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RESUMO
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Este trabalho teve por objetivo produzir e testar o desempenho de culturas starters nativas
na fabricagdo de salame tipo Italiano quanto a seguranga e qualidade dos salames. No
primeiro experimento, cepas de Staphylococcus xylosus foram isoladas de salames
coloniais, caracterizadas e ap0s identificadas pelo Kit Api Staph (Biomérieux). No segundo
experimento, o microrganismo Lactococcus lactis ssp lactis foi fermentado em meio de
cultura de plasma suino e avaliado sua eficiéncia em relagdo ao caldo MRS, através de
analises microbiologicas e densidade optica (DO). No terceiro experimento, as culturas
isoladas e multiplicadas foram adicionadas em salame, elaborando-se quatro tratamentos:
T1 - adigado de starters comerciais (Staphylococcus xylosus e Lactococcus lactis ssp lactis);
T2 - mistura de Staphylococcus xylosus isolado mais Lactococcus lactis ssp lactis comercial;
T3 - mistura de Lactococcus lactis ssp lactis isolado mais Staphylococcus xylosus comercial
e T4 - Staphylococcus xylosus e Lactococcus lactis ssp lactis ambos isolados, avaliando sua
influéncia nas caracteristicas microbiologicas, fisico-quimicas e sensoriais. Foram
identificadas 13,3% das colbnias isoladas de salames coloniais como Staphylococcus
xylosus. O crescimento maximo de Lactococcus lactis ssp lactis, em meio de cultura de
plasma suino, foi de 8,58 Log UFC.mL" no tempo de 27 horas e DO de 0,88. Em caldo
MRS, o crescimento atingiu pico maximo (8,70 Log UFC.mL™") em 6 horas, apresentando
uma DO de 0,81. Todos os salames elaborados apresentaram uma queda de pH
significativa e também uma redugdo na atividade de agua, garantindo uma seguranga
microbioldgica aos produtos. Em relacédo a oxidagéo lipidica, os tratamentos que continham
cepas de Staphylococcus xylosus isolados apresentaram valores significativamente
menores que os outros tratamentos. Os salames elaborados com as duas cepas isoladas
(T4) apresentaram melhores resultados sensoriais quando comparados com salames
elaborados com culturas starters comerciais. Portanto, este estudo indicou que seria
promissor ampliar a disponibilidade de linhagens para uso industrial proveniente da selegao
de culturas nativas, que o meio de cultura de plasma suino torna-se uma alternativa para a
multiplicacdo de bactérias acido lacticas, pois apresentou um desempenho semelhante a
fermentacdo do meio de cultura comercial e que a adi¢cao de culturas starters nativas pode
ser utilizada na elaboragao de salames, proporcionando produtos seguros e com flavor
diferenciado.

Palavras-chave: Staphylococcus xylosus; Lactococcus lactis ssp lactis; plasma suino;
salame tipo ltaliano; culturas starters.



ABSTRACT
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ITALIAN SAUSAGE

AUTHOR: ANDREIA CIROLINI
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The objective of this study was to produce and to test the performance of native starters
cultures in the elaboration of fermented Italian sausage in relation to the security and quality
of the sausages. In the first experiment strains of Staphylococcus xylosus isolated from
colonial sausages, were characterized and after identified for the Kit Api Staph (Biomérieux).
In the second experiment, the microorganism Lactococcus lactis ssp lactis was fermented in
pork plasma culture medium and evaluated its efficiency in relation to MRS broth, through
microbiological analyses and optic density (OD). In the third experiment the isolated and
multiplied cultures were added in dry fermented sausages, elaborating four treatments: T1 -
addition of commercial starters (Staphylococcus xylosus and Lactococcus lactis ssp lactis);
T2 - mixture of isolated Staphylococcus xylosus more commercial Lactococcus lactis ssp
lactis ; T3 - mixture of isolated Lactococcus lactis ssp lactis more commercial
Staphylococcus xylosus and T4 - Staphylococcus xylosus and Lactococcus lactis ssp lactis
both isolated, evaluating its influence on the microbiological, physico-chemical and sensorial
characteristics. About 13.3% of the colonies isolated of sausages were identified as
Staphylococcus xylosus. The maximum growth of Lactococcus lactis ssp lactis, in pork
plasma culture medium was 8.58 Log UFC.mL™" in 27 hours, and the OD 0.88. In the MRS
broth the growth reached the maximum peak (8.70 Log UFC.mL-1) in 6 hours, presenting
OD of 0.81. All the elaborated sausages presented a significant decreased of pH and a
reduction in the water activity, ensuring a microbiological security to the products. In relation
the lipid oxidation, the treatment that contained isolated strains of Staphylococcus xylosus
presented significantly lower values than the other treatments. The sausages elaborated with
both strains isolated presented better sensorial results than the sausages elaborated with
commercial starters cultures. Therefore, this study indicated that would be promising to
extend the availability of microorganisms for industrial use from the selection of native
cultures, that the pork plasma culture medium becomes an alternative for the multiplication of
lactic acid bacteria, because it presented a similar fermentation performance to the
commercial culture medium and that the addition of natives starters cultures can be used in
the elaboration of fermented Italian sausages, providing safety products and with
differentiated flavor.

Keywords: Staphylococcus xylosus; Lactococcus lactis ssp lactis; pork plasma; fermented
Italian sausage; starters cultures.
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1 INTRODUGAO

Os procedimentos tradicionais para a preservagdo da carne sdo a secagem,
salga e fermentacdo. Este ultimo procedimento caracteriza o salame, um produto
carneo cru, curado, de massa grossa, embutido, fermentado e desidratado o que
permite a conservagao em temperatura ambiente (TERRA, 2003).

A fabricagdo do salame iniciou no Brasil com a imigracédo italiana, no sul do
pais, regido em que o clima & propicio para a producéo caseira e com o passar do
tempo deu origem a pequenas fabricas. As caracteristicas de estabilidade desses
produtos fermentados eram obtidas da fermentacao natural da matéria-prima, o que
reduzia os valores de pH do produto, impedindo que ocorresse o crescimento de
microrganismos deteriorantes (OLIVEIRA, 1999).

De acordo com Vural (1998), em 1957 tivemos a introdugao comercial de
culturas puras de microrganismos, chamadas culturas starters, aos produtos
fermentados. A adicdo dessas culturas especificas permitiu uma uniformidade entre
os produtos, reducao do tempo de fermentagao e uma alta conservacao do produto.

Frequentemente as culturas starters utilizadas em produtos carneos sao
compostas de um microrganismo acidificante, como lactobacilos ou pediococos, que
tem a funcdo de estabilizar o produto biologicamente e um microrganismo nitrato-
redutor, chamados de flavorizantes, ligados a coloragdo, aroma e sabor. Estes
microrganismos nitrato-redutores sdo comumente micrococos ou estafilococos
coagulase negativa (CARIONI et al., 2001).

Terra (2003) cita que no Brasil, a produgdo de salames compde uma fatia
significativa do mercado de produtos carneos, sendo produzidos diariamente cerca
de 110 a 120 toneladas. Entretanto, essa produgdo depende da importacdo de
cuturas starters e, consequentemente, do alto custo de aquisicéo, além de levar ao
esquecimento o sabor e aroma genuinamente brasileiro.

Hammes (1990) destaca que o0s microrganismos mais promissores para
utilizagdo em produtos fermentados s&o aqueles isolados da microflora indigena de
produtos artesanais. Esses microrganismos se adaptam ao ambiente da carne e séo
capazes de dominar a microflora dos produtos.

Para o isolamento e multiplicacdo de bactérias acido lacticas o meio de

cultura comumente utilizado em laboratério é o caldo MRS (DE MAN et al.,1960).
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Entretanto, estudos estdo sendo desenvolvidos na tentativa de reduzir custos
utilizando como meio de cultura alternativo o plasma bovino (BARBOZA et al., 1997).
De acordo com Del Hoyo et al. (2007) a utilizagdo do sangue seria uma solugao para
o problema ambiental gerado pelo descarte do excedente no meio ambiente.

Com o objetivo de reduzir o custo de importagao aliado ao uso promissor de
culturas nativas, buscou-se o isolamento de culturas starters e, por sua vez, avaliar o
desempenho de tais culturas na fabricagdo de salame tipo Italiano, quanto a acao
destes microrganismos sobre a seguranga, modificagdes fisico-quimicas e seus
reflexos na qualidade sensorial.

Baseado nisto, os objetivos do presente trabalho foram:

e Isolar e caracterizar Staphylococcus xylosus de salames artesanais (Artigo 1);

e Fermentar a cepa de Lactococcus lactis ssp lactis isolada de produto lacteo
em meio de cultura a base de plasma suino e avaliar sua eficiéncia em
relagdo ao crescimento em meio de cultura comercial (Artigo 2);

e Utilizar as culturas de Staphylococcus xylosus e Lactococcus lactis ssp lactis
isoladas, na fabricacdo de salame tipo Italiano e avaliar as caracteristicas
microbioldgicas (bactérias acido lacticas, Micrococcaceae, Staphylococcus
xylosus, coliformes totais e fecais, Salmonella sp, Staphylococcus coagulase
positiva) e fisico-quimicas (pH, Aa, perda de peso, TBARS, nitrito, cor) (Artigo
3);

e Analisar sensorialmente o salame através do sabor, odor, cor e textura para

verificar seu desempenho frente as culturas comerciais (Artigo 3).



11

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Produto carneo salame

De acordo com a legislacao vigente (BRASIL, 2000), o salame e um produto
carneo industrializado obtido de carne suina ou suina e bovina, adicionado de
toucinho, ingredientes, embutido em envoltérios naturais e/ou artificiais, curado,
fermentado, maturado, defumado ou ndo e dessecado. E preparado com a mistura
de carnes moidas, com variagdes quanto a composicao e adicido de condimentos e
aditivos responsaveis pelas variacdes de salames produzidos no pais. Diferencia-se
dos demais embutidos pelo baixo teor de umidade e pela presenca de acido latico,
que confere sabor caracteristico (SCHEID et al., 2003).

A fabricacdo do salame ocorre em duas fases: na primeira, ha a fermentacao
com a ocorréncia simultanea de acidificagdo e formagao da cor durante sete dias; a
segunda fase, a maturagdo a qual consiste na desidratagdo como decorréncia da
fermentacéo. No final do processo, o salame apresenta pH 5,2 — 5,4 e atividade de
agua de 0,87. Ambas as fases acima ocorrem em camara de maturagao dotada de
controles de temperatura, umidade relativa e velocidade do ar (FERNANDEZ et al.,
2000).

2.1.1 Elaboragao do salame

O salame é elaborado com uma mistura de carne suina, bovina e toucinho,
além disso, sal, nitrato e/ou nitrito, ascorbato, acucar, temperos e outros
(BUCKENHUSKES, 1993). Apo6s a moagem, a carne € misturada com os demais
ingredientes e é embutida em tripas de didmetro variavel (TYOPPONEN et al.,
2003).

Apo6s o embutimento, o produto é levado a cdmara de maturacdo, onde a

temperatura inicial da camara deve ser relativamente elevada (>20°C), baixando
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depois para 18-20°C, com umidade relativa de 95%, devendo ser reduzida
gradativamente durante 3 - 4 dias para 85% (GALLI, 1993).

A fermentacao é considerada a etapa mais importante do processamento do
salame. Durante a fermentacdo, ocorrem producido de acido lactico e
consequentemente abaixamento do pH do produto, influenciando diretamente sobre
o sabor do produto final e contribuindo também para o desenvolvimento da textura e
conservagao do produto (COELHO et al., 2000). Também acontece nesta etapa por
acao das bactérias da familia Micrococcaceae, a redugao do nitrato a nitrito, e este a
oxido nitrico, o qual reage com a mioglobina formando a mioglobina nitrosa,
pigmento vermelho caracteristico dos produtos curados fermentados (TERRA,
2003).

Na etapa de maturacéo, se desenvolve a textura do produto, através da perda
de peso e também acontecem numerosas reagdes enzimaticas catalisadas tanto por
enzimas tissulares como microbianas, originando substancias que contribuem para o
sabor e aroma do produto final (RODEL & STIEBING, 1998).

2.1.2 Ingredientes da formulacao do salame

O sal serve como condimento e ingrediente funcional, permitindo a
solubilizacdo das proteinas miofibrilares e contribuindo para a reducéo da atividade
de agua do produto (YAMADA, 1995).

O nitrito contribue para a formacédo da cor do produto, por meio de reacao
complexa com as mioglobinas das carnes, para a formagdo do sabor tipico do
salame e para a sua conservagao, por ter acdo bacteriostatica (YAMADA, 1995). O
nitrito € capaz de inibir o desenvolvimento de algumas bactérias patogénicas, entre
as quais se destacam as do género Clostridium, além de reduzir a ocorréncia de
rancidez da fragéo lipidica dos produtos (MULLER, 1991).

O ascorbato reage com nitrito reduzindo a éxido nitrico, realgando a formagao
da cor (ZENI, 2007). Possui agao bloqueadora do desenvolvimento de nitrosaminas

e influéncia no sabor e aroma dos produtos carneos curados. Também tem como
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funcdo inibir processos autooxidativos que levam a rancidez (ORDONEZ et al.,
2005).

Os temperos contribuem para o sabor e aromas tipicos dos embutidos
fermentados, possuem efeitos antioxidantes, possivelmente devido a capacidade de
quelar metais e também efeitos antimicrobianos (AGUIRREZABAL et al., 2000).

Os acgucares contribuem para melhorar o aroma e como substrato para
microrganismos presentes na carne ou pelas culturas adicionadas (ORDONEZ et al.,
1998). Geralmente a formulacdo de embutidos fermentados contém um acgucar
rapidamente fermentavel, como por exemplo, a glicose, aliado a um acgucar de
fermentacéo lenta, como a sacarose. A variedade e a quantidade de carboidratos
adicionados sdo importantes, pois determinam a velocidade da multiplicagdo das
bactérias acido lacticas, quanto maior o peso molecular, menor sera a velocidade da
fermentacéo (LUCKE, 1998).

2.2, Culturas iniciadoras (starters)

Inicialmente a fermentagdo era o resultado da agdo dos microrganismos
contaminantes existentes na formulagdo sobre os agucares, hoje ha utilizacao de
culturas puras. O uso de culturas starters torna-se essencial para garantir a
segurancga do alimento, para refinar o sabor, aroma e textura e também reduzir o
tempo de processamento e consequente redugao do custo (TERRA, 2003; IACUMIN
et al., 2006).

As culturas starter atualmente comercializadas sado geralmente compostas de
mais de um microrganismo, visando somar suas agdes para se obter o efeito
desejado no produto final. Os microrganismos mais utilizados sédo as bactérias acido
laticas incluindo os géneros Lactobacillus e Pediococcus em combinagdo com a
familia Micrococcaceae incluindo os géneros Micrococcus e Staphylococcus.
Enquanto as bactérias acido laticas promovem a seguranga do produto por redugao
do pH através da fermentacéo, Staphylococcus coagulase negativa desenvolvem o
aroma, flavour e a cor (SIMONOVA et al., 2006).
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Em determinados embutidos fermentados, se utiliza bolores na superficie do
produto, os quais atuam sobre o sabor dos salames devido ao seu arsenal
enzimatico. Também desempenham agao regulando a desidratagao e dificultando a
penetracdo do oxigénio na pega, consequentemente evitando a ocorréncia dos
indesejaveis processos oxidativos (TERRA, 2003).

As culturas de bactérias estdo disponiveis comercialmente na forma
liofilizada, em envelopes, geralmente misturados com lactose em pé. Podem
também se apresentar na forma congelada. A cultura liofilizada deve ser diluida
utilizando-se agua ou agua peptonada a 1% (pH 6,8), insenta de cloro. A diluigdo
deve ser feita 30 minutos antes da adigao a massa (NASSU, 1999).

De acordo com Terra (2003), para que uma cultura starter promova alteragdes
desejaveis, é preciso que ela seja adicionada a massa carnea em uma quantidade
superior, em dois ciclos logaritmicos, a contagem inicial de microrganismos
presentes na matéria-prima.

Em relacdo a seguranga alimentar a utilizagdo de culturas iniciadoras
proporciona o controle de microorganismos patogénicos devido a competicdo e ao
alto crescimento da flora desejada, além da formagdo de metabdlitos por estas
cepas, que também, apresentam atividades antioxidantes e antimicrobianas e,
consequentemente, atuam para garantir qualidade e seguranga microbioldgica do
produto fermentado (ANTONI, 1998; DROSINOS et al., 2005).

