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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pos-Graduacédo em Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos
Universidade Federal de Santa Maria

HISTAMINA E TIRAMINA EM
EMBUTIDOS CARNEOS
AUTOR: CARLOS VLADIMIRO MALAGA PENA
ORIENTADOR: ERNESTO HASHIME KUBOTA
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 22 de dezembro de 2006.

O consumo de alimentos fermentados tem sido relacionado com surtos de
intoxicacdes alimentares e as aminas biogénicas sdo associadas ao consumo destes
produtos. Os objetivos foram avaliar o potencial de formacédo de aminas em salame
tipo Italiano, adicionado ou nao, de cultura starter e fibra; determinar a formacéo de
aminas no salame cozido, adicionado ou ndo de &acidos organicos. Os salames
foram elaborados e embutidos em tripa artificial de coldgeno n&do comestivel.
Maturados sob condi¢cdes de temperatura, umidade e velocidade do ar controlados.
Na fabricagdo do salame cozido, foram adicionados acidos organicos (lactico e
citrico), embutidos em tripa artificial de colageno ndo comestivel e as pecas cozidas.
Os produtos se apresentaram conforme os padrBes microbioldgicos vigentes. A
histamina alcancou valores de 145,61; 93,38 e 130,10 mg-kg™ e a tiramina valores
de 67,05; 70,28 e 71,87 mg-kg™ para os tratamentos do salame controle, starter e
starter e fibra respectivamente. A histamina alcancou valores de 48,06; 55,37 e
49,16 mg-kg® e a tiramina valores de 11,00; 11,06 e 11,35 mg-kg' para os
tratamentos do salame cozido controle, acido lactico e acido citrico respectivamente.
Nao houve diferencas ao nivel testado (p<0,05). Conclui-se que o starter comercial
nao evitou a formacgdo de aminas, atribuida as bactérias contaminantes encontradas
ja nas matérias-primas. A temperatura e os acidos organicos nao influenciaram nos
niveis finais de aminas no salame cozido. A analise sensorial ndo foi influenciada
pela presenca das aminas. A adicdo de glicose e sacarose evitou maiores acumulos
de aminas no salame fermentado e a fibra de trigo ndo interferiu no metabolismo dos

microrganismos.

Palavras-chaves: Histamina, Tiramina, Aminas Biogénicas, Salame, Salame Cozido.



ABSTRACT

Masters Dissertation
Programa de Pos-Graduacéo em Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos
Universidade Federal de Santa Maria

HISTAMINE AND TYRAMINE IN
MEAT SAUSAGES
AUTHOR: CARLOS VLADIMIRO MALAGA PERNA
ADVISOR: ERNESTO HASHIME KUBOTA
Date and Place of Defense: Santa Maria, December 22" 2006.

The consumption of fermented goods has been related with outbreaks of foods
intoxications, like these biogenic amines have been associated to the
consummations of these products. The aims went to assess the potential of amines
formation in dry fermented sausage added or not with starter and fiber, determination
of amines formation in cooked salami added or not with organic acids. The dry
fermented sausages were fabricated and cased in artificial collagen no eatable gut
then, ripening under controlled conditions of temperature, moisture and air stream.
The cooked salamis were added with organic acids (lactic and citric), cased in
artificial collagen no eatable gut and cooked. The products were according to the
microbiologic available legal patterns. The histamine reached amounts of 145,61,
93,38 and 130,10 mg-kg™ and the tyramine reached amounts of 67,05; 70,28 and
71,87 mg-kg™ for the dry fermented sausages treatments: control, starter and starter
and fiber respectively. The histamine in the cooked salami treatments: control, lactic
acid and citric acid reached amounts of 48,06; 55,37 and 49,16 mg-kg™ and the
tyramine reached amounts of 11,00; 11,06 and 11,35 mg-kg™ respectively. There
were no differences at the level tested (p<0,05). In conclude the starter did not avoid
the amine formation, attributed to the polluting bacterium found already in the raw
materials. The temperature and the organic acids did not influence in the final
amounts of amines in the cooked salami. The taste assess was not influenced by the
presence of amines. The addition of glucose and sucrose avoided larger amines
amounts in the fermented salami and the wheat fiber did not interfere in the
metabolism of the microorganisms.

Key words: Histamine, Tyramine, Biogenic Amines, Dry Sausage, Cooked Salami.
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1 INTRODUCAO

Na maioria dos paises a seguranca dos alimentos tem-se convertido em um
elemento fundamental do seu sistema de abastecimento. O conhecimento e controle
dos contaminantes e a capacidade toxico-génica requer o emprego de técnicas que
vao desde meétodos sofisticados de laboratorio a simples regras de culinaria
passando por uma apropriada engenharia industrial (LESSOF, 1995).

Os embutidos carneos, em especial os fermentados, sdo apontados como
produtos contendo teores consideraveis de aminas. As aminas biogénicas
encontram-se presentes naturalmente em pequenas quantidades numa ampla
variedade de alimentos, sua presenca dentro de certos limites ndo implica em risco
para a saude.

Uma meta para as industrias de carnes é fabricar produtos com baixos
conteudos de aminas (MONTEL, 1996). A fabricacdo de salames, no pais,
compreende uma significativa fatia do mercado de produtos carneos, mudancas a
procura da qualidade, reducdo de custos e adocé&o e novas tecnologias foram
percebidas pelo consumidor (TERRA, 2003).

Estudos toxicologicos e inquéritos epidemiolégicos tém comprovado o risco
potencial advindo do consumo de alimentos contendo niveis elevados de histamina
e outras aminas biogénicas (LEITAO, 1995). No Brasil, existe pouca informacéo
guanto a incidéncia do agente toxico e consumo de alimentos em casos de
intoxicacdo humana (SINITOX, 2005).

A histamina tem sido apontada como a principal responsavel por sintomas de
intoxicacdo alimentar, entretanto outras aminas também sdo apontadas como
possiveis causas de intoxicagdo (v.g. tiramina, triptamina, putrescina, cadaverina).

A presencga de aminas em alimentos constituiu-se de especial interesse para
saude publica, devido aos efeitos fisiologicos e toxicolégicos que estas substancias
produzem (BOVER-CID, 1999b). Especial énfase é tomada respeito as aminas,
tramina e histamina que provavelmente sejam as mais importantes aminas
biogénicas de origem microbiana (BOVER-CID; HOLZAPFEL, 1999c).

Devido a estrutura semelhante com as aminas endoégenas (catecolaminas,
serotonina) as aminas biogénicas, quando atingem a circulacdo sanglinea podem

causar efeitos sobre a fungao vascular (BAILEY, 2003).
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Inimeras reacOes adversas tém sido atribuidas as aminas biogénicas
provenientes da dieta. A urticaria tem sido freqliientemente associada a tiramina,
mas também, a histamina. Varios sintomas foram alegados por causa da ingestao de
histamina, a saber, dores de cabeca, diminuicdo da pressdo sanguinea, rubor,
espirros e angustia respiratéria e gastrointestinal (JANSEN, 2003).

A relacdo entre tiramina e enxaguecas tem sido extensamente estudada. A
dor de cabega supostamente atribuida a ingestdo de feniletilamina também ha
recebido consideravel atencdo (JANSEN, 2003). A tiramina age no sistema
circulatério apresentando transtornos da visdo, enjoo, vomito, diarréia e intensas
dores de cabeca, frequentemente unilaterais. Em casos isolados o aumento da
pressédo sangilinea pode originar a ruptura de capilares cerebrais tornando-se um
perigo a vida, inclusive com desenlaces fatais. Admite-se também que
manifestacdes de enxaqueca de etiologia desconhecida podem estar associadas ao
consumo de alimentos contendo triptamina (FEHLHABER; JANESTSHKE, 1995).

A irritagdo da mucosa intestinal, o &lcool, os medicamentos inibidores de
enzimas participantes no metabolismo de aminas e a interacdo entre aminas
poderdo levar a um agravamento do quadro clinico do paciente.

Na literatura existem propostas pela adocdo de limiares toxicos toleraveis,
podendo ser adequados ao tipo de alimento consumido desde que, se considerem
outros fatores que afetem estes valores. Assim, varios paises estdo adotando limites
para aminas biogénicas em diferentes alimentos.

A relacao estrita dos alimentos com a saude publica e seu papel na economia
de um pais requer a necessidade por padrées sanitarios que atendam a qualidade,
seguranca e reducdo de transmissdo de doencas veiculadas por alimentos.
Portanto, respeitando os critérios de equivaléncia, a probabilidade de exigéncia para
adocdo de padrbes de aminas biogénicas para carne e produtos carneos, por parte
dos paises importadores pode sinalar uma adaptacédo da legislagédo vigente. Esta ja
€ uma realidade para aceitacao de pescado pelo mercado externo.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

2.2

Verificar a formagéo de aminas biogénicas em embutidos carneos.

Objetivos Especificos

- Determinar o potencial de formacdo de aminas biogénicas no salame tipo
Italiano e no salame cozido;

- Avaliar o efeito da cultura starter na formagéao de aminas biogénicas;

- Avaliar a influencia de fibra insoluvel na formacgéo de aminas;

- Verificar a influencia das aminas biogénicas nas caracteristicas sensoriais

do salame tipo Italiano e do salame cozido.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Aminas Biogénicas

As aminas biogénicas (ABs) sédo definidas de forma geral como bases
organicas de baixo peso molecular (alifaticas, aciclicas ou heterociclicas),
biologicamente ativas (FADDA, 2001; HALASZ, 1994; LIMA; GLORIA, 1999;
GENNARO, 2003) que atuam sobre o sistema nervoso central e vascular, neste
grupo encontram-se as catecolaminas (adrenalina, noradrenalina), a serotonina, e
outras (BOURGEIOS; LARPENT, 1994).

Na area de alimentos, o termo aminas biogénicas € usado para designar o
grupo de aminas ndo volateis como a histamina, cadaverina, espermina, putrescina,
tiramina, triptamina (BOURGEIOS; LARPENT, 1994).

Estas sdo formadas e degradadas como resultado normal do processo
metabodlico nos animais, plantas e microrganismos geralmente produzidos pela
descarboxilacdo de aminoacidos, mas também pela aminacdo e transaminacéo de
aldeidos e cetonas (BELITZ; GROSCH, 1997; HALASZ, 1994; SILLA, 1996; SMITH,
1980; TEN BRINK, 1990).

Um subgrupo de ABs de baixo peso molecular s&o os compostos catidnicos
sintetizados de metionina e ornitina, denominadas de poliaminas (putrescina,
espermidina e espermina), participantes nas vias de regulacdo (SMITH, 2000). As
poliaminas sdo compostos estaveis capazes de resistir a condi¢cdes acidas, alcalinas
e inclusive ao calor (BARDOCZ, 1995). Sdo importantes na regulacéo da funcdo dos
acidos nucléicos, sintese de proteinas e provavelmente na estabilizacdo de
membranas (SMITH, 1980).

A pesar de ndo se conhecer exatamente as fung¢des da putrescina, espermina
e espermidina, elas sdo amplamente distribuidas na natureza, havendo altas
concentragbes nas ceélulas e tecidos com altas taxas de crescimento (LIMA,
GLORIA, 1999). Acredita-se que sejam compostos anabolicos com propriedades
semelhantes aos hormoénios (SMITH, 2000). A sintese de aminas encontra-se

representado esquematicamente na Figura 1.
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Figura — 1 Sintese de aminas a partir de aminoacidos precursores (CIRILO, 2003;
HALASZ, 1994; LIMA; GLORIA, 1999)

Otimizando-se os teores de espermina e espermidina na racao, pode-se obter
maior crescimento e desempenho animal. Contudo, o excesso destas na dieta pode
induzir crescimento exagerado de alguns 6rgdos e acelerar o cancer (GLORIA,
2001). As aminas serotonina, histamina e tiramina desempenham papeis
importantes em muitas fungées fisioldgicas humanas e animais (HALASZ, 1994).

Tkachenko (2001) destaca a importancia da putrescina, envolvida na protecao
celular contra o estresse oxidativo como um modulador na expressao dos genes. A
putrescina desempenha um papel importante no metabolismo de células epiteliais,
apresentando uma forte regulacéo dos seus niveis (BARDOCZ, 1998).

As aminas sdo esséncias para o crescimento e saude, porém, se presentes

no alimento em altas concentracdes podem causar efeitos adversos, sendo
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acentuados em individuos sensiveis ou em tratamento com farmacos inibidores da
monoaminoxidase (LIMA; GLORIA, 1999).

A formacgéo de ABs através da descarboxilacdo de aminoacidos precursores
produz: histamina (histidina), tiramina (tirosina), triptamina (triptofano), putrescina
(ornitina), cadaverina (lisina) também, espermina 1,4-bis-(3’-amino-propilamino)-
butano e espermidina 3’-aminopropil-1,4-diamino-butano, em quantidades muito
pequenas (Quadro 1). A autélise prolongada e incipiente decomposi¢do bacteriana
podem dar lugar a incremento das ABs (BELITZ; GROSCH, 1997).

Aminoacidos —> Aminas
Histidina —> Histamina
Tirosina — Tiramina

Hidroxitriptofano ) Serotonina
Triptofano —_— Triptamina
Lisina Cadaverina
Ornitina Putrescina
Arginina . Espermina
Arginina e Espermidina

Quadro 1 — Precursores das ABs nos alimentos (SILLA, 1996)

Um critério essencial da qualidade dos alimentos é o estado de higiene, o
qual serd determinado decisivamente pela presenca de atividade dos
microrganismos (TREVINO, 1997). De qualquer forma a agdo dos microrganismos é
muito complexa envolvendo diversas reac¢des enzimaticas (LEUSCHNER; HAMMES,
1998).

