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RESUMO
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CULTURA STARTER PRODUZIDA EM MEIO DE CULTURA DE
PLASMA SUINO E ANTIOXIDANTE NATURAL NA ELABORACAO
DO SALAME
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ORIENTADORA: LEADIR LucY MARTINS FRIES
CO-ORIENTADOR: NELCINDO NASCIMENTO TERRA
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Este trabalho teve por objetivo produzir e aplicar em salame uma cultura starter acido lactica
utilizando um meio de cultura de plasma suino e avaliar o efeito de dois niveis (0,5% e 1%)
de extrato hidro-alcodlico de marcela (Achyrocline satureioides) na seguranca e qualidade
de salames. No primeiro experimento, o microrganismo Lactobacillus plantarum foi
fermentado em um meio de cultura de plasma suino, com controle de pH, durante 36 horas,
sob agitacao continua a 100 rpm e temperatura de 37 (x 0,1°C). Apds entrar na fase
estaciondria a cultura foi liofilizada e aplicada em salame, avaliando sua influéncia nas
caracteristicas microbioldgicas, fisico-quimicas e sensoriais. Para efeitos comparativos,
foram elaborados tratamentos sem adicdo de cultura starter e com adi¢gdo de uma cultura
comercial. No segundo experimento, salames foram elaborados com 0,5% e 1% de extrato
hidro-alcodlico de marcela e sem extrato, considerados como controle. Os parametros de
pH, atividade de agua, cor e perda de peso foram avaliados durante a fabricacdo dos
salames. Durante o armazenamento os valores de TBARS foram determinados e foi
verificada a aceitagdo sensorial. O microrganismo Lactobacillus plantarum teve um
crescimento méaximo de 9,82 Log UFC.mL", apés 30 horas de fermentacédo e apresentou
90,05% de sobrevivéncia a liofilizacdo. Os salames elaborados com a cultura starter
produzida apresentaram uma queda de pH significativamente mais rapida e uma menor
atividade de agua que os demais tratamentos. Além disso, 0 microrganismo Lactobacillus
plantarum significativamente melhorou o sabor dos salames. A adi¢cdo de extrato de marcela
diminuiu (p<0,05) os valores de TBARS durante o armazenamento dos salames, comparado
ao controle. O tratamento com 1% de extrato de marcela mostrou uma maior estabilidade
lipidica do que aquele com 0,5%, porém apresentou uma diminuigao (p<0,05) na aceitagao
sensorial. Os dois niveis de extrato de marcela nédo influenciaram significativamente os
parametros de pH, atividade de agua, cor e perda de peso. Portanto, este estudo indicou
que o meio de cultura de plasma suino é uma alternativa na produgdo comercial de
bactérias acido lacticas e que a cultura starter produzida proporcionou salames de maior
segurancga microbiol6gica e melhor aceitacao sensorial. O extrato hidro-alcodlico de marcela
diminuiu a oxidacao lipidica e a concentragdo de 0,5% nao alterou as caracteristicas
sensoriais, podendo, portanto, ser utilizada na elaboragdo de salames mais seguros aos
consumidores.

Palavras-chave: salame; cultura starter; plasma suino; marcela; oxidagao lipidica.
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This work aimed to produce and to apply in dry fermented sausage a lactic acid starter
culture using a pork plasma culture medium and to evaluate the effect of two levels (0.5%
and 1%) of hydroalcoholic extract of marcela (Achyrocline satureioides) in the security and
quality of dry fermented sausages. In the first experiment, the microorganism Lactobacillus
plantarum was fermented with control of pH, during 36 hours, under continuous agitation of
100 rpm, at a temperature of 37 (£ 0.1°C). After entering in the stationary phase the culture
was lyophilizated and applied in dry fermented sausage, evaluating its influence in the
microbiological, physico-chemical and sensorial characteristics. For comparative effects,
were elaborated treatments without addition of starter culture and with addition of a
commercial culture. In the second experiment, dry fermented sausages had been elaborated
with 0.5% and 1% of hydroalcoholic extract of marcela and without extract, considered as
control. The parameters of pH, water activity, colour and weight loss were evaluated during
the manufacture of the dry fermented sausages. During the storage the TBARS values were
determined and verified the sensorial acceptance. The microorganism Lactobacillus
plantarum had a maximum growth of 9.82 Log UFC.mL", after 30 hours of fermentation and
it presented 90.05% of survival to the lyophilization. The dry fermented sausages elaborated
with the starter culture produced had presented a decrease on pH significantly faster and a
lower water activity than the others treatments. Moreover, the microorganism Lactobacillus
plantarum improved significantly the flavor of the dry fermented sausages. The marcela
extract addition decreased (p<0.05) the TBARS values during the storage of the dry
fermented sausages, compared with the control. The treatment with 1% of marcela extract
showed a bigger lipid stability than that with 0.5%, however it presented a reduction (p<0.05)
in the sensorial acceptance. The two marcela extract levels had not influenced the
parameters of pH, water activity, colour and weight loss. Therefore, this study indicated that
the pork plasma culture medium is an alternative in the commercial production of lactic acid
bacteria and that the starter culture produced provided a dry fermented sausage with greater
microbiological security and better sensorial acceptance. The hydroalcoholic extract of
marcela decreased the lipid oxidation and the concentration of 0.5% did not modify the
sensorial characteristics, being able, therefore, to be used in the elaboration of safer dry
fermented sausages to the consumers.

Keywords: dry fermented sausage; starter culture; pork plasma; marcela; lipid oxidation.
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1 INTRODUCAO

A fermentacdo €& uma das mais antigas tecnologias utilizadas para
conservacao dos alimentos. Esta tecnologia de producdao com suas mudltiplas
variagées originou os diferentes tipos de salames, produtos nobres da industria
carnea.

Inicialmente a fermentagao era o resultado da acéo da flora contaminante da
carne sobre os acucares da formulacdo. A busca pela diminuicdo no tempo de
fabricacdo e por produtos com qualidade uniforme fez surgir a partir de 1961,
culturas puras de microrganismos Uuteis, denominadas de culturas starters (TERRA,
1998). Atualmente o uso de culturas starters foi totalmente incorporado a producao
de salames tendo em vista a sua conotacdo junto a seguranca alimentar e a
melhoria das caracteristicas sensoriais dos produtos (SCHMIDT & BERGER, 1998;
MOTTRAM, 1998).

No Brasil a producao de salames compde uma fatia significativa do mercado
de produtos carneos, sendo produzidos diariamente cerca de 110 a 120 toneladas
(TERRA, 2003), com a importacéao integral das culturas starters utilizadas, a partir da
Dinamarca, Franca e Alemanha. A utilizacdo dessas culturas importadas além de
levar ao esquecimento do sabor brasileiro, contribui para o desequilibrio da balanca
comercial. A producdo de uma cultura starter obtida a partir de microrganismos
isolados de salames artesanais fabricados em nosso pais seria uma alternativa na
reducao de custos de produgdo, bem como uma forma de produzir salames com um
sabor e aroma genuinamente brasileiros.