2.2.1. Bactérias acido lacticas

As bactérias acido lacticas sdo em geral mesofilicas, mas podem crescer em
temperaturas abaixo de 5°C ou acima de 45°C. Similarmente, enquanto a maioria
das cepas cresce numa faixa de pH entre 4,0 e 4,5, algumas sao ativas em pH
abaixo de 3,2 e outras em pH acima de 9,6. Sao geralmente pouco proteoliticas e
lipoliticas elas influenciam a protedlise e lipdlise principalmente via decréscimo de
pH, auxiliando a liberagdo de enzimas endogenas da carne (CAPLICE &
FITZGERALD, 1999).
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Este grupo é composto por varios géneros de bactérias gram-positivas,
incluindo Lactococcus, Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus, Leuconostoc e
Pediococcus. Obtém sua energia a partir da fosforilagdo de substratos durante a
oxidacdo de carboidratos, sendo o seu metabolismo estritamente fermentativo
(ROSS et al., 2002; JAY, 2005).

Os membros das bactérias acidolacticas podem ser subdivididos em dois
grupos: as homofermentativas, aquelas que produzem acido latico como produto
principal ou unico da fermentacdo da glicose e heterofermentativas, aquelas que
produzem acido acético, etanol, didoxido de carbono além de acido lactico (JAY,
1994).

A principal fungao das bactérias lacticas na fermentagéo de carnes € a rapida
producdo de acido lactico, o que provoca a redugdo do pH inibindo a acédo de
microrganismos patogénicos e aumentando a vida-de-prateleira do produto
processado; outras fungdes destas bactérias sdo as produgdes de flavor
diferenciado e a desnaturagédo das proteinas. Alguns autores tém demonstrado que
a producao de acido lactico e conseqlente queda do pH é o fator mais importante na
inibicdo do crescimento de Clostridium botulinum em embutidos fermentados
(BUCKENHUSKES, 1993; CARIONI et al., 2001).

Como acrescenta Balduino et al. (1999) as bactérias acido lacticas produzem
acido latico logo no inicio da fermentacédo, o que diminui o valor de pH que pode
inibir microrganismos indesejaveis como Salmonella spp, Yersinia enterocolitica,
Escherichia coli enteropatogénica e Campylobacter jejuni, além de conferir o sabor
acido caracteristico de produtos fermentados.

Além do acido lactico, as bactérias acido lacticas produzem outros produtos
metabdlitos dotados de acgdo antibacteriana, como, agua oxigenada, diacetil, gas
carbdnico, reuterina, bacteriocinas e antibioticos (TERRA, 2003).

Greco et al. (2005) destacam que o mais conveniente para 0 uso como
culturas starters de bactérias acido lacticas em produtos fermentados sédo os
microrganismos que provem de seu habitat natural. As bactérias acido lacticas
nativas sdao mais bem adaptadas ao ambiente da carne, € assim com grande

importancia na tentativa de proteger e padronizar os salames.
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2.2.1.1. Lactococcus lactis ssp lactis

O género Lactococcus sao Gram positivos, ndo esporulados e nao moveis.
Tem células esféricas ou ovoides e ocorrem em pares ou cadeias curtas. Possuem
requerimento de oxigénio facultativo e metabolismo homofermentativo, fermentam
glicose produzindo principalmente acido latico. Sdo catalase negativa e oxidase
negativa, com temperatura 6tima de crescimento de 30°C. Podem crescer a 10°C e
nao crescem em caldo com pH ajustado a 9,6 ou em caldo contendo 6,5% de NaCl
(HOLT et al., 1994). Lactococcus lactis é caracterizada pela capacidade de produzir
acido a partir de ribose, e sua incapacidade de produzir acido de rafinose, ramnose
e sorbitol (MUNDT, 1986).

O género Lactococcus lactis ssp. lactis tem grande importancia na industria
de alimentos devido a bacteriocina produzida a nisina, que atua contra bactérias
gram positivas e € usada com grande sucesso contra patdégenos tais como Listeria
monocytogenes, Clostridium botulinum (TOLONEN et al., 2004).

Algumas bacteriocinas tém sido isoladas devido ao interesse como um
preservativo natural para alimentos, de acordo com Noonpakdee et al. (2003) a
bacteriocina nisina € usualmente isolada de produtos lacteos e vegetais, sendo
muito pouco isolada de produtos carneos. Entretanto o isolamento de cepas de
lactococcus produtores de nisina de salames potencializou seu uso no sistema de
fermentagdo. Mais recentemente, o uso de lactococcus bacteriogénicos em salame
tem sido desenvolvido com sucesso.

Cenci-Goga et al. (2007) selecionaram cepas de Lactococcus lactis ssp lactis
e Lactococcus casei ssp casei de queijos de Umbria, Itdlia, para produgdo de
salames (Salame Nostrano), as culturas selecionadas garantiram produtos seguros

e aumentaram a aceitabilidade dos salames.

2.2.1.2. Meios de cultura utilizados no cultivo de bactérias acido lacticas
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As bactérias acido lacticas s&do microrganismos que necessitam de um meio
de cultura rico em aminoacidos pré-formados, peptideos, derivados de acidos
nucléicos, sais, bases purinicas, pirimidicas e vitaminas (CAPLICE & FITZGERALD,
1999).

De acordo com De Man et al. (1960), o meio de cultura comumente utilizado
em laboratério para o isolamento e multiplicacdo de bactérias acido lacticas é o
caldo MRS. Isso se deve a complexa fonte de nitrogénio (peptonas, extrato de carne
e levedura) que possui. Mas devido as fontes complexas de nitrogénio que possui o
MRS torna-se de alto custo a aplicagdo em escala industrial (LAITILA et al., 2004;
HYUN & SHIN, 1998).

Entretanto, varios estudos estdo sendo desenvolvidos na tentativa de reduzir
o custo para a producao desses microrganismos. Barboza et al. (1997) utilizaram
com meio de cultura alternativo ao caldo MRS o plasma bovino como fonte de
nitrogénio, e concluiram que o crescimento das bactérias acido lacticas no meio de
cultura produzido foi similar ao crescimento em caldo MRS, além de reducido no
custo de producao.

De acordo com Del Hoyo et al. (2007) entre os sub-produtos da industria
carnea o sangue € o mais problematico devido a larga quantidade produzida e
capacidade poluente. Nos EUA estima-se que 1,6 milhdes de toneladas sao
desperdicados anualmente. A utilizagdo do sangue seria uma solugdo para o
problema ambiental gerado pelo descarte do excedente no meio ambiente.

O sangue suino tem composi¢cao semelhante ao sangue bovino, possuindo
grande quantidade de proteinas e aminodacidos essenciais (MARQUEZ et al., 2005).

As proteinas do sangue s&o adicionadas como agente emulsificantes,
estabilizantes, clarificantes, componentes nutritivos e como suplemento de lisina.
(HYUN & SHIN, 1998). O sangue possui proteinas com propriedades funcionais que
sdo comparadas a albumina do ovo (DEL HOYO et al., 2007).

A maioria das proteinas do sangue sao encontradas no plasma, com excegao
da hemoglobina, o plasma é formado basicamente de 7% de proteina e 91% de
agua (MOURE et al., 2003).

Também Hyun & Shin, (1998) desenvolveram um trabalho utilizando um
hidrolizado enzimatico de plasma bovino em substituicdo ao caldo MRS. Eles

observaram que o meio de cultura produzido apresentou crescimento de bactérias
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acido lacticas significativamente alto, correspondendo a aproximadamente 74% do
crescimento obtido no caldo MRS.

2.2.2. Familia Micrococcaceae

A familia Micrococaccea inclue os géneros Micrococcus spp. formado por
bactérias aerdbias e Staphylococcus spp. formado por bactérias facultativas, que se
desenvolvem mais rapidamente em condigdes aerdbicas. Sdo catalase positivas,
nitrato redutoras, ndo sao produtoras de acido lactico. Desenvolvem o aroma e o
sabor caracteristicos através de suas enzimas proteoliticas e lipoliticas. (NASSU,
1999; PINTO et al., 2001).

Micrococcaceae participam do desenvolvimento e estabilizacdo da cor pela
atividade nitrato redutase, que leva a formagao da mioglobina nitrosa. Além disso, a
reducdo de nitrato produz nitrito que pode limitar a oxidacao lipidica, também ha
formagado do aroma devido ao fato de possuirem enzimas proteoliticas e lipoliticas
que, ao agirem sobre proteinas e lipideos, geram peptideos, aminoacidos e acidos
graxos (MAURIELLO et al., 2004; SIMONOVA et al., 2006; IACUMIN, et al., 2006).

Também pela capacidade de nitrato redutase que a familia Micrococcaceae
apresenta diminuem a possibilidade de formacdo de nitrosaminas, compostos de
acao carcinogénica, através da reducdo dos niveis de nitrito residual (HAMMES &
KNAUF, 1994).

Cocolin et al. (2001), destacam que determinadas cepas de Micrococcaceae
tem sido selecionadas e usadas como culturas para garantir o flavor, padronizar os
produtos e reduzir o tempo de maturacdo. Estudos da composicdo microbial de
salames mostram que Staphylococcus superam Micrococcus durante a fermentagao,
entretanto, ambos tém um papel na fermentacdo do salame de contribuir para a
estabilidade da cor, reduzir nitrato em nitrito e quebra de triglicerideos e proteinas. E
como acrescenta Coppola et al. (1997), sdao também considerados responsaveis
pelo aumento do pH.

Drosinos et al. (2005) investigaram a evolugdo de diferentes categorias de

microrganismos de fermentagdo natural de produtos carneos, identificando e
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caracterizando os grupos desejaveis (bactérias acido laticas e gram-positivas,
catalase positivas), selecionando as mais resistentes com propriedades tecnoldgicas
e atividade antimicrobiana contra patégenos para ser usado como cultura protetora.
As espécies de microorganismos predominantes foram  Staphylococcus

saprophyticus, Staphylococcus xylosus e Staphylococcus simulans.

2.2.2.1.Staphylococcus xylosus

Conforme cita lacumin et al. (2006), o Staphylococcus xylosus, € 0 mais
importante membro da familia Micrococcacea no campo da microbiologia alimentar.
E a espécie mais numerosa presente durante a fermentacdo de salames, sendo
também o microrganismo mais frequentemente isolado de espécies de
Staphylococcus.

Geisen et al. (1992) e Lucke (1994), destacam que as atividades metabdlicas
desejaveis desenvolvidas pelo Staphylococucs xylosus nos produtos fermentados
sdo a producgao de catalase, nitrato redutase e a redugao do oxigénio na superficie
do produto, contribuindo assim para a liberagdo das enzimas proteases e lipases
que auxiliam no desenvolvimento do aroma e sabor.

A temperatura 6tima de crescimento para o Staphylococucs xylosus € em
torno de 30°C, tolerando alta concentracdo de sal (15% em agua) e nitrito até
200ppm, n&o se desenvolvendo bem em pH &acido (abaixo de 5,7) (STAHNKE,
1995).

Fiorentini et al. (2006) isolaram linhagens de Staphylococcus xylosus de
embutidos carneos artesanais comercializados na regido Noroeste do RS. Todas as
linhagens selecionadas apresentaram atividade catalase, crescimento a temperatura
de 15 e 45°C e pH 5,0 e 5,5, tolerancia a NaCl e NaNO- e capacidade de reduzir
nitrito em meio liquido, demonstrando potencial para aplicagdo como cultivos
iniciadores em produtos carneos fermentados.

Um esquema proposto por Kloos and Schleifer (1975) e modificado por
Bannerman (2003) é um método de referéncia usado para identificacdo de

Staphylococcus, entretanto, este método exige um grande numero de testes
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bioquimicos. Cunha et al. (2004) realizaram um estudo para comparar quatro
métodos, o método de referéncia, o sistema API Staph (bioMérieux) e dois métodos
modificados do método de referéncia (método simplificado e método disco), na
identificacdo de 100 cepas. Staphylococcus xylosus foi corretamente identificado
pelos quatro métodos. Sendo que o método simplificado mostrou-se eficiente em
todas as cepas identificadas, com 100% de sensibilidade e especificidade e
promovendo uma alternativa para identificagdo de Staphylococcus de alta
confiabilidade e de baixo custo.

Vilani et al. (1997) descreveram em seu estudo a atividade inibitoria das
substancias produzidas por Staphylococcus xylosus 1E contra Listeria
monocytogenes e outras bactérias Gram-positivas. Simonova et al. (2006)
acrescenta que a inibicdo de Listeria monocytogenes por bacteriocinas produzidas
por Staphyloccoccus aumenta a prevengao contra patégenos em salames.

A seguranga desses produtos também depende do conteudo de aminas
biogénicas, tais como histamina, tiramina, feniletilamina, e triptamina. Os quais
podem ocorrer em altas concentragdes em produtos fermentados obtidos a partir de
matérias primas compostas por proteinas. Sao consideradas indesejaveis por
apresentarem efeitos toxicos aos seres humanos quando consumidas em altas
concentragées (MARTUSCELLI et al., 2000). Como cita Gardini et al. (2002), nao
somente a presenca de aminoacidos livres e atividade descarboxilase sao
importantes para a produgdo de aminas biogénicas, mas também fatores como
atividade de agua e a interagao entre diferentes grupos de microrganismos.

Em um estudo realizado por Simonova et al. (2006) isolaram e caracterizaram
a populacédo de Staphylococcus coagulase negativa em diferentes tipos de salame
da Slovakia, sendo que as cepas de Staphylococcus xylosus identificadas passaram
por um teste de amino acido-descarboxilase, o qual nao foi encontrado nenhum tipo

de amina biogénica.
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RESUMO
A familia Micrococcaceae inclui os géneros Micrococcus e Staphylococcus, 0s quais

apresentam papel fundamental no desenvolvimento e estabilizacdo da cor pela
atividade nitrato redutase, além de limitar a oxidacdo lipidica. Também sé&o
responsaveis pela formacao do flavor pela atividade lipolitica e proteolitica que
possuem. O Staplylococccus xylosus é predominantemente a espécie mais isolada de
produtos carneos fermentados. A pesquisa teve como obijetivo isolar e caracterizar
cepas de Staphylococcus xylosus de salames coloniais. As linhagens foram coletadas
de 3 amostras de salames coloniais comercializadas na regido central do RS. As
culturas foram selecionadas em meio agar Baird Parker e incubadas a 36°C por 48h.
Foram isoladas 5 colénias de cada amostra para posterior caracterizagéo através de
coloragao de Gram, teste de coagulase, catalase, crescimento a concentragdo de 10%
e 15% de NaCl em agar nutriente e crescimento a temperatura de 15°C e 45°C em
caldo BHI (Brain Heart Infusion). Para identificagdo do microrganismo foi aplicado o kit
Api Staph (Biomérieux). Através das analises realizadas, as cepas apresentaram
caracteristicas tipicas do Staphylococccus xylosus como Gram positivo, coagulase
negativo e catalase positivo, crescimento sob as diferentes concentragdes de NaCl e
crescimento a temperatura de 15°C e 45°C, sendo selecionadas para posterior
identificagao no kit Api Staph. Decorrido o tempo de 24h a 35°C - 37°C, efetuou-se a
leitura e interpretacdo dos resultados, onde das 15 cepas isoladas, 13,3% das

colénias foram identificadas como Staphylococcus xylosus.

Palavras chaves: Staphylococcus xylosus, culturas starters, salames coloniais

ABSTRACT

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF STAPHYLOCOCCUS XYLOSUS OF
ARTISANAL FERMENTED SAUSAGES

The Micrococcaceae family includes the Micrococcus and Staphylococcus, which
have important role in the development and stabilization of the color by the nitrate
redutase activity, besides limiting the lipid oxidation. Also they are responsible for the
flavor formation by the lipase and protease activities. The Staplylococccus xylosus is
predominantly more isolated specie of fermented productos. The objective of this
research was to isolated and characterized strains of Staphylococcus xylosus from

artisanal fermented sausages. The strains had been collected from 3 samples of
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commercialized artisanal fermented sausages in the central region of the RS. The
cultures were selected in BAIRD PARKER agar at 36°C for 48h. For future
characterization 5 isolated colonies of each sample were analysed through Gram
stain, coagulase and catalase test, growth at 10% and 15% of NaCl concentration in
nutrient agar and the growth in broth BHI (Brain Heart Infusion) at the temperatures
of 15°C and 45°C. For identification of the microorganisms the kit Api Staph was
used (Biomérieux). The results showed strains with typical characteristics of the
Staphylococccus xylosus, as positive Gram, negative coagulase and positive
catalase, growth under the different concentrations of NaCl and growth the
temperature of 15°C and 45°C, which were selected for posterior identification in the
kit Api Staph. After the incubation time (24 h) in the Api Staph kit at 35°C - 37°C the
reading and interpretation of the results were done, where 13.3% of colonies were

identified as Staphylococcus xylosus.