A determinacdo de ABs, em carnes, resulta de um método apropriado para
detectar uma incipiente decomposicéo, sendo que, a sua quantificacdo outorga uma
visdo sobre o grau de frescor da carne (VINCI; ANTONELLI, 2002). Assim, o
chamado indice de aminas biogénicas foi proposto por Treptow; Askar (1987) como
um critério para o controle de qualidade dos alimentos. Este indice também foi
proposto como indicador de frescor para peixes e produtos marinhos (MIETZ,
KARMAS, 1977).
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3.2 Classificagéao

As aminas apresentam variadas formas de classificacdo. Podem ser
classificadas em fung¢do do nimero de grupos amina, de sua via sintética e da sua
estrutura quimica (BARDOCK, 1995; IZQUIERDO-PULIDO, 1996; LIMA; GLORIA,
1999; SILLA, 1996; SMITH, 1980; VECIANA-NOGUES, 1997a). A representacéo da

estrutura quimica de algumas aminas pode ser obdervada na figura 2.
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Figura 2 — Estrutura quimica de algumas aminas (IZQUIERDO-PULIDO,1996; LIMA;
GLORIA, 1999; SMITH, 1980)
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- Quanto ao numero de grupos amina. As ABs classificam-se como:
monoaminas (tiramina e feniletilamina), diaminas (histamina, triptamina,
serotonina, putrescina e cadaverina) e poliaminas (espermidina, espermina,
e agmatina).

- Quanto a via sintética se dividem em: biogénicas e naturais. As primeiras
formadas pela descarboxilacdo dos aminoacidos precursores por enzimas
microbianas tais s&o; histamina, serotonina, tiramina, feniletilamina,
triptamina, putrescina, cadaverina e agmatina. Ja as naturais sdo formadas
in situ a medida que sdo necessarias (putrescina, agmatina, espermina e
espermidina).

- Quanto a sua estrutura quimica classificam-se como: alifaticas (putrescina,
cadaverina, espermina, espermidina e agmatina), arométicas (tiramina,
feniletilamina) e heterociclicas (histamina, triptamina). Ainda quanto a sua
estrutura quimica a classificacdo em funcdo ao grupo quimico tem-se:
catecolaminas (dopamina, noradrenalina, adrenalina), indolaminas

(serotonina) e imidazolaminas (histamina).

3.3 Ocorréncia de aminas biogénicas em alimentos

Teoricamente, todo o alimento que contenha proteinas e esteja sujeito a
condi¢des que facilitem o crescimento de microrganismos ou a atividade bioquimica

destes, poderéa favorecer o surgimento de aminas biogénicas (Quadro 2).

Aminas Naturais
Monoaminas Diaminas Poliaminas

putrescina, cadaverina espermina, espermidina, agmatina

Aminas Biogénicas

Monoaminas Diaminas Poliaminas
feniletilamina, serotonina, histamina, triptamina, putrescina, ]
N . Agmatina
tiramina cadaverina

Quadro 2 — Aminas freqiilentemente encontradas em alimentos (BARDOCK, 1995)
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A quantidade total das diferentes ABs formadas depende fortemente da
natureza do alimento e da presenca de microrganismos (TEN BRINK, 1990).

Encontramos as ABs presentes numa faixa ampla de alimentos que incluem
pescados, carnes, lacticinios, vinhos, cervejas, frutas, nozes, chocolates, e outros.
Inimeras publicacdes reportam a presenca de ABs em alimentos, podendo destacar:
Arena; de Manca, 2001; Bover-Cid, 1999a; Gloria; Izquierdo-Pulido, 1999; Gofi,
2001; Kerr, 2002; Landete, 2001; Leuchner, 1998; Ozogul, 2002; Soares, 1998.

3.3.1 Ocorréncia de aminas em alimentos nao fermentados

A presenca de ABs em alimentos ndo fermentados é um indicativo de
atividade microbiana, podendo ser usado como indicador da deterioracdo de origem
microbiana (TEN BRINK, 1990). Muito embora, a presenca de ABs em alimentos nao
estd necessariamente correlacionado com o0 crescimento de microrganismos
deteriorantes (VIDAL-CAROU, 1990b).

Os peixes da familia Scombridae tém sido freqientemente associados com
quadros de intoxicacdo decorrentes da presenca de histamina (SILLA, 1996). As
criangas apresentam maior sensibilidade a histamina do que os adultos (SU, 2000).

As aminas trimetilamina e dimetilamina estdo presentes em pescados
(TRICKER, 1991). Onde altos niveis de trimeilamina € resultado da atividade
enzimatica bacteriana (indicativo do grau de deterioro microbiolégico em pescados),
ja dimetilamina é um produto da atividade enzimatica dos musculos do pescado
(VECIANA-NOGUES, 1997b).

Halasz (1994) refere niveis elevados de aminas em suco de laranja
(noradrenalina, triptamina); tomate (tiramina, triptamina, histamina); banana
(tiramina, noradrenalina, triptamina, serotonina); ameixas (tiramina, noradrenalina);
espinafre (histamina).

No leite materno apresentando grande variabilidade individual foram
detectadas espermina, espermidina e putrescina (TEN BRINK, 1990). A metilamina
encontra-se presente no musculo bovino em quantidades da ordem de 2 mg-kg™,
outras aminas alifaticas volateis (dimetil-, trimetil-, etil-, dietil-, isopropilamina)
existem em quantidades tracos (BELITZ; GROSCH, 1997).
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3.3.2 Ocorréncia de aminas em alimentos fermentados

Durante o processamento de alimentos, os produtos séo incubados por dias,
semanas ou meses para obterem as propriedades desejaveis aos embutidos
fermentados e maturados. Nos periodos iniciais da fermentacdo pode se esperar o
surgimento de varios tipos de microrganismo (TEN BRINK, 1990).

O Lactobacillus sake parece ser de fundamental importancia no
processamento de carnes. Esta espécie esta adaptada ao ambiente e constitui uma
das espécies caracteristicas de microrganismos responsaveis pelas fermentacdes
naturais (LANGELLA, 1996).

Os queijos e produtos lacteos depois dos pescados sao alimentos comumente
associados com intoxicagbes por histamina, presente no queijo tipo gouda
(LINDNER, 1995).

Nos produtos carneos o conteudo de aminas esta na dependéncia do tipo de
microrganismo ou composicdo de microrganismos presentes. Grandes diferencas
sdo encontradas na fabricacdo de salames de diferentes origens, apesar de ter se
usado a mesma cultura starter no processo de fabricagdo (TEN BRINK, 1990).

Niveis elevados de histamina foram encontrados em escombrideos, ao passo
gue a tiramina foi encontrada em queijos maturados. Niveis médios séo frequientemente

observados em produtos fermentados incluindo o saurkraut (KALAC, 1999).

3.4 Matérias-primas e fontes de contaminacéo

O tecido animal vivo é livre de microrganismos, os glébulos brancos e os
anticorpos produzidos controlam eficazmente os agentes infecciosos (FORREST,
1979). Os animais destinados a producéo de carne apresentam superficies corporais
extensas, regies Umidas, trato gastrointestinal desenvolvido e aberturas naturais
(boca, conduto auditivo, etc.), podendo constituir fontes de contaminacédo, desde
que, ndo se tomem as medidas pertinentes (PRANDL, 1994).

Durante as operagfes de abate, desossa e preparacdo de cortes a carne é
contaminada por diferentes espécies de microrganismos, provenientes
especialmente da parte externa do animal, trato gastrointestinal, assim também, pelo

uso de equipamentos contaminados (facas, bandejas, e outros). A maioria das
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espécies de microrganismos € capaz de produzir alteracdes desde que, encontrem
as condicdes apropriadas para seu crescimento (FRAZIER; WESTHOFF, 1993).

Boas condi¢Bes higiénicas, apdés a divisdo das carcacas e no inicio do
resfriamento apresentam entre 10° e 10° microrganismos por centimetro quadrado,
comumente os coliformes e psicrotrofos constituem de 10* a 10? microrganismos por
centimetro quadrado, ocorrendo alteracbes organolépticas quando o0s
microrganismos superam 10 por grama (PRANDL, 1994).

Ap6s o abate dos animais as mudancas associados com a transformacao do
muasculo em carne, armazenamento e manipulacdo subsequliente trazem certo grau
de deterioro, muito embora, se tomem os cuidados apropriados durante a
manipulacéo e o processamento (FORREST, 1979).

A refrigeracdo é o ponto critico de controle que determina a qualidade
microbioldgica da carne; de forma geral, a refrigeracdo deve ser adotada o mais
rapido possivel (BELITZ; GROSCH, 1997; VARNAM; SUTHERLAND, 1998).

A carne moida fresca apresenta contagens de microrganismos para bactérias
aerébias meséfilas de 10° a 107/g. Em 1903 Marxer propds 10%g (JAY, 1996). O
namero maximo de microrganismos mesofilos aerdbicos aceitaveis na carne
refrigerada é de 10° UFC-g™* (TERRA, 1998).

3.5 Starter e microrganismos da fermentacdo céarnea

Em carnes (in natura ou curadas) encontramos bactérias lacticas
pertencentes aos géneros: Lactobacillus, Leuconostoc, Streptococcus,
Brevibacterium e Pediococcus apresentando capacidade de multiplicacdo sob
temperaturas de refrigeragéo, sua multiplicacao limitada n&o diminui a qualidade da
carne; pelo contrario, em certos tipos de embutidos, como o salame a fermentacao
lactica é estimulada (FRAZIER; WESTHOFF, 1993).

As culturas starter usadas no processamento de carnes podem conter
leveduras, mofos e bactérias (HAMMES; KNAUF, 1994), sdo, por defini¢do,
microrganismos inoculados na massa ou pecas carneas, a fim de garantir a industria
a padronizacado dos métodos de elaboracédo dos produtos (LACAZ, 1992), reduzido o
tempo de maturacdo, obtendo produtos com melhores caracteristicas

organolépticas, nutricionais, quimicas e mercadolégicas (GRIS, 2002) tendo
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importante papel nas fermentacfes originando o flavor e mudancas na textura, junto
ao efeito conservador que resulta no incremento de vida util (HUGAS, 1998).

Entre as bactérias naturalmente presentes em salames (MONTEL, 1993),
espécies Uteis foram selecionadas como starter (0s géneros: Lactobacillus,
Pediococcus, Staphylococcus néo patégenos e Micorcoccus).

Dentre os produtos carneos onde se inoculam os starters, destacam-se 0s
embutidos fermentados (LACAZ, 1992) onde, as bactérias acido lacticas sao
agentes essenciais no processo de maturagcdo (HAMMES, 1990). O quadro 3 ilustra

alguns microrganismos usados como culturas starter.

Produto carneo Microrganismos

Lactobacillus plantarum
Presunto Pediococcus cerevisiae

Staphylococcus epidermis

Lactobacillus plantarum

Pediococcus pentosaceus

Salame Lactobacillus plantarum & Staphylococcus carnosus
Pediococcus acidilactici & Staphylococcus xylosus

Pediococcus pentosaceus & Staphylococcus carnosus

Lactobacillus pentosus

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus casei & Micrococcus 104

Lactobacillus plantarum & Micrococcus violagabriella

Lactobacillus plantarum & Staphylococcus carnosus

Embutido Lactobacillus plantarum & Micrococcus aurianticus

Debaromyces hansenii & Micrococcus 104

Micrococcus violagabriella

Micrococcus 104 & Streptococcus lactis

Pediococcus pentosaceus

Pediococcus pentosaceus & Staphylococcus carnosus

Quadro 3 — Microrganismos usados como culturas starter (TERRA, 2001)
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Os Micrococcus e Staphylococcus atuam na coloracdo, sabor e aroma dos
salames. Na coloracdo a atuacao se da de duas formas distintas; reduz o nitrato a
nitrito aumentando a disponibilidade de oxido nitroso para reagir com a mioglobina e
destr6i a agua oxigenada (possui catalase) que pode ser liberada ao meio face a
acao de lactobacilus heterofermentadores (TERRA, 1998).

O desenvolvimento de cor ocorre em condi¢des de acidez quando, o Oxido
nitroso € produzido a partir do nitrito podendo reagir com a mioglobina. A inibicéo
dos microrganismos patégenos e deteriorantes € consequéncia do acumulo do acido
lactico e em menor proporcdo do acido acético, acidos graxos, peroxido de
hidrogénio, bacterocinas e outros (HUGAS; MANFORT, 1997).

Os organismos nitrato-redutores em produtos carneos sao representados por
Micrococcus e algumas linhagens de Streptococcus faecium redutores de nitratos
embora, sejam indesejaveis devido a possuirem outras caracteristicas como a
capacidade proteolitica (Staphylococcus). Também pertencem a flora do curado,
além dos microrganismos do grupo soroldgico D (Micrococcus, Streptococcus), 0s
Lactobacillus e algumas estreptobacterias atipicas como Leuconostoc e Pediococcus
(PRANDL, 1994).

Os Lactobacillus e Pediococcus sao essencialmente acidificantes, pois, a
partir de agucares produzem &cido lactico, o que impede o desenvolvimento de
bactérias indesejaveis, melhorando a coloracdo, acelerando a desidratacdo, o que
comunica o tipico sabor acido caracteristico dos produtos carneos fermentados
(TERRA, 1998).