Por outro lado, os produtos carneos normalmente possuem grande teor de
gordura, apresentando alta sensibilidade ao processo de oxidacao lipidica
(RESURRECCION & REYNOLDS, 1990). Além de levar a efeitos adversos as
caracteristicas de qualidade dos produtos carneos, tais como cor, sabor e aroma, a
oxidagao lipidica provoca uma diminuicdo no valor nutritivo do produto devido a
diminuicdo do conteudo de acidos graxos poliinsaturados, cujo efeito benéfico na
saude dos consumidores é bem documentado (ALEXANDER, 1998; BERRA et al.,
2005; ROSE & CONNOLLY, 1999). Além disso, alguns produtos intermediarios e
finais da reacao de oxidacao sao potencialmente téxicos a saude humana, podendo



causar mudangas patolégicas na membrana mucosa do trato gastrointestinal, inibir
atividades de enzimas e aumentar o conteudo de colesterol e perdxidos no soro
sanguineo, desencadeando o processo de aterosclerose. Também foi demonstrado
que podem possuir atividade carcinogénica (AMES, 1983; FRANKEL, 1991;
GARDNER, 1979).

Considerando a possibilidade das influéncias indesejaveis dos lipideos
oxidados no organismo humano, é de suma importancia minimizar o contetdo de
produtos da oxidacao lipidica nos alimentos. Os antioxidantes apresentam-se como
alternativa para prevenir a deterioracdo oxidativa dos alimentos e minimizar os
danos oxidativos nos seres vivos. Como o emprego de antioxidantes sintéticos na
industria de alimentos tem sido alvo de questionamentos quanto a sua inocuidade,
as pesquisas encontram-se voltadas para a busca de compostos naturais que
exibam esta propriedade funcional (MELO & GUERRA, 2002).

Varias pesquisas estdo sendo realizadas na tentativa de se descobrir novas
fontes de antioxidantes naturais para utilizacdo em carne e em produtos carneos
(CHEAH & HASIM, 2000; MCCARTHY et al.,, 2001; KARPINSKA et al., 2001;
KANATT et al., 2004; KANATT et al., 2005). A Achyrocline satureioides,
popularmente conhecida como marcela, é uma planta medicinal usada na Argentina,
Uruguai, Paraguai e Brasil por suas propriedades antiespasmédica, hepatoprotetora
e colerética. O alto conteudo de compostos polifendlicos, na maioria flavonéides, e
de diferentes éacidos fendlicos como o cafeico, clorogénico e isoclorogénico
(SIMOES et al., 1988; FERRARO et al., 1981), sugere que esta planta pode possuir
potentes efeitos antioxidantes. Existem alguns relatos das propriedades
antioxidantes da marcela (GUGLIUCCI & MENINI, 2002; DESMARCHELIER et al.,
1998), mas a sua aplicacao em produtos carneos nao tem sido estudada.

Baseado nisto, os objetivos do presente trabalho foram:

v' elaborar um meio de cultura para multiplicacao de bactérias acido lacticas;

v’ produzir uma cultura starter utilizando um microrganismo isolado de salames
artesanais e aplicar em salame, avaliando sua influéncia nas caracteristicas
microbioldgicas, fisico-quimicas e sensoriais;

v’ avaliar o efeito do extrato de marcela (Achyrocline satureioides) na

estabilidade oxidativa e nas caracteristicas sensoriais de salames.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Embutidos fermentados

A fermentacdo da carne é um processo antigo usado originalmente para
estender a vida de prateleira de matérias-primas pereciveis. Durante a fermentacao,
complexas reacOes bioquimicas e fisicas ocorrem resultando em mudancas
significativas das caracteristicas iniciais. Além disso, a producdo de substancias
aromaticas durante a fermentagcdo define as caracteristicas sensoriais do produto
final, que s&o significativamente diferentes das matérias-primas utilizadas
(RANTSIOU & COCOLIN, 2006).

Os embutidos fermentados sdo elaborados com carne suina, bovina ou
ambas, caracterizando-se pelo baixo teor de umidade e atividade de agua, e pelo
sabor forte e picante originado devido a producdo de acidos pela fermentacao
microbiana. O processamento destes produtos tem como principio béasico a
utilizacdo de métodos combinados de preservacao, como a reducao da atividade de
agua e do pH, permitindo a obtencado de produtos estaveis a temperatura ambiente
(PRICE & SCHWEIGERT, 1994; YAMADA & BERAQUET, 1993).

Os embutidos fermentados podem ser classificados em secos e semi-secos.
A formulagao em carnes, tamanho das particulas, intensidade do sabor, tipo da tripa
utilizada e tempo de conservagao sao variaveis que contribuem para a existéncia de
uma ampla variedade de embutidos secos e semi-secos. Os embutidos semi-secos
diferem dos secos por possuirem sabor mais picante, textura mais branda e menos
rugosa, contendo aproximadamente 50% de dgua enquanto que 0s secos possuem
35% de umidade permanecendo em maturacdo por 10 a 100 dias (PRANDL et al.,
1994).

O sabor picante dos produtos semi-secos resulta da presenca de acidos
organicos predominantes nos produtos comercializados com menos de 2 semanas
de maturacgao, visto que a partir desse periodo iniciam-se processos de oxidacao
desses acidos com consequente reducao do sabor acido a medida que se prolonga
a maturacéo (LUCKE, 2000a).
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2.2 Salame

Entende-se por salame, o produto carneo industrializado obtido de carne
suina ou suina e bovina, adicionado de toucinho, ingredientes, embutido em
envoltorios naturais e/ou artificiais, curado, fermentado, maturado, defumado ou né&o
e dessecado (BRASIL, 2000). O produto final se conserva a temperatura ambiente e
apresenta um aumento da vida de prateleira em conseqiéncia da inibicdo das
bactérias patogénicas e deteriorantes (FERNANDEZ et al., 2001; HUGAS &
MONFORT, 1997).

A fabricacdo de salame ocorre em duas fases: na primeira, ha a fermentagao
com a ocorréncia simultanea de acidificacao e de formacgao de cor durante sete dias;
a segunda, conhecida como maturagéo, consiste na desidratagdo como decorréncia
da fermentagéo, por vinte e trés dias. Ao final deste periodo, o embutido devera
apresentar pH entre 5,2 a 5,4 e atividade de agua igual a 0,87, caracterizando a
finalizacdo do processo. Ambas as fases ocorrem na camara de maturacao sob
condigbes de umidade relativa, temperatura e velocidade do ar controladas
(FERNANDEZ et al., 2001).

2.3 Elaboracao do salame

O salame é elaborado utilizando como matéria-prima uma mistura de carne
suina, bovina e toucinho. Além disso, contém sal, nitrato e/ou nitrito, ascorbato,
acucar, temperos e outros (BUCKENHUSKES, 1993).

Na escolha da matéria-prima recomenda-se a utilizacao de carne proveniente
de animais mais velhos por apresentar um teor de umidade mais baixo € uma
coloracdo mais intensa (SILVEIRA & ANDRADE, 1991). A coloragdo vermelha
escura do salame constitui um importante atributo de qualidade, devendo a esse
fato, utilizar carne bovina nas formulagdes, visto conter maior teor de mioglobina que
a carne suina (PARDI et al., 1996).

Para se evitar problemas no inicio da fermentagdo, as carnes utilizadas

deverdo ter pH normal (5,5-5,8) e um baixo nivel de microrganismos indesejaveis,
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como por exemplo, enterobactérias (LUCKE, 2000b). A utilizagdo de carnes com pH
elevado do tipo DFD (escura, firme e seca) pode prejudicar a diminuicdo do pH no
embutido, favorecendo a multiplicacao de bactérias patogénicas e deteriorantes. Por
outro lado, o uso de grandes quantidades de carne PSE (palida, mole e exsudativa),
a qual tem baixo pH, pode acarretar em defeitos de dessecacao no produto final por
uma rapida perda de umidade, além de tornar a cor do produto mais clara que a
tradicional (PRANDL et al., 1994).