Keywords: Staphylococcus xylosus, isolation, artisanal fermented sausages

1. INTRODUGAO

O uso de culturas starters para a producao de produtos fermentados esta
tornando-se cada vez mais necessario para garantir a seguranga, uniformidade entre
os produtos. As culturas starters frequentemente utilizadas em produtos carneos sao
as bactérias acido lacticas que tem a fungao de estabilizar o produto biologicamente
e Staphylococcus coagulase negativa como o Staphylococcus xylosus e
Staphylococcus carnosus que promovem o flavor dos produtos fermentados (ESSID
et al., 2007).

Staphylococcus coagulase negativa tem importante papel no desenvolvimento
e estabilidade da cor vermelha pela atividade nitrato redutase, além de limitar a
oxidacao lipidica. Também pela atividade lipolitica e proteolitica produzem varias
substancias aromaticas e acidos organicos que tem consideravel papel no
desenvolvimento do flavor (SIMONOVA et al., 2006; TALON et al., 1999).

As bactérias mais promissoras para serem utilizadas como culturas starters

sao aquelas isoladas da microflora nativa de produtos artesanais. Esses
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microrganismos se adaptam ao ambiente da carne e sdo capazes de dominar a
microflora dos produtos (HAMMES,1990).

Como destaca Campagnol (2007), com a importagéo integral das culturas
starters utilizadas, a partir da Dinamarca, Franca e Alemanha, além de contribuir
para um desequilibrio da balanga comercial, leva a um esquecimento do sabor
brasileiro.

Assim, a selegcdo de cepas a partir de salames artesanais fabricados em
Nosso pais seria uma alternativa para o produto manter sua caracteristica artesanal
com controle da fermentacéo e estavel a temperatura ambiente além de um flavor
caracteristico e diferenciado.

Portanto, este trabalho teve como objetivo isolar e caracterizar cepas de
Staphylococcus xylosus de salames coloniais da regidao central do Rio Grande do

Sul - Brasil.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostra

As cepas de Staphylococcus foram isoladas a partir de salames coloniais,
adquiridos no comércio da cidade de Santa Maria, estado do Rio Grande do Sul de 3
diferentes origens de produgdo. As amostras encontravam-se em estagios de
maturacao distintos e foram mantidas em condigbes ambientais, sem controle de

temperatura, ventilagdo e umidade.

2.1.1 Preparo da amostra

Para o preparo da amostra, coletou-se assepticamente 25g, de cada amostra,
as quais foram adicionadas 225 mL de agua peptonada etéril 0,1%, obtendo-se a

primeira diluicdo 1:10 e homogeneizadas em stomacher por 2 minutos. Realizaram-
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se diluicdes decimais subseqiientes, 102 a 10°, e procedeu-se a semeadura em
superficie utilizando-se Agar Baird Parker, com incubacdo a 36°C por 48 horas
(BRASIL, 2003).

2.2 Obtencao de culturas puras

Transcorrido o periodo de incubacéo, selecionou-se aleatoriamente 5 coldnias
de cada amostra. Para cada cepa foi realizada a semeadura por esgotamento em
estria, em placa contendo Agar Baird Parker a fim de obter uma cultura pura. Apés a
incubacao a 36°C por 48 horas, transferiu-se uma col6nia de cada placa para o
caldo BHI (BRASIL, 2003).

Obteve-se um total de 15 cepas isoladas. Conforme ZUBER & HORVAT
(2007) as cepas foram conservadas congeladas a -25°C em caldo BHI (Brain Heart
Infusion) com 7,5% de solugédo de lactose como crioprotetor, para posteriores testes

de identificacao.

2.3 Caracterizacao das cepas de Staphylococcus isoladas

2.3.1 Coloracdo de Gram

As cepas de Staphylococcus foram submetidas a coloragdo de Gram pelo
método tradicional, a partir de um esfregaco fino, obtido de uma pequena porg¢ao de
cultura, emulsionado em uma gota de agua destilada e secado préoximo a chama do
bico de Bunsen (BRASIL, 2003).

2.3.2 Produgao de coagulase
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Para o teste de coagulase transferiu-se 0,3 mL de cada tubo de cultivo em
BHI (Brain Heart Infusion) para tubos estéreis contendo 0,3 mL de plasma de coelho
e incubou-se a 36°C, por 6 horas. A ndo formagao de coagulo foi indicativa de prova
negativa (BRASIL, 2003).

2.3.3 Producéo de catalase

O teste de produgao de catalase foi realizado misturando com auxilio de alga
de platina, uma aliquota do cultivo em uma lamina contendo uma gota de perdxido
de hidrogénio a 3%. A producao de borbulhas indica prova positiva para catalase
(BRASIL, 2003).

2.3.4 Desenvolvimento em diferentes temperaturas

Foram adicionados 0,1 mL da cultura testada em 3,0 mL de caldo BHI e
incubados a 15°C e 45°C, por 14 dias. A presenca de sedimento no meio de cultura
€ indicativo de que o microrganismo desenvolveu-se nas referidas temperaturas
(HOLT et al., 1994).

2.3.5 Tolerancia de sal

Foram adicionados 0,1 mL da cultura teste em agar nutriente suplementado
com 10% e 15% de NaCl por 24 horas (COPPOLA et al., 1997). O crescimento no
meio de cultura é indicativo de que o microrganismo desenvolveu-se nas referidas

concentracgdes salinas.

2.4 Identificagao das cepas de Staphylococcus
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A partir dos testes citados, as espécies de Staphylococcus foram identificadas
utilizando o kit APl STAPH e APIWEB em concordancia com os procedimentos do
fabricante (Biomérieux, France) (HARRIGAN, 1998).

Contou-se com a colaboracdo da Fundacdo Tropical de Pesquisas e
Tecnologia “André Tosello” de Campinas/SP para fins de comprovagdo quanto a

identidade da cepa selecionada.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizagao das cepas de Staphylococcus selecionadas a partir de salames

artesanais

Pode-se observar na Tabela 1 que as 15 cepas selecionadas a partir de
salames coloniais apresentaram caracteristicas Gram positivos, coagulase negativa
e catalase positiva. Também apresentaram crescimento a temperatura de 15°C e

45°C e desenvolvimento nas concentragdes 10% e 15% de NaCl.

Tabela 1. Caracterizagado de 15 cepas de Staphylococcus selecionadas a partir de
salames artesanais

Caracteristica Staphylococcus
Coloracao de Gram Positiva
Coagulase Negativa
Catalase Positiva
Crescimento a 15°C e 45°C Positiva
Crescimento a 10% e 15% de NaCl Positiva

Coppola et al. (1997), selecionaram 80 cepas de Staphylococcus de salames

do sul da Italia, onde 99% destes foram coagulase negativa. Entre os
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Staphylococcus coagulase negativa isolados, 60 cepas foram identificados como
Staphylococcus xylosus.

Papamanoli et al. (2002), caracterizando Micrococcaceae isolados de
salames, testaram o crescimento na concentragao de sal de 10% e 15% em P-agar
e verificaram que a maioria das cepas de Staphylococcus xylosus e 50% de
Staphylococcus carnosus se desenvolveram em alta concentragéo de sal.

Dados do trabalho de Coppola et al. (1997), testando a capacidade de 58
Micrococcus e 73 Staphylococcus de crescer com 10% ou 15% de NaCl,
demonstrou que 100% das cepas foram capazes de crescer a 10% de NaCl e 70%
de Micrococcus e 92% de Staphylococcus cresceram a 15% de NaCl.

Em um estudo realizado por Essid et al. (2007), testando a habilidade de o
Staphylococcus xylosus crescer a temperatura de 10, 15 e 20°C em caldo TSB e
também suplementado com 10%, 15% e 20% de NaCl, concluiram que todas as
cepas cresceram a 10 e 20°C, temperatura usualmente usada na fermentacédo da
carne, e na presenca de 10%, 15% e 20% de sal.

A interagdo entre sal e temperatura foi negativa para todas as cepas de S.
xylosus, S. lentus e uma cepa de S. equorum, em um estudo realizado por
Sondergaard & Stahnke (2002), onde concentragdes elevadas de sal tiveram um
impacto negativo maior em altas temperaturas do que em temperaturas mais baixas.
Essa interacdo também é mostrada por Sorensen & Jakobsen (1996), onde
aumentando a concentragdo de sal, decresce o crescimento dos microrganismos,
principalmente em alta temperatura e alto pH. Estes autores concluiram que as
condicbes em que sdo fermentados os salames, em geral, ndo favorecem o

crescimento do Staphylococcus xylosus.

3.2 ldentificagao das cepas de Staphylococcus

As cepas, apoOs caracterizagdo morfoloégica, foram posteriormente
identificadas pelo kit Api Staph (Biomerieux, France).
Este sistema de identificacdo é considerado um método rapido e pratico, que

comporta 20 testes bioquimicos. Apds a incubacdo de 18-24 horas a 35-37°C, as
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reagdes sdo interpretadas e os microrganismos identificados usando um catalogo
analitico ou um programa de identificagdo (CUNHA et al., 2004).

Um esquema proposto por Kloos and Schleifer (1975) e modificado por
Bannerman em 2003 é um método de referéncia usado para identificacdo de
Staphylococcus. Entretanto, este método exige um grande numero de testes
bioquimicos e necessita um maior periodo de incubagéo (24 a 72 horas), tornando-
se de pouca aplicabilidade na rotina dos laboratérios de microbiologia (SILVA et al.;
2006).

Cunha et al. (2004) realizaram um estudo para comparar quatro métodos de
identificacdo: o método de referéncia Kloos and Schleifer modificado por
Bannerman, o sistema APl STAPH (Biomérieux) e dois métodos modificados do
método de referéncia (método simplificado e método disco). Staphylococcus xylosus
foi corretamente identificado pelos quatro métodos. O kit APl STAPH mesmo néao
sendo efetivo para algumas cepas como S. haemolyticus, S. hominis, S. epidermidis,
para Staphylococcus xylosus apresentou 100% de sensibilidade e especificidade.

A identificacdo das cepas de Staphylococcus através do kit Api Staph

encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2: |dentificacdo das cepas de Staphylococcus pelo sistema APl STAPH
(Biomérieux, France).

N° de % de
Espécie microrganismos microrganismos
isolados isolados
Staphylococcus saprophyticus 12 80
Staphylococccus xylosus 2 13,33
Staphylococcus cohnii ssp urealyticus 1 6,67
Total 15 100

Conforme dados expostos, o Staphylococcus saprophyticus foi a espécie
isolada mais predominante (80%), seguido pelo Staphylococcus xylosus (13,33%) e

Staphylococcus cohnii ssp urealyticus (6,67%).
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Resultados semelhantes foram obtidos por Drosinos et al. (2005), onde
Staphylococcus saprophyticus foi a espécie dominante (31,1%), seguido por
Staphylococcus xylosus (19,2%) e Staphylococcus simulans (11,4%). Samelis et al.
(1998) também encontraram em 4 amostras de salames tradicionais Gregos a
predominancia de Staphylococcus saprophyticus, seguido por Staphylococcus
xylosus. Resultados similares foram reportados por Papamanoli et al. (2002), onde a
maioria das cepas foram identificadas como Staphylococcus saprophyticus (22%),
Staphylococcus carnosus (20%) e Staphylococcus xylosus (10%).

De acordo com Drosinos et al. (2005), as cepas de Staphylococcus
saprophyticus sé&o oriundas da pele de suinos ou devido a manipulagdo durante a
elaboracdo do salame, ja que esta espécie € prevalentemente encontrada na pele
humana e ocasionalmente na pele de animais domésticos.

Samelis et al. (1998) reporta que o Staphylococcus saprophyticus deveria ser
uma espécie avaliada com potencial para uso como cultura starter, mas conforme
Hammes & Hertel (1998) esta espécie € reconhecida como um patégeno oportunista
e que necessita cuidado. Em um trabalho realizado por Mauriello et al. (2004),
apenas 2 cepas da espécie apresentam atividade nitrato redutase, a qual seria o
primeiro critério para selecdo de cepas como culturas starters em salames.
Entretanto, apresentam altos valores de atividade superdxido dismutase e atividade
catalase e que podem prevenir a oxidacao lipidica durante a maturacao do salame.

Embora Staphylococcus saprophyticus seja frequentemente isolado de
salames do sul da Europa, ndo representa a principal espécie isolada de salames
fermentados, como o Staphylococcus xylosus (MAURIELLO et al., 2004).

Como cita Essid et al. (2007), Staphylococcus xylosus € a espécie mais
predominantemente isolada de salames lItalianos e em Chorizo espanhol. Também
Fontan et al (2007) em um trabalho realizado com salames de suinos tradicionais da
Espanha “Androlla”, a espécie mais isolada entre Staphylococcus foi o
Staphylococcus xylosus.

As caracteristicas das cepas selecionadas como Staphylococccus xylosus
estdo apresentadas na Tabela 3. As cepas produzem acido de D-glucose, D-frutose,
D-manose, maltose, lactose, D-trehalose, D-manitol, xilitol, xilose, sacarose, N-acetil-
glucosamina, mas nao produzem &cido de D-melibiose, rafinose, a-metil-D-

glucosideo, reduz nitratos e nitritos, produz acetoina, apresenta fosfatase alcalina e
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urease, mas nao hidrolisa a arginina. Estas caracteristicas da espécie

Staphylococcus xylosus estao de acordo com HOLT et al. (1994).

Tabela 3 - Caracteristicas das cepas isoladas de salames artesanais através do Kit
Api Staph como Staphylococcus xylosus

Caracteristica Staphylococcus xylosus
D-Glucose +
D-Fructose +
D-Manose +

Maltose +
Lactose +
D-Trehalose +
D-Manitol +
Xilitol +
D-Melibiose -
Rafinose -
Xilose +
Sacarose +

a-metil-D-glucosideo -

N-acetil-glucosamina +

Reducao de nitratos e nitritos +
Fosfatase alcalina +

Producao de acetoina (acetilmetilcarbonil) +

Hidrdlise arginina -

Urease +

Drosinos et al. (2005), isolaram cepas de Staphylococcus xylosus, que
apresentaram caracteristicas tipicas da espécie, tais como redugao de nitrato e
producao de acido a partir de xilose e manose, mas nao de rafinose. A maioria das
cepas também produziu acetoina e sobreviveu até o fim do processo, visto que as
cepas foram isoladas durante a fase final maturacido. Também mostraram atividade

urease.
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A reducao de nitrato, usualmente é o primeiro critério de sele¢ao para uso
como cultura starter, devido a contribuicdo na formagdo da cor (GARCIA-VARONA
et al., 2000).

A atividade nitrato redutase participa no desenvolvimento e estabilidade da
cor vermelha em produtos carneos, pela formagao da mioglobina nitrosa, além disso
produz nitrito que pode limitar a oxidagao lipidica (TALON et al., 1999).

A producdo de catalase, nitrato redutase e a redugdo do oxigénio na
superficie do produto, contribuem para a liberacdo das enzimas proteases e lipases,
que auxiliam no desenvolvimento do flavor. Varias substancias aromaticas e acidos
organicos sao realgados devido a formagdo de componentes de baixo peso
molecular incluindo peptideos, aminoacidos, aldeidos, aminas e acidos graxos livres
(SIMONOVA et al.; 2006).

Papamanoli et al. (2002) isolando Micrococcaceae de salames fermentados,
destacaram que 60% das cepas de Staphylococcus xylosus produziram acetoina,
contribuindo positivamente para produgcédo de aroma em salames, 50% das cepas
apresentaram atividade fosfatase alcalina e 20% N-acetil-3-glucosaminidase.
Também todas as cepas de Staphylococcus xylosus apresentaram atividade contra
Listeria monocytogenes.

Samelis et al. (1998), selecionaram cepas de Staphylococcus xylosus que
produziam acido a partir de xilose, arabinose e manose e nao produzia de rafinose e
tinham um pigmento amarelo palido. Entretanto, encontrou alguns Staphylococcus
xylosus atipicos que ndo usavam xilose, mas eram capazes de catabolizar

arabinose.

4. CONCLUSAO

Considerando o presente estudo concluiu-se que das 15 cepas isoladas da
microbiota natural de salames coloniais da regidao central do RS, 2 cepas foram
identificadas como Staphylococcus xylosus.