Além das espécies citadas podem-se mencionar outras como: Escherichia,
Achromobacter e Pseudomonas; sarcinas e leveduras aceitas como microrganismos
da maturacao, atribuindo-lhes a producdo do aroma; embora, grande nimero possa
influencia-lo devido as diferentes capacidades metabdlicas (PRANDL, 1994).

A melhoria do sabor e aroma € conseguida pelo fato dos microrganismos
possuirem enzimas proteoliticas e lipoliticas que, ao agirem sobre as proteinas e
gorduras, geram peptidios, aminoacidos e acidos graxos (TERRA, 1998).

Em fermentacBes espontaneas, os LABs derivados da matéria-prima ou do
ambiente sdo responséaveis pela producdo do acido lactico e o decréscimo do pH
(5,9 a 4,6). Assim, obtém-se a coagulacdo de proteinas musculares, resultando na
fatiabilidade, firmeza e coeséao do produto final (HUGAS; MANFORT, 1997).
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3.6 Embutidos Fermentados Curados Salame

Os embutidos fermentados sdo produtos da fermentacdo lactica, de carne
picada, misturadas com gordura, sal, agentes de cura (nitrito e nitrato), aclcar e
especarias (CAPLICE, 1999).

A fabricacdo do salame ocorre em duas etapas distintas. Na etapa inicial,
ocorre a fermentacdo com o desenvolvimento das caracteristicas sensorias do
salame e em uma etapa final a desidratacdo que, além de reforcar algumas
propriedades sapidas, reduz a atividade de &gua a niveis insuportaveis aos
microrganismos responsaveis pela deterioracdo do produto (TERRA, 1998).

A maioria dos embutidos curados € produzida de carne suina embora seja
possivel o curado de carne bovina (FRAZIER; WESTHOFF, 1993). O curado dos
embutidos carneos consiste na adicdo de substancias como: cloreto de sodio, nitrito
ou nitrato de sodio, agucar (sacarose, glicose), podendo agregar-se especiarias para
influenciar no sabor.

Outrora, o propésito do curado era a conservagdo, hoje, as carnes curadas
sdo elaboradas para satisfazer a demanda por produtos com caracteristicas
sensorias especiais e quando necessaria a conservacao, opta-se por outros
métodos (PRICE; SCHWEIGERT, 1994).

3.7 Alergias e intolerancia alimentares

A intolerancia alimentar € uma reacdo reproduzivel adversa a um alimento
especifico que néo oferece bases psicoldgicas e que ocorre quando o alimento &
ingerido de forma que resulte impossivel identifica-lo (LESSOF, 1995).

O termo hipersensibilidade alimentar, € usado para designar uma reacéo
adversa aos alimentos (JOHANSSON, 2001). Alguns alimentos e aditivos
alimentares podem desencadear dores de cabeca, principalmente agentes
farmacoldgicos presentes em alimentos como as aminas; tiramina, feniletilamina,
histamina, é&lcool etilico, nitrato e glutamato monossodico (VAUGHAN, 1994). A
intolerancia é uma forma de hipersensibilidade que ndo é mediada pelo sistema

imune em contraste com as reacoes alérgicas (JANSEN, 2003).
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Alergia alimentar é uma intolerancia aos alimentos onde séo evidentes
reacdes imunologicas similares, as que ocorrem com 0 organismo quando este se
defende do ataque de agentes infecciosos ou agentes com capacidade de danifica-
lo (LESSOF, 1995). O termo alergia alimentar € usado quando ocorre a
manifestacdo do sistema imunoldgico mediado por imunoglobulinas aumentando a
atividade da IgE (JOHANSSON, 2001).

As reacgOes adversas resultado de ABs tem sido classificadas frequentemente
como reacgles de intolerancia, também conhecidas como, pseudo-alergias ou falsas
alergias alimentares (JANSEN, 2003). O quadro 4 resume algumas manifestacdes

clinicas presentes nas alergias alimentares.

Digestivas Respiratorias Cutaneo-mucosas Outras
Dor abdominal Renite Urticéria Anafilaxia
Néausea e vomitos Asma Angioedema Conjuntivites
Diarréia, constipacédo Tosse crbnica Prurido Artrites
Ma absorcao Otopatia serosa Dermatite atopico Sin. Tensdo-fadiga
Enteropatia Edema de glotes Dermatite perianal Enurese, cistite
Colite ulcerativa Pneumonia recorrente  Dermatite herpetiforme Cefaléia
Colicas Hemossiderose Sindrome oral, aftas Rechaco
Enfermidade celiaca pulmonar Rash de contacto Morte subita

Quadro 4 — Manifestacdes clinicas atribuiveis a alergias alimentares (FMEDIC, 2003)

Por anos, se prético a prescri¢cdo de dietas livres de histamina para pacientes
que sofriam de urticaria crbnica. Pessoas saudaveis podem experimentar dores
agudos de cabeca e vermelhdo apos a ingestdo de quantias abundantes de
histamina. Isto pode ocorrer em intoxicacdes por escombrideos (ORTOLANI, 1999).

Os sintomas aparecem entre 10 a 30 minutos depois de comer pescado
deteriorado. Porém, a ingestdo de fortes doses de histidina/histamina ndo € per se
suficiente para causar a sindrome. Para isto, € necessario que a histamina seja
realcada por outras toxinas presentes no pescado (ORTOLANI, 1999). O efeito
toxicolégico da histamina depende da concentracdo ingerida, presenca de outras
aminas, atividade de aminoxidases e da fisiologia intestinal do individuo (SILLA,
1996).
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Embora existam inUmeras publicacdes sobre efeitos adversos associados ao
consumo de alimentos ricos em aminas; Jansen (2003) ndo encontrou relacdo entre
ingestao oral de ABs e reacdes de intolerancia aos alimentos, concluindo que existe
falta de bases cientificas para recomendacdes dietéticas envolvendo as ABs.

N&o em tanto, Fankhauser (1994) identificou a dose de 10 mg-kg™ per os
como o limiar para induzir um significativo aumento hipertensivo, observando o
incremento no pico na pressao sistolica em aproximadamente 7 a 8 minutos apos
administracdo de tiramina. A hipertensdo sanguinea conseqiéncia da ingestdo de
tiramina muitas vezes origina o quadro de enxaqueca (FEHLHABER; JANETSHKE,
1995). A histamina representa apenas um elemento do enigma bioquimico que
constitui a enxaqueca (HAIMART, 1987).

A dificuldade no diagnéstico das reacbes alérgicas induzidas por alimentos
reside na diversidade dos mecanismos implicados; a subjetividade na interpretacao
das manifestacdes clinicas, em especial quando existem alimentos com altos niveis
de histamina ou substancias que liberam histamina; e a falta de extratos alérgenos
disponiveis (FMEDIC, 2003).

O diagnostico de alergia a pescado inclui adicionalmente dificuldades desde o
envenenamento por escombrideos, que € causado pela ingestdo de escombriotoxina
acumulada durante o deterioro dos peixes. De perto, se assemelha a uma reacao de
alergia aguda (SMART, 1992). A intoxicagdo pelo atum assemelha-se muito a

intoxicacao por histamina e eventualmente pode ser idéntica (LINDNER, 1995).

3.8 Limite toxico

Muito embora, hoje em dia n&o esteja definitivamente bem estabelecido quais
sdo as quantias de ABs que deveriam ser consideradas como habituais/inevitaveis,
ou como micro-componentes dos alimentos e quais 0s niveis de ABs que indiquem
processo de deterioracdo e/ou defeitos nos processos de elaboracdo (BOVER-CID,
1999Db).

Na literatura existem limiares toxicol6gicos propostos assim, ten Brink (1990),
considera niveis entre 500 e 1000 mg-kg™ para alimentos, potencialmente perigosos

para a salude humana, deste modo, sugere um limite legal maximo de 100 mg-kg™
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para histamina em alimentos, 2 mg-" para bebidas alcodlicas; entre 100 e 800
mg-kg™ para tiramina e 30 mg-kg™ para feniletilamina.

Niveis entre 5 mg e 10 mg de histamina em 100g como produtores de ligeiros
sintomas de intoxicacao, quantias superiores a 100 mg em 100g provocam sintomas
graves de intoxicacdo aguda (dor de ventre, nauseas, desmaios e dor de cabeca),
aparecendo no decorrer de uma hora poés ingestdo. A intoxicacdo desaparece em
poucas horas (LINDNER, 1995). A tiramina apresenta a dose tdxica de 250 mg
embora pessoas sensiveis apresentem reacdo a concentragbes menores. Ja 0
periodo de incubacédo e semelhante ao da histamina (FEHLHABER; JANETSHKE,
1995).

Em geral, de 8 mg a 40 mg de histamina pode causar um ligeiro
envenenamento, acima de 100 mg envenenamento moderado e acima de 1000 mg
envenenamentos severos. Entre 10 mg a 80 mg de tiramina podem causar
inflamacdes téxicas e acima de 100 mg pode causar enxaqueca Maijala; Eerola
(1993).

Leitdo (1995) destaca que ao assumir uma eventual conversdo de histidina
livre em histamina (hipétese remota), valores potencialmente toxicos superiores a 20
mg em 100g poderiam ser atingidos em queijos. A dose téxica para tiramina é de 10
mg a 80 mg em 100g de alimento e para 2-feniletilamina € de 300 mg em 100g de
alimento, j& para histamina a dose toxica de 100 mg em 100g de alimento e 2 mg por
litro em bebidas alcodlicas (LIMA; GLORIA, 1999).

Os niveis referidos aos produtos carneos sdo mais altos que os encontrados
em produtos pesqueiros, mais estudados, tendo em varios paises limites maximos
aceitaveis para a histamina. A comunidade Européia determina niveis maximos (em
nove amostras) de 100 mg-kg™ para o pescado fresco ou enlatado e 200 mg-kg™
para produtos maturados (KARACAM, 2002).

O Mercosul tem adotado limite semelhante (100 mg-kg™) para os pescados da
familia Scombridae e outras (SOARES, 1998). O FDA (1995) revisou o nivel de acdo
deletéria de histamina em pescados, diminuiu o valor para menos de 50 mg-kg™,
recomendando o uso de outras andlises para avaliar o frescor de pescado, incluindo
a presenca de outras aminas. A ocorréncia de outras aminas pode potencializar ou
causar efeitos fisiolégicos negativos adicionais (LEUSCHENER, 1998a), as aminas
putrescina e cadaverina estdo associadas com este efeito aditivo (DEN BRINKER,
1995).
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3.9 Toxicologia das aminas biogénicas

O efeito toxico das aminas resulta dificil de ser estabelecido, pois depende da
variabilidade individual, da eficiéncia de sistemas de destoxificacdo entre outros. A
toxicidade pode ser pronunciada quando os mecanismos naturais do catabolismo
das aminas estdo deficientes ou inibidos por farmacos. A quantidade de alimento
consumido e o contetdo de aminas em outros alimentos pertencentes a uma mesma
dieta sdo também fatores importantes a considerar.

Efeitos aditivos decorrentes do consumo de produtos como: vinhos, queijos,
carnes e pescados em curtos periodos de tempo podem resultar em uma intoxicacéo
por ABs, considerando que, o consumo isolado destes produtos ndo causaria
prejuizo algum (IZQUIERDO-PULIDO, 1996). No quadro 5 encontramos alguns
farmacos com capacidade de bloquear a diaminoxidase (DAO).

Acetilcisteina Ambroxol Aminofilina
Amitriptilina Cloroquina Acido Clavulonico
Dihidrolazina Isoniazina Metamizole
Metoclopramida Pancuronium Propafenona
Verapamil

Quadro 5 — Drogas que inibem a acdo da DAO (ORTOLANI, 1999)

A intoxicacdo mais freqlente causada por aminas envolve a histamina, como
resultado da ingestédo de alimentos contendo niveis elevados deste composto (LIMA;
GLORIA, 1999). A histamina é um vasodilatador que causa uma inflamag&o
caracteristica no tecido epitelial. Provoca outros sintomas menos freqientes como:
vomito, enjbo, diarréia e hipertensdo (WONG, 1995). Os efeitos da histamina podem
ser potencializados na presenca de cadaverina, que inibe a acdo da enzima
encarregada do seu metabolismo (SALAZAR, 2002).

A tiramina € um vasodilatador aumenta a pressédo sanguinea (SMITH, 2000),
induz a liberacdo de norepinefrina (noradrenalina) das terminacdes nervosas

simpéticas, responsaveis pela elevacdo da pressdao (FANKHAUSER, 1994,
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LINDNER, 1995), € considerada a segunda amina envolvida em intoxicacdes
alimentares (LIMA; GLORIA, 1999).

A feniletilamina e as catecolaminas (e.g. a tiramina) causam aumentos da
pressao sanglinea pela contracdo do sistema vascular e o incremento da frequéncia
e forca de contracdo do coracdo. Estas sdo conhecidas como aminas
vasopressoras; em contraste, a histamina reduz a pressdo sanglinea causando
vasodilatacdo (SMITH, 1980). Ja cadaverina e putrescina diminuem a pressao
arterial (LINDNER, 1995).

Embora a toxicidade individual das ABs esteja fora de duvidas (TEN BRINK,
1990), resulta muito dificil determinar o limiar téxico destes compostos (IZQUIERDO-
PULIDO, 1995). Este depende da eficiéncia dos mecanismos de destoxificagao
sujeitos as variagfes individuais (TEN BRINK, 1990). Resultando importante ndo sé
focalizar a atencéo sobre a concentracdo de uma amina em particular; devido a que
efeitos potencializadores aditivos sédo passiveis de ocorrer.