A gordura utilizada deve ser da regido dorsal, cuja proporcado entre acidos
graxos saturados e insaturados permite o seu estado sélido em temperatura
ambiente (TERRA, 2004). Para salames com vida-de-prateleira elevada, nao mais
do que 12% do total de acidos graxos podem ser poliinsaturados, caso contrario
rancidez e defeitos no sabor e aroma irdo se desenvolver rapidamente (LUCKE,
2000Db).

A matéria-prima pode ser moida em cutters ou moedores, de acordo com a
granulometria desejada. Durante esta etapa deve-se trabalhar com o toucinho (-7 °C)
e as carnes congeladas (-1°C), buscando-se obter cortes limpos e particulas
uniformes, tanto em tamanho como em formato. A moagem do toucinho com
temperatura elevada faz com que parte da gordura se emulsione, causando a
formacao de uma pseudo-emulsdo que ird se colocar entre a massa e a tripa,
dificultando a desidratagcédo e desqualificando a aparéncia do salame (TERRA, 2004).

Apo6s a moagem, a matéria-prima é misturada com os demais ingredientes e €
embutida em tripas de diametro variavel (TYOPPONEN et al., 2003). Durante o
embutimento € muito importante retirar o oxigénio da massa carnea, ja que este
interfere no desenvolvimento da cor e do sabor do produto final. As tripas utilizadas
nesta etapa podem ser tanto naturais como artificiais, fabricadas a base de
colageno. Elas devem permitir a perda de dgua do embutido e ter elasticidade para
tolerar a retracdo do envoltério que se produz durante a dessecacao do produto
(LUCKE, 1998).

Apébs o embutimento, o produto é levado a camara de maturacdo, onde se
controla a temperatura, a umidade relativa e a velocidade do ar. Durante a etapa de
fermentacdo, a temperatura da cdmara deve estar entre 18 e 26°C, a umidade
relativa deve ser mantida 5 a 10 unidades menor do que a umidade relativa
(atividade de agua X 100) no interior do salame, isto €, em torno de 85% a 90%, e a
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velocidade do ar controlada em cerca de 0,4m/s durante 2 a 4 dias (LUCKE, 1998;
LUCKE, 2000b).

Nesta etapa, as bactérias &acido lacticas metabolizam os carboidratos
presentes na massa gerando acido lactico, ocasionando uma diminuigao do pH. O
decréscimo de pH, além de causar a coagulacdo das proteinas miofibrilares,
estabilizando a emulsdo carnea, produz rapida inibicao de bactérias Gram negativas
presentes na massa; por outro lado, quando o pH diminui, alcanca-se o ponto
isoelétrico das proteinas, diminuindo sua capacidade de retengcdo de agua
(ORDONEZ et al., 2005). Isto favorece a secagem e consequentemente a perda de
peso do salame, conferindo uma textura firme (consisténcia) e fatiabilidade ao
produto final (BUCKENHUSKES, 1993). Além disso, o acido lactico fornece o sabor
e o0 aroma tipico desse produto (BACUS, 1986). Também acontece nesta etapa por
acao das bactérias da familia Micrococcaceae, a reducao 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,
1998).

A temperatura e a umidade relativa sdo dois parametros que devem ser
controlados com precisdo para se obter uma fermentacdo adequada. Temperaturas
de fermentacéo elevadas aceleram a acidificacdo, o que pode causar a inibicdo do
desenvolvimento das micrococaceaes, impedindo a reducédo eficaz do nitrato a
nitrito, deixando os embutidos com cor indesejada, e ainda, proporcionar sabor e
aroma fortes ao produto. Além disso, altas temperaturas propiciam o crescimento e
producgdo da toxina do Staphylococcus aureus. Por outro lado, se a umidade relativa
estiver muito baixa, podera ocorrer uma desidratacdo excessiva e se formar uma
crosta superficial no embutido, o que impedira a eliminacao de agua do interior do
produto, favorecendo o desenvolvimento de microrganismos indesejaveis. No
entanto, se a umidade relativa estiver muito elevada, pode ocorrer um crescimento
excessivo de mofos na superficie (BACUS, 1986; LUCKE, 1998).

Na etapa de maturacdo, se estabelece uma temperatura entre 12 e 18°C e
uma umidade relativa decrescente até alcancar um valor de 70-75%, sendo
necessario uma correta ventilacdo (velocidade do ar: 0,1m/s) de forma que a
secagem seja homogénea (LUCKE, 1998). Durante esta etapa se desenvolve a
textura do produto através da perda de peso, que varia entre 30 a 40% e acontecem

numerosas reagdes enzimaticas catalisadas tanto por enzimas tissulares como
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microbianas, originando substancias que contribuem para o sabor e aroma do
produto final (RODEL & STIEBING, 1988; RUST, 1994).

2.4 Ingredientes da formulacao e suas funcoées

O sal através da diminuicao da atividade de agua inicial atua como um dos
primeiros obstaculos inibindo ou ao menos retardando o crescimento de
microorganismos indesejaveis, enquanto que favorece o desenvolvimento das
culturas starters adicionadas. Também induz a solubilizacdo e a difusdo das
proteinas miofibrilares do musculo, as quais formam um gel entre as particulas de
carne e entre a carne e a gordura, contribuindo para a fatiabilidade do produto
carneo. Além disso, o sal (NaCl 2,5-3,0%, valor inicial) € considerado um importante
componente do sabor do produto final (LUCKE, 1998).

O nitrito age como um outro obstaculo contra o crescimento de
microrganismos patogénicos que possam estar presentes na matéria-prima,
principalmente contra o Clostridium botulinum. Contribui também para a formagao da
cor, sabor e aroma caracteristicos da carne curada e confere protecdo contra a
oxidacao lipidica (JAY, 2005).

O ascorbato realca a formacao da cor, acelerando a reducao de nitrito a 6xido
nitrico (NO) e auxilia a transformagdo do pigmento metamioglobina em mioglobina
nitrosa (PRANDL et al., 1994). Possui acdo bloqueadora do desenvolvimento de
nitrosaminas e influencia no sabor e aroma dos produtos carneos curados. Também,
tem como funcdo inibir processos autooxidativos que levam a rancidez (ORDONEZ
et al., 2005).

Os temperos, tais como a pimenta e o alho, ttm como papel principal
contribuir para o sabor e 0 aroma tipico dos embutidos fermentados. Além disso,
possuem efeitos antioxidantes, possivelmente devido a capacidade de quelar metais
e também efeitos antimicrobianos (AGUIRREZABAL et al., 2000; MILO OHR, 1999).

Os acucares contribuem para melhorar o aroma da carne curada e servem de
substrato para a producao de acidos pelos microrganismos presentes na carne ou
pelas culturas adicionadas (ORDONEZ et al., 1998). A variedade e a quantidade de
carboidratos adicionados é importante pois determina a velocidade da multiplicacao
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das bactérias acido lacticas, ja& que quanto maior o peso molecular, menor sera a
velocidade da fermentacdo. Geralmente a formulacdo de embutidos fermentados
contém um acucar rapidamente fermentavel, como por exemplo, a glicose, aliado a

um aculcar de fermentacéo lenta, como a sacarose (LUCKE, 1998).