Portanto, seria bastante promissor ampliar a disponibilidade de linhagens para
uso industrial, com caracteristicas perfeitamente conhecidas, provenientes da

selecao de culturas nativas.
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RESUMO
A adicdo de culturas starters em produtos carneos permite alta conservacgao, reducao

do tempo de fermentagdo e uma uniformidade entre os produtos. Normalmente as
culturas starters sao compostas por bactérias acido lacticas combinadas
Staphylococcus coagulase negativa. Para o isolamento e multiplicagdo das bactérias
acido lacticas o meio de cultura mais empregado em escala laboratorial € o caldo
MRS. No entanto, o seu alto custo torna inviavel a sua utilizacdo na producao
comercial destas bactérias. A pesquisa teve como objetivo crescer uma cultura starter
de Lactococcus lactis ssp lactis utilizando um meio de cultura de baixo valor comercial
(plasma de suino) e avaliar sua eficiéncia em relacdo ao meio de cultura tradicional
(MRS). O microrganismo Lactococcus lactis ssp lactis foi fermentado em meio de
cultura a base de plasma suino e também em caldo MRS. Durante o processo
fermentativo foram coletadas amostras para quantificar o crescimento de bactérias
acido laticas através de andlises microbioldgicas e densidade optica (610nm). Apds
atingir a concentragao 6tima de células viaveis, o meio fermentado foi centrifugado e a
biomassa congelada, para posterior aplicagdo como cultura starter. Em relagao a
fermentacdo em meio de cultura a base de plasma suino, a concentragao inicial de
células viaveis de Lactococcus lactis ssp lactis foi de 5,52 Log UFC.mL™" e alcancou
seu crescimento maximo no tempo de 27 horas com 8,58 Log UFC.mL" e densidade
Optica de 0,88 nm. Ja a fermentagcao em caldo MRS, a concentragao inicial era de
6,75 Log UFC.mL™" e ao final de 6 horas atingiu seu pico maximo de 8,70 Log
UFC.mL" e densidade otica de 0,81 nm. Pode-se concluir que o meio de cultura a
base de plasma suino foi eficiente na multiplicacdo de Lactococcus lactis ssp lactis e
apresentou um desempenho semelhante a fermentacdo do meio de cultura comercial,
podendo ser um meio econbmico para a multiplicagdo de bactérias acido lacticas,

além de contribuir para diminuir problemas ambientais.

Palavras-chave: fermentacgao, plasma suino, Lactococcus lactis ssp lactis.

ABSTRACT
LACTOCOCCUS LACTIS SSP LACTIS FERMENTED IN PORK PLASMA
CULTURE MEDIUM
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The addition of starter cultures in meat products allows high conservation, shorten
ripening time and standardize among the products. Starters cultures usually consist
of lactic acid bacteria associated with Staphylococcus. For the isolation and
multiplication of the lactic acid bacteria the MRS broth is highly used in laboratorial
scale. However, its high cost becomes impracticable its use in the commercial
production of these bacteria. The aimed of this study was to grow a starter culture of
Lactococcus lactis ssp lactis using a culture medium of low commercial value (pork
plasma) and to evaluate its efficiency in relation to the traditional culture medium
(MRS). The Lactococcus lactis ssp lactis was fermented in pork plasma culture
medium and also in broth MRS. During the fermentation process samples have been
collected to quantify the growth of lactic acid bacteria acid through microbiological
analyses and optic density (610nm). After the viable cells reached the high
concentration, the fermented medium was centrifugated and the biomass stored at -
18°C until use as starter culture. In relation to the fermentation in pork plasma
medium the initial concentration of viable cells of Lactococcus lactis ssp lactis was
5.52 Log UFC.mL™ and the peak of maximum growth was at 27 hours with 8.58 Log
UFC.mL" and 0.88 nm optical density. When Lactococcus lactis ssp lactis was
fermented in MRS broth, the initial concentration was 6.75 Log UFC.mL" and at the
end of 6 hours it reached its maximum peak growth on 8.70 Log UFC.mL™" and optic
density of 0.81. It can be concluded that the pork plasma culture medium was
efficient in the multiplication of Lactococcus lactis ssp lactis and showed a similar
fermentation performance compared to the commercial culture medium, being able to
be an economic resource for the multiplication of lactic acid bacteria, besides

contributing for less ambient pollution.

keywords: fermentation, pork plasma medium, Lactococcus lactis ssp lactis

1. INTRODUGAO

A maioria das culturas starters utilizadas em produtos carneos sao compostas

de bactérias acido lacticas, responsaveis pelo decréscimo do pH e
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consequentemente pela conservagao e Staphylococcus coagulase negativa que
promovem o flavor aos produtos fermentados (Essid et al., 2007).

Para o isolamento e multiplicacdo das bactérias acido lacticas, o meio de
cultura mais empregado em escala laboratorial ¢ o caldo MRS (Agar de Man,
Rogosa e Sharpe), devido suas fontes de nitrogénio. No entanto, o seu alto custo
torna inviavel a sua utilizagdo na produgdo comercial destas bactérias (De Man et
al., 1960; Zhang & Greasham, 1999).

Por outro lado, a industria carnea produz toneladas de sangue em seus
frigorificos, causando um problema ambiental, devido altos volumes gerados e pela
alta carga poluente. Entretanto, o sangue possui um componente de valor biolégico
e econdmico que sao as proteinas (Viana et al., 2005; Del Hoyo et al., 2007).

A maioria das proteinas do sangue sdo encontradas no plasma, com excegao
da hemoglobina, e é formado basicamente de 7% de proteina e 91% de agua
(Moure et al., 2003).

Como alternativa para diminuir problemas ambientais e prevenir a perda de
fonte disponivel de nitrogénio, estudos estdo sendo realizados para utilizar o plasma
bovino como um meio de cultura para o isolamento e multiplicacdo das bactérias
acidos lacticas com o intuito de substituir o caldo MRS (Barboza et al., 1997; Hyun &
Shin, 1998).

Em vista disso, este trabalho teve como objetivo produzir uma cultura starter
de Lactococcus lactis ssp lactis utilizando um meio de cultura de plasma suino e

avaliar sua eficiéncia em relagdo ao meio de cultura tradicional (MRS).

2. MATERIAS E METODOS

2.1 Microrganismo

Foi utilizada uma cepa de Lactococcus lactis ssp lactis isolada de produtos
lacteos por Cirolini et al. (2007). A cepa isolada foi armazenada a 4°C em tubo

contendo agar MRS.



40

2.1.1 Preparo do in6culo para fermentacao

O preparo do indculo iniciou com a reativagao da cepa de Lactococcus lactis
ssp lactis mantida em agar MRS, sob refrigeracéo. A cepa foi transferida para caldo
MRS e incubada a 37°C, por 48 horas.

2.2 Elaboragao da cultura starter em plasma suino

2.2.1 Obtencao e fracionamento do sangue suino

Através do abate de suinos em um frigorifico sob Inspecdo Federal, foi
coletado o sangue em frascos contendo quantidade necessaria de anticoagulante
(1% de citrato de sodio). A coleta foi obtida diretamente da ferida de sangria,
evitando-se o contato entre a vasilha coletora e a pele do animal.

Apos liberado pela Inspegao Federal, o sangue foi imediatamente levado ao
Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Departamento de Tecnologia e Ciéncia
dos Alimentos — UFSM, onde foi centrifugado a 3000 rpm por 25 min para separagao
das células vermelhas (hemaceas) e do plasma. O plasma foi transferido para

saquetas esterilizadas e mantido a -18°C, até o momento de sua utilizacao.

2.2.2 Preparacao do meio de cultura de plasma suino

A elaboragdo do meio de cultura para propagacédo do Lactococcus foi
baseada nas recomendagdes de Barboza et al (1997), com algumas modificagdes.
Misturou-se 450 mL de plasma suino com 450 mL de agua destilada, ajustando-se o
pH para 11,0 com NaOH 1N. Apds, esta solugéo foi esterilizada (121°C/15’) e
misturada com 600 mL de solugéo esterilizada contendo glicose (15g) e difosfato de

potassio (4,59).
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2.2.3 Cultivo do Lactococcus lactis ssp lactis em plasma suino

Foi inoculado no meio de cultura de plasma suino 1% (v/v) do in6culo em
relagcdo ao volume total. A fermentagao foi realizada em fermentador (MARCONI)
com capacidade de 3 L, usando um volume de trabalho de 1,5 L. O pH foi mantido
em 7,0 com a adicado de NaOH 8% e as condigbes para o cultivo foram agitacéo de
100 rpm e temperatura de 37°C (+ou — 0,1°C ).

2.2.4 Avaliagao do fermentado em plasma suino

Para o monitoramento do processo fermentativo durante as primeiras 18
horas, foram coletadas amostras, em duplicata, em frascos estéreis, no intervalo de
6 horas. Apds este periodo, as amostras passaram a ser coletadas em intervalos de
3 horas.

A contagem de células viaveis foi realizada mediante contagem padrdo em
placas, usando agar MRS. As placas foram inoculadas em estufa bacteriolégica a
37°C, por 48 horas (Siqueira, 1995). O resultado foi expresso em unidades
formadoras de colénias por mL (UFC.mL") de amostra. A densidade 6tica foi
estimada por leitura espectrofotométrica a 610nm, utilizando-se espectrofotdmetro
(LAMBDA 2S MODELO PERKIN ELMER).

2.2.5 Manutengao da cultura starter fermentada em plasma suino

Apo6s a cepa de Lactococcus lactis ssp lactis entrar na fase estacionaria,
verificado através da suspensao da adigdo de hidroxido de sédio no meio de plasma
suino, uma aliquota do meio fermentado foi centrifugada a 3000 rpm, por 20
minutos. O sobrenadante foi desprezado e a biomassa foi lavada e ressuspensa a

10% (w/v) em leite desnatado esterilizado e congelada a -18°C.
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2.3 Elaboracao da cultura starter em caldo MRS

2.3.1 Cultivo do Lactococcus lactis ssp lactis em caldo MRS

Foi inoculado no caldo de MRS 1% (v/v) do in6culo em relagdo ao volume
total. A fermentacao foi realizada em fermentador (MARCONI) com capacidade de 3
L, usando um volume e trabalho de 1,5 L. As condi¢cdes para o cultivo foram

agitacao de 100 rpm e temperatura de 37°C (+ou — 0,1°C).

2.3.2 Avaliagao do fermentado em caldo MRS

Em intervalos de 3 horas foram coletadas amostras, em duplicata, em frascos
estéreis. A contagem de células viaveis foi realizada mediante contagem padrdo em
placas, usando agar MRS. As placas foram inoculadas em estufa bacteriolégica a
37°C, por 48 horas (Siqueira, 1995). O resultado foi expresso em unidades
formadoras de colénias por mL (UFC.mL") de amostra. A densidade 6tica foi
estimada por leitura espectrofotométrica a 610nm, utilizando-se espectrofotdmetro
(LAMBDA 2S MODELO PERKIN ELMER).

O pH do meio de fermentagao também foi determinado de acordo com Terra
& Brum (1988). Durante as primeiras 6 horas, foram coletadas amostras, no intervalo
de 3 horas. Apos este periodo, as amostras passaram a ser coletadas em intervalos

de 1 hora.

2.3.3 Manutencéao da cultura starter fermentada em caldo MRS

Apo6s a cepa de Lactococcus lactis ssp lactis entrar na fase estacionaria,
verificado através da manutencdo do pH, uma aliquota do meio fermentado foi

centrifugada a 3000 rpm, por 20 minutos. O sobrenadante foi desprezado e a
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biomassa foi lavada e ressuspensa a 10% (w/v) em leite desnatado esterilizado,

congelada a -18°C.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a fermentacdo em meio de cultura de plasma suino, a concentragao
inicial de células viaveis de Lactococcus lactis ssp lactis foi de 5,52 Log UFC.mL" e
alcangou seu crescimento maximo (8,58 Log UFC.mL1) no tempo de 27 horas,
vindo posteriormente a decrescer. A densidade Optica apresentou comportamento
semelhante, com pico maximo de 0,88. A curva de crescimento e a densidade optica
a 610nm do cultivo de Lactococcus lactis ssp lactis em meio de plasma suino

encontra-se na Figura 1.
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Figura 1. Curva de crescimento e densidade Ooptica a 610 nm do cultivo de
Lactoccocus lactis ssp lactis em meio de cultura de plasma suino.

O final do processo de fermentagao foi concluido com 33 horas, quando o pH
tornou-se constante em torno de 6.4, ndo necessitando mais a adicado de NaOH 8%.

De acordo com Del Hoyo et al. (2007), a solubilidade minima obtido do
plasma €& em torno de pH 6,4. Tsumura et al. (2005) acrescentam que neste pH a

rede de proteinas sao bastante fracas, de modo que sua solubilidade diminui.
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Campagnol (2007) desenvolveu um trabalho utilizando plasma suino para
fermentacdo de Lactobacillus plantarum, onde a cepa alcangou seu crescimento
maximo no tempo de 30 horas com 9,82 Log UFC.mL" e densidade 6ptica de 0,83,
vindo posteriormente a decrescer.

A curva de crescimento e a densidade optica a 610nm do cultivo de

Lactococcus lactis ssp lactis em caldo MRS encontra-se na Figura 2.
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Figura 2. Curva de crescimento e densidade oéptica a 610 nm do cultivo de
Lactoccocus lactis ssp lactis em caldo MRS.

Pode-se observar que a fermentacdo em caldo MRS a concentracdo inicial
era de 6,75 Log UFC.mL" e ao final de 6 horas atingiu seu pico maximo de 8,70 Log
UFC.mL" e densidade o6tica de 0,81.

Sawitzki (2000) realizou trabalho semelhante multiplicando Lactoccocus lactis
ssp lactis em caldo MRS, onde observou que com 6h de fermentacao a cepa obteve
uma leitura espectrofotométrica em 0,216 e o pico na contagem de colbénias de 8,76
Log UFC.mL™. O pH 4,76 constatado no meio de fermentac&o sinalizou a fase final
do processo de fermentacao.

O desenvolvimento da cepa demonstrou como produto de seu metabolismo a
formagao de acido, constatado pela redugédo do pH do meio de fermentagéo de 6,40
para 5,02 quando atingiu a contagem de coldnias de 8,70 Log UFC.mL" em um

periodo de 6 horas, e o pH de 4,81 em 9 horas (Figura 3).
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De acordo com Mundt (1986) espécies de Lactoccocus lactis tém pH final de
4,0 a 4,5 em caldo de glucose. Portanto, baseado nestes dados e valores constantes
expressos nas ultimas 3 horas de leitura, ao final de 9 horas de fermentacgao,

obteve-se a fase final do processo.

6,5
6
55 - .
T —&—pH do meio de
o 5 fermentagéo
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4 T T T T
0 3 6 7 8 9
Tempo (horas)

Figura 3. Variagao de pH do meio de fermentagao durante o periodo de crescimento
do Lactococcus lactis ssp lactis em caldo MRS.

Pode-se observar que os valores alcangados pela fermentagcdo em meio de
plasma suino e a multiplicacdo em caldo MRS, foram semelhantes, observados com

mais clareza na Tabela 1.

Tabelal. Valores da contagem e densidade éptica do Lactococcus lactis ssp lactis
em meio de plasma suino e em caldo MRS.

Fermentacdo Log UFC.mL" Inicial Log UFC.mL"Final DO -610 nm
Plasma suino 5,52 8,58 0,88
Caldo MRS 6,75 8,70 0,81

Em relacdo ao custo médio aproximado, para preparar 1,5L de caldo MRS

custa em média R$ 129.03. Por outro lado, para a preparagdo de 1,5L de plasma
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suino tem-se um gasto de R$ 9.00 aproximadamente. Logo, nessas condicdes, a
utilizagdo do plasma suino apresenta vantagens sobre o caldo MRS.

Hyun & Shin (1998) desenvolveram um trabalho de comparagédo da
fermentagdo com caldo MRS e um hidrolizado enzimatico de plasma bovino, em
cepas de Lactobacillus sp. Observaram que o meio de cultura produzido apresentou
crescimento de bactérias acido lacticas significativamente alto, com crescimento
maximo de 9,71 Log UFC. mL™" e no caldo MRS de 9,85 Log UFC. mL™!. Também
destacaram que o custo do caldo MRS comparado com o plasma bovino é mais
elevado devido as fontes de nitrogénio complexas que possui.

Um trabalho realizado por Marquez et al. (2005), ndo encontraram diferenca
significativa entre a quantidade de proteinas do plasma bovino (7,21%) e do plasma
suino (6,65%), mas encontraram uma diferenga no valor de proteina do plasma de
aves (3,46%). Davila et al. (2007) acrescentaram que o sangue suino é um
importante sub-produto da industria carnea, ressaltando a composigéo das proteinas
do plasma, a qual possui 50-60% de albumina, 40-50% de globulina e 1-3% de
fibrinogénio.

Barboza et al. (1997) também realizaram um trabalho onde utilizaram plasma
bovino na elaboracdo de um meio de cultura alternativo ao caldo MRS. Verificaram
que o crescimento das bactérias acido lacticas no meio de cultura produzido foi
similar ao crescimento no caldo MRS, além de apresentar um custo extremamente

inferior ao meio comercial.