Mudancas dinamicas na legislagcdo de alguns paises permitem o uso de
aditivos que poderiam ocasionar efeitos indesejaveis como reagfes adversas sobre
determinados grupos populacionais, assim como, mudancas que poderiam mascarar
a baixa qualidade sanitaria dos produtos (LAUZURICA, 1997). Os alimentos
preparados industrialmente podem conter aditivos como: conservantes,
antioxidantes, enzimas, saborizantes, corantes e substancias para amaciar ou mudar
a consisténcia (LINDNER, 1995).

Neste sentido, a procura por informacdes que possam melhor esclarecer as
possiveis interacfes destas substancias com os alimentos ocasionando eventuais
riscos a saude, em especial, ao se tratar de pessoas sob tratamento médico com
farmacos que inibam o metabolismo de xenobidticos ou individuos imunodeprimidos
que por ventura consumam estes produtos.

As aminas putrescina, cadaverina, agmatina, espermina e espermidina podem
reagir com nitrito em condi¢Bes acidas formando substancias cancerigenas; as
nitrossaminas (BILLS, 1973; GLORIA; IZQUIERDO-PULIDO, 1999, HOTCHKIISS,
1977; LIMA; GLORIA, 1999; WARTHESEN, 1975). As nitrosaminas sdo substancias
guimicas com forte efeito toxico, mutagénico, neurotdxico, nefrotdxico e cancerigeno
(RYSZARD, 2002). Evitar a formagéo de nitrosaminas € outra razdo para evitar o
acumulo de ABs em alimentos (IZQUIERDO, 1996). Por este motivo, torne-se

importante & prevencdo no acumulo de ABs em alimentos curados (HALASZ, 1994).
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Em contraste, a procura por propriedades funcionais nos produtos carneos
assim como, substancias adicionadas neles devem formar futuras perspectivas de
investigacdo. Neste sentido, Terra (2003a) propde a fabricacdo de embutidos
adicionados de fibra alimentar, esta, contribui a oferta de produtos light e diet, parte

indissociavel da modernidade e da cultura ao corpo (TERRA, 2003b).

3.10 Metabolismo de aminas

Em circunstancias normais, as aminas sao rapidamente destoxificadas por
reacdes de conjugacdo ou por desaminagao oxidativa, catalisada por aminoxidases
mitocondrias, obtendo-se o0s correspondentes aldeidos inativos (WONG, 1995;
SMITH, 1980; LESSOF, 1998; LIMA; GLORIA, 1999; LINDNER, 1995).

A primeira barreira contra a ingestdo de histamina é a diaminoxidase (DAO)
entérica, de suma importancia para o efetivo catabolismo da histamina (VAN
GELDEREN, 1992). Assim, temos a transformacdo da histamina pela acédo da
diaminoxidase em acetaldeido de imidazol e &cido imidazol acético; alternativamente
a histamina pode ser N-metilada pela acdo da N-metiltransferase (HMT), antes de
sua conversdo a acido n-metilimidazolacético pela agdo da monoaminoxidase.

A tiramina pode ser convertida em acido 4-hidroxifenilacético através da acao
seguida da aminoxidase e da aldeidodehidrogenase (COOPER,1997) sendo
excretada na forma de &cido p-hidroxifenilacético (SMITH, 1980). Pacientes
submetidos a tratamentos com substancias como a tranilcipromina, inibidora de
enzimas, podem acumular no sangue aminas suficientes para causar hipertensao
arterial (WONG, 1995).

As aminoxidases (AO) podem ser divididas em dois grupos de acordo com o
grupo prostético assim, temos: AO FAD-dependentes e as ndo dependentes. A
monoaminoxidase (MAO) se subdivide em duas unidades MAO-A e MAO-B. A MAO
oxida aminas primarias, secundarias e terciarias. A habilidade de atuar sobre aminas
terciarias ndo é considerada uma caracteristica de MAO-B (BENEDETTI, 2001).

A MAO cumpre um papel importante na degradacdo de neurotransmissores
no sistema nervoso central e periférico, metaboliza monoaminas como a dopamina,

serotonina e norepinefrina (ARAI, 2002).
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As poliaminoxidases (PAO) sdo enzimas FAD-dependentes, envolvidas na
conversao de poliaminas, oxidam grupos amina secundarios em substratos como a
monoacétilespermina e monoacétilespermidina formando espermidina e putrescina
respectivamente (BENEDETTI, 2001). As poliaminas sdo primeiro acetiladas e em
seguida oxidadas pela DAO e PAO (BARDOCZ, 1995).

As AO nao dependente de FAD também conhecidas como aminoxidases
semi-carbazina sensiveis (SSAO), catalisam apenas a conversdo oxidativa das
aminas primarias desde que, 0 grupo amino este presente nas mono-, di- ou
poliaminas. Dentre as AO (teciduais), as SSAO oxidam preferencialmente diaminas
alifaticas  (putrescina, cadaverina, histamina), sendo denominadas de
diaminoxidases (DAO, histaminases), Benedetti, (2001). A continuacdo a Figura 3

representa de forma esquematica a classificacdo das aminoxidases.
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Figura 3 — Classificacdo das AO de acordo com o grupo prostético (BENEDETTI,
2001)



4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos na planta piloto de carnes do
departamento de Tecnologia e Ciéncia dos Alimentos, UFSM. As analises fisico-
quimicas e microbiolégicas foram realizadas nos laboratérios do Departamento de
Tecnologia e Ciéncia dos Alimentos. As analises cromatograficas foram realizadas

no laboratério do Departamento de Quimica.

4.1 Formulagdo do salame tipo Italiano

A formulacdo constou de 60kg de carne suina, 20kg de carne bovina e 20kg
de toucinho. Observando a figura abaixo apreciamos o fluxograma de fabricacédo do

salame.

Carne: hovina e suina Toikcinho swino
Moagem <—‘
¥
Agentes decura —————= hlisdura - Cultura shaster
Condinventos Fixadoo de cor
w
Embutimento
L J
Fermentacio
Maturacio
w
Digtrd uiciio

Figura 4 — Fluxograma de produc¢ao do salame tipo Italiano
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Os ingredientes adicionados a massa foram: 3% de sal (Mossord, RN); 500ml|
de agua; 0,50% de glicose (Jonhson, SP); 0,50% sacarose; 0,20% de pimenta
branca (Fucks, SP); 0,50% de alho natural (Fucks, SP); 0,02% de noz moscada
(Fucks, SP); 0,25% de fixador A-80 (Laboratorios Kraki, SP) e 100g de fibra insoltvel
de trigo (Vitacel, SP).

4.1.1 Tratamentos para o salame tipo Italiano

A elaboracao do salame tipo Italiano, constou de trés lotes (o controle, starter
e starter e fibra). A moagem das carnes suinas e bovinas foi realizada utilizando
disco de 16mm e 3mm respectivamente. Apdés a moagem, as carnes foram
misturadas ao sal, a cura e aos demais ingredientes, deixando-se por ultimo a
adicdao do fixador (massa comum). A partir desta massa foram elaborados os
seguintes tratamentos: O tratamento um (T;) originou o controle, ndo tendo adicéo
de qualquer starter ou fibra. O tratamento dois (T,) e o tratamento trés (T3) sofreram
a adicdo da cultura starter SPX (CH. HANSEN, Dinamarca), sendo que o T3 recebeu
ainda a adicdo de fibra de trigo insoluvel, previamente dissolvida em 300mL de
agua. A quantidade de starter adicionada a massa foi de 25¢g para cada 100kg de
massa carnea.

Os trés tratamentos foram embutidos em tripas artificiais de colageno nao
comestivel previamente mergulhadas em solucéo de acido lactico a 2%. Em seguida
foram identificados e maturados em camara de maturacdo, durante vinte e um dias

sob controle de temperatura, umidade relativa e velocidade do ar (Quadro 6).

Tempo (dias) UR (%) Temperatura (°C) Velocidade do ar (m-s™)
1° 95 25 0,5
2° 93 24 0,5
3° 90 23 0,5
4° 85 22 0,5
5° 80 21 0,5
6° 75 20 0,5
7° 75 18 0,2
9 $ $ $
30° 75 18 0,2

Quadro 6 — Esquema usado na camara de maturagéo para o salame
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4.1.2 Starter

A cultura de starter comercial adicionada a massa carnea do salame estava
composta por linhagens de Staphylococcus xylosus e Pediococcus pentosaceus
(Bactoferm T-SPX; CHR. HANSEN), a adi¢éo foi conforme as recomendagdes do
fabricante. A cultura foi previamente dissolvida em agua livre de cloro, sendo
adicionado nos tratamentos do salame. O quadro 7 ilustra as caracteristicas dos

microrganismos que compdem a cultura do starter.

Cultura Starter

Staphylococcus xylosus

Pediococcus pentosaceus

Faixa de temperatura (°C) 10-40 15-48
Temperatura 6tima (°C) 30 35
Limite de sal méaximo 15% em agua méaximo 7% em agua
pH 4,7-8,0 37-7,0

Necessidade de O,

anaerobio facultativo

microaerofilo

Padrao de fermentacéo

glicose/galactose/

frutose/maltose/
lactose/sacarose (+)

rafinose/dextrina/

amido(-)

glicose/galactose/

frutose/maltose/

lactose/sacarose/
rafinose (+)

dextrina/amido (-)

Outros

catalase positivo
nitrito redutor
lipdlise (+)

protedlise (+)

Produtor de acido latico
D/L

Quadro 7 — Caracteristicas dos microrganismos da cultura SPX (NASSU, 1999)

4.1.3 Fibra de trigo

A fibra de trigo adicionado ao tratamento T3 (starter e fibra) do salame foi

fornecida pela VITACEL. E composta por 98% de fibras dietéticas. Sua extracdo €é
feita a partir das varias partes do grdo de trigo, por meio do refino de fibras pelo

processo termo-fisico, de varias partes da estrutura do trigo (VITACEL®).
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4.2 Formulagéo do Salame Cozido

A formulacéo foi composta por 8,8 kg de carne suina; 7,3 kg de carne bovina;
5,6 de toucinho; 1,6 litros de agua fria; 540g de sal (Mossord, RN); 54g de cura
comercial (Lab. Kraki, SP); 36g de eritorbato de sédio (Lab. Germinal, SP); 570g de
tempero (Lab. Germinal, SP). Na Figura 5 podemos observar o fluxograma de

fabricacdo do salame cozido.

Carne: hovina e suina Todk inhd suino

B0 OSE B T

Acido encapsulado —— Mistura =«—— Agentes decura
Fixador de cor Cond invenios

Figura 5 — Fluxograma de producéo do salame cozido

O salame adicionado de &cido orgénico encapsulado e cozido é uma
inovacdo no Brasil, portanto ainda sem uma legislacdo especifica para padrdes de

identidade e qualidade (TERRA, 2003). O Sucedaneo de salame tem como
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caracteristica a inoculacdo de acido organico micro-encapsulado e processo e
coccdo diminuindo o tempo de fabricacdo quando comparado com O processo

tradicional de obtencao do salame.

4.2.1 Tratamentos para o Salame Cozido

Para o salame cozido realizaram-se trés lotes (controle, acido lactico, acido
citrico). As carnes foram moidas em discos de 16mm para carne suina e 3mm para
a bovina, apés moagem, adicionou-se o sal, cura comercial, e demais ingredientes.

A partir da massa comum, foram separados trés lotes. O controle ndo sofreu
adicdo de qualquer acido, em guanto os outros tratamentos receberam a adicdo de
500g de acido citrico encapsulado e 400g de acido lactico encapsulado
respectivamente. Os tratamentos foram embutidos usando tripa fibrosa de colageno
ndo comestivel, previamente mergulhada em solucdo de acido lactico a 2%,

identificados e cozidos em estufa de acordo com o tratamento descrito no quadro 8.

Temperatura (°C) Tempo (minutos)
46 45
55 75
60 105
68 30
77 Até atingir 68°C (temperatura interna)

Quadro 8 — Tempo e temperatura para obtencdo do salame cozido (BALCHEM,
2001)

4.2.2 Acidos encapsulados

O &cido citrico encapsulado (MEATSHURE™ 341) composto de 48% a 50%
de acido citrico e por 48% a 50% de 0leo vegetal parcialmente hidrogenado. O acido
lactico encapsulado (MEATSHURE™ 509), composto por 48% a 52% de lactato de

calcio contendo 27% a 33% de &cido lactico e 48% a 52% por 6leos parcialmente
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hidrogenados de algoddo e soja. A propor¢cdo usada nos tratamentos do salame

cozido foi 1,073% para o acido citrico e 0,515% para o acido lactico.

4.3 Analises fisico-quimicas

Estas andlises foram realizadas ao longo dos experimentos, sendo retiradas

amostras sem reposicao para 0s ensaios.

4.3.1 Determinacdo de umidade

A determinacdo de umidade fundamenta-se na perda de umidade e
substancias volateis a 105°C. Realizada conforme Terra; Brum (1998).

4.3.2 Determinacédo de proteinas

Este método se baseia na determinacao de nitrogénio total, pela digestdo do
acido sulfarico, liberando carbono, gas carbdnico e hidrogénio na forma de agua. O
nitrogénio é transformado em NH; e fixado sobre a forma de sal amoniacal (sulfato
de amoénia). Na destilacdo a solucdo concentrada de hidroxido de soédio libera
amonia é destilada e recebida em solucdo de acido sulfarico, de titulo conhecido,
com o0 auxilio de um indicador e posteriormente titulada com solugcéo alcalina
(TERRA; BRUM, 1998).

