ2,

durante 42 dias de fermentagdo/maturacao.
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Figura 2: Populacdo microbiana no salame controle, durante 42 dias de

fermentacdo/maturacgao.

Segundo Chevalier et al. (2006); Drosinos et al. (2007); Mauriello et al. (2004);
Montel et al. (1993); Papamanolli et al. (2003) e Sawitzki & Terra (2000), a
populacao de bactérias acido lacticas em salames naturalmente fermentados, nos
primeiros dias de fermentacdo, apresentou resultado menor ou igual a 4,5 Log
UFC . g de massa carnea. No presente estudo, obteve-se resultado similar. A
natural populacéo de bactérias &cido lacticas, préxima de 4,0 Log UFC.g™, pode
ser insuficiente no processo fermentativo, porque, conforme Smith & Palumbo
(1983), é necessaria a adicdo de microrganismos desejaveis em produtos carneos
fermentados, na concentracdo de 7,0 — 9,0 Log UFC . g*, para inibir os

microrganismos indesejaveis e prevenir ou reduzir falhas na fermentacdo. Outro
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aspecto a ser considerado é o de que cultivos iniciadores adicionados
intencionalmente séo selecionados e a microbiota presente, bem como seus
efeitos, séo previsiveis.

A populacao inicial de cocos Gram-positivos, catalase-positivos, aumentou
para 6,60 Log UFC . g* na amostra controle e para 7,34 Log UFC . g™ na amostra
inoculada nos primeiros 21 dias de fermentacdo/maturacédo, decrescendo para
5,08 e 530 Log UFC . g*, respectivamente, no produto final (42 dias de
maturacdo). Esses resultados sugerem que L. plantarum AJ2 ndo inibe o
desenvolvimento de Micrococcus/Staphylococcus. Para a selecdo de bactérias
acido lacticas como cultivos iniciadores carneos, também € importante garantir a
nao-inibicdo de cocos Gram-positivos, catalase-positivos (por exemplo, S.
xylosus). Segundo Geisen, Lucke & Krockel (1992) estes microrgansmos tém
influéncia desejavel nos produtos carneos, porque eles tém atividade nitrito e
nitrato redutase, atividade lipolitica, consumo de oxigénio e atividade catalase,
com efeitos na cor, flavor e decréscimo de rancidez no produto. Para assegurar a
qualidade sensorial de salames fermentados, € necesséria a contribuicdo de
cocos Gram-positivos, catalase-positivos (HUGAS & MONFORT, 1997).

Em ambas as amostras (produto final) ndo foi observado potencial risco da
presenca de microrganismos deteriorantes, patogénicos e/ou toxigénicos (dados
nao apresentados). Estes resultados estdo em conformidade com legislacdo
brasileira e respectivos padrdes microbiolégicos sanitarios exigidos para produtos
carneos maturados (BRASIL/ANVISA, 2001) e sugerem que, sob boas condi¢es
de higiene e boas praticas de fabricacdo é possivel reduzir a contaminagédo de

microrganismos indesejaveis.
3.2 Propriedades fisico-quimicas

Os resultados determinados para a composicdo quimica de ambos o0s
salames, inoculado com L. plantarum AJ2 e controle, apos 42 dias de
fermentacdo e maturacdo dos mesmos, ndo apresentaram diferenca significativa
entre as amostras (p > 0,05), com valores médios de: umidade 28,3%, extrato
seco total 71,6%, cinzas 6,3%, gordura 29,4%, proteina bruta 32,8%, sal (NaCl)
4,95%, ferro (Fe) 1,6 mg . kg™, sédio (Na) 2,88 % e atividade de agua 0,826.
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Estes resultados estdo em conformidade com a legislacao brasileira, regulamento
técnico de identidade e qualidade do salame tipo Milano (BRASIL, 2000). As

transformacgdes fisico-quimicas que foram monitorados durante 42 dias de

maturacdo de ambos os salames, estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Transformacfes fisico-quimicas observadas no salame inoculado