4. CONCLUSAO

O meio de cultura de plasma suino foi eficiente na multiplicagdo de
Lactococcus lactis ssp lactis e apresentou um desempenho semelhante a
fermentagdo do meio de cultura comercial MRS. Desta forma, torna-se uma
alternativa de menor custo para a multiplicacado de bactérias acido lacticas, além de

contribuir para diminuir problemas ambientais.
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RESUMO
A pesquisa teve como objetivo acrescentar culturas starters nativas em salame tipo

ltaliano e avaliar o desempenho frente a culturas comerciais quanto as
caracteristicas microbiolégicas, fisico-quimicas e sensoriais. As culturas utilizadas
foram Staphylococcus xylosus, anteriormente isolado de salames coloniais e
fermentado em agar Baird Parker e Lactococcus lactis ssp lactis previamente isolado
de um produto lacteo e fermentado em meio de cultura de plasma suino.
Elaboraram-se quatro partidas de salame, considerando os seguintes tratamentos:
T1 - adicao de starters comerciais (Staphylococcus xylosus e Lactococcus lactis ssp
lactis); T2 - mistura de Staphylococcus xylosus isolado mais Lactococcus lactis ssp
lactis comercial; T3 - mistura de Lactococcus lactis ssp lactis isolado mais
Staphylococcus xylosus comercial e T4 - Staphylococcus xylosus e Lactococcus
lactis ssp lactis ambos isolados. Determinou-se a contagem de bactérias acido
lacticas, Micrococcaceae, Staphylococcus xylosus, coliformes totais e fecais,
Salmonella sp, Staphylococcus coagulase positiva, pH, Aa, perda de peso, oxidagao
lipidica (TBARS), nitrito, cor e analise sensorial dos salames. Os tratamentos
apresentaram uma queda de pH significativa e também uma reducgé&o na atividade de
agua, garantindo uma seguranga microbiolégica aos produtos. Em relagédo a
oxidagéo lipidica os tratamentos que continham Staphylococcus xylosus isolados de
salames artesanais (T2 e T4) apresentaram valores menores que 0s outros
tratamentos. Os salames elaborados com Staphylococcus xylosus e Lactococcus
lactis ssp lactis ambos isolados apresentaram melhores resultados sensoriais
quando comparados com salames elaborados com culturas starters comerciais.
Portanto, a adigcdo de culturas starters nativas pode ser utilizada na elaboragédo de

salames, proporcionando produtos seguros e com flavor diferenciado.

Palavras-chave: culturas starters; salame; Staphylococcus xylosus; Lactococcus

lactis ssp lactis

ABSTRACT
FERMENTED ITALIAN SAUSAGE ELABORATED WITH NATIVE STARTERS
CULTURES
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The objective of this paper was to add native starters cultures in fermented Italian
sausages and evaluated the performance front the commercial cultures, the
microbiological and physico-chemical parameters and sensorial characteristics. The
used cultures was Staphylococcus xylosus, previously isolated from colonial
sausages and fermented in BAIRD PARKER agar, and Lactococcus lactis ssp lactis
previously isolated from dairy product and fermented in pork plasma medium. Four
departures of sausages were elaborated, considering the following treatments: T1 -
addition of commercial starters (Staphylococcus xylosus and Lactococcus lactis ssp
lactis); T2 - mixture of isolated Staphylococcus xylosus more commercial
Lactococcus lactis ssp lactis; T3 - mixture of isolated Lactococcus lactis ssp lactis
more commercial Staphylococcus xylosus T4 - Staphylococcus xylosus and
Lactococcus lactis ssp lactis both isolated. It was determined counting of lactic acid
bacteria, total and fecal coliforms, Micrococcaceae, Staphylococcus xylosus,
Salmonella sp, coagulase positive coci, pH, Aw, weight loss, lipid oxidation (TBARS),
nitrite, colour and sensorial analysis of the sausages. The treatments showed a
significant decreased of pH and a reduction in the water activity, ensuring a
microbiological security to the products. In relation to the lipid oxidation, the
treatments that contained isolated strains of Staphylococcus xylosus (T2 and T4)
presented significantly lower values than the other treatments. The sausages
elaborated with Staphylococcus xylosus and Lactococcus lactis ssp lactis both
strains isolated presented better sensorial results than the sausages elaborated with
commercial starters cultures. Therefore, the addition of natives starters cultures can
be used in the elaboration of fermented Italian sausages, providing safe products and

with differentiated flavor.

Keywords: native starters cultures; fermented lItalian sausages; Staphylococcus

xylosus; Lactococcus lactis ssp lactis

1. INTRODUGAO

A fermentacdo € uma das mais antigas tecnologias utilizadas para

conservacdo dos alimentos. No passado, a fermentacdo era um resultado



52

espontaneo da microflora natural da carne e do ambiente. Entretanto, a fermentagao
descontrolada pode produzir produtos inferiores ou mesmo inseguros para o
consumo (ESSID et al., 2007).

Em 1957, ocorreu a introducdo comercial de culturas puras de
microrganismos, chamadas culturas starters, aos produtos fermentados permitindo
uniformidade entre os produtos, reducdo do tempo de fermentacido e uma alta
conservagao do produto (VURAL, 1998).

Duas categorias de microrganismos sdo comumente utilizadas como culturas
starters, ou seja, as bactérias acido lacticas que promovem a seguranga e
estabilidade do produto e Staphylococccus coagulase negativa responsaveis por
estabilizar a cor, prevenir a rancificacdo e realgar compostos aromaticos dos
produtos carneos (DROSINOS et al., 2001).

Terra (2003) destaca que a produgdo de salame do Brasil depende da
importacdo integral das culturas starters, o que acarreta num desequilibrio da
balanga comercial além de levar ao esquecimento do sabor genuinamente brasileiro.

Greco et al. (2005) e MORETTI et al. (2004) acrescentam que salames
artesanais apresentam melhores caracteristicas sensoriais que salames industriais,
devido a composigao e atividade metabdlica da microflora indigena.

Portanto, o presente trabalho teve como finalidade acrescentar culturas
starters nativas, em salame tipo ltaliano e avaliar seu desempenho frente a culturas

comerciais, quanto suas caracteristicas microbioldgicas, fisico-quimicas e sensoriais.

2. MATERIAS E METODOS

2.1. Cultura iniciadoras

As cepas usadas neste estudo foram a cultura de Staphylococcus xylosus
nativa anteriormente isolada de salames coloniais da regido central do estado do
RS, multiplicada em agar Baird Parker (CIROLINI et al.; 2007a), a cultura de

Lactococcus lactis ssp lactis nativa fermentada em meio de cultura de plasma suino
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(CIROLINI et al.; 2007b) e as cepas Lactococcus lactis ssp lactis doada pela
Fundacado André Tosello, Campinas/SP e Floracarn SX (Chr. Hansen) contendo o

microrganismo Staphylococcus xylosus.

2.2 Preparo do salame

As amostras de salame foram elaboradas de acordo com a seguinte
formulacao: pernil suino (60%), retalho bovino (20%), toicinho congelado (20%),
cloreto de sodio (3%), glicose (0,5%), sacarose (0,5%), mistura comercial de cura,
contendo nitrato e nitrito de sédio (0,3%), ascorbato de sdédio (0,25%), pimenta
branca (0,2%), alho (0,5%) e noz moscada (0,02%). A carne suina foi moida em
disco de 12 mm e a carne bovina em disco de 8mm. Apds a moagem as carnes
sofreram a adi¢cado de cloreto de sddio, misturando-se em misturadeira durante 3
minutos para a extragdo de proteinas miofibrilares. A seguir, foram adicionados os
demais ingredientes, com exceg¢ao do ascorbato de sodio que foi acrescentado por
ultimo (TERRA, 2003).

Apds a mistura, porgdes iguais de massa foram divididas, originando os
seguintes tratamentos: Tratamento 1 (T1), adicdo de starters comerciais
(Staphylococcus xylosus e Lactococcus lactis ssp lactis); Tratamento 2 (T2), mistura
de Staphylococcus xylosus isolados de embutidos artesanais mais Lactococcus
lactis ssp lactis comercial; Tratamento 3 (T3), mistura de Lactococcus lactis ssp
lactis isolado de produto lacteo mais Staphylococcus xylosus comercial e
Tratamento 4 (T4), mistura de Staphylococcus xylosus e Lactococcus lactis ssp
lactis, ambos isolados. A matéria prima apresentou uma contagem de bactérias
aerdbias mesdfilas de 1,3X10* UFC.g" sendo a quantidade de cultura starter
adicionada de 10° UFCg™".

A massa carnea dos tratamentos foi embutida em tripas artificiais de
colageno, com 60 mm de didmetro e cortadas em pegas de aproximadamente 15 cm
de comprimento. Apés o embutimento, as amostras foram submetidas a um banho
em solugdo de sorbato de potassio (20%) e encaminhadas para a camara
climatizada, com temperatura e umidade relativa controlada, onde permaneceram

até atingir uma atividade de agua de 0,87. A programagdo de temperatura e
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umidade relativa (T°/UR%) foram as seguintes: primeiro dia, temperatura 25°C/U.R.
95%; segundo dia, 24°C/93%, terceiro dia, 23°C/90%, quarto dia, 22°C/85%, quinto
dia, 21°C/80%, sexto dia, 20°C/75% e sétimo dia em diante, 18°C/75%. Concluida a
fabricacdo, retiraram-se as tripas e as pecas dos embutidos fermentados foram

embaladas a vacuo e armazenadas a temperatura ambiente.

2.3 Avaliagao microbioldgica

Foram coletadas porgcbes de 25 gramas de salame que foram
homogeneizadas com 225 mL de agua peptonada (0,1%) em Bag Mixer, por 2

minutos. Apds, foram feitas sucessivas diluicbes decimais.

2.3.1 Contagem de bactérias acido lacticas

A contagem de bactérias laticas foi realizada utilizando-se o Agar de Man,
Rogosa e Sharpe - MRS. As placas foram incubadas a temperatura de +37°C por 5
dias. Foram feitas semeaduras em duplicata para cada diluicdo, sendo a superficie
das placas recoberta com uma sobrecamada do mesmo meio para geragdo de uma
atmosfera microaerofila (SIQUEIRA, 1995). As anadlises foram realizadas nos dias 0,

3,7, 14 e 21 da fabricagao do salame.

2.3.2 Micrococcaceae

A contagem de microorganismos da familia Micrococcaceae foi determinada
pela técnica em semeadura utilizando Mannitol Salt Phenol-red agar (MSA),
incubadas a 30°C por 72 horas (STAHNKE, 1995), nos dias 0, 3, 7, 14 e 21 da

fabricacdo do salame.
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2.3.3 Staphylococcus xylosus

O numero de células viaveis da cultura iniciadora das amostras foi realizado
nos dias 0, 3, 7, 14 e 21 de fabricagao do salame, utilizando a técnica de semeadura
em superficie com MSA (Mannitol Salt Phenol-red agar) e incubadas a 30°C, por 72
horas (STAHNKE, 1995).

2.3.4 Coliformes totais e fecais

Para a determinagdo de coliformes totais foi utilizada a técnica do
plagueamento por incorporagdo do meio de cultura agar cristal violeta — vermelho
neutro-bile com incubagdo a 37°C, por 24 horas. A partir das placas com
desenvolvimento de coliformes totais foram determinados os coliformes fecais em
caldo EC (BRASIL, 2003). As analises foram realizadas apenas nos dias 0, 7, 14 e

21 da fabricagao do salame.

2.3.5. Salmonella sp

Nos dias 0 e 21 foi realizado um pré-enriquecimento em agua peptonada
tamponada a 37°C por 24h a partir de 25 g da mostra. Apds esta etapa, foi feito um
enriquecimento seletivo em caldo Tetrationato Verde Brilhante e Rappaport
Vassiliadis e foram levados a estufa por 24h, a 42,5°C. A partir destes, semeou se
uma aliquota em placas com agar SS (Salmonella Shiguella) e agar Rambach, e
foram incubados a 37°C, por 24 horas. As colbnias tipicas de cada placa foram
semeadas em tubos de agar estoque; caldo uréia; agar lisina ferro (LIA); agar citrato
de simmons; SIM, para motilidade do indol; agar triplice agucar ferro (TSl), para
confirmacao bioquimica (BRASIL, 2003).
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2.3.6. Staphylococcus coagulase positiva

A analise de Staphylococcus coagulase positiva foi determinada de acordo
com BRASIL (2003), nos dias 0 e 21 da fabricacdo do salame, utilizando-se Agar
Baird-Parker a 37° C, por 48h. Apds teste bioquimico da coagulase com plasma de

coelho.

2.4 Analises fisico — quimicas

2.4.1 Determinacao do pH

A medicdo do pH foi feita através da homogeneizagédo de dez gramas da
amostra com de agua destilada (1:10 amostra/agua). O homogeneizado foi
submetido aos eletrodos do pHmetro Digimed, por cinco minutos, quando foi
procedida a leitura do pH (TERRA & BRUM, 1988). A determinagdo do pH foi

realizada nos dias 0, 3, 7, 14 e 21 da fabricagao dos salames.

2.4.2 Determinagao da atividade de agua (Aa)

Para determinagédo da atividade de agua do salame foi utilizado o aparelho
Testo 650 (modelo 0563 6501), ocorrendo as determinagdes nos dias 0, 3, 7, 14 e

21 da fabricagao dos salames.

2.4.3 Perda de peso



57

A perda de peso foi determinada pela diferenca de peso existente entre as

pecas carneas nos dias 0, 3, 7, 14 e 21 da fabricacao dos salames.

2.4.4 Avaliacdo da Oxidacao Lipidica

As substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) resultantes da
oxidagao lipidica foram determinadas segundo método descrito por Raharjo et al.
(1992). Os valores de TBARS foram determinados nos dias 0, 3, 7, 14 e 21 da

fabricacdo dos salames.

2.4.5 Determinacao de Nitrito

A determinacdo de nitrito das amostras foi realizada conforme método
descrito por AOAC (1996), nos dias 0, 7, 14 e 21 da fabricagdo do salame.

2.4.6 Determinagéao de cor

A determinagao da cor foi realizada pelo aparelho Minolta Chroma Meter CR-
300 (MINOLTA). Os resultados foram expressos como L* (brilho), a* (indice
vermelho) e b* (indice amarelo). As determinagdes foram realizadas nos dias 0, 3, 7,

14 e 21 da fabricagédo dos salames.

2.5 Analise sensorial
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A andlise sensorial foi determinada com 21 dias de maturacdo do salame.
Foram avaliados as caracteristicas sensoriais de cor, aroma, sabor e textura através
do teste de comparagdo multipla conforme descrito por Dutcosky (1996). Para a
avaliagdo das amostras foram utilizados 20 provadores, nao treinados, mas

consumidores de salame.

2.6 Analise estatistica

Os dados referentes as analises microbiolégicas, fisico-quimicas e
sensoriais foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) ao nivel de 5% de
significancia, utilizando-se o Teste de Tukey para analises microbiolégicas e
fisico-quimicas e o Teste Dunett para analise sensorial (COSTA E NETO, 1977)

através do pacote estatistico SPSS 8.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Analises microbiolégicas

A evolucao das bactérias acido lacticas durante o periodo de fabricacdo dos
salames é mostrada na Tabela 1. Verifica-se que no inicio da fermentagcao, os
tratamentos T1 e T2 apresentaram uma contagem inicial de aproximadamente 7,0
Log UFC.mL™", a qual foi significativamente superior aos tratamentos T3 e T4.
Observa-se que esta contagem mais elevada encontra-se nos tratamentos
inoculados com cultura comercial de Lactococcus lactis ssp lactis.

Apés o 3° dia de fermentacdo até o 14° dia de andlise os tratamentos néo
diferiram estatisticamente, com uma contagem proxima a 8,0 Log UFC.mL™,

permanecendo praticamente estavel até o final da maturagdo. Apenas o tratamento
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T4 aos 21 dias, apresentou uma queda de aproximadamente um ciclo logaritmo,

diferindo estatisticamente do tratamento T2.

Tabela1. Analises microbioldgicas (Log UFC.mL™) durante o periodo de fabricacéo
dos salames formulados com diferentes culturas starters.