2.5 Culturas starters

As culturas starters utilizadas em produtos carneos sao preparacdes que
contém microrganismos ativos ou latentes que desenvolvem atividades metabdlicas
desejadas na carne (HAMMES & HERTEL, 1998). Elas sao adicionadas em
produtos carneos para assegurar ao produto confiabilidade em termos de saude
publica, em um menor tempo de fermentacédo e para se obter um produto final de
qualidade, com aroma, textura e sabor constantes e, ainda, vida de prateleira
prolongada. Sua adicdo constitui maior seguranca, assegurando um produto
padronizado, sempre com as mesmas caracteristicas de qualidade (BACUS, 1986;
BUSANI, 1990).

As culturas starters comerciais sdo geralmente compostas de mais de um
microrganismo, visando somar suas acdes, para se obter o efeito desejado no
produto final. Os microrganismos utilizados como culturas starters em produtos
carneos sao divididos em dois grupos: acidificantes e flavorizantes. Os acidificantes
sao formados pelas bactérias acido lacticas, incluindo os géneros Lactobacillus e
Pediococcus, tendo como caracteristica principal a producao de acido lactico a partir
de acucares. Os flavorizantes sdao formados pela familia Micrococcaceae, incluindo
0s géneros Staphylococcus e Micrococcus, e por bolores (Penicillium) e leveduras
(Debaryomyces), tendo como caracteristica principal a contribuigdo na melhoria da
coloragao, do aroma e do sabor dos produtos carneos (BACUS, 1984; JESSEN,
1995; TERRA, 1998).

Como regra geral, as culturas starters acido lacticas sdo cepas
heterofermentativas facultativas, que produzem &cido lactico a partir de hexoses,
como a glicose e a lactose, como seu Unico produto metabdlico. No entanto, a partir
de pentoses, como a arabinose e a xilose, elas produzem acido lactico e acido
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acético. A quantidade de acido acético formada € geralmente 1/10 da quantidade de
acido lactico (ERKKILA, 2001).

O 4&cido lactico gerado pelas culturas starters &cido lacticas durante a
fermentacdo causa uma redugdo do pH externo, alterando a hemostasia de
diferentes patégenos (Staphylococcus aureus, Clostridium spp., Salmonella spp.) e
deteriorantes (Pseudomonas e Enterococcus). A rapida reducao do pH para valores
inferiores a 5,3 é suficiente para inibir o crescimento de Staphylococcus aureus e
Salmonella se os produtos forem fermentados acima de 18°C (JAY, 2005).

A acidificacdo gera diferentes compostos relacionados ao sabor e aroma. O
acido lactico comunica o tipico sabor acido, caracteristico dos produtos carneos
fermentados (TERRA, 1998). Como as bactérias acido lacticas sdo em geral,
fracamente proteoliticas e lipoliticas, elas influenciam a protedlise e a lipdlise
principalmente via decréscimo de pH, auxiliando a liberacdo de enzimas enddgenas
da carne (ERKKILA, 2001).

As bactérias do género Micrococcus e Staphylococcus possuem as enzimas
nitratoredutases, que reduzem o nitrato a nitrito, contribuindo na coloragdo do
produto e impedindo a formacédo de compostos cancerigenos, como as nitrosaminas.
Sao catalase positivas e ndao produtoras de acido lactico. Através de suas enzimas
proteoliticas e lipoliticas desenvolvem o aroma e o sabor caracteristico dos produtos
carneos fermentados (VIGNOLO et al., 1995; TERRA, 1998).

Em determinados embutidos fermentados, se utiliza bolores na superficie do
produto. Os bolores produzem enzimas lipoliticas especificas que degradam a
gordura, conferindo um forte aroma, caracteristico dos salames. Além disso, podem
produzir antibidticos que afetam a flora bacteriana da superficie do salame,
contribuindo para um produto final de melhor qualidade. Os bolores tém atividade
catalasica e algumas espécies sao redutoras de nitrato, modificando a cor da
superficie do embutido. A formagdo de uma cobertura sobre a superficie reduz a
tendéncia ao desenvolvimento da rancidez, por impedir a penetragdo de O, no
interior da massa (BACUS, 1986; TERRA, 1998).
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2.6 Meios de cultura utilizados no cultivo de bactérias acido lacticas

As bactérias acido lacticas sdo microrganismos extremamente exigentes do
ponto de vista nutricional. Para o seu crescimento, esses microrganismos
necessitam de um meio de cultura rico em aminoacidos pré-formados, peptideos,
derivados de &cidos nucléicos, sais, bases purinicas, pirimidicas e vitaminas, com
destaque para pantotenato de célcio, niacina e tiamina (CAPLICE & FITZGERALD,
1999).

Para o isolamento e multiplicacao das bactérias acido lacticas o mais comum
e mais eficiente meio de cultura empregado em escala laboratorial € o caldo MRS
(de MAN et al., 1960). No entanto o seu alto custo torna inviavel a sua utilizacdo na
producdo comercial dessas bactérias (ZHANG & GREASHAM, 1999). Tanto a
eficiéncia do caldo MRS como meio de cultura e o seu alto custo sdo devidos a
presenca de uma fonte complexa de nitrogénio (peptonas, extrato de carne e
levedura), a qual é capaz de suprir as exigentes necessidades de crescimento das
bactérias acido lacticas (LAITILA et al., 2004).

Varios meios de cultura para propagacao de bactérias acido lacticas tém sido
desenvolvidos nos ultimos anos utilizando como fonte de nitrogénio subprodutos da
industria, buscando desta forma, alternativas de baixo custo para a producao destes
microrganismos em larga escala (BARBOZA et al., 1997; LAITILA et al., 2004;
HORN et al., 2005).

No Brasil, sdo abatidos mais de 30 milhées de suinos por ano (ANUALPEC,
2005), o que gera aproximadamente 90 mil toneladas de sangue. O sangue suino
tem composicdo semelhante ao sangue bovino, possuindo grande quantidade de
proteinas e aminoacidos essenciais (MARQUEZ et al., 2005). A principal utilizacdo
do sangue animal é nas industrias alimenticias. As proteinas do sangue séao
adicionadas como agentes emulsificantes, estabilizantes, clarificantes, como
componentes nutritivos para realcar as propriedades dos alimentos e como
suplemento de lisina (HYUN & SHIN, 1998).

Entretanto, somente uma pequena proporcao de sangue obtido dos animais
abatidos é utilizada. A falta de um maior uso do sangue animal gera um volume
excedente que é geralmente descartado no meio ambiente, elevando o nivel

poluente dos residuos vindo dos abatedouros (MOURE et al., 1998).
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Como alternativa para diminuir problemas ambientais e prevenir a perda de
uma fonte disponivel de proteina, Hyun & Shin (1998), desenvolveram um meio de
cultura para a propagacado de bactérias acido lacticas substituindo a fonte de
nitrogénio do caldo MRS por um hidrolisado enzimatico de plasma bovino. Eles
observaram que o meio de cultura produzido apresentou um crescimento de
bactérias acido lacticas significativamente alto, correspondendo a aproximadamente
74% do crescimento obtido no caldo MRS.

De forma similar, Barboza et al. (1997) utilizaram plasma bovino como fonte
de nitrogénio na elaboracao de um meio de cultura alternativo ao caldo MRS. Esses
autores 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.