com L. plantarum AJ2 e no salame controle, durante os 42 dias de
fermentagdo/maturacao.
Propriedade Periodo de fermentagdo/maturacao
Fisico-quimica Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28 Dia 42
Umidade (%)
Inoculado 53,6 £0,27 42,0+0,30 40,1+0,33 390+048 362+1,02 282+0,98
controle 52,4+ 0,30 440+0,28 41,7+045 40,01+053 354+0,08 285+0,10
Atividade de agua
Inoculado 0,954+ 0.08 0,920+0,17 0,903+0,09 0,895+0,11 0,858+ 0,21 0,821+ 0,09
Controle 0,963+ 0.07 0,932+0,35 0,906+0,27 0,903+0,13 0,87+0,28 0,832+0,31
Valor de pH
Inoculado 560+001 497+003 520+001 501+004 507+002 518+0,06
Controle 568+0,03 534+007 538+005 521+008 520+0.03 525+0,06
Acidez
(mL NaOH . g™)
Inoculado 0,26+0,03 057004 064+0,02 0,79+0,05 0,86+001 1,00+ 0,06
Controle 025+001 051+006 063+0,08 066+003 086+003 0,86+0,05
Nitrato (mg . kg™
Inoculado 276,7+0,97 1568+107 654+080 339+098 2158+0,86 11,32+0,95
Controle 2758+1,10 1784+123 953+097 674+101 567+076 489+ 1,09
Nitrito ((mg . kg™)
Inoculado 117,8+1,09 59,7+056 2628+078 1735+1,12 829+093 512+0,86
Controle 1185+123 73,1+1,10 447+103 369+089 325+009 29,7 +1,10
Peréxidos (MEq.kg™)
Inoculado 0,65+0,04 059+002 095+005 1,44+007 177+006 2,03+0,03
Controle 0,66+0,02 095+005 152+0,03 223+000 359+006 3,89+0,02
TBAS
(mg MDA . kg %)
Inoculado 043+0,03 1,11£005 198+0,04 158+0,08 145+006 1,32+0,04
Controle 0,39+0,02 1,13+0,03 204+0,07 155+0,05 1,47+008  2,28+0,06

Os resultados dos valores de pH (primeiros 7 dias de fermentacéo) e do valor

acido (apods 42 dias de maturagéo) foram significativamente diferentes (p < 0,05).

Durante os primeiros 7 dias de fermentacdo, L. plantarum AJ2 apresentou

potencial para a produgdo de acido porque o valor de pH decresceu de 5,60 para
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4,97 no salame inoculado, enquanto que no salame controle, o valor de pH
decresceu de 5,68 para 5,34 (Figura 3). A acidificacdo em salames resulta na
desnaturacdo de proteinas carneas e na inducdo de reacfes necessarias para a
formacdo da cor desejavel e estabilidade do produto (BUCKENHUSKES, 1993).
Também decresce a capacidade de manter a agua ligada e, consequentemente, é
acelerada a maturacdo do produto (JESSEN, 1995). A acidificacdo da mistura
carnea em salames pode ser atingida pela adi¢cdo de glucona-delta-lactona ou por
fermentacdo. Em ambos 0s casos, seguranca, maior vida de prateleira e melhor
fatiabilidade do salame serdo alcangcadas, mas o sabor e aroma originais do
produto somente seréo obtidos pela fermentacdo (BUCKENHUSKES, 1993).

5,80
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5,60 o
5,50 |
5,40
5,30 |
5,20 |
5,10 |
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pH
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Figura 3: Valores de pH no salame inoculado com L. plantarum AJ2 e no

salame controle, durante 42 dias de fermentacdo/maturacao.

A habilidade das bactérias acido lacticas, em particular os lactobacilos, para
diminuir o pH, previne o desenvolvimento de microrganismos patogénicos e
deteriorantes, promovendo a seguranca e o maior tempo de armazenagem do
produto carneo (LUCKE, 1985; SAMELIS et al., 1994). Um rapido decréscimo do
pH para o valor proximo de 5,3 foi importante para a inibicdo de Salmonela e
Staphylococcus aureus em produtos fermentados em temperatura proxima a 18°C
(SCHILLINGER & LUCKE, 1987).