4.3.3 Determinacédo de gordura

A gordura foi determinada pelo método do butirbmetro utilizado para leite. O
fundamento do método esta no ataque seletivo da matéria organica por meio do
acido sulfarico, exceto a gordura. Logo, esta é separada usando centrifugacdo, com

o auxilio do alcool amilico que modifica a tenséo superficial (TERRA; BRUM, 1998).
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4.3.4 Determinacédo de cinzas

Segundo Terra; Brum (1998). Realizada pela perda de peso que ocorre
quando o produto é incinerado (500 - 550°C), com a destruigcdo de matéria organica,
sem apreciavel decomposi¢cdo dos constituintes do residuo mineral ou perda por

volatilizacao.

4.3.5 Determinacédo da atividade de agua (Aa)

A andlise foi realizada usando o aparelho Testo 400 CE, comercializada pelo
TESTO GMBH & CO. Seguindo a orientacao do fabricante.

4.3.6 Determinacédo do pH

A analise foi realizada usando dez gramas de amostra, homogeneizada em
100 mL de &gua destilada. O homogeneizado foi submetido aos electrodos do
pHmetro Digimed® por 5 minutos, procedendo a leitura do pH (TERRA; BRUM,
1988).

4.4 Analises microbiolbgicas

As determinagfes para as amostras do sucedaneo foram as mesmas que as
do salame tipo Italiano, com excecdo da determinacdo de das bactérias acido
lacticas, que foi substituida pela contagem total de bactérias aerdbias mesofilas.

Onde aliquotas de 25g das amostras foram retiradas assepticamente, diluidas
em 225mL de solugcdo de agua peptonada e homogenizadas. Realizaram-se as
diluicbes respectivas; procedeu-se ao emplacamento, apés identificacéo, incubacao

para depois fazer a contagem das placas.
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4.4.1 Determinacédo de bactérias aerébias mesdfilas

Utilizou-se Agar Padrdo para Contagem - PCA (MERK®). Tomou-se o niimero
de colbnias ou media das placas de diluicoes diferentes que estavam entre 30 - 300
coldnias transformando-as em logaritmos decimais (SIQUEIRA, 1995).

4.4.2 Determinacédo de bactérias acido lacticas

As anélises foram realizadas segundo Siqueira (1995), usando o Agar para
Lactobacillus segundo DE MAN, ROGOSA E SHARPE (AGAR M.R.S., MERCK®). A
contagem das colbnias foi realizada nas placas da mesma diluicdo apresentando
entre 30 - 300 colénias. As médias das contagens foram transformadas em

logaritmos decimais.

4.4.3 Determinacédo de estafilococos coagulase positivo

Realizada usando Agar BAIRD PARKER (MERCK®) e a prova bioquimica da
coagulase com plasma de coelho (MERCK®). Segundo Siqueira (1995).

4.4.4 Determinacédo de coliformes totais

Segundo Siqueira (1995), usando Agar Cristal Violeta Vermelho Neutro Bile
(Agar VRB, MERCK®). Tomaram-se os niimeros de colénias ou media das placas de
diluicGes diferentes que estavam entre 25 - 250 colonias. Logo depois os valores
foram transformados em logaritmo decimal.

4.4.5 Determinagao de coliformes fecais

A partir das placas do Agar VRB, selecionou-se 3 - 5 colbnias, semeando-se
em tubos contendo caldo Escherichia coli (caldo EC, MERCK®), COM TUBOS DE
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Durhan. Apés incubacdo, identificaram-se os tubos com producdo de gas,
considerando estes positivos para a presenca de E. coli (SIQUEIRA, 1995).

4.5 Determinacdo das aminas biogénicas

O procedimento seguido foi de acordo com o método para determinacéo de
ABs segundo Eerola (1993), 2g de amostra foram homogeneizadas com acido
perclérico usando Ultra-Turrax, a amostra foi centrifugada por 10 minutos a
3000rpm, filtrou-se e retirou-se o sobrenadante para um baldo. Repete-se a
extracao, ajusta-se no baldo a combinacdo de ambas as extracdes para 25mL.

Em seguida, 1mL do extrato obtido foi adicionado de 200uL de solucdo de
hidréxido de sddio e 300uL bicarbonato de sédio. Depois foram adicionados 2mL de
cloreto de Dansil, ficando em banho-maria a 40°C durante 45 minutos. Depois se
adicionou 100uL de aménia para remover 0 excesso de Dansil, apds repouso por 30
minutos ajustou-se o0 volume para 5mL com acetonitrila sendo centrifugado a
3000rpm por 10 minutos e retirando aliquotas de 20uL para injecdo com o auxilio de
uma micro-seringa.

A separacdo foi realizada por cromatografia liquida de alta resolugéo
utilizando cromatégrafo liquido 9002 Varian com injetor Rheodyne 7125 Varian em
coluna de fase reversa C18 Spherisorb ODS 250 x 4,6mm, 5um com pré-coluna C18
20 x Imm, 5um usando um gradiente de eluicdo com dois solventes.

O fluxo foi de 1mL por minuto e a deteccdo dos derivados dansilados a
254nm utilizando detector espectrofotométrico UV-visivel 9050 Varian, Califérnia,
USA. Os padrdes foram adquiridos junto a SIGMA CHEMICAL CO. Os reagentes
com pureza analitica, a agua destilada por Milli-Q (Millipore Corp.).

A identificacdo das aminas foi realizada pela comparacdo dos tempos de
retencdo das amostras com o0s tempos de retencdo dos padrbes. A reta de
calibracdo foi determinada usando-se o método de ajuste dos minimos quadrados
obtendo um coeficiente de correlacdo de 0,9987 e um coeficiente de determinacao
de 99,74 e um desvio padréo relativo inferior a 5%. Os testes de recuperacao, limite
de quantificacdo e precisdo foram realizados com adicdo dos padrdes sobre a
matriz. As porcentagens de recuperagao foram acima de 95% com um coeficiente de
variacdo inferior a 5%. O limite de quantificacdo foi de 1mg-kg™. A repetibilidade
apresentou um coeficiente de variacao de 6,69%.
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4.6 Anédlise sensorial

As andlises foram realizadas segundo método descritivo por comparagao
pareada, segundo Anzaldda-Morales (1994). As analises foram realizadas por um
painel de provadores néo treinado composto por 20 membros avaliando as amostras
do salame tipo Italiano e do salame cozido quanto aos requisitos conforme descrito
no Anexo A.

4.7 Anédlise estatisticas

Os dados coletados num contexto de experimento inteiramente casualizado
foram interpretados através da andlise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey ao
nivel de 5% de significancia utilizando o programa Excel, Microsoft® Office Excel
2003.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Aminas biogénicas na massa dos embutidos

As andlises realizadas nas amostras de ambos 0s experimentos provenientes
das massas (inicio da fabricacdo) que originaram os embutidos carneos apontaram
maiores concentracées de histamina, alcancando 50 mg-kg™ na massa do salame e
60 mg-kg! para a massa do salame cozido. J4 as concentracdes de tiramina
alcancaram valores de 13 mg-kg™ e 12 mg-kg™ para a massa do salame e do
salame cozido respectivamente (Figura 6). A andlise da massa permitiu obter uma
visdo geral do contetdo de aminas no inicio da fabricacdo. Entretanto, ndo foi
possivel estabelecer a origem das aminas, considerando as matérias-primas (carnes
e toucinho) usadas na elaboracdo dos produtos.

O toucinho nao interfere nos niveis finais de aminas biogénicas (SPINELLI,
1974). Ja a conservacao da carne resfriada depende do seu estado higiénico, isto €&,
do grau de contaminagdo da superficie com microrganismos, que ndo € mais do que
a higiene durante o abate (PRANDL, 1994).
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Figura 6 — Valores médios de histamina e tiramina das massas que originaram 0s

tratamentos dos embutidos carneos
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Durante o armazenamento de carne usando temperatura entre 20°C a 22°C e
4°C a 5°C; Vidal-Carou (1990b) observou concentracdes similares de histamina e
tiramina (65 mg-kg™) em carne suina em ambas as temperaturas usadas ao final do
periodo de armazenamento (40 e 110 horas). Na carne bovina o aumento dos niveis
de tiramina foi maior do que da histamina, quando usada temperatura ambiente,
havendo comportamento contrario sob temperatura de refrigeracdo (5 mg-kg™ a 25
mg-kg?). Como conseqiiéncia do resfriamento, os processos bioguimicos que
ocorrem na carne de animais recém abatidos (glicolise e maturacdo da carne) sao
retardados, mas, sem chegar a deter-se por completo (PRANDL, 1994).

As matérias-primas foram adquiridas no comercio varejista local estando
aptas para 0 consumo ou processamento. Existe a possibilidade que estas sofreram
variacdo na temperatura de resfriamento seja durante o transporte ou na
conservacao em balcéo prévias a fabricacdo dos produtos e coleta de amostras para
analise. Isto explicaria as concentracbes de aminas ja encontradas no inicio da
fabricagéo (massa dos produtos).

A presenca de aminas leva a considerar a possibilidade que, a temperatura
de conservacdo da carne anterior a analise foi superior a 7°C (SLEMR;
BEYERMANN, 1985).

A protedlise proporciona aminoacidos livres que poderdo ocasionalmente
transformar-se em aminas biogénicas (HERNANDEZ-JOVER, 1997). Assim, o
aparecimento das ABs em carne poderia estar relacionado com deterioracdo e em
alguns casos com a degradacao protéica (VINCI; ANTONELLI, 2002).

A formagéo da histamina no atum n&o esta unicamente relacionada com as
contagens microbioldgicas, mas evidencia sua maior dependéncia nas temperaturas
de conservacdo. Quando ocorre a quebra da cadeia do frio durante a
comercializacdo ou distribuicéo, o risco potencial de formac&o de niveis toxicos de
histamina aumenta (VECIANA-NOGUES, 1997b).

O armazenamento de carne por longos periodos resulta em maiores
concentracbes de aminas. Embutidos produzidos com carne fresca apresentam
concentracbes menores. Em contraste, com estas diferencas as propriedades
bacteriolégicas dos embutidos permaneceram sem alteracdo (PAULSEN, 1997). A
qualidade higiénica das matérias-primas influencia a composicéo das concentracdes
de ABs. O conteudo depende das matérias-primas usadas e da temperatura no

armazenamento e maturacdo (BOVER-CID, 2000a).
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5.1.1 Andlise microbiolégicas na massa do salame tipo Italiano

As determinagBes microbiolégicas visam avaliar a qualidade dos alimentos,
fornecendo informagdes quanto, ao processamento, armazenamento e distribuicdo
(SIQUEIRA, 1995). O grupo de coliformes (Escherichia, Enterobacter, Citrobacter e
Klebsiella) apresenta por habitat o trato gastrointestinal do homem e dos animais. Na
contagem de coliformes diferenciam-se dois grupos: coliformes totais e coliformes
fecais; aqueles; conhecidos como indicadores da qualidade sanitaria ou da
contaminacdo de alimentos, evidenciando falhas nas praticas de higiene e
sanificacdo; estes, utilizados como indicadores de contaminacédo fecal, denotando
condi¢cdes higiénico-sanitarias deficientes. A determinagcdo de ambos os grupos
indica a qualidade higiénica em relacdo a procedimentos de abate, manipulacéo e
armazenamento. A analise estatistica usando o nivel de significancia (p<0,05)
demonstrou diferencas para todos os géneros de microrganismos enumerados com
excecdo dos coliformes fecais que apresentaram contagens consideradas altas
préximas a 10? UFC-g™* (Figura 7).

Contagens Microbiologicas
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Figura 7 — Contagem de Microrganismos para coliformes totais (CT), bactérias
lacticas (LABs), Staphylococcus coagulase negativa (Staphy.) e coliformes fecais
(CF) para os tratamentos do salame tipo Italiano no inicio da fabricacao
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Os valores alcancados para os coliformes totais apresentaram maiores
contagens no tratamento controle (10° UFC-g™). Alcancando contagens préximas a
10% UFC-g™ nos outros tratamentos (starter e starter e fibra). Os valores encontrados
sdo considerados constituintes da flora presente nas matérias-primas (PRANLD,
1994), compativeis com os limites maximos aceitaveis para industrializacéo (TERRA,
1998).

Existe grande probabilidade que os microrganismos presentes na massa dos
produtos componham géneros capazes de produzirem aminas biogénicas. Muito
embora, ndo tenham sido identificados, as contagens microbiologicas permitem
realizar esta afirmacdo. Estes géneros determinaram o0s teores totais das aminas
nos produtos acabados.

As bactérias acido lacticas apresentaram contagens préximas a 10* UFC.g™
para o tratamento controle e contagens préximas a 10°> UFC-g™ para os tratamentos
Starter e starter e fibra. Grande numero de bactérias acido lacticas (LABs) no
alimento tem com principais causas: matérias-primas contaminadas, limpeza e
desinfeccao inadequadas dos equipamentos e utensilios, condi¢cdes inadequadas de
processamento especialmente com relacdo a exposicdo do produto a temperatura
de multiplicacdo e contaminacao cruzada (SIQUEIRA, 1995).