2.7 Vida-de-prateleira do salame — estabilidade oxidativa

A combinacédo do baixo teor de umidade e pH faz com que os embutidos
fermentados tenham uma vida-de-prateleira consideravelmente longa, sendo
estaveis a temperatura ambiente. Geralmente, a vida-de-prateleira destes produtos
nao esta limitada a deterioracdo microbiana, mas a alteracées quimicas ou fisicas
(BACUS, 1986).

Devido ao alto teor de gordura e a baixa atividade de agua, a oxidacdo da
fracao lipidica € uma das principais causas da diminuicdo da qualidade durante a
vida-de-prateleira dos salames (SINGH, 1996; SUMMO et al., 2006). O processo de
oxidacao se inicia na ligacdo carbono-hidrogénio adjacente a dupla ligagdo da
cadeia de carbono e pode ser catalisado por um grande numero de fatores,
especialmente ambientais (umidade, temperatura, luz e oxigénio), presenca de
metais (cobre, ferro e manganés), de enzimas e pigmentos (ADAMS, 1999).

A oxidacao lipidica acarreta modificacbes das caracteristicas organolépticas
dos produtos carneos, como por exemplo, alteracées da coloracdo da carne e da
gordura, desenvolvimento de sabor e aroma desagradaveis e um decréscimo no
valor nutritivo do produto devido a diminuicdo do conteiudo de acidos graxos
poliinsaturados, cujo efeito benéfico na saude dos consumidores é bem
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documentado (ALEXANDER, 1998; BERRA et al.,, 2005; ROSE & CONNOLLY,
1999). Além disso, alguns produtos intermediarios e finais da reacdo de oxidacao
sao potencialmente téxicos a saude humana, tal como os compostos da oxidacao do
colesterol (KUBOW, 1990; PANIANGVAIT et al., 1995) e da polimerizagcdo dos
triglicerideos (ALEXANDER, 1978; CHANG et al., 1978), além dos aldeidos com a e
B insaturacdes, incluindo o malonaldeido, que é reconhecido por seus efeitos
téxicos, mutagénicos e carcinogénicos (NEWBURG & CONCON, 1980).

O método mais usual para acompanhar a evolucao da oxidacao de lipidios em
carnes e produtos carneos é o teste de TBA, devido a sua simplicidade e rapidez. O
teste de TBA quantifica o malonaldeido, um dos principais produtos de
decomposicdo dos hidroperéxidos de acidos graxos poliinsaturados, formado
durante o processo. A reagao envolve o acido 2-tiobarbitirico com o malonaldeido,
produzindo um composto de cor vermelha, medido espectrofotometricamente a 532
nm de comprimento de onda (de acordo com a metodologia, esse comprimento de
onda pode variar, situando-se ao redor de 500 a 550 nm). Os resultados sao
expressos em unidades de absorbancia por unidade de massa de amostra ou em
“valor de TBA” ou “numero de TBA”, definidos como a massa, em mg, de
malonaldeido por kg de amostra. O valor de TBARS, substancias reativas ao TBA,
constitui-se numa outra maneira de expressar o valor obtido no teste de TBA, sendo
atualmente mais utilizado e leva em consideracdo outras substancias capazes de
reagir com o acido 2-tiobarbiturico (OSAWA et al., 2005).

Para carnes e derivados, a informacdo do numero de TBARS € bastante
relevante. Processos envolvidos na elaboragdo de produtos carneos que incluam
moagem, mistura e cozimento favorecem a formacdo do malonaldeido, sendo
fundamental o emprego do teste na avaliacdo da qualidade do produto final
(OSAWA et al., 2005).

Na determinacéo da oxidacgao lipidica pelo teste de TBARS, todas as andlises
devem ser feitas através de um Unico meio de extracdo. Assim, a mudanca dos
valores de TBARS para uma situacao particular ou um determinado tipo de produto
carneo pode mostrar o comportamento da oxidacao dos lipideos que ocorre durante
0 processamento e/ou armazenamento. Dessa maneira, pode-se, por exemplo,
avaliar a eficacia de antioxidantes de diferentes fontes ou de diferentes embalagens,
na estabilidade de um dado produto (RHEE, 1989; RAHARJO & SOFQOS, 1993).
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2.8 Compostos antioxidantes

Antioxidantes sao substancias usadas para preservar alimentos através do
retardo da deterioracdo, rancidez e descoloracdo decorrente da autoxidacao
(ADEGOKE et al., 1998). Encerram multipla acdo, preservando os alimentos contra
indesejaveis mudancas iniciadas em presenca do oxigénio. Estas mudancas levam a
deterioracao do sabor, aroma e coloracdo dos alimentos, itens importantissimos na
observacédo do consumidor por ocasido da aquisicao (DZIEZAK, 1986 apud MEHTA
et al., 1994).

Existe uma grande quantidade de compostos, tanto naturais quanto sintéticos,
com propriedades antioxidantes, embora para seu uso em alimentos devam ser
cumpridos certos requerimentos, sendo um deles a seguranga para a saude
(NAWAR, 1996). O emprego de agentes antioxidantes sintéticos visando o aumento
do prazo de validade de produtos alimenticios tem sido freqliente devido ao seu
baixo custo, estabilidade e eficacia. Porém, durante as duas ultimas décadas, tanto
consumidores quanto a legislacdo tem levantado suspeitas em relacéo a inocuidade
dos antioxidantes sintéticos (POKORNY, 1991). Por isso, ha uma tendéncia geral,
no processamento de alimentos, de substituir os antioxidantes sintéticos pelos
inibidores da oxidagdo natural ou pelo uso preferencial de ingredientes que
naturalmente possuem atividade antioxidante (TSALIKI et al., 1999).

2.9 Antioxidantes naturais

O interesse pelos antioxidantes naturais teve inicio na década de 80 diante da
comprovacao de efeitos maléficos causados por doses elevadas de BHT (butil-
hidroxi-tolueno), BHA (butil-hidroxi-anisol) e T-BHQ (t-butil-hidroquinona) sobre o
peso do figado e marcado aumento do reticulo endoplasmatico, entre outras
(DURAN & PADILLA, 1993). Como conseqiiéncia, énfase foi dada & identificacéo e
purificacdo de novos compostos com atividade antioxidante, provenientes de fontes

naturais, que pudessem atuar sozinhos ou sinergicamente com outros aditivos,
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como alternativa para prevenir a deterioracdo oxidativa de alimentos e limitar o uso
dos antioxidantes sintéticos (POKORNY, 1991).

Nos alimentos, os antioxidantes naturais podem se originar de um ou mais
compostos do proprio alimento (via endégena), de substancias formadas de reacdes
durante o processamento ou como aditivos isolados de fontes naturais (PRATT,
1992). Os antioxidantes naturais podem funcionar como agentes redutores, como
inibidores de radicais livres, como quelantes ou sequestrantes do oxigénio singlete e
como desativadores de metais pro-oxidantes (KAHKONEN et al., 1999; RICE-
EVANS et al., 1995; PRATT, 1992).