Bactérias . .
. * Ay . Staph. Coliformes Coliformes
Dias Trat | ::tli?::s Micrococcaceae xylosus totais** fecais™
T1 6,972 6,20° 531" 3,732 <1,00
T2 7,022 7,242 6,222 3,752 <1,00
0 T3 6,30° 6,19° 526" 3,912 <1,00
T4 6,52° 7,342 6,43° 3,77° <1,00
T 7,642 4,83° 3,02°¢ - -
T2 7,552 6,882 5,962 - -
3 T3 7,83° 6,27° 4,82° - -
T4 7,702 7,062 6,012 - -
T 7,712 5,66 ¢ 4,63° 1,36 <1,00
T2 7,782 6,11°¢ 5,09° <1,00 <1,00
7 T3 7,582 6,59° 5,68° 1,32 <1,00
T4 7,762 7,892 7,042 1,58 <1,00
T 8,052 4,64° 3,55°¢ <1,00 <1,00
T2 7,80%° 7,542 6,78° <1,00 <1,00
14 T3 7,44° 561° 4,60° 1,30 <1,00
T4 7,59° 7,502 6,42° <1,00 <1,00
T 7,66 % 4.,88° 4,09° <1,00 <1,00
T2 7,902 6,75° 6,002 <1,00 <1,00
21 T3 7,66 7,162 6,242 <1,00 <1,00
T4 6,65° 7,252 6,402 <1,00 <1,00

Médias acompanhadas pela mesma letra, na mesma coluna, no mesmo dia, ndo apresentam
diferenca significativa (p <0,05) pelo teste de Tukey. *T1: adicdo de starters comerciais
(Staphylococcus xylosus e Lactococcus lactis ssp lactis); T2: mistura de Staphylococcus xylosus
isolados de embutidos artesanais mais Lactococcus lactis ssp lactis comercial; T3: mistura de
Lactococcus lactis ssp lactis isolados de produto lacteo mais Staphylococcus xylosus comercial e T4:
Staphylococcus xylosus e Lactococcus lactis ssp lactis ambos isolados. **Analise de coliformes totais
e fecais nao foi realizada no 3° dia de fermentagao.

Estes resultados estdo de acordo com Rantsiou & Cocolin (2006), que
afirmam que apos trés dias de fermentacdo as bactérias acido lacticas alcangam
uma contagem de 7 - 8 Log UFC.mL™, permanecendo relativamente sem alteragdes,

em numero, durante todo o periodo de maturagao. Esta alta populagao de bactérias
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acida lacticas produz acido lactico, acido acético e possivelmente bacteriocinas que
vao inibir o crescimento de bactérias patogénicas, especialmente Staphylococcus
aureus (GEISEN et al. 1992; LUCKE, 2000).

Foi observado que, no inicio da fermentacdo, a contagem da familia
Micrococcaceae (Tabela 1) nos tratamentos T2 e T4, inoculados com starter de
Staphylococcus xylosus nativos, apresentaram uma contagem de 7,0 Log UFC.mL™",
significativamente maior que os tratamentos T1 e T3 (6,0 Log UFC.mL™).

No terceiro dia de fermentacéao verifica-se um decréscimo no desenvolvimento
da familia Micrococcaceae nos tratamentos T1, T2 e T4, permanecendo até o final
da maturacgdo, sendo mais destacado no tratamento T1 com valor final de 4,88 Log
UFC.mL", diferindo estatisticamente dos outros tratamentos. Provavelmente este
descréscimo na contagem de Micrococaceae deve-se ao baixamento do pH durante
0 processo de maturacao dos salames.

Estes resultados estdo de acordo com Casaburi et al. (2007), que realizaram
um trabalho semelhante com o isolamento de cepas de Staphylococcus xylosus de
salames do Sul da Italia, que foram adicionados em salames e observaram que a
contagem inicial de Micrococcaceae foi de 6 a 7 Log UFC.mL", sendo que apés 5
dias de fermentagdo houve um decréscimo para 5 Log UFC.mL", afetado pela
acidificagdo. Também Lizaso et al. (1999) e Samelis et al. (1998) consideram que a
acidificacdo é a causa principal da inibicdo do crescimento de Micrococcaceae na
maturacao de salames.

Ja no tratamento T3, observa-se que houve um aumento de um ciclo
logaritmo aos 21° dias de maturagdo. Trabalho realizado por Cocolin et al. (2001)
também demonstrou um constante crescimento da familia Micrococacceae durante a
maturagao de salames tipo Italiano.

Em relagédo a contagem de Staphylococcus xylosus (Tabela 1), verifica-se que
no inicio da fermentagéo os tratamentos T2 e T4 inoculados com Staphylococcus
xylosus nativos apresentaram uma contagem de 6,0 Log UFC.mL",
significativamente maior que os tratamentos T1 e T3 (5,0 Log UFC.mL™).

No terceiro dia de fermentacao, todos os tratamentos apresentaram uma
queda na contagem. Stahnke (1995) cita que a sobrevivéncia de Staphylococcus
xylosus é reduzida pela sensibilidade ao acido produzido pelas bactérias acido

lacticas durante a alta temperatura de fermentacao.
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Essa queda permaneceu até o 21° dia de maturacédo nos tratamentos T1, T2
e T4, com destaque para o T1 que apresentou uma diferenga significativa em
relacdo aos outros tratamentos (4,09 Log UFC.mL™). Ja no tratamento T3, observou-
se que houve um aumento de um ciclo logaritmo. FONTAN et al. (2007) obteve
contagem de Staphylococcus de 2,36 a 4,74 Log UFC.mL" em salames coletados
com 20 — 30 dias de maturagéo.

Os valores iniciais de coliformes totais (Tabela 1) foram baixos, demonstrando
uma boa qualidade higiénico-sanitaria da matéria-prima. Os coliformes totais foram
progressivamente eliminados em todos os tratamentos durante a fabricagéo. Estes
resultados ressaltam a rapida acgao inibidora das culturas starters frente aos
microrganismos indesejaveis. Também podemos observar que durante todo o
periodo de fabricacdo nao foi detectada, em nenhum tratamento, a presenca de
coliformes fecais.

Em relagdo a contagem de Staphylococcus coagulase positiva e Salmonella
realizada no inicio e no final da fabricagdo do salame, esses microrganismos nao

foram encontrados em nenhum tratamento (dados n&o apresentados).

3.2. Analises fisico-quimicas

A evolugédo do pH durante o periodo de fabricagdo dos salames € mostrada
na Figura 1. Observa-se que durante os primeiros 3 dias de fabricagdo, houve uma
diminuicdo nos valores de pH em todos tratamentos. Essa queda ocorreu
fundamentalmente devido ao acumulo de acido lactico, formado pela agdo das
bactérias acido lacticas sobre os carboidratos presentes na massa carnea, o qual ira
refletir no efeito protetor contra microrganismos indesejaveis, conversao e
estabilizagdo da cor e formacdo de compostos desejaveis de sabor e aroma.
(TERRA, 2003).

Nos tratamentos T1, T2 e T4 apdés os 3 dias de fermentacdo a queda nos
valores de pH permaneceu. No tratamento T1, o decréscimo do pH continuou até o
final da maturacdo, enquanto que apdés o décimo quarto dia de fermentagao os
tratamentos T2 e T4 apresentaram uma elevacao do pH até final da maturacdo dos

salames. Isto pode ser atribuido a producido de amoénia e outros compostos tais
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como peptidios, aminoacidos, aldeidos, aminas e &cidos graxos provindos da
atividade proteolitica (MAURIELLO et al., 2004).

O tratamento T3, nos dias 7 e 14 da fermentacdo apresentou uma elevagao
do pH, vindo posteriormente a decrescer. Resultados semelhantes foram
encontrados por Sawitzki (2000), onde o salame inoculado com Lactococcus lactis
ssp lactis apresentou no 14° e 21° dias de fabricagdo um acréscimo nos niveis de
pH e apds este periodo o salame inoculado demonstrou redugcdo do pH,
evidenciando-se ainda o efeito acidificante no salame inoculado.

Nos 4 tratamentos analisados, os valores finais de pH variaram entre 4,87 e
5,48. Estes valores estdo de acordo com Ambrosiadis et al. (2004), que destaca que

0 pH de salames tradicionais varia entre 4,67 a 6,09.

—Aa—T1
SR - W
—A—T3
- - -T14

Dias

T1: adigdo de starters comerciais (Staphylococcus xylosus e Lactococcus lactis ssp lactis); T2:
mistura de Staphylococcus xylosus isolados de embutidos artesanais mais Lactfococcus lactis ssp
lactis comercial; T3: mistura de Lactococcus lactis ssp lactis isolados de produto lacteo mais
Staphylococcus xylosus comercial e T4: Staphylococcus xylosus e Lactococcus lactis ssp lactis
ambos isolados.

Figura 1. Evolugéo do pH dos salames formulados com diferentes culturas starters.

A atividade de agua diminuiu em todos os lotes durante o processamento dos
salames (Figura 2). Esta redugédo pode ser atribuida ao decréscimo nos valores de
pH, pois a capacidade de retengdo de agua das proteinas da carne é diminuida
quando o pH se aproxima do seu ponto isoelétrico, acelerando a desidratagao e
consequentemente diminuigdo da Aa (CHASCO et al., 1996).
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O tratamento T4 apresentou atividade de agua significativamente menor que
os demais tratamentos no final do processo de fabricacdo. Os valores finais ficaram
entre 0,80 e 0,87, resultados semelhantes expressos por Cavenaghi & Oliveira
(1999), onde destacam que os salames tipo ltaliano nacionais, a Aa fica em torno de
0,816 e 0,868.

Dias

T1: adigdo de starters comerciais (Staphylococcus xylosus e Lactococcus lactis ssp lactis); T2:
mistura de Staphylococcus xylosus isolados de embutidos artesanais mais Lactococcus lactis ssp
lactis comercial; T3: mistura de Lactococcus lactis ssp lactis isolados de produto lacteo mais
Staphylococcus xylosus comercial e T4: Staphylococcus xylosus e Lactococcus lactis ssp lactis
ambos isolados.

Figura 2. Evolugdo da atividade de agua (Aa) dos salames formulados com
diferentes culturas starters.

A média da perda de peso ficou em torno de 43,26% (Figura 3), estando esse
valor um pouco acima da faixa de 30 a 40%, considerada ideal para os produtos
fermentados secos (RUST, 1994). Valores semelhantes foram encontrados por
Garcia et al (2000) no processamento de salame tipo Italiano, com uma perda de
peso da ordem de 44%. Também Reis & Soares (1998) obtiveram valores entre 38,4

a 43,7% em salames coloniais.



64

Perda de peso (%)

T1: adicdo de starters comerciais (Staphylococcus xylosus e Lactococcus lactis ssp lactis); T2:
mistura de Staphylococcus xylosus isolados de embutidos artesanais mais Lactfococcus lactis ssp
lactis comercial; T3: mistura de Lactococcus lactis ssp lactis isolados de produto lacteo mais
Staphylococcus xylosus comercial e T4: Staphylococcus xylosus e Lactococcus lactis ssp lactis
ambos isolados.

Figura 3. Evolucdo da perda de peso dos salames formulados com diferentes
culturas starters.

O teste de TBARS é o método mais usual para acompanhar a evolucido da
oxidacao lipidica em carnes e produtos carneos. As mudangas nos valores de
TBARS foram acompanhadas durante todo o periodo de fabricacdo do salame
(Figura 5).

No inicio da fabricagdo, os valores de TBARS dos tratamentos néao
apresentaram diferenga estatistica. Entretanto, no 7° dia de fermentacdo o
tratamento T1 apresentou um grande aumento no valor de TBARS diferindo
estatisticamente dos outros tratamentos até o final da fabricacdo. O tratamento T3
também teve uma elevagéo no valor de TBARS no 14° dia de fabricagdo, mantendo
essa diferencga estatistica até o final da maturacéo.

Ja os tratamentos T2 e T4, que contém cepas de Staphylococcus xylosus
isoladas, apresentaram valores de TBARS estatisticamente menores que os outros
tratamentos a partir do 14° dia. Barriéere et al. (2001) destacam que os
Staphylococcus apresentam atividade catalase importante na decomposigao do
peroxido de hidrogénio e para prevenir a oxidagéo lipidica. Como cita Hammes

(1990), os microrganismos isolados de produtos tradicionais sdo mais promissores
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para uso como culturas starters, pois se adaptam melhor ao ambiente da carne e

sdo capazes de dominar a microflora dos produtos.

o1
oT2
aT3
w T4

————————————

mg malonaldeido/Kg de amostra

0 3 7 14 21

Dias

T1: adicdo de starters comerciais (Staphylococcus xylosus e Lactococcus lactis ssp lactis); T2:
mistura de Staphylococcus xylosus isolados de embutidos artesanais mais Lactococcus lactis ssp
lactis comercial; T3: mistura de Lactococcus lactis ssp lactis isolados de produto lacteo mais
Staphylococcus xylosus comercial e T4: Staphylococcus xylosus e Lactococcus lactis ssp lactis
ambos isolados.

Figura 4. Valores médios de TBARS dos salames formulados com diferentes
culturas starters

Os valores de nitrito estdo expostos na Figura 4. Pode-se observar que os
valores iniciais de nitrito estavam entre 99,34 e 133,65 ppm, sendo que no 7° dia de
fermentagdo houve uma grande redugdo em seus valores. No 21° dia de fabricagéo
observa-se que nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos, ficando em em
torno de 3,28 e 6,09 ppm.

Estes valores estdo de acordo com a Portaria n° 1004 de 11/12/98 do
Ministério da Saude, que permite nivel maximo residual de nitrito de 0,015g/100g, ou
seja, 150 ppm (BRASIL,1998).

Campbell-Platt & Cook (1995) destacam que menos de 50 mg/Kg de nitrito
sdo suficientes para a obtencdo da cor caracteristica de cura para embutidos
fermentados. Essa quantidade deve ser atingida antes da queda de pH, provocada
pelo crescimento de bactérias lacticas, uma vez que a enzima nitrato redutase

bacteriana tem atividade insignificante em valores de pH menores que 5,4.
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Dias

T1: adigdo de starters comerciais (Staphylococcus xylosus e Lactococcus lactis ssp lactis); T2:
mistura de Staphylococcus xylosus isolados de embutidos artesanais mais Lacfococcus lactis ssp
lactis comercial; T3: mistura de Lactococcus lactis ssp lactis isolados de produto lacteo mais
Staphylococcus xylosus comercial e T4: Staphylococcus xylosus e Lactococcus lactis ssp lactis
ambos isolados.

Figura 5. Valores médios do teor de nitrito dos salames formulados com diferentes
culturas starters.

Os valores da determinagdo da cor dos salames durante a fabricagao
encontram-se na Tabela 2. Os valores de L* (brilho) diminuiram em todos os
tratamentos ao longo dos 21 dias de fabricagcdo. No inicio da fermentagao, o
tratamento T1 apresentou uma diferenga significativa em relagéo aos tratamentos T2
e T4. No final da maturagao os tratamentos nao apresentaram diferenga significativa.
De acordo com Bozkurt & Bayram (2006) este decréscimo representa a formagéo da
cor escura em decorréncia de reacbes de escurecimento. Semelhantemente,
Kayaardi & Gok (2003) verificaram que os valores de L* de salames geralmente
decrescem durante o periodo de maturagéo. Casaburi et al. (2007) analisaram a cor
de salames elaborados com cepas de Staphylococcus xylosus artesanais do sul da
Itélia e os valores de L* também decresceram durante 38 dias de analise.

Os valores de a* (indice de vermelho) aumentaram durante todo o periodo de
fabricacdo. No inicio da fermentagéo, o tratamento T3 apresentou o maior valor
(17,42) diferindo estatisticamente dos outros tratamentos. No final da maturacdo o
tratamento T2 e T3 nao apresentaram diferenga estatistica do tratamento T1, que
apresentou o maior valor (22,30) e nem do T4 que apresentou o menor valor (18,48).

Durante os primeiros dias de fermentagdo, o 6xido nitrico ja presente na carne
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combina-se com a mioglobina produzindo a nitrosomioglobina (LUCKE, 1994). Como
este pigmento tem coloracédo vermelha, os valores de a* aumentam durante a

elaboracao do salame.

Tabela 2. Valores médios da determinacdo de cor dos salames formulados com
diferentes culturas starters expressos como L* (brilho), a* (indice vermelho) e b*
(indice amarelo)

Dias Tratamentos* L* a* b*

T1 (controle) 59,022 12,40° 10,29°

T2 52,76 ° 13,00° 9,70°

0 T3 55,40 17,422 11,582
T4 52,26° 13,82° 9,74°

T1 (controle) 56,172 18,79° 9,52°

T2 50,41° 17,52° 8,98°

3 T3 53,04 2° 21,222 11,022
T4 50,23 ° 17,07° 9,19°

T1 (controle) 51,042 19,75 9,13°

T2 49,34 18,39 ° 8,79°

7 T3 48,93 21,762 10,052
T4 47,11° 17,40° 7,88°

T1 (controle) 49,902 21,852 9,06 %

T2 44,12° 19,80° 7,87°°

14 T3 46,71 21,7432 9,90°
T4 46,81 17,83°¢ 7,63°

T1 (controle) 44,022 22.30° 7,89°

T2 41,512 19,88 2° 7,562

21 T3 44,902 21,782 8,652
T4 42,8672 18,48° 7,562

Médias acompanhadas pela mesma letra, na mesma coluna, no mesmo dia, ndo apresentam
diferenca significativa (p <0,05) pelo teste de Tukey. *T1: adicdo de starters comerciais
(Staphylococcus xylosus e Lactococcus lactis ssp lactis); T2: mistura de Staphylococcus xylosus
isolados de embutidos artesanais mais Lactococcus lactis ssp lactis comercial; T3: mistura de
Lactococcus lactis ssp lactis isolados de produto lacteo mais Staphylococcus xylosus comercial e T4:
Staphylococcus xylosus e Lactococcus lactis ssp lactis ambos isolados.