Em ambas as amostras de salame, no produto final, a concentracdo de nitratos
e nitritos estava em conformidade com a legislacdo brasileira (BRASIL, 1998) a
qual limita em 150 mg . kg™ a concentragcdo maxima de nitrito e 300 mg . kg*, a

concentracdo maxima de nitrato em carnes e produtos carneos. Nitrato e nitrito
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ocorrem na dieta humana a partir de diferentes origens e o cuidado com o0s
referidos sais é em razdo de que, em determinadas concentracdes, apresentam
riscos de provocar doengas como hipertensdao e carcinogénese, além da
possibilidade do efeito téxico, ocorréncia de metemoglobinemia, principalmente
em criangas (BRADBERRY, GAZZARD & VALE, 1994; CAMMACK et al., 1999;
PAIK et al., 2005). No entanto, o risco potencial de nitratos e nitritos é
contrabalanceado por seu Unico efeito protetor contra o desenvolvimento de
bactérias toxigénicas como Clostridium botulinum (CAMMACK et al., 1999).

Nitratos e nitritos tém importantes fun¢gdes em produtos carneos: (1)
contribuem para o flavor e cor vermelha, caracteristicos do produto cérneo
curado; (2) inibem o crescimento de microrganismos deteriorantes,
patogénicos/toxigénicos, especialmente o Clostridium botulinum; (3) estabilizam a
cor e (4) retardam o desenvolvimento da rancidez (CORNFORTH, 1996; GRAY &
PEARSON, 1984; KILLDAY et al., 1988; OSADA et al., 2000; SANZ et al., 1997;
WOODS, WOODS & GIBBS, 1990). O nitrato € uma fonte de nitrito e o uso de
nitrato é interessante porque o0 mesmo promove o flavor, comparado ao nitrito
(OLESEN, MEYER & STAHNKE, 2004; WIRTH, 1991).

Apoés 42 dias de maturagdo, os valores de nitratos e nitritos (Tabela 1), bem
como os valores para os padrdes de cor (descritos a seguir), no salame inoculado
foram estatisticamente diferentes (p < 0,05) em relacdo ao salame controle. A
cultura L. plantarum AJ2 apresentou potencial efeito na reducdo dos niveis de
nitratos/nitritos e maior intensidade de brilho e coloracdo vermelha no salame
inoculado. Considera-se que as condicdes de pH no salame inoculado
contribuiram para este fato. A nitrosilmioglobina em produtos carneos curados
(responsavel pela caracteristica cor vermelha desses produtos) € formada, sob
condicdes acidas, pela reducéo do nitrito a monoxido de nitrogénio e reacao deste
com a mioglobina (CHASCO, LIZASO & BERIAIN, 1996; MOLLER et al., 2003;
WIRTH, 1987).

Os resultados observados para os parametros de cor lightness (valor L* -
brilho), redness (valor a* - vermelho) e yellowness (valor b* - amarelo) no salame
inoculado, foram os seguintes: L*= 49,79 + 1,17; a* = 16,30 + 1,19 e b* = 6,81 *
0,29. No salame controle, foram: L* = 42,27 + 1,21; a* = 13,59 + 0,81 e b* = 8,06

0,61. Valores similares para L*, a* e b* em salames fermentados (com
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aproximadamente 30% de gordura e 40 dias de maturagao) foram observados por
Chasco, Lizaso & Beriain (1996); Dellaglio et al. (1996), Papadima & Bloukas
(1999) e Soyer, Ertas & Uziimciioglu (2005).

Assim como a cor, o sabor e aroma fazem parte das propriedades
organolépticas do produto e podem determinar o grau de aceitabilidade do
mesmo. Na avaliacdo sensorial, o salame inoculado apresentou 60,71% de
preferéncia em relagdo ao controle. Esse resultado sugere que a cultura L.
plantarum AJ2 promoveu desejaveis propriedades organolépticas no salame.

Outro importante parametro de qualidade do salame é a composicao dos
lipidios. Conforme Gandemer (1999), os lipidios tém papel fundamental na
qualidade do produto carneo, incluindo o valor nutricional e as caracteristicas
sensoriais, principalmente o flavor. A composicdo dos lipidios e a extenséo de
lipdlises e oxidacdo dos lipidios durante o processamento e maturacdo
contribuem para a producéo de &cidos graxos livres e para os componentes do
flavour em produtos carneos (DEMEYER; HOOZEE & MESDOM, 1974;
HERNANDEZ, NAVARRO & TOLDRA, 1999; MOLLY et al., 1997; MOTTRAM,
1998).