As matérias-primas in natura disponiveis como frutas, vegetais em geral e
condimentos contém numerosos fitoquimicos, além de compostos fendlicos, como,
por exemplo, compostos nitrogenados, carotendides, acido ascérbico e tocoferdis.
Muitos destes fitoquimicos apresentam significante capacidade antioxidante e séo
associados a baixa incidéncia e baixa mortalidade por cancer em seres humanos
que deles se utilizam (WATANABE, 1998; BIRCH et al., 2001; SLUIS et al., 2001;
TOMAS-BARBERAN et al., 2001; VINSON et al., 2001; WANG & ZHENG, 2001;
ZHENG & WANG, 2001; YILDIRIM et al., 2001).

As evidéncias cientificas permitem afirmar que a propriedade antioxidante das
especiarias e de outros vegetais se deve, principalmente, a seus compostos
fendlicos (POKORNY, 1991). Entre estes compostos encontramos os flavondides
que apresentam diversas fun¢des na planta, dentre estas se podem destacar a acéao
antioxidante e protecdo contra fungos, virus e bactérias. Estas propriedades séo
reconhecidas e alguns representantes da classe possuem importancia farmacologica
(SIMOES et al., 2001).

A marcela (Achyrocline satureioides) é uma planta medicinal usada na
Argentina, Uruguai, Paraguai e Brasil por suas propriedades antiespasmddica,
hepatoprotetora e colerética. O alto conteudo de compostos polifendlicos, na maioria
flavonoides, e de diferentes acidos fendlicos como o cafeico, clorogénico e
isoclorogénico nas partes aéreas desta planta, tem despertado o interesse pelo
estudo das suas propriedades antioxidantes (SIMOES et al., 1988; FERRARO et al.,
1981). A quercetina € um dos principais flavonoides presentes na marcela e tem sido
descrita como capaz de inibir a peroxidacao lipidica por capturar espécies reativas

de oxigénio e quelar ions metalicos envolvidos na formacdo dessas espécies
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reativas de oxigénio (OHSHIMA et al., 1998; DI CARLO et al., 1999; YAMAMOTO et
al., 1999; HARBONE & WILLIAMS, 2000; ISHIGE et al., 2001).

A atividade antioxidante in vitro da marcela ja foi demonstrada. Gugliucci &
Menini (2002) estudaram a inibicao da oxidagéo da LDL humana por extrato aquoso
de marcela, verificando que a producdo de substancias reativas com o &cido
tiobarbiturico foi reduzida em 95% ap6s 3 horas de incubacdo com o extrato na
concentragédo de 5ug/ml.

Também, Desmarchelier et al. (1998) verificaram que tanto o extrato aquoso
como o metandlico de marcela reduziu a producao de substancias reativas com o
acido tiobarbitarico em homogeneizados de figado de ratos. O resultado obtido por
estes pesquisadores sugere que o extrato de marcela possui significante capacidade

para carrear radicais livres.
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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo produzir uma cultura starter acido lactica utilizando
um meio de cultura de plasma suino e aplicar em salame. O meio de cultura foi
preparado misturando 300 ml de plasma suino com 300 ml de agua destilada,
ajustando o pH para 11,0. Esta solucdo apo6s ser esterilizada (121°C/15°) foi
misturada com uma solucdo estéril de glicose e difosfato de potassio. O
microrganismo Lactobacillus plantarum foi fermentado com controle de pH, durante
36 horas, sob agitacdo continua a 100 rpm e temperatura de 37 (£ 0,1°C). Apds
entrar na fase estaciondria a cultura foi liofilizada e aplicada em salame, avaliando
sua influéncia nas caracteristicas microbioldgicas, fisico-quimicas e sensoriais. Para
efeitos comparativos, foram elaborados tratamentos sem adigéo de cultura starter e
com adicdo de uma cultura comercial. O microrganismo Lactobacillus plantarum teve
um crescimento maximo de 9,82 Log UFC.mL™", apés 30 horas de fermentacéo e
apresentou 90,05% de sobrevivéncia a liofilizacdo. Os salames elaborados com a
cultura starter produzida apresentaram uma queda de pH significativamente mais
rapida e uma menor atividade de agua que os demais tratamentos. Além disso, o
microrganismo Lactobacillus plantarum melhorou significativamente o sabor dos
salames.

Palavras chave: cultura starter, plasma suino, salame.

SUMMARY: DRY FERMENTED SAUSAGE ELABORATED WITH Lactobacillus
plantarum FERMENTED IN PORK PLASMA CULTURE MEDIUM

This work aimed to produce a lactic acid starter culture using a pork plasma culture
medium and to apply in dry fermented sausage. The culture medium was prepared
blending 300 ml of plasma porcine with 300 ml of distilled water, adjusting the pH to
11.0. This solution after to be sterilized (121°C/15") was mixed with a sterile solution
of glucose and potassium biphosphate. The microorganism Lactobacillus plantarum
was fermented with control of pH, during 36 hours, under continuous agitation of 100
rom, at a temperature of 37 (x 0.1°C). After entering in the stationary phase the
culture was lyophilizated and applied in dry fermented sausage, evaluating its
influence in the microbiological, physico-chemical and sensorial characteristics. For
comparative effects, were elaborated treatments without addition of starter culture
and with addition of a commercial culture. The microorganism Lactobacillus

plantarum had a maximum growth of 9.82 Log UFC.mL', after 30 hours of
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fermentation and it presented 90.05% of survival to the lyophilization. The dry
fermented sausages elaborated with the starter culture produced had presented a
decrease on pH significantly faster and a lower water activity than the others
treatments. Moreover, the microorganism Lactobacillus plantarum improved
significantly the flavor of the dry fermented sausages.

Keywords: starter culture, pork plasma, dry fermented sausage.

1. INTRODUCAO

O sangue animal é uma fonte valiosa de proteinas que possui muitas
aplicacb6es na industria alimenticia. As proteinas do sangue podem ser adicionadas
como agentes emulsificantes, estabilizantes, clarificantes, como componentes
nutritivos para realcar as propriedades dos alimentos e como suplemento de lisina
[9]. No entanto, somente uma pequena propor¢do do sangue oriundo dos animais
abatidos é utilizada desta forma, sendo a maior parte descartada no meio ambiente,
elevando o nivel poluente dos residuos vindos dos abatedouros [16].

Para reduzir os problemas ambientais causados por este residuo altamente
poluente € necessario desenvolver outras formas de aproveitamento, que permitam
sua utilizacao em larga escala. A utilizacao de sangue animal como fonte protéica na
elaboracado de um meio de cultura para a producao de culturas starters acido lacticas
poderia ser uma alternativa para um melhor aproveitamento deste subproduto da
industria carnea, bem como uma forma econbmica de producdao desses
microrganismos.

As culturas starters acido lacticas desempenham um papel essencial na
fabricacdo de produtos carneos fermentados. A partir de acucares presentes na
massa carnea, produzem acido lactico, diminuindo o pH do meio. Esse decréscimo
do pH faz com que as proteinas miofibrilares solubilizadas passem do estado sol
para o estado de gel [6]. Também, quando o pH cai para valores préximos do ponto
isoelétrico das proteinas a capacidade de retencdao de agua é diminuida,
favorecendo a secagem e consequientemente a perda de peso do produto carneo
fermentado. Essas alteragdes conferem uma textura firme (consisténcia) e
comunicam fatiabilidade ao produto final [4]. Além disso, a diminuigdo do pH faz com
que o meio figue desfavoravel para o desenvolvimento de muitos microrganismos

patogénicos e deteriorantes [23].
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As bactérias mais promissoras para serem utilizadas como culturas starters
sao aquelas que sao isoladas da microbiota indigena de produtos artesanais. Esses
microrganismos se adaptam bem ao meio carneo e sdo capazes de controlar os
microrganismos patogénicos e deteriorantes [8].