Os valores de b* (indice de amarelo) diminuiram em todos os tratamentos
durante a fabricacdo, sendo que no inicio da fermentagdo foi observada uma
diferenga significativa do tratamento T3 em relagao aos outros tratamentos. No final

do periodo da maturagao, os tratamentos nao diferiram estatisticamente. Estes
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resultados concordam com os dados obtidos por Perez-Alvarez et al. (1999), que
observaram a diminuicido dos valores de b* de salames durante a fermentacao e
maturacdo, atribuindo este decréscimo ao consumo de oxigénio pelos
microrganismos, e a consequente diminuigdo da oximioglobina, a qual contribui para

a coloracdo amarela.

3.3 Analise sensorial

Os valores médios para os quesitos de cor, odor, sabor e textura encontram-
se na Tabela 3. Em relagdo a cor apenas o tratamento T4 diferiu estatisticamente do
tratamento T1 (controle) representado na escala como regularmente melhor que o
padrao. Nos atributos odor e sabor, o tratamento T4 também diferiu estatisticamente
do tratamento T1, enquanto que o tratamento T3 nao diferiu dos outros tratamentos.
Em relagao a textura nao foi observada diferenca estatistica entre os tratamentos.
De modo geral, o tratamento T4 elaborado com culturas starters nativas apresentou
melhores resultados que os salames elaborados com culturas starters comerciais em

todos os quesitos analisados.

Tabela 3. Valores médios de notas para cor, odor, sabor e textura dos salames

Cor Odor Sabor Textura
T1 (controle) 4,0° 4,0° 41° 40°
T2 36° 4,3° 4.4° 4,32
T3 43" 4,5% 4,8% 4,72
T4 5,22 522 552 50°

Médias acompanhadas pela mesma letra, na mesma coluna, ndo apresentam diferenga significativa
(p £0,05) pelo teste de Dunnett. *T1: adigdo de starters comerciais (Staphylococcus xylosus e
Lactococcus lactis ssp lactis); T2: mistura de Staphylococcus xylosus isolados de embutidos
artesanais mais Lactococcus lactis ssp lactis comercial; T3: mistura de Lactococcus lactis ssp lactis
isolados de produto lacteo mais Staphylococcus xylosus comercial e T4: Staphylococcus xylosus e
Lactococcus lactis ssp lactis ambos isolados.

4. CONCLUSAO



69

Em relagédo as analises microbioldgicas realizadas nos salames, a contagem
da familia Micrococcaceae e Staphylococcus xylosus o tratamento T1 (controle)
apresentou valores menores que os outros tratamentos. Ja a contagem de bactérias
acido lacticas, coliformes totais e fecais os tratamentos ndo apresentaram diferenca
estatistica do controle.

Os salames elaborados com diferentes culturas starters, apresentaram uma
queda de pH significativa e também uma redugao na atividade de agua, garantindo
uma seguranga microbioldgica aos produtos.

Em relagcdo a oxidacdo lipidica, os tratamentos que continham cepas de
Staphylococcus xylosus isolados de salames artesanais apresentaram valores
menores que 0s outros tratamentos.

Ja anadlises de perda de peso, nitrito e os valores de cor L* e b* nao
apresentaram diferenca estatistica entre os tratamentos, apenas o valor de a* o
tratamento T1 (controle) apresentou valor maior diferindo estatisticamente do
tratamento T4.

Os salames elaborados com Staphylococcus xylosus e Lactococcus lactis ssp
lactis ambos isolados apresentaram melhores resultados sensoriais quando
comparados com salames elaborados com culturas starters comerciais.

Portanto, a adicdo de culturas starters nativas pode ser utilizada na

elaboragao de salames, proporcionando produtos seguros e com flavor diferenciado.
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4 DISCUSSAO

Neste trabalho, foi realizado o isolamento de cepas de Staphyloccocus
xylosus de salames coloniais da regido central do estado do RS. Foram
selecionadas 15 cepas a partir de salames coloniais, e estas foram caracterizadas
conforme esquema proposto por Holt et al. (1994). Através da morfologia, todas as
cepas apresentaram forma de cocos Gram positivos, coagulase negativa e catalase
positiva.

Coppola et al. (1997), selecionaram 80 cepas de Staphylococcus de salames
do sul da Italia, onde 99% destes foram coagulase negativa. Entre os
Staphylococcus coagulase negativa isolados, 60 cepas foram identificadas como
Staphylococcus xylosus.

Todas as cepas selecionadas apresentaram crescimento a temperatura de
15°C e 45°C em caldo BHI (Brain Heart Infusion) e desenvolvimento em
concentracdes de 10% e 15% de NaCl.

Papamanoli et al. (2002), caracterizando Micrococcaceae isolados de
salames, testaram o crescimento desses microrganismos na concentragao de sal de
10% e 15% em P-agar e verificaram que a maioria das cepas de Staphylococcus
xylosus e 50% de Staphylococcus carnosus se desenvolveram em alta concentragéo
de sal.

Dados do trabalho de Coppola et al. (1997) testando a capacidade de 58
Micrococcus e 73 Staphylococcus de crescer com 10% ou 15% de NaCl,
demonstrou que 100% das cepas foram capazes de crescer a 10% de NaCl e 70%
de Micrococcus e 92% de Staphylococcus cresceram a 15% de NacCl.

Em um estudo realizado por Essid et al. (2007), testando a habilidade de o
Staphylococcus xylosus crescer a temperatura de 10, 15 e 20°C em caldo TSB e
também suplementado com 10%, 15% e 20% de NaCl, concluiram que todas as
cepas cresceram a 10 e 20°C, temperatura usualmente utilizada na fermentagéao da
carne e na presenca de 10% e 15% e 20% de sal.

A interacao entre sal e temperatura foi negativa para cepas de S. xylosus, S.
lentus e uma cepa de S. equorum, em um estudo realizado por Sondergaard &

Stahnke (2002), onde concentragdes elevadas de sal tiveram um impacto negativo
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maior em altas temperaturas do que em temperaturas mais baixas. Essa interacao
também é mostrada por Sorensen & Jakobsen (1996) onde, aumentando a
concentragcédo de sal, decresce o crescimento dos microrganismos, principalmente
em alta temperatura e alto pH. Estes autores concluem que as condicbes em que
sdo fermentados os salames, em geral, ndao favorecem o crescimento do
Staphylococcus xylosus.

Neste trabalho, as cepas, apds caracterizagcdo morfolégica, foram
posteriormente identificadas pelo kit Api Staph (Biomerieux, France).

Este sistema de identificacdo considerado um método rapido e pratico,
comporta 20 testes bioquimicos, que apds a incubacado de 18-24 horas a 35-37°C,
as reagdes sao interpretadas e os microrganismos identificados, usando um
catalogo analitico ou um programa de identificacdo (CUNHA et al., 2004).

Um esquema proposto por Kloos and Schleifer (1975) e modificado por
Bannerman em 2003 é um método de referéncia usado para identificacdo de
Staphylococcus. Entretanto, este método exige um grande numero de testes
bioquimicos e necessitam um maior periodo de incubagéo (24 a 72 horas), tornando-
se de pouca aplicabilidade na rotina dos laboratérios de microbiologia (SILVA et al.,
2006).

Cunha et al. (2004) realizaram um estudo para comparar quatro métodos de
identificagdo: o método de referéncia Kloos and Schleifer modificado por
Bannerman, o sistema APl STAPH (Biomérieux) e dois métodos modificados do
método de referéncia (método simplificado e método disco), na identificacdo de 100
cepas. Staphylococcus xylosus foi corretamente identificado pelos quatro métodos.
O kit APl STAPH, mesmo nao sendo efetivo para algumas cepas como S.
haemolyticus, S. hominis, S. epidermidis, para Staphylococcus xylosus apresentou
100% de sensibilidade e especificidade.

Decorrido o tempo exigido de incubacgao pelo kit Api Staph de 24h (35°C -
37°C) efetuou-se a leitura e interpretacdo dos resultados. Staphylococcus
saprophyticus foi a espécie mais predominante isolada (80%), seguido pelo
Staphylococcus xylosus (13,33%) e Staphylococcus cohnii ssp urealyticus (6,67%).

Resultados semelhantes foram obtidos por Drosinos et al. (2005), onde
Staphylococcus saprophyticus foi a espécie dominante (31,1%), seguido por
Staphylococcus xylosus (19,2%) e Staphylococcus simulans (11,4%). Samelis et al.

(1998) também encontraram em 4 amostras salames tradicionais Gregos a
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predominancia de Staphylococcus saprophyticus, seguido por Staphylococcus
xylosus. Resultados similares foram reportados por Papamanoli et al. (2002), onde a
maioria das cepas foram identificadas como Staphylococcus saprophyticus (22%),
Staphylococcus carnosus (20%) e Staphylococcus xylosus (10%).

De acordo com Drosinos et al. (2005), as cepas de Staphylococcus
saprophyticus sao oriundas da pele de suinos ou devido a manipulagdo durante a
elaboracdo do salame, ja que esta espécie € prevalentemente encontrada na pele
humana e ocasionalmente na pele de animais domésticos.

Samelis et al. (1998) reportaram que o Staphylococcus saprophyticus deveria
ser uma espécie avaliada com potencial para uso como cultura starter, mas
conforme Hammes & Hertel (1998) esta espécie é reconhecida como um patégeno
oportunista e que necessita cuidado. Em um trabalho realizado por Mauriello et al.
(2004), apenas 2 cepas da espécie apresentam atividade nitrato redutase, a qual
seria o primeiro critério para selegao de cepas como culturas starters em salames.
Entretanto, apresentam altos valores de atividade superdxido dismutase e atividade
catalase e que podem prevenir a oxidacao lipidica durante a maturacao do salame.

Embora Staphylococcus saprophyticus seja frequentemente isolado de
salames do sul da Europa, ndo representa a principal espécie isolada de salames
fermentados como o Staphylococcus xylosus (MAURIELLO et al., 2004).

Como cita Essid et al. (2007), Staphylococcus xylosus é a espécie mais
predominante isolada de salames lItalianos e em Chorizo espanhol. Também Fontan
et al. (2007), em um trabalho realizado com salames de suinos tradicionais da
Espanha “Androlla”, a espécie mais isolada entre Staphylococcus foi o
Staphylococcus xylosus.

As cepas de Staphylococcus xylosus selecionadas produzem acido de D-
glucose, D-frutose, D-manose, maltose, lactose, D-trehalose, D-manitol, xilitol, xilose,
sacarose, N-acetil-glucosamina, mas nao produzem acido de D-melibiose, rafinose,
a -metil-D-glucosideo, reduz nitratos e nitritos. Produzem acetoina, apresenta
fosfatase alcalina e urease, mas nao hidrolisa a arginina. Estas caracteristicas da
espécie Staphylococcus xylosus estao de acordo com HOLT et al. (1994).

Drosinos et al. (2005), isolaram cepas de Staphylococcus xylosus, que
apresentaram caracteristicas tipicas da espécie, tais como reducdo de nitrato e
producdo de acido a partir de xilose € manose, mas nao de rafinose. A maioria das

cepas também produziu acetoina e sobreviveu até o fim do processo, visto que as
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cepas foram isoladas durante a fase final maturagcdo e também mostraram atividade
urease.

A reducao de nitrato, usualmente é o primeiro critério de sele¢ao para uso
como cultura starter, devido a contribuicdo na formagdo da cor (GARCIA-VARONA
et al., 2000).

A atividade nitrato redutase participa no desenvolvimento e estabilidade da
cor vermelha em produtos carneos, pela formagao da mioglobina nitrosa, além disso
produz nitrito que pode limitar a oxidagao lipidica (TALON et al., 1999).

A producdo de catalase, nitrato redutase e a redugdo do oxigénio na
superficie do produto, contribuem para a liberagdao das enzimas proteases e lipases,
que auxiliam no desenvolvimento do flavor. Varias substancias aromaticas e acidos
organicos sao realgados devido a formagao de componentes de baixo peso
molecular incluindo peptideos, aminoacidos, aldeidos, aminas e acidos graxos livres
(SIMONOVA et al., 2006).

Papamanoli et al. (2002) isolando Micrococcaceae de salames fermentados,
destacaram que 60% das cepas de Staphylococcus xylosus produziram acetoina,
contribuindo positivamente para produgcédo de aroma em salames, 50% das cepas
apresentaram atividade fosfatase alcalina e 20% N-acetil-3-glucosaminidase.
Também todas as cepas de Staphylococcus xylosus apresentaram atividade contra
Listeria monocytogenes.

Samelis et al. (1998), selecionaram cepas de Staphylococcus xylosus que
produzia acido a partir de xilose, arabinose e manose e néo produzia de rafinose,
tinham um pigmento amarelo palido. Entretanto alguns Staphylococcus xylosus
atipicos que ndo usavam xilose, mas eram capazes de catabolizar arabinose.

Neste experimento, também foi verificada através da contagem de células
viaveis e densidade O6ptica, a capacidade de produzir uma cultura starter de
Lactococcus lactis ssp lactis utilizando um meio de cultura produzido de plasma
suino e avaliar sua eficiéncia em relagédo ao meio de cultura tradicional (MRS).

Durante a fermentagdo em meio de cultura a base de plasma suino a
concentracao inicial de células viaveis de Lactococcus lactis ssp lactis foi de 5,52
Log UFC.mL™ e alcangou seu crescimento maximo no tempo de 27 horas com 8,58
Log UFC.mL", vindo posteriormente a decrescer. A densidade dptica apresentou

comportamento semelhante, com pico maximo de 0,88.
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O final do processo de fermentacao foi concluido com 33 horas, quando o pH
tornou-se constante em torno de 6.4, n&o necessitando mais a adicao de NaOH 8%.

De acordo com Del Hoyo et al. (2007), a solubilidade minima obtido do
plasma é em torno de pH 6,4. Tsumura et al. (2005) acrescentam que neste pH a
rede de proteinas sao bastante fracas, de modo que sua solubilidade diminui.

Campagnol (2007) desenvolveu um trabalho utilizando plasma suino para
fermentacdo de Lactobacillus plantarum, onde a cepa alcangou seu crescimento
maximo no tempo de 30 horas com 9,82 Log UFC.mL™" e densidade 6ptica de 0,83,
vindo posteriormente a decrescer.

Pode-se observar que a fermentagdo em caldo MRS, a concentragao inicial
era de 6,75 Log UFC.mL™" e ao final de 6 horas atingiu seu pico maximo de 8,70 Log
UFC.mL" e densidade 6tica de 0,81.

Sawitzki (2000) realizou trabalho semelhante multiplicando Lactoccocus lactis
ssp lactis em caldo MRS, onde observou que com 6h de fermentagado a cepa obteve
uma leitura espectrofotométrica em 0,216 e o pico na contagem de colbénias de 8,76
Log UFC.mL". O pH 4,76 constatado no meio de fermentacao sinalizou a fase final
do processo de fermentacao.

O desenvolvimento da cepa demonstrou como produto de seu metabolismo a
formacéao de acido, constatado pela redugcdo do pH do meio de fermentacéo de 6,40
para 5,02, quando atingiu a contagem de colénias de 8,70 Log UFC.mL" em um
periodo de 6 horas e o pH de 4,81 em 9 horas.

De acordo com Mundt (1986), espécies de Lactoccocus lactis tém pH final de
4,0 a 4,5 em caldo de glucose. Portanto, baseado nestes dados e valores constantes
expressos nas ultimas 3 horas de leitura, ao final de 9 horas de fermentacéo,
obteve-se a fase final do processo.

Pode-se observar que os valores alcangados pela fermentagcdo em meio de
plasma suino e a multiplicagdo em caldo MRS, os valores finais foram semelhantes.

Em relagdo ao custo médio aproximado, para preparar 1,5L de caldo MRS
custa em média R$ 129.03. Por outro lado, para a preparagdo de 1,5L de plasma
suino tem-se um gasto de R$ 9.00 aproximadamente. Logo, nessas condigdes, a
utilizagao do plasma suino apresenta vantagens sobre o caldo MRS.

Hyun & Shin (1998) desenvolveram um trabalho de comparagdo da
fermentacdo com caldo MRS e um hidrolizado enzimatico de plasma bovino, em

cepas de Lactobacillus sp. Observaram que o meio de cultura produzido apresentou
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crescimento de bactérias acido lacticas significativamente alto, com crescimento
maximo de 9,71 Log UFC. mL™ e no caldo MRS de 9,85 Log UFC. mL™". Também
destacaram que o custo do caldo MRS comparado com o plasma bovino é mais
elevado devido as fontes de nitrogénio complexas que possui.