O tratamento controle apresentou as menores contagens de Staphylococcus
spp. (10° UFC-g') quando comparado com o starfer e o starter e fibra que
alcancaram contagens de 10° UFC-g* para ambos os tratamentos. A maior
presenca de LABs e Staphylococcus spp. nos tratamentos T, (starter) e T3 (starter e
fibra) se deve a adi¢do da cultura starter em ambos tratamentos.

Nota-se também a presenca de géneros de LABs e Staphylococcus spp. no
T1 (controle), consideram-se estes, como pertencentes a flora nativa da carne usada
na elaboracdo do produto ou procedentes do entorno ou da contaminacdo das
matérias-primas. A prova bioquimica da coagulase usando plasma de coelho
realizado nas amostras mostrou-se sempre negativa.

Muito importante no uso de culturas starter € a quantidade a ser adicionada a
massa carnea, pois 0 numero de microrganismos starter deve superar a0 menos em
dois ciclos logaritmicos ao niumero de organismos presentes nas carnes usadas
como matérias-primas (TERRA, 1998). Adicdo de starter, condi¢cdes tecnoldgicas

favoraveis para seu crescimento e matérias-primas com boa qualidade higiénica,
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fazem possivel produzir embutidos com pequenas quantias de aminas (BOVER-CID,
2000b; 2000c).

A origem e em especial a temperatura de conservacao das matérias-primas
tém que ser consideradas variaveis importantes no controle da formacéo de aminas,
procurando assim, vir a ter embutidos seguros do ponto de vista higiénico-sanitario,
prevenindo em certos estratos populacionais, possiveis reacdes adversas a este tipo
de produto ou ainda, efeitos aditivos pelo consumo conjunto de outros produtos
contendo aminas ou a acdo de farmacos inibidores de aminoxidases.

O uso de cultura starter e manipulacdo apropriada da carne influencia os
niveis de ABs formadas nos embutidos (MAIJALA, 1995a). Elevado numero de
bactérias nas matérias-primas, pobres em qualidade higiénica, diminuem os efeitos
benéficos da cultura starter. Assim, a eficiéncia desta depende fortemente da

qualidade higiénica das matérias-primas (BOVER-CID, 2001c).

5.1.2 Andlises microbiologicas da massa do Salame Cozido

Os microrganismos aerobios mesofilos constituem o grupo que inclui a
maioria de microrganismos acidificantes. Estes tém sido utilizados como indicadores
microbioldgicos de qualidade, proporcionando uma idéia sobre o tempo de vida util;
apontando matérias-primas contaminadas ou processamento insatisfatério, bem
como, tempo e temperatura inadequados durante produ¢do ou armazenamento.

A contagem detecta bactérias aerdbias ou facultativas e mesofilas presentes
nas amostras seja na forma vegetativa ou esporulada (SIQUEIRA, 1995).

Os coliformes totais apresentaram valores proximos a 10° UFC.g*, ja a
contagem para 0s microrganismos aerébios mesofilos foi menor que 10° UFC.g* e
para os Staphylococcus ssp. foram encontrados valores em torno de 10° UFC-g™.
Estes valores apresentam-se compativeis com os valores maximos aceitaveis para o
processamento das matérias-primas na industria de carnes (TERRA, 1998).

A prova bioguimica da coagulase usando plasma de coelho realizada nas
amostras apresentou resultado negativo. A presenca de S. aureus nos alimentos €
interpretada como indicativo de contaminacado a partir da pele, boca e fossas nasais,
bem como, limpeza e sanitizacdo inadequada dos materiais e equipamentos. A

identificacdo de cepas toxico-génicas se realiza usando a prova bioquimica com
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plasma de coelho (SIQUEIRA, 1995). O elevado numero de microrganismos
pertencentes a géneros capazes de produzir aminas reforca a idéia de possiveis
detrimentos na temperatura de conservacéo das matérias-primas.

A andlise estatistica (teste de Tukey) constatou que ndo houve diferenca para

o nivel testado (p<0,05). Podemos observar a representacdo grafica dos resultados

na Figura 8.
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Figura 8 — Contagem de Microrganismos para coliformes totais (CT), bactérias
aerébias mesdfilos (AM) e Staphylococcus coagulase negativa (Staphy.) e coliformes

fecais (CF) para os tratamentos do salame cozido no inicio da fabricacao

5.1.3 Determinacéo de pH e atividade de agua (Aa)

As matérias-primas e 0s ingredientes necessarios ao processamento
constituem o principal 6nus do fabricante. Assim, um rigido controle de qualidade é
exigido, ademais dos aspetos microbiolégicos, provas fisicas e quimicas sao
requeridas antes de aceitar estas matérias que irdo ser processadas (HAYES, 1993).
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O pH apresentou valores médios de 5,71 para o salame, sendo que o valor de
pH alcancado pelo salame cozido foi de 5,9. No inicio da fabricacdo o ponto de
partida foi a mesma massa carnea, respectivamente, para o salame e o sucedaneo

de salame, ndo havendo diferencgas.

Massa dos Tratamentos
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Figura 9 — Valores de pH para os tratamentos do salame tipo Italiano e para o

salame cozido no inicio da fabricacéo

A atividade de agua apresentou valores médios préximos a 0,96 para ambas
as massas, considerando as porcentagens de carne (in natura) usadas na
formulacdo dos produtos.

Os valores de pH e Aa mostraram-se propicios para o desenvolvimento dos
microrganismos presentes na massa dos produtos. O protocolo de fabricagdo do
salame cozido inclui: temperatura, adicdo de acidos organicos, aditivos e
resfriamento obtendo produtos com desejavel seguranca microbiolégica como sera
visto adiante.

Os niveis de Aa e 0 baixo pH que predominam nos produtos carneos
fermentados junto com a presenca de aminoacidos estimulam a formacao de aminas
(ORDONEZ, 1999).
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5.2 Aminas biogénicas no Salame Cozido

A selecdo de matérias-primas para a fabricacdo de embutidos, mostra ser um
importante ponto critico de controle com relacdo a formacao de altos niveis de ABs
no produto acabado (MAIJALA, 1995b).

As amostras do salame cozido analisadas para os trés tratamentos obtiveram
niveis semelhantes, tanto de histamina como de tiramina, quando comparados com
as concentracdes encontradas no inicio da fabricacdo (massa do produto). O
processo tecnologico para obtencdo de salame cozido ndo envolve a formacgéo de
aminas. Deste modo, as concentra¢des encontradas no produto acabado sustentam
a sua origem nos ingredientes usados como matérias-primas. A afirmacao onde, as
concentragdes totais de aminas no salame cozido acabado estdo ligadas e sao
dependentes das matérias-primas utilizadas na fabricacdo do embutido cérneo,
contribui com a idéia da variacdo da temperatura durante o transporte e/ou
conservacao.

As ABs podem ser encontradas em produtos carneos como consequéncia da
atividade microbiologica relacionada aos processos fermentativos envolvidos na
fabricacdo dos embutidos. Mas, existe a possibilidade que se encontrem presentes
em matérias-primas de baixa qualidade, resultado da contaminacdo microbiana
(VIDAL-CAROQU, 1990b). Niveis altos encontrados no presunto cozido podem estar
relacionados com o uso de carne suina de baixa qualidade higiénica desde que, o
processo de fabricacéo ndo envolve a formacdo de aminas (HERNANDEZ-JOVER,
1996a). A fabricacdo de mortadela envolve, uso de pequena quantia de carne,
aditivos e cocgao; condigdes que impedem o desenvolvimento da flora residente e
conseqilentemente, formacdo de aminas (HERNANDEZ-JOVER, 1997). Muito
embora microrganismos comumente associados com a formacao de aminas fossem
encontrados nas matérias-primas (HERNANDEZ-JOVER, 1996b). Desta forma,
quando procedimentos corretos de fabricacdo s&o aplicados adequadamente, as
Unicas ABs que poderiam ser encontradas nos produtos carneos cozidos procedem
das matérias-primas utilizadas (HERNANDEZ-JOVER, 1996b).

O tratamento térmico adotado na fabricacdo do salame cozido ndo parece ter
afetado as concentragdes finais de aminas no produto acabado. Assim, 0s niveis um
tanto menores encontrados séo atribuidos a diluicdo junto aos demais ingredientes

durante o processamento. A histamina é termoestavel, resiste ao processo de
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coccdo, assado e esterilizacdo. Ja a tiramina também € termoestavel (FEHLHABER,;
JANETSHKE, 1995). A fabricacdo de atum enlatado envolve os processos de
coccao e esterilizacdo, os quais ndo interferem nos niveis finais de aminas, sendo
estas oriundas das matérias-primas in natura (VECIANA-NOGUES, 1997b). Na
fabricacdo de queijo, (EL-SAYED, 1996) o tratamento térmico nado interferiu nas
concentracdes finais de aminas, tendo como origem a matéria-prima utilizada. Os
valores obtidos para histamina e tiramina nas amostras do salame cozido analisadas

podem ser observados na tabela 1.

Tabela 1 — Niveis de aminas nos tratamentos do salame cozido

Aminas Controle Acido Léctico Acido Citrico
Histamina (mg-kg™) 48,06 (10,41) 55,37° (2,34) 49,16° (4,59)
Tiramina (mg-kg™) 11,00° (1,59) 11,06% (1,07) 11,35% (0,63)

#Média e desvio padrédo (n=3; duas determinacdes) das amostras analisadas

Estas concentracdes estdo dentro dos niveis considerados seguros para a
saude (TEN BRINK, 1990). Porém em embutidos cozidos, valores proximos a 50
mg-kg™® sugerem de certo modo o uso de matérias-primas com baixa qualidade
higiénica (HERNANDEZ-JOVER, 1997).

Hernandez-Hierro (1999) sugere a difusdo na salmoura de parte das aminas e
outras fracdes nitrogenadas durante o processamento. Niveis menores poderiam
decorrer da diluicdo produzida quando incorporados outros componentes na
salmoura (HERNANDEZ-JOVER, 1996a; 1996b).

Em 1977, Mietz; Karmas, propuseram a presenca de aminas como parametro
de avaliacao para produtos marinhos processados e in natura. Para Vinci; Antonelli
(2002), a determinacdo de aminas é apropriada para avaliar o deterioro incipiente e
as concentracdes poderiam ser relacionadas com o frescor da carne. O significado
da pesquisa de aminas (v.g. a tiramina), considerando a higiene do alimento, esta na
predicéo do risco de crises hipertensivas em pacientes sob tratamento com farmacos
inibidores da monoaminoxidase (YANO, 1995).

O teste quimico para avaliar o grau de frescor da carne tem sido de longo

interesse, podendo eliminar a desvantagem de métodos rotineiros como as
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contagem do numero de bactérias ou o jurado sensorial (SLEMR; BEYERMANN,
1985). No entanto a andlise quimica mostra escasso valor quando dirigido a
determinar o grau de frescor ou o grau de alteracdo da carne. A analitica falha na
tentativa de predisser a possivel capacidade de conservacdo da carne (PRANDL,
1994).

Os métodos quimicos supdem a formacdo de algum ou alguns compostos
pelo metabolismo da flora deteriorante. Alteragbes em carne (figorificada)
acompanham a producdo de compostos de odor desagradavel (aminas, amoniaco,
indol e H,S) o inconveniente esta em que ndo todos o microrganismos Sao
igualmente capazes de produzir tais compostos. Modificacfes significativas nas
concentracbes de aminas em carne ndo se apresentam antes que as contagens
bacterianas em placa (PCA) néo ultrapassem 4-10" UFC-g* (JAY, 1994).

5.2.1 Caracteristicas microbiologicas

Dentro da flora microbiana presente em carne em condi¢des de consumo
considera-se, 0s microrganismos do alimento ou os contaminantes, obtidos durante
as etapas de manipulacdo, embalagem e armazenamento (JAY, 1994).

A taxa presente é um parametro para classificar a qualidade da carne; assim,
microrganismos toleraveis em carne fresca, embutidos curados e outros sao
inclusive, benéficos pelas mesmas propriedades que os consideram indesejaveis em
produtos cozidos, a presenca destes tem que ser analisada em relacdo a
procedéncia do produto (PRANDL, 1994).

Todos os valores obtidos na enumeracdo de microrganismos apresentaram
reducdo nas contagens. O tratamento controle apresentou contagens de coliformes
totais préximos a 10° UFC-g™, os aerébios mesdfilos alcancaram valores préximos a
10° UFC-g* e as contagens para os Staphylococcus spp. ficaram em 10 UFC-.g™*. O
controle ndo sofreu a adicdo de acidos, o que demonstra que o tratamento térmico
mostrou ser eficiente para reduzir a flora microbiana existente. O tratamento
adicionado com acido lactico apresentou contagens microbiol6gicas com valores de
10! UFC-g™* para os coliformes totais, 10° UFC-g* para os aerébios mesofilos e 107
UFC-g™* para os géneros Staphylococcus spp.
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O tratamento adicionado com acido citrico apresentou o melhor desempenho
microbiolégico. Alcancando contagens de 10' UFC-g™*, para todos os géneros de
microrganismos pesquisados. A andlise de variancia usando o nivel de significancia
(p < 0,05) apresentou diferencas entre os tratamentos avaliados (Figura 10).
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Figura 10 — Contagem de Microrganismos para coliformes totais (CT), bactérias
aerdbias mesofilos (AM) e Staphylococcus coagulase negativa (Staphy.) para os

tratamentos do salame cozido

O processo térmico liberou gradativamente os &cidos organicos, evitando
desta forma a desnaturacdo protéica refletida na textura e na liberacdo de agua
(TERRA, 2003). Os valores de pH contribuiram com a seguranca microbiologica dos
produtos nos tratamentos adicionas de acidos organicos.