No presente estudo, apos 42 dias de fermentacdo/maturacdo, a composi¢ao
total de acidos graxos (% do total de metil ésteres), no salame inoculado e no
controle foi, respectivamente, a seguinte: acidos graxos saturados, 39,92% e
39,43 %; monoinsaturados, 46,99 % e 46,82 %; e polinsaturados, 9,27 % e 7,16
%. Resultados similares para a composicdo total de acido graxos foram
observados por Zanardi et al. (2002) em salames tipo Milano (exceto para
polinsaturados que apresentaram 13.50 %). Campos et al. (2006) observou os
valores de 39,0% de &cidos graxos saturados, 49,3% de acidos graxos
monoinsaturados e 11,2 % de &acidos graxos polinsaturados em salame tipo
milano manufaturado com carne de suino e salame tratado com 0,5 % de extrato
etandlico de erva mate.

Respectiva composicéo individual de &cidos graxos livres (g .100 g * de
amostra) no salame inoculado e no controle, estdo apresentados na tabela 2. Os
resultados indicam que a cultura L. plantarum AJ2 n&o teve acgédo significativa na

composicao dos acido graxos livres ( p > 0.05).
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Tabela 2: Composicdo de acidos graxos (g . 100 g * de amostra) no salame

inoculado com L. plantarum AJ2 e no salame controle, durante 42 dias de

fermentacdo/maturacgao.

Acidos Graxos
(g/1009g)

Periodo de maturacéo

Dia 0 Dia7 Dia 14 Dia 21 Dia 28 Dia 42

C14:0

Inoculado 0,33+0,22 0,38+0,04 0,34+0,01 0,38+ 0,02 0,44 + 0,09 0,42+ 0,04

Controle 0,31+ 0,06 0,35+0,08 0,36 + 0,00 0,40 + 0,25 0,43 +0,03 0,42 + 0,08
C16:0

Inoculado 5,02+0,37 6,00+0,27 5,70+ 0,19 6,14 + 0,24 6,90+0,85 6,76 £ 0,08

Controle 507+0,16 5,69+ 1,03 5,78 £ 0,25 6,16 + 1,51 6,74 + 0,06 7,13+0,38
C17:0

Inoculado 0,09+ 0,01 0,10+0,01 0,07 + 0,01 0,07 £ 0,01 0,08+0,04 0,10+ 0,04

Controle 0,09+ 0,01 0,10+0,01 0,06+0,01 0,07 + 0,00 0,056+0,00 0,07+0,01
C18:0

Inoculado 2,65+1,76 3,17+ 0,23  3,21+0,18 3,33+ 0,09 3,71+0,04 3,57+0,57

Controle 3,08+0,05 3,12+0,26 3,05+ 0,50 3,32+0,15 3,54 + 0,06 3,88+ 0,25
C16:1(9)

Inoculado 0,40+ 0,21 0,49+0,04 0,46+ 0,00 0,51+ 0,01 0,54 + 0,08 0,55 + 0,06

Controle 0,39+0,03 0,36+0,06 0,47 +0,02 0,50 + 0,09 0,53 + 0,02 0,55+ 0,01
C18:1(9)

Inoculado 8,11+1,72 10,01+0,51 10,02+0,16 10,34+0,30 11,34+0,06 11,50+ 0,02

Controle 9,77+0,01 9,82+0,11 9,93+0,34 10,32+0,49 11,22+0,04 12,12+0,42
C18:1 (11)

Inoculado 0,54+0,07 0,68+0,01 0,72+ 0,01 0,72+2,4 0,81+ 0,01 0,84 + 0,01

Controle 0,69+0,04 0,67+008 0,68=0,02 0,72+0,5 0,76 £ 0,01 0,87+ 0,01
C18:2 (9, 12)

Inoculado 1,82+ 0,63 2,76 +0,07 2,69+ 0,22 281+0,1 2,68 +0,42 1,97+ 0,83

Controle 2,57+0,09 2,76 + 0,06 2,66 +0,21 2,50+0,4 2,92 +0,40 2,70+ 0,36

Segundo Molly et al. (1997), a contribuicdo de bactérias na lipolise em

salames fermentados € fraca, porque as condigcbes do meio estdo distantes das

condicbes Otimas para as lipases bacterianas. Em salames fermentados

inoculados com cultivos iniciadores lipoliticos e n&o-lipoliticos e um controle

contendo glucona-delta-lactona (GDL) e uma mistura antibiética houve um

incremento na concentragéo total de acidos graxos livres, mas os resultados ndo

apresentaram diferenca significativa entre as amostras, indicando que a lipélise foi

em consequéncia de enzimas endogenas da carne (CHIZZOLINI, NOVELLI &
ZANARDI, 1998; MOLLY et al., 1996).