Um trabalho realizado por Marquez et al. (2005), ndo encontraram diferenca
significativa entre a quantidade de proteinas do plasma bovino (7,21%) e do plasma
suino (6,65%), mas encontraram uma diferenga no valor de proteina do plasma de
aves (3,46%). Davila et al. (2007) acrescentaramm que 0 sangue suino é um
importante sub-produto da industria carnea, ressaltando a composicao das proteinas
do plasma, a qual possui 50-60% de albumina, 40-50% de globulina e 1 - 3% de
fibrinogénio.

Barboza et al. (1997), também realizaram um trabalho onde utilizaram plasma
bovino na elaboracdo de um meio de cultura alternativo ao caldo MRS. Verificaram
que o crescimento das bactérias acido lacticas no meio de cultura produzido foi
similar ao crescimento no caldo MRS, além de apresentar um custo extremamente
inferior ao meio comercial.

Neste trabalho, também foi realizado a adigdo de culturas starters indigenas
na elaboragao de salame tipo Italiano e analisado seu desempenho frente a culturas
comerciais. As culturas utilizadas foram Staphylococcus xylosus anteriormente
isolado de salames coloniais e fermentada em agar Baird Parker e Lactococcus
lactis ssp lactis previamente isolado de um produto lacteo e fermentado em meio de
cultura de plasma suino. Elaboraram-se quatro partidas de salame, considerando os
seguintes tratamentos: T1 - adicdo de starters comerciais (Staphylococcus xylosus e
Lactococcus lactis ssp lactis); T2 - mistura de Staphylococcus xylosus isolado de
embutidos artesanais mais Lactococcus lactis ssp lactis comercial; T3 - mistura de
Lactococcus lactis ssp lactis isolado de produto lacteo mais Staphylococcus xylosus
comercial e T4 - Staphylococcus xylosus e Lactococcus lactis ssp lactis ambos
isolados. Foi avaliado as caracteristicas microbioldgicas, fisico-quimicas e sensoriais
dos salames.

Em relacdo as bactérias acido lacticas, verificou-se que no inicio da
fermentagdo os tratamentos T1 e T2 apresentaram uma contagem inicial de
aproximadamente 7,0 Log UFC.mL", a qual foi significativamente superior aos
tratamentos T3 e T4. Observa-se que esta contagem mais elevada encontra-se nos

tratamentos inoculados com cultura comercial de Lactococcus lactis ssp lactis.
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Apods o 3° dia de fermentacédo até o 14° dia de analise, os tratamentos n&o
diferiram estatisticamente, com uma contagem préxima a 8,0 Log UFC.mL”,
permanecendo praticamente estavel até o final da maturagéo, apenas o tratamento
T4 que aos 21 dias apresentou uma queda de aproximadamente um ciclo logaritmo,
diferindo estatisticamente do tratamento T2.

Estes resultados estdo de acordo com Rantsiou & Cocolin (2006), que
afirmam que apos trés dias de fermentacdo as bactérias acido lacticas alcangam
uma contagem de 7 - 8 Log UFC.mL™, permanecendo relativamente sem alteragdes,
em numero, durante todo o periodo de maturacéo. Esta alta populacédo de bactérias
acida lacticas produz acido lactico, acido acético e possivelmente bacteriocinas que
vao inibir o crescimento de bactérias patogénicas, especialmente Staphylococcus
aureus (GEISEN et al., 1992; LUCKE, 2000).

Foi observado que no inicio da fermentacdo, a contagem da familia
Micrococcaceae nos tratamentos T2 e T4 inoculados com starter de Staphylococcus
xylosus nativos, o qual pertence a esta familia, apresentaram uma contagem de 7,0
Log UFC.mL™", significativamente maior que os tratamentos T1 e T3 (6,0 Log
UFC.mL™).

No terceiro dia de fermentacéao verifica-se um decréscimo no desenvolvimento
da familia Micrococcaceae nos tratamentos T1, T2 e T4, permanecendo até o final
da maturacéo, sendo mais destacado no tratamento T1 com valor final de 4,88 Log
UFC.mL™", diferindo estatisticamente dos outros tratamentos. Provavelmente este
descréscimo na contagem de Micrococaceae deve-se ao baixamento do pH durante
0 processo de maturacao dos salames.

Estes resultados estdo de acordo com Casaburi et al. (2007), que realizaram
um trabalho semelhante com o isolamento de cepas de Staphylococcus xylosus de
salames do Sul da Itdlia e adicdo em salame e observaram que a contagem inicial
de Micrococcaceae foi de 6 a 7 Log UFC.mL", sendo que apds 5 dias de
fermentagdo houve um decréscimo para 5 Log UFC.mL™", afetado pela acidificacéo.
Também Lizaso et al. (1999) e Samelis et al. (1998), consideraram que a
acidificacdo é a causa principal da inibicdo do crescimento de Micrococcaceae na
maturagido de salames.

Ja no tratamento T3, observa-se que houve um aumento de um ciclo

logaritmo aos 21° dias de maturagdo. Trabalho realizado por Cocolin et al. (2001)



81

também demonstrou um constante crescimento da familia Micrococacceae durante a
maturagao de salames tipo Italiano.

Em relagdo a contagem de Staphylococcus xylosus, verifica-se que no inicio
da fermentagdo os tratamentos T2 e T4 inoculados com Staphylococcus xylosus
nativos apresentaram uma contagem de 6,0 Log UFC.mL™, significativamente maior
que os tratamentos T1 e T3 (5,0 Log UFC.mL™).

No terceiro dia de fermentagdo, todos os tratamentos apresentaram uma
queda de valores. Stahnke (1995) cita que a sobrevivéncia de Staphylococcus
xylosus é reduzida pela sensibilidade ao acido produzido pelas bactérias acido
lacticas durante a alta temperatura de fermentagao.

Essa queda permaneceu até o 21° dia de maturagéo nos tratamentos T1, T2
e T4, com destaque para o T1 que apresentou uma diferenga significativa em
relagdo aos outros tratamentos (4,09 Log UFC.mL™). Ja no tratamento T3 observa-
se que houve um aumento de um ciclo logaritmo. Fontan et al. (2007) obteve
contagem de Staphylococcus de 2,36 a 4,74 Log UFC.mL™" em salames coletados e
analisados com 20 — 30 dias de maturacgao.

Os valores iniciais de coliformes totais foram baixos, demonstrando uma boa
qualidade higiénico-sanitaria da matéria-prima. Os coliformes totais foram
progressivamente eliminados em todos os tratamentos durante a fabricagéo. Estes
resultados ressaltam a rapida acao inibidora das culturas starters frente aos
microrganismos indesejaveis. Também podemos observar que durante todo o
periodo de fabricacdo nao foi detectada em nenhum tratamento a presenca de
coliformes fecais. Em relagdo a contagem de Staphylococcus coagulase positiva e
Salmonella, realizada no inicio e no final da fabricagdo do salame, esses
microrganismos ndo foram encontrados em nenhum tratamento.

Em relagado ao pH observa-se que durante os primeiros 3 dias de fabricagéo,
houve uma diminuicdo nos valores de pH em todos tratamentos. Essa queda
ocorreu fundamentalmente devido ao acumulo de acido lactico, formado pela agao
das bactérias acido lacticas sobre os carboidratos presentes na massa carnea, o
qual ira refletir no efeito protetor contra microrganismos indesejaveis, converséo e
estabilizagdo da cor e formacdo de compostos desejaveis de sabor e aroma
(TERRA, 2003).

Nos tratamentos T1, T2 e T4 apds os 3 dias de fermentacdo a queda nos

valores de pH permaneceu. No tratamento T1 o decréscimo do pH continuou até o
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final da maturacdo. Enquanto que apds o décimo quarto dia de fermentacdo, os
tratamentos T2 e T4 apresentaram uma elevacao do pH até final da maturacao dos
salames. Isto pode ser atribuido a producdo de amoénia e outros compostos tais
como peptidios, aminoacidos, aldeidos, aminas e &cidos graxos provindos da
atividade proteolitica (MAURIELLO et al., 2004).

O tratamento T3 nos dias 7 e 14 dias de fermentacdo apresentou uma
elevacao do pH, vindo posteriormente a decrescer. Resultados semelhantes foram
encontrados por Sawitzki (2000), onde o salame inoculado com Lactococcus lactis
ssp lactis apresentou no 14° e 21° dias de fabricagdo um acréscimo nos niveis de
pH e apds este periodo o salame inoculado demonstrou redugcdo do pH,
evidenciando-se ainda o efeito acidificante.

Nos 4 tratamentos analisados, os valores finais de pH variaram entre 4,87 e
5,48. Estes valores estdo de acordo com Ambrosiadis et al. (2004), que destaca que
o0 pH de salames tradicionais varia entre 4,67 a 6,09.

A atividade de agua (Aa) diminuiu em todos os tratamentos durante o
processamento. Esta redugao pode ser atribuida ao decréscimo nos valores de pH,
pois a capacidade de retengdo de agua das proteinas da carne € diminuida quando
o pH se aproxima do seu ponto isoelétrico, acelerando a desidratacdo e
consequentemente a diminuicdo da Aa (CHASCO et al., 1996).

O tratamento T4 apresentou atividade de agua significativamente menor que
os demais tratamentos no final do processo de fabricacdo. Os valores finais ficaram
entre 0,80 e 0,87, resultados semelhantes expressos por Cavenaghi & Oliveira
(1999), onde destacam que os salames tipo Italiano nacionais, a Aa fica em torno de
0,816 e 0,868.

A média da perda de peso ficou em torno de 43,26%. Estando esse valor um
pouco acima da faixa de 30 a 40%, considerada ideal para os produtos fermentados
secos (RUST, 1994). Valores semelhantes foram encontrados por Garcia et al.
(2000), no processamento de salame tipo Italiano, com uma perda de peso da
ordem de 44%. Também Reis & Soares (1998) obtiveram valores entre 38,4 a 43,7%
em salames coloniais.

O teste de TBARS é o método mais usual para acompanhar a evolugao da
oxidacdo lipidica em carnes e produtos carneos. As mudangas nos valores de

TBARS foram acompanhadas durante todo o periodo de fabricagcao do salame.
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No inicio da fabricagdo, os valores de TBARS dos tratamentos né&o
apresentaram diferenca estatistica. Entretanto no 7° dia de fermentacdo o
tratamento T1 apresentou um grande aumento no valor de TBARS, diferindo
estatisticamente dos outros tratamentos até o final da fabricacdo. O tratamento T3,
no 14° dia de fabricagao, também teve uma elevagao no valor de TBARS, mantendo
essa diferenca estatistica até o final da maturagéo dos salames.

Ja os tratamentos T2 e T4, que contém cepas de Staphylococcus xylosus
isoladas, apresentaram valores de TBARS estatisticamente menores que os outros
tratamentos a partir do 14° dia. Barriére et al. (2001) destaca que os Staphylococcus
apresentam atividade catalase importante na decomposicdo do peréxido de
hidrogénio e para prevenir a oxidacao lipidica. Como cita Hammes (1990), os
microrganismos isolados de produtos tradicionais s&0 mais promissores para uso
como culturas starters, pois se adaptam melhor ao ambiente da carne e sdo capazes
de dominar a microflora dos produtos.

Em relacdo ao nitrito, observa-se que os valores iniciais estavam entre 99,34
e 133,65 ppm, sendo que no 7° dia de fermentacdo houve uma grande redugéo em
seus valores. No 21° dia de fabricacdo observa-se que nao houve diferenca
estatistica entre os tratamentos, ficando em torno de 3,28 e 6,09 ppm.

Estes valores estdo de acordo com a Portaria n° 1004 de 11/12/98 do
Ministério da Saude, que permite nivel maximo residual de nitrito de 0,015g/100g, ou
seja, 150 ppm (BRASIL,1998).

Campbell-Platt & Cook (1995), destacam que menos de 50 mg/Kg de nitrito
sao suficientes para a obtencdo da cor caracteristica de cura para embutidos
fermentados. Essa quantidade deve ser atingida antes da queda de pH, provocada
pelo crescimento de bactérias lacticas, uma vez que a enzima nitrato redutase
bacteriana tem atividade insignificante em valores de pH menores que 5,4.

Na determinacdo da cor dos salames foi verificado que os valores de L*
(brilho) diminuiram em todos os tratamentos ao longo dos 21 dias de fabricagdo. No
inicio da fermentagcéo o tratamento T1 apresentou uma diferenga significativa em
relacdo aos tratamentos T2 e T4. No final da maturacdo os tratamentos néo
apresentaram diferenga significativa. De acordo com Bozkurt & Bayram (2006) este
decréscimo representa a formacédo da cor escura em decorréncia de reacdes de
escurecimento. Semelhantemente, Kayaardi & GOk (2003) verificaram que os

valores de L* de salames geralmente decrescem durante o periodo de maturagéo.
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Casaburi et al. (2007) analisaram a cor de salames elaborados com cepas de
Staphylococcus xylosus artesanais do sul da Itadlia e os valores de L* também
decresceram durante 38 dias de analise.

Os valores de a* (indice vermelho) aumentaram durante todo o periodo de
fabricacdo No inicio da fermentacdo o tratamento T3 apresentou o maior valor
(17,42), diferindo estatisticamente dos outros tratamentos. No final da maturacéo o
tratamento T2 e T3 ndo apresentaram diferenga estatistica do tratamento T1, que
apresentou o maior valor (22,30) e nem do T4, que apresentou o menor valor
(18,48). Durante os primeiros dias de fermentagédo, o 6xido nitrico ja presente na
carne combina-se com a mioglobina produzindo a nitrosomioglobina (LUCKE, 1994).
Como este pigmento tem coloragéo vermelha, os valores de a* aumentam durante a
elaboracéo do salame.

Os valores de b* (indice amarelo) diminuiram em todos os tratamentos
durante a fabricacdo, sendo que no inicio da fermentagdo foi observada uma
diferenga significativa do tratamento T3 em relagdo aos outros tratamentos. No final
do periodo da maturacido, os tratamentos nao diferiram estatisticamente. Estes
resultados concordam com os dados obtidos por Perez-Alvarez et al. (1999), que
observaram a diminuicido dos valores de b* de salames durante a fermentacado e
maturagdo, atribuindo este decréscimo ao consumo de oxigénio pelos
microrganismos e a consequente diminui¢do da oximioglobina, a qual contribui para
a coloracao amarela.

Na analise sensorial foi observado que em relagao a cor apenas o tratamento
T4 diferiu estatisticamente do tratamento T1 (controle), representado na escala
como regularmente melhor que o padrdo. Quanto aos atributos odor e sabor, o
tratamento T4 também diferiu estatisticamente do tratamento T1, enquanto que o
tratamento T3, ndo diferiu dos outros tratamentos. Em relagdo a textura, nao foi
observada diferenga estatistica entre os tratamentos. De modo geral, o tratamento
T4 elaborado com culturas starters nativas apresentou melhores resultados que os
salames elaborados com culturas sfarters comerciais em todos os quesitos

analisados.
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5 CONCLUSAO

Considerando o presente estudo concluiu-se que das 15 cepas isoladas da
microbiota natural de salames coloniais da regido central do RS, 2 cepas foram
identificadas como Staphylococcus xylosus.

O meio de cultura de plasma suino foi eficiente na multiplicacdo de
Lactococcus lactis ssp lactis e apresentou um desempenho semelhante a
fermentacdo do meio de cultura comercial (MRS). Desta forma torna-se uma
alternativa para a multiplicacédo de bactérias acido lacticas, além de contribuir para
diminuir problemas ambientais.

Em relagdo as analises microbioldgicas realizadas nos salames, a contagem
da familia Micrococcaceae e Staphylococcus xylosus o tratamento T1 (controle)
apresentou valores menores que os outros tratamentos. Ja a contagem de bactérias
acido lacticas, coliformes totais e fecais os tratamentos ndo apresentaram diferenca
estatistica do controle.

Os salames elaborados com diferentes culturas starters, apresentaram uma
queda de pH significativa e também uma redugao na atividade de agua, garantindo
uma seguranga microbioldgica aos produtos.

Em relacdo a oxidacao lipidica, os tratamentos que continham cepas de
Staphylococcus xylosus isolados de salames artesanais apresentaram valores
menores que os outros tratamentos.

Ja analises de perda de peso, nitrito e os valores de cor L* e b* ndo
apresentaram diferenca estatistica entre os tratamentos, apenas o valor de a* o
tratamento T1 (controle) apresentou valor maior diferindo estatisticamente do
tratamento T4.

Os salames elaborados com Staphylococcus xylosus e Lactococcus lactis ssp
lactis ambos isolados apresentaram melhores resultados sensoriais quando
comparados com salames elaborados com culturas starters comerciais.

Portanto, a adicdo de culturas starfers nativas pode ser utilizada na

elaboragao de salames, proporcionando produtos seguros e com flavor diferenciado.
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