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi multiplicar o microrganismo
Lactobacillus plantarum isolado de salames artesanais em um meio de cultura
produzido com plasma sanguineo suino e aplicar como cultura starter em salame,
avaliando sua influéncia nas caracteristicas microbiolégicas, fisico-quimicas e

sensoriais.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Elaboracao da cultura starter

2.1.1 Obtengéo e fracionamento do sangue suino

O sangue foi obtido de suinos abatidos em frigorifico sob inspegéo federal,
sendo coletado diretamente da ferida de sangria, em frascos contendo quantidade
necessaria de anticoagulante (1% de citrato de sédio). No momento da coleta,
evitou-se o contato entre a vasilha coletora e a pele do animal.

Apoés liberado pela inspecao 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 separacao
das células vermelhas (hemaceas) e do plasma. O plasma foi transferido para
frascos de vidro e mantido a -18°C, até o momento de sua utilizacao.

2.1.2 Preparacao do meio de cultura de plasma suino

A elaboracdo do meio de cultura para propagacdo de Lactobacillus foi
baseada nas recomendagbes de BARBOZA et al. [2], com algumas modifica¢des.
Misturou-se 300mL de plasma suino com 300mL de agua destilada, ajustando-se o
pH para 11,0 com hidréxido de sodio 1N. Esta solugdo apds ser esterilizada
(121°C/15’) foi misturada com 400mL de solugao esterilizada contendo glicose (10g)
e difosfato de potassio (39).

2.1.3 Microrganismo
Foi utilizada uma cepa de Lactobacillus plantarum isolada de salames

artesanais [26]. A cepa isolada foi armazenada a 4°C em tubo contendo 4gar MRS.
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2.1.4 Preparo do in6culo para fermentacao

O preparo do in6culo iniciou com a reativacdo da cepa de Lactobacillus
plantarum mantida em agar MRS, sob refrigeracao. A cepa foi transferida para caldo
MRS e incubada a 37°C, por 48 horas.

2.1.5 Cultivo do Lactobacillus plantarum

Foi inoculado no meio de cultura de plasma suino 1% (v/v) do inéculo em
relagdo ao volume total. A fermentacao foi realizada em fermentador (MARCONI)
com capacidade de 3 litros, usando um volume de trabalho de 1,5 litros. O pH foi
mantido em 7,0 com a adicdo de NaOH 12% e as condi¢des para o cultivo foram
agitacao de 100 rpm, temperatura de 37°C (x 0,1°C) e tempo de 36 horas.

2.1.6 Avaliagdo do fermentado

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

A contagem de células viaveis foi realizada mediante contagem padrao em
placas, usando agar MRS. As placas foram incubadas em estufa bacteriologica a
37°C, por 48 horas. O resultado foi expresso em unidades formadoras de colénias
por mL (UFC.mL™") de amostra [27]. A densidade ética foi estimada por leitura
espectrofotométrica a 610 nm, utilizando-se espectrofotometro (LAMBDA 2S
MODELO PERKIN ELMER).

2.1.7 Manutencao da cultura starter

Apés a cepa de Lactobacillus plantarum entrar na fase estacionaria, verificado
através da suspensao da adicdo de hidroxido de sodio 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, congelada e liofilizada (12 horas a 50 mmHg).

2.1.8 Sobrevivéncia do Lactobacillus plantarum durante a liofilizacdo
A sobrevivéncia foi verificada pelo nimero de células viaveis em unidades

formadoras de colénia por mL antes e apds a liofilizacdo. Diluicbes decimais da
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suspensao de leite desnatado foram feitas antes do congelamento e plaqueadas em
agar MRS e incubadas a 37°C, por 48 horas. As amostras liofilizadas foram
ressuspendidas em agua peptonada a 0,1%, diluidas, plaqueadas e incubadas da

mesma maneira [19].

2.2 Aplicacao da cultura starter em salame

2.2.1 Elaboracéao do salame

As amostras de salame foram elaboradas de acordo com a seguinte
formulacéo: carne suina (700 g/kg), carne bovina (300 g/kg), cloreto de sdédio (25
o/kg), glicose (5 g/kg), sacarose (5 g/kg), mistura comercial de cura, contendo nitrato
e nitrito de sodio (3 g/kg), ascorbato de sédio (2,5 g/kg), pimenta branca (2 g/kg),
alho (3 g/kg) e noz moscada (0,2 g/kg). A carne suina foi moida em disco de 12 mm
e a carne bovina em disco de 8 mm. ApGs a moagem as carnes sofreram a adicao
de cloreto de sdédio, misturando-se em misturadeira durante 3 minutos para a
extracdo das proteinas miofibrilares. A seguir, foram adicionados o0s demais
ingredientes, com excecdo do ascorbato de sédio que foi acrescentado por ultimo
[28].

A massa carnea foi dividida igualmente em trés lotes, originando os seguintes
tratamentos: Controle, sem adicao de cultura starter, Tratamento 1 (T1), adicdo de
cultura starter comercial Floracarn SPX (Chr. Hansen), contendo os microrganismos
Pediococcus pentosaceus e Staphylococcus xylosus; Tratamento 2 (T2), adicdo da
cultura starter liofilizada de Lactobacillus plantarum produzida utilizando meio de
cultura de plasma suino e cultura starter comercial Floracarn SX (Chr. Hansen),
contendo o microrganismo Staphylococcus xylosus. A quantidade de cultura starter
adicionada foi de 0,25 g/kg, sendo que no T2 utilizou-se uma percentagem de 70%
de Lactobacillus plantarum e 30% de Staphylococcus xylosus.

A massa carnea dos tratamentos foi embutida em tripas artificiais de
colageno, com 60 mm de didametro e cortadas em pecas de aproximadamente 15 cm
de comprimento. Ap6s o0 embutimento, as amostras foram submetidas a um banho
em solucdo 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 programacado de temperatura e
umidade relativa (T9/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
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dia, 21°C/80%, sexto dia, 20°C/75% e sétimo dia em diante, 18°C/75%. Concluida a
fabricacao, retiraram-se as tripas e as pecas dos embutidos fermentados foram

embaladas a vacuo e armazenadas a temperatura ambiente.

2.2.2 Analises fisico-quimicas

2.2.2.1 Determinagéao do pH

A medigcao do pH foi realizada homogeneizando-se dez gramas de amostra
com 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 [29]. A determinacdo do pH foi realizada no inicio (0 dia) e com 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
14 e 21 dias de fabricacao.

2.2.2.2 Determinacgéo da atividade de agua (Aw).

A determinacdo da Aw foi realizada utilizando o aparelho Testo 400 CE,
(TESTO GMBH & CO.), ocorrendo as determinagdes nos dias 0, 3, 7, 14 e 21 de
fabricacéao.

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

pecas carneas no momento do embutimento e apds o produto acabado [29].

2.2.2.4 Medicéao da cor

A determinacao 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 determinacdes foram realizadas nos dias 0, 3, 7,
14 e 21 de fabricacao.