A oxidagéo lipidica € um complexo fenbmeno quimico onde a peroxidacao €

um dos primeiros mecanismos da transformacéo lipidica (GANDEMER, 2002).
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Quando células séo injuriadas, como por exemplo, no musculo apés a morte do
animal, a peroxidacao lipidica é favorecida, e tracos do radical superdxido (O, ) e
hidroperoxidos (H,0;) sao formados (KANNER, 1994). Um excesso de oxidacao
lipidica pode atingir ao nivel de rancidez e o alimento ndo seria mais aceito para
consumo humano. Também, a oxidacéo lipidica poderia gerar moléculas toxicas
com possiveis riscos para a saude humana (GRAY, 1978; ZANARDI et al., 2004).

A determinacdo de valores de peroxidos é uma estimativa do conteuado de
hidroperéxidos formados no produto. No presente estudo, durante a
fermentacdo/maturacao, valores estimados de peréxido e TBARS, aumentaram
em ambas as amostras de salames (Tabela 1). Similares valores de peroxido e
TBARS foram observados, por Guiretti et al. (1997); Novelli et al. (1998) e
Campos et al. (2007), em amostras de salame tipo Milano, com periodo de
maturacdo entre 30 — 40 dias. Conforme os referidos autores, estes valores
correspondem a baixa oxidacao lipidica. Apos 42 dias de maturagdo, o salame
inoculado apresentou menores valores para peréxidos e TBARS comparado ao
salame controle. Estes resultados sugerem que a cultura L. plantarum AJ2
produziu bom efeito (p < 0,05) na estabilidade oxidativa dos lipidios, mas sao
necessarios estudos para avaliar a oxidacdo lipidica durante o periodo de

estocagem do salame.

4 Conclusdes

L. plantarum AJ2 apresentou boas propriedades tecnolégicas como cultivo
iniciador em salame, mas estudos adicionais de tais propriedades sao

importantes, principalmente em relacdo a estabilidade oxidativa de lipidios

durante periodo de estocagem.
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5 Consideragdes finais

Ha um crescente interesse pelo estudo de microrganismos na area de
alimentos em razdo das desejaveis propriedades que 0s mesmos promovem,
tanto nas propriedades dos alimentos quanto para a saude do consumidor. Esses
microrganismos podem ser isolados do ambiente natural, identificados e
multiplicados em laboratério, visando a sua obtencdo em quantidade suficiente
para uso comercial, mas, no Brasil, 0 processo ainda é dependente de culturas
importadas para atender a demanda interna. Neste contexto, entende-se que foi
significativa a presente pesquisa como dominio da técnica de isolamento de
culturas a partir do habitat natural, a caracterizagcdo e a obtencdo das culturas

como cultivos iniciadores.

As culturas de bactérias acido lacticas isoladas a partir da microbiota natural
de salames artesanais e caracterizadas como L. plantarum apresentaram
propriedades tecnoldgicas significativas como cultivos iniciadores em produtos
carneos, mas é importante estudos adicionais considerando: a viabilizacédo
econbmica da producdo destas culturas, a investigacdo da natureza dos
compostos que promoveram atividade antagonistica em relacéo a outras culturas,
0 sinergismo com cocos Gram-positivos, catalase-positivos e as propriedades
destas culturas na producdo artesanal de salames, visando a producgdo de

alimentos com melhor qualidade organoléptica, seguros e competitivos.

O desenvolvimento desta tese possibilitou: a publicagdo do artigo SAWITZKI,
M. C. et al. Phenotipic characterization and species-specific PCR of promising
starter culture strains of Lactobacillus plantarum isolated from naturally fermented
sausage. Brazilian Journal of Microbiology, v.38, p. 547 — 552, 2007; o aceite do
artigo SAWITZKI, M. C. et al. L. plantarum AJ2 isolated from naturally fermented
sausages and their effects in the technological properties of the Milano — type
salami pela Revista Ciéncia e Tecnologia de Alimentos; e o artigo: SAWITZKI, M.
C. et al. L. plantarum isolated from naturally fermented sausages and studies on
their technological properties for application as starter culture, que est4 sob

revisdo pela Revista Ciéncia e Tecnologia de Alimentos.
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