As contagens para coliformes fecais, assim como, a prova da coagulase
usando plasma de coelho em todas as amostras pesquisadas apresentaram
resultados negativos. Os resultados apresentaram conformidade com a legislacao
em vigor (BRASIL, 2001).

Os valores revelaram a eficiéncia do tratamento térmico unido com o efeito
aditivo dos &cidos organicos e o resfriamento r4pido usado na obtencdo dos
produtos, possuidores de elevada seguranca microbiologica.
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5.2.2 Caracteristicas fisico-quimicas

Os valores de pH para os diferentes tratamentos apresentaram valores de
6,09 para o controle; 5,28 para o tratamento com adi¢do de acido lactico e o salame
cozido com adi¢éo de acido citrico obteve 5,10 (Figura 11).
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Figura 11 — Valores de pH para os tratamentos do salame cozido durante o periodo

de fabricacdo

A diferenca entre os valores de pH para os tratamentos adicionados de acidos
organicos esta nos valores de pK, dos acidos usados promovendo a dissociacédo de
prétons no meio (TERRA, 2003).

Pearson; Gillett (1999), sugerem valores de pH entre 4,6 e 5,2; o salame
cozido analisado pode ser classificado como um produto carneo semi-seco também
conhecido como “Summer sausage”. Os valores de pH obtidos nos produtos estéao
dentro dos limites propostos para salames cozidos.

O leve aumento no pH do salame cozido controle pode ser atribuido a
concentracdes iniciais de aminas encontradas na massa do produto. Este valor para

pH encontra-se entre os niveis aceitaveis para salames (ORDONEZ1999).
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A continuacdo a tabela 2, retne os resultados obtidos nas analises fisico-

quimicas do salame cozido acabado.

Tabela 2 — Caracteristicas fisico-quimicas do salame cozido

Controle Acido Léctico Acido Citrico
Aa 0,92 0,90 0,89
Gordura (%) 3,7 3,5 3,1
Proteina (%) 42,7 41,4 37,4
Cinzas (%) 6,1 5.9 5.9

Média (n=3; duas determinacdes) das amostras analisadas

O salame cozido controle apresentou o maior valor para Aa (0,92) que apesar
do cozimento permaneceu com maior atividade de agua que o0s outros dois
tratamentos; 0,90 e 0,89 para com tratamento adicionado de acido lactico e acido
citrico respectivamente. Estes valores podem ser atribuidos a liberagdo de agua
quando as proteinas miofibrilares atingem o seu ponto isoelétrico.

Pearson; Gillet (1999), citam padrdes para atividade de &gua inferior a 0,91; o
valor protéico minimo de 17,5%, o valor maximo de gordura 25,6%, cinzas 4,5% e

umidade méaxima de 51%.

5.3 Aminas biogénicas no salame tipo Italiano

As aminas biogénicas sdo componentes naturais de muitos alimentos e
podem ocorrer em grandes concentracdes nos produtos fermentados obtidos de
matérias-primas com alto teor protéico (MARTUSCELLI, 2000). Baixas
concentragbes nos alimentos geralmente ndo pdem em risco a saude, porém
pessoas susceptiveis, com deficiéncia ou atividade enzimatica reduzida (AO), devido
a ingestdo de drogas inibitorias, alcool ou doencas gastrointestinais poderdo ser
afetadas (LEUSCHENER; HAMMES, 1998).

A partir da metade da segunda semana a consisténcia dos embutidos

apresentou-se firme. A maturacao dos salames terminou na terceira semana.
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As amostras de salame analisadas para os trés tratamentos apresentaram
altos niveis de aminas. As concentracdes de histamina (entre 93 e 145 mg-kg™)
foram maiores que as de tiramina (entre 67 e 71 mg-kg™) o que pode ser atribuido
aos valores de pH entre 4,6 e 4,9 (fim da primeira semana) que mostrou ser um fator
importante ao influenciar o metabolismo dos microrganismos, originando enzimas
(descarboxilases) que determinaram o0s niveis de aminas nos produtos acabados.
Estes microrganismos provavelmente pertencam a géneros de bactérias acido
lacticas e enterobacterias presentes jA& na massa do produto (flora nativa).
Considerando que, o starter comercial composto por linhagens de Pediococcus
pentosaceus e Staphylococcus xylosus mostrou-se negativo quanto a producéo de
aminas (ANSORENA, 2002).

Segundo Masson (1996), a medida de pH mostra uma indicacdo satisfatoria
na producdo de aminas pelas LABs. Esta afirmacdo baseia-se na teoria que a
formacdo de aminas € um mecanismo protetor das bactérias contra o ambiente
acido (ARENA; MANCA, 2001).

Com relagédo a alimentos fermentados, lactobacilos em particular, linhagens
de L. curvatus, L. brevis, e L. buchneri (BOVER-CID, 2001d), enterococos e
carnobacterias (MONTEL, 1996; BOVER-CID; HOLZAPFEL, 1999c), apresentam um
papel importante na producdo da tiramina. A histamina é produzida principalmente
por Enterobacter spp. (MONTEL, 1996). Bactérias isoladas em salames
(Enterobacter aerogenes, E. coli, Sthphylococcus xylosus, Lactobacillus curvatus e
Hafnia alvei), apresentaram capacidade para descarboxilar histidina (SILLA, 1998).
Ja Roig-Sagés (1997), aponta as Enterobactereaceaes como produtoras de
histamina.

A variacdo encontrada entre os tratamentos pesquisados referentes aos
niveis de aminas foi atribuida ao desenvolvimento dos microrganismos junto ao
efeito sinérgico associado com outros fatores, (pH, temperatura, umidade, Aa, uso
de aditivos, adicdo de glicose e sacarose, quantidades iniciais de aminas e
condicbes higiénicas), modificando a flora inicial e favorecendo as reacdes
enzimaticas dos microrganismos responsaveis pelas caracteristicas do produto.

Concentragbes de aminas apresentaram grande variacdo entre tipos de
diferentes embutidos bem como, entre as amostras do mesmo tipo de produto
(VIDAL-CAROU, 1990b; PARENTE, 2001; BOVER-CID, 1999b). A andlise estatistica

usando (p<0,05) n&o identificou diferencas entre os tratamentos (Figura 12).
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Figura 12 — Valores médios para histamina e tiramina para os diferentes tratamentos

do salame tipo Italiano

O armazenamento incorreto das matérias-primas bem como, uma
fermentacdo descontrolada pode induzir a proliferacdo de Enterobacteriaceaes,
liberando enzimas responsaveis pela formacédo de aminas (SUZZI; GARDINI, 2003).

A adaptacdo dos microrganismos induz a protecdo contra o ambiente acido,
produzindo aminas (ARENA; MANCA, 2001), onde o pH é identificado como fator
chave influenciando a descarboxilacdo de aminoacidos (GARDINI, 2002; SUZZI;
GARDINI, 2003), bem como, a umidade, Aa (GONZALEZ-FERNANDEZ, 2003) e a
temperatura, influenciando no crescimento dos microrganismos (GARDINI, 2002).
Assim, a formacdo de aminas resulta de um complexo equilibrio entre a composicéo
do meio e a atividade enzimatica dos microrganismos (GARDINI, 2002). Esta
formacdo depende mais da cepa do que da espécie (BOVER-CID; HOLZAPFEL,
1999¢c; NOVELLA-RODRIGUEZ, 2002).

A capacidade de formagédo das descarboxilases ndo é nenhuma caracteristica
especifica, esta varia muito entre cepas de uma mesma espécie ou inclusive, pode
estar ausente (FEHLHABER; JANETSHKE, 1995). Desta forma, resulta
recomendavel a selecio satisfatoria de culturas starter (BUNCIC, 1993; ERKKILA,
2001), competitivas e sem capacidade de producdo de aminas (GONZALEZ-
FERNANDEZ, 2003) para serem usados na producdo de embutidos fermentados
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(BUCKENHUSKES, 1993). Considerado um fator importante para prevenir a
formacdo de aminas (BOVER-CID, 1999b). Na tabela 3 observa-se a varia¢do dos

niveis de aminas obtidos nas amostras pesquisadas.

Tabela 3 — Niveis de aminas nos tratamentos de salame tipo Italiano

Aminas Controle Starter Starter e Fibra
Histamina (mg-kg™) 145,61% (41,59) 93,38%(25,19) 130,10% (38,77)
Tiramina (mg-kg™) 67,05% (33,13) 70,28° (38,86) 71,87 (36,86)

# Média e desvio padrédo (n=3; duas determinac¢des) das amostras analisadas

Os niveis encontrados estiveram algo acima dos limiares propostos na
literatura como ndo prejudiciais para a saude humana (MAIJALA; EEROLA, 1993;
TEN BRINK, 1990). Normalmente, o consumo de salame ocorre em baixas
guantidades (porcdes, fatias, picadinhos) como petisco ou como ingrediente em
varios pratos, dificultando assim, ultrapassar os limiares que poderiam representar
perigo a saude, provocando reacdes adversas decorrentes do consumo do produto
carneo. Contudo, considerando a variagdo encontrada nas amostras, um consumo

equivalente a 500g do produto poderia ocasionar sintomas de intoxicacao.

5.3.1 Andlises fisico-quimicas

Ao comparar embutidos sem adicdo de glucona delta lactona (GDL) ou
glicose Molly; Greenen (1996), observaram baixas concentracfes de tiramina com
valores de pH entre 4,7 e 4,8. Discreto incremento de histamina, quando adicionado
GDL e quando adicionado glicose (pH 4,9) ocorreu aumento da histamina.

O uso de acucares influencia a dindmica populacional e a producao de
aminas (SUZZI; GARDINI, 2003) desde que, favoreca o crescimento da cultura
starter (GONZALEZ-FERNANDEZ, 2003), que em fermentacdes espontaneas pouco
afeta o pH, mas, afeta a producao de ABs (BOVER-CID, 2001a).

Os valores de pH apresentaram queda acentuada na primeira semana

obtendo valores de 4,95 para o controle, 4,69 para o starter (T,) e 4,57 para o starter
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e fibra (T3). As diferencas encontradas sdo atribuidas a adicdo da cultura starter,
contudo a multiplicacéo da flora residente (T,) revelou suas propriedades acidificantes,
beneficiadas provavelmente pela presenca de agucares. A omissdo de aclUcares na
formulacdo ndo é recomendada, pois este procedimento levaria ao aumento nos
conteudos de aminas (BOVER-CID, 2001a). Este pH (fim da fermentacéo) aparece
como um fator importante que determinou os valores totais de aminas no produto. As

diferencgas encontradas (p<0,05) podem ser observadas na figura 13.
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Figura 13 — Valores de pH para os tratamentos do salame tipo Italiano durante o

periodo de fabricacao

A queda do pH deve ocorrer até o sétimo dia de forma gradual para valores
em torno de 5,0 devido a liberacdo de acido lactico, formado a partir das hexoses,
pelas bactérias acido lacticas (BUCKENHUSKES, 1993). Ao substituir GDL por
glicose ocorrem mudangas tanto nos niveis de ABs como nos microrganismos,
usando L. sake, ocorre elevada producdo de tiramina, atribuida a presenca de
Enterococcus spp. (MOLLY, 1996). A presenca de tiramina estd associada a

fermentacdo carnea e correlacionada com decréscimo do pH. Em fermentacdes
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espontaneas, os Staphylococcus proteoliticos usados como starters atenuaram a
producao de tiramina (BOVER-CID, 1999a).

No experimento o papel da fibra ndo foi bem definido, podendo atribuir-se a
concentracdo usada (0,1%). Contudo, a retencdo de agua por parte da fibra
concentrou as quantidades de prétons hidrogénio contribuindo com o valor de pH
(TERRA, 2003). A adicdo de agua quando da diluicdo da fibra no T3 no inicio da
fabricacdo ndo teve efeito sobre a atividade de &gua. Os grupos hidroxila
pertencentes a fibra, quando ligadas a moléculas de agua, tornam-lhas indisponiveis
para serem usadas nas reacoes bioquimicas (CLARIANT, 2001).

A liberacdo de agua tem lugar associada com um sistema de saida desta
agua do embutido e a diferenca da pressao de vapor entre 0 ambiente e a matriz do
produto, a agua atravessa uma rede de finos capilares formados entre as proteinas
da carne e a gordura, onde a fibra (VITACEL®) parece ter um papel importante, bem
como, nao interfere no metabolismo microbiano (SIEG; GLATTHER, 2005).

Os valores encontrados demonstraram que a atividade de agua ficou abaixo
de 0,88 o que indica prejuizo na textura do produto (TERRA, 1998). Uma maior
liberacdo de agua ocorre quando o ponto isoelétrico das proteinas € atingido
aumentando a desidratacdo e a firmeza do produto. As analises fisico-quimicas
estdo resumidas na tabela 4. Os resultados apresentaram conformidade com o
regulamento técnico em vigor (BRASIL, 2000).

Tabela 4 — Caracteristicas fisico-quimicas do salame tipo Italiano

Controle Starter Starter e Fibra
Aa 0,76 0,80 0,82
Gordura (%) 17,50 19,09 17,63
Proteina (%) 47,70 45,20 44,60
Cinzas (%) 7,47 7,44 7,46

Média (n=3; duas determinacdes) das amostras analisadas

A fase crucial da elaboracdo do salame € a fermentacdo, onde ocorrem
reacdes quimicas e bioquimicas que modificam a flora inicial, altera a cor e inicia a

formacdo das caracteristicas do produto (TERRA, 2003). Mudancas ambientais
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como pH e Aa, podem afetar o metabolismo bacteriano dando como resultado
produtos finais diferentes sem diferencas significativas das contagens bacterianas
(DEMEYER, 1986). Com a queda do pH ocorre num primeiro momento a insolubilizagéo
das proteinas seguida de hidrolise. Esta hidrolise € fundamentalmente de natureza
enzimatica, com a participacao das enzimas do starter e da prépria carne (TERRA, 2001).

As enzimas enddgenas da carne sdo as principais responsaveis pela
protedlise miofibrilar (HIERRO, 1999). A catepsina D, ativada pela queda do pH, é
responsavel pela quase total quebra da miosina e actina, sendo que 70% do
metabolismo adicional dos dipeptideos e aminoacidos séo realizados por enzimas
bacterianas (DEMEYER, 1995). A protedlise enzimatica varia em extensdo, com
intenso efeito sobre o flavor e a textura do produto final entre espécies de
Lactobacillus frequentemente presentes em fermentagbes céarneas (PEREIRA,
2001). Do sétimo dia em diante os valores de pH aumentam devido a reacbes de
descarboxilacdo e desaminacdo de aminoacidos, que liberaram ambnia ao meio,
alcalinizando-o. O pH pode ser novamente reduzido pela lipélise que libera acidos graxos
livres no meio, ficando ao final entre 5,2 e 5,4 em nosso pais (ORDONEZ, 1999).

5.3.2 Caracteristicas microbiologicas

Na primeira semana, os coliformes totais apresentaram valores proximos a
10% UFC-g™* para o controle e 10* UFC-g* para os tratamentos dois tratamentos. A
diminuicdo dos coliformes foi devido a presenca de bactérias lacticas que acidificaram
o meio diminuindo o valor do pH, fator que inibiu o crescimento dos coliformes, para
os trés tratamentos pesquisados. As maiores contagens obtidas no controle mostram
gue também a flora residente foi capaz de acidificar o meio diminuindo o nimero de
coliformes, contudo o starter apresentou melhores resultados. O maior nimero de
bactérias &cido lacticas (10° UFC-g™) junto a valores préximos de 10° UFC-g* para os
Staphylococuus nos tratamentos auxiliou na queda o pH e ao desenvolvimento das
caracteristicas organolépticas do produto o que motivo sua aceitagdo no teste
sensorial (Tabela 5). Cabe lembrar que o tratamento controle ndo foi submetido a
analise sensorial, mas apresentou valores semelhantes aos descritos para 0s outros

dois tratamentos sendo estes atribuidos a contamina¢éo microbiana.
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A prova bioquimica da coagulase usando plasma de coelho realizado nas
amostras mostrou-se sempre negativa. As contagens de coliformes fecais
apresentaram maiores valores para o controle (10 UFC-g™), alcancando valores de
10' UFC.g* para os tratamentos starfer e starter e fibra sendo sua diminuic&o

atribuida ao pH. A representacéo grafica dos resultados encontra-se na Figura 14.
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Figura 14 — Contagem de Microrganismos para coliformes totais (CT), bactérias lacticas
(LABs), Staphylococcus coagulase negativa (Staphy.) e coliformes fecais (CF) para os

tratamentos do salame tipo Italiano para a primeira semana de fabricacéo

As bactérias 4cido-lacticas ao utilizar carboidratos existentes na formulagéo
carnea, determinam a formacéo de acido lactico, produto metabdlico importante,
gerado na fermentacéo e responsavel pela seguranca e qualidade dos produtos.

A queda do pH ira refletir-se no efeito protetor contra os microrganismos
indesejaveis, bem como na textura, desidratacdo e coloracdo do embutido
fermentado (TERRA, 1998).

No salame Maijala; Eerola (1993), isolaram LABs agrupados em trés
complexos: o primeiro composto por L. pentosus e L. plantarum nao produziu
histamina nem tiramina. O segundo identificou durante a fermentacdo: L. sake /

cunvatus; L. farciminis e L. casei subsp. Tolerans. E formando o terceiro complexo
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junto com altos niveis de tiramina e histamina microrganismos contaminantes
relacionados com L. casei subsp. tolerans.

As Enterobacteriaceaes sao contaminantes comuns da carne, sendo
encontrados em substratos fermentados e seus numeros dependem da carga inicial
da matéria-prima, tipo de embutido e fase de maturacdo (HAMMES; KNAUF, 1994).
Resulta evidente que a contaminacdo por LABs desempenhe um papel importante
na formacédo de aminas durante a fermentacdo de salames (MAIJALA; EEROLA,
1993).

No décimo quarto dia, as contagens de coliformes totais continuaram
diminuindo com valores de 10° UFC-g* para o controle e 10' UFC-g™* para os outros
dois s tratamentos. A diferenca foi atribuida aos valores de pH por parte da flora
residente do tratamento controle que resultou em uma diminuicdo menos intensa dos
coliformes. A presenca da flora natural na industrializacdo de embutidos fermentados
dificulta o controle da eficiéncia do inoculo adicionado (MOLLY, 1996). Diferentes
quantidades e tipos de LABs desempenham um papel importante na formacéo de
aminas durante a fermentacao (MAIJALA; EEROLA, 1993).
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Figura 15 — Contagem de Microrganismos para coliformes totais (CT), bactérias
lacticas (LABs), Staphylococcus coagulase negativa (Staphy.) e coliformes fecais
(CF) para os tratamentos do salame tipo Italiano para a segunda semana de
fabricacéo
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As bactérias 4acidos lacticas permaneceram altas (10° UFC-.g%). Os
Staphylococcus spp. apresentaram valores préximos a 10° UFC-g™ para todos os
tratamentos pesquisados. Ja as contagens de coliformes fecais alcangaram valores
de 10' UFC.g™ nos trés tratamentos. Novamente a pesquisa por Staphylococcus
coagulase positivo resultou negativa. Deve-se considerar que o0s produtos
alimenticios sao sistemas complexos com um grande numero de fatores
influenciando o crescimento e a atividade microbiana (BOVER-CID; HOLZAPFEL,
1999c).

Os ensaios de GIARDINI (2002), usando L. sake e L. xilosus e suplementacao
de histamina mostraram influencia sobre a atividade enzimatica. Leuschner;
Hammes (1998) referem um rapido decréscimo de tiramina usando M. varians e L.
sake e suplementagdo com tiramina. Desta forma, o conteudo final depende do
equilibrio entre a producéo e degradacao de aminas (GARDINI, 2002).

Combinacdes de culturas starter, mostraram-se eficientes na reducédo de ABs
durante fermentacdo e armazenamento de salame (BOVER-CID, 2001b). A analise
estatistica do produto acabado ndo constatou diferencas significativas com excecao

dos coliformes totais (Figura 16).
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Figura 16 — Contagem de Microrganismos para coliformes totais (CT), bactérias
lacticas (LABs), Staphylococcus coagulase negativa (Staphy.) e coliformes fecais
(CF) para os tratamentos do salame tipo Italiano para o produto acabado
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O produto acabado apresentou contagens microbiolégicas semelhantes aos
do décimo quarto dia. Os valores maximos para os coliformes totais foram
apresentados pelo tratamento controle (préximo a 102 UFC-g™) seguido pelos outros
dois tratamentos adicionados de starter (10* UFC-g™).

As contagens para bactérias acido lacticas apresentaram valores proximos a
10® UFC-g* para os trés tratamentos, bem como, os Staphylococcus spp. com
valores préximos a 10° UFC-g™*, sendo que os coliformes fecais obtiveram contagens
de 10' UFC.g'. O teste usando plasma de coelho sempre foi negativo. Os
resultados apresentaram conformidade com a legislacdo em vigor (BRASIL, 2001).

5.4 Caracteristicas sensoriais

As analises sensoriais para os dois experimentos foram realizadas por um
painel de degustacdo ndo treinado, composto por professores, funcionarios e alunos
do departamento de Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos, tanto o salame cozido
como o salame tradicional foram submetidos a prova junto a um salame tipo Italiano
adquirido no comércio local. A avaliacdo realizada para ambos os produtos incluiu
caracteristicas de aroma, cor, sabor e textura, seguindo o modelo de ficha de
avaliacdo (Anexo A).

As notas atribuidas, proximas a zero indicaram a reprovacao de produto
(desgostei muitissimo), notas proximas a cinco apontaram a aceitacdo do produto
(gostei) e as notas proximas a dez indicaram a satisfacdo do avaliador quanto ao
produto. A tabela 5 contém o0s escores alcancados para os salames cozidos

avaliados.

Tabela 5 — Caracteristicas sensoérias dos salames cozidos

Aroma Cor Sabor Textura
Salame comercial 49 6,2 6,7 6,8
Ac. Lactico 4,3 45 59 49
Ac. Citrico 4,3 4,2 55 4,6

Valores médios (n=3) das amostras analisadas
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A aparéncia geral proporciona uma idéia do produto avaliado, unindo as
caracteristicas sensoriais: (aroma, cor, sabor e textura). As amostras submetidas ao
painel de degustacdo produziram notas proximas a cinco, mostrando uma
preferéncia pelo salame tradicional quando comparado com o salame cozido. As
aminas encontradas nao parecem ter influenciado estes resultados. Lovenberg
(1974) aponta que aminas de cadeia curta podem contribuir com o odor e o flavor
dos alimentos. A tabela 6 contém os escores alcancados para os salames
fermentados avaliados.

Tabela 6 — Caracteristicas sensorias dos salames fermentados

Aroma Cor Sabor Textura
Salame comercial 5,6 51 54 5,7
Starter 6,5 7,1 6,8 6,6
Starter e Fibra 5,6 6,3 5,2 6,4

Valores médios (n=3) das amostras analisadas

Os atributos sensoriais permaneceram na faixa superior a cinco, indicando a
aceitacdo dos tratamentos do salame tipo Italiano (starter e starter e fibra) atribuido a
cultura starter empregada (REIS; SOARES, 1998). A escolha da cultura adequada
ird depender das caracteristicas organolépticas desejadas no produto final (NASSU,
1999).

O salame cozido apresentou valores proximos a cinco indicando a aceitacéo
do produto embora a preferéncia seja pelo salame tradicional. O consumidor
provavelmente rejeite produtos com sabor mais azedo que o esperado nos produtos
tradicionalmente maturados (BOVER-CID, 2001a).

Provavelmente, qualquer alimento sujeito a acdo bacteriana podera conter
aminas sob condi¢Bes normais. A informacéo referente a probabilidade de presenca
de aminas no alimento deveria ser comunicada aos consumidores, em especial
qguando se tratando de pacientes sob tratamento usando farmacos que inibem a
acdo das monoaminoxidase (VECIANA-NOGUES, 1997b). Este alerta poderia ser
comunicado através do rotulo do produto, jA que as caracteristicas sensoriais

parecem nao ser afetadas de forma mais acentuada.



6 SUGESTOES

O salame cozido, caracterizado sob as condi¢cdes experimentais (fisico-
quimicas, microbiolégicas, sensoriais, teores de aminas) aparece como uma
alternativa viavel quando comparado ao tempo dispensado na fabricag¢éo tradicional
do salame, podendo auxiliar no aumento da capacidade de produc¢do da industria e
contribuir com a diversificacdo na oferta de embutidos, representando mais uma
opcao de escolha para o consumidor. Neste sentido sugere-se a ado¢cédo do termo
Salame Sucedaneo como denominacado para comercializacdo deste produto cérneo.

Sistemas de seguranca alimentar sdo programas destinados com o controle
sanitario, ajudando a produzir alimentos que ndo ponham em risco a saude dos
consumidores. Onde a determinacdo das aminas biogénicas podera ser usada como
subsidio durante a o processo de elaboracdo de planos APPCC nas industrias de
carnes.

A colonizacdo da carne por microrganismos contaminantes realiza-se
principalmente na superficie (JAY, 1994). Assim, um procedimento pratico para
diminuir o teor de aminas biogénicas é lavar o produto apenas retirado da
embalagem. A lavagem remove quantias substanciais de aminas, por estas se

localizarem principalmente na superficie (KANIOU, 2001).



7 CONCLUSOES

O desenvolvimento dos microrganismos contaminantes pode ter originado 0s
niveis iniciais de aminas encontrados ja na massa dos produtos

A cultura starter usada nao inibiu a formacdo de aminas nos salames
fermentados nas condicdes estudadas

O uso de acucares (glicose; sacarose) contribuiu para 0 processo
fermentativo dos salames evitando maiores acumulos dos niveis de aminas

A adicao da fibra de trigo néo interferiu no metabolismo dos microrganismos

A temperatura de coccéo e os acidos organicos nao influenciaram nos niveis
finais de aminas nos salames cozidos

A presenca de aminas ndo interferiu nas caracteristicas sensoriais dos

embutidos carneos
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ANEXO A — Ficha usada para a andlise sensorial do salame tipo Italiano e do

salame cozido

ANALISE SENSORIAL
PRODUTO: DATA: /[ |/

PROVADOR:

Atribua notas de zero a dez a cada um dos atributos sensoriais abaixo:
ZERO (0): Desgostei muitissimo

CINCO (5): Gostei

DEZ (10): Gostei muitissimo

Atributos

Coloracéao

Aroma

Sabor

Textura

Observagdes:
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