2.2.3 Analises microbiol6gicas

Por¢des de 25 gramas de salame foram homogeneizadas com 225 mL de
agua peptonada 0,1% e diluicbes decimais foram utilizadas para as anélises
microbiolégicas. Os salames foram analisados ap6s a sua fabricacdo (0 dia) e com
3,7, 14 e 21 dias de fermentacdo e maturacdo. Foram realizadas as determinagdes
de bactérias acido lacticas em meio agar MRS, Staphylococcus coagulase negativa

em meio agar BAIRD-PARKER, Staphylococcus coagulase positiva utilizando a
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prova bioquimica da coagulase com plasma de coelho, coliformes totais em meio

agar cristal violeta-vermelho neutro-bile e coliformes fecais em caldo EC [27].

2.2.4 Analise sensorial

Foi realizado, no produto pronto, um teste sensorial de aceitacao, utilizando —
se uma escala hedbnica estruturada de sete pontos, variando de desgostei
muitissimo (nota 1) a gostei muitissimo (nota 7). Para avaliacao das amostras foram
utilizados 30 provadores nao treinados, mas consumidores de salame, sendo
avaliados os atributos de cor, aroma, sabor e textura [15].

2.2.5 Andlise estatistica

Todas as determinagdes foram realizadas em triplicata e os dados foram
avaliados através de analise de variancia (ANOVA). As médias foram comparadas
pelo teste de Tukey, considerando o nivel de significancia de 5% (p<0,05), utilizando

o pacote estatistico SAS, versao 6.12 [25].

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Elaboracao da cultura starter

A curva de crescimento e a densidade Optica a 610 nm do cultivo de
Lactobacillus plantarum em meio de plasma suino encontram-se na Figura 1. A
fermentacdo, com concentracdo meédia inicial de células viaveis de Lactobacillus
plantarum de 6,67 Log UFC.mL™", alcancou seu crescimento maximo no tempo de 30
horas (9,82 Log UFC.mL™), vindo posteriormente a decrescer. A densidade ética
apresentou o mesmo comportamento, atingindo um pico maximo de 0,83 apés 30
horas de fermentacdo. Esses resultados sdo muito semelhantes aos encontrados
por HYUN & SHIN [9], que ao utilizarem um hidrolisado enzimatico de plasma bovino
como fonte de nitrogénio na elaboracdo de um meio de cultura para propagacéo de
bactérias 4cido lacticas encontraram um crescimento maximo de 9,71 Log UFC.mL",
apds 24 horas de fermentacao.

A cepa de Lactobacillus plantarum ao entrar na fase estacionaria, apés 30
horas de fermentagcdo em meio de cultura de plasma suino, foi liofilizada, para
posteriormente ser aplicada como cultura starter em salame. A taxa de sobrevivéncia
a liofilizacdo da cepa estudada foi de 90,05%. Essa elevada sobrevivéncia a
liofilizacdo é de suma importancia, ja que as culturas starters sdao geralmente



31

comercializadas na forma liofilizada, e a estabilidade ao processo de liofilizagdo é

um fator essencial para a producao dessas bactérias.
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Figura 1. Curva de crescimento e densidade Optica a 610 nm do cultivo de
Lactobacillus plantarum em meio de cultura de plasma suino.

3.2. Aplicacao da cultura starter em salame

3.2.1. Analises fisico-quimicas

A evolucao do pH durante o periodo de fabricacdo dos salames é mostrada
na Figura 2. Observa-se que em todos os tratamentos os valores de pH diminuiram
até o sétimo dia de elaboracao dos salames. Essa queda ocorreu fundamentalmente
devido ao acumulo de acido lactico, formado pela acdo das bactérias acido lacticas
sobre os carboidratos presentes na massa carnea [28]. O declinio no valor de pH
durante os primeiros dias de fermentacdo é muito importante para a produgcédo de
salames de alta qualidade e seguranca devido a inibicdo de microrganismos
indesejaveis, conversao e estabilizacdo da cor e formacao de compostos desejaveis
de sabor e aroma [14]. Ap6s o sétimo dia, foi observado um aumento dos valores de
pH em todos os lotes, devido a producao de aménia (protedlise), em decorréncia da
atividade enzimatica durante a maturagao [13].

A partir do segundo dia de fermentagéo os tratamentos T1 e T2 apresentaram
uma diminuicdo do valor de pH significativamente maior que o lote controle,
persistindo esta diferenca até o final da maturacao. O tratamento T2 apresentou uma
queda maior (p<0,05) que o lote T1 a partir do segundo dia até o sexto dia de

fermentacdo, apresentando valores semelhantes ao final da fermentagao (7° dia).
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Esta diferenca pode ser atribuida ao fato de que os microrganismos do género
Lactobacillus, presentes no tratamento T2, s&o mais acidificantes que os
Pediococcus, presentes no T1 [1], e, além disso, temperaturas de 20 a 25°C
favorecem o género Lactobacillus, que se desenvolve mais rapidamente que os
Pediococcus [17]. ApGs o sétimo dia, o lote T1 teve uma maior elevacao no pH que o
tratamento T2, ficando com um pH final significativamente mais elevado (Tabela 1).

Dias

---4--- CONTROLE —--m--TRATAMENTO 1 —a— TRATAMENTO 2

Figura 2. Evolugdo do pH dos salames formulados com diferentes culturas starters.
Controle: sem inoculacao de cultura starter; Tratamento 1: inoculado com Pediococcus pentosaceus e
Staphylococcus xylosus; Tratamento 2: inoculado com Lactobacillus plantarum fermentado em meio
de cultura de plasma suino e Staphylococcus xylosus.

A atividade de agua diminuiu em todos os lotes durante o processamento
(Figura 3). Esta reducao pode ser atribuida ao decréscimo nos valores de pH, pois a
capacidade de retencdo de agua das proteinas da carne é diminuida quando o pH
se aproxima do seu ponto isoelétrico, acelerando a desidratacido e
consequentemente reduzindo a Aw [5]. O tratamento T2, que apresentou uma maior
queda de pH, apresentou atividade de agua significativamente menor que os demais
tratamentos no final do processo de fabricagdo (Tabela 1). Concordando com estes
resultados, NASSU, GONCALVES & BESERRA [18] ao avaliarem a acdo de
diferentes culturas starters na elaboracdo de embutidos fermentados de carne
caprina, encontraram menores valores de Aw em amostras que apresentaram uma

maior queda de pH, devido a maior perda de agua.
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Figura 3. Evolucdo da Aw dos salames formulados com diferentes culturas starters.
Controle: sem inoculagao de cultura starter; Tratamento 1: inoculado com Pediococcus pentosaceus e
Staphylococcus xylosus; Tratamento 2: inoculado com Lactobacillus plantarum fermentado em meio
de cultura de plasma suino e Staphylococcus xylosus.

A perda de peso ficou em torno de 60%, nado apresentando diferenca
significativa entre os tratamentos (Tabela 1). Esses valores estdo acima da faixa de
30 a 40%, considerada ideal para produtos fermentados secos [24]. Essa perda
excessiva de peso ocorreu provavelmente devido a ndo utilizacdo de toicinho na

formulagéo, que se presente nao seria desidratado face as condi¢des do trabalho.

Tabela 1. Valores finais de pH, Aw e perda de peso nas partidas de salames
formulados com diferentes culturas starters.

CONTROLE TRATAMENTO 1 TRATAMENTO 2

pH 5,40c 5,13b 5,08a
Aw 0,842b 0,838b 0,803a
Perda de peso (%) 60,05a 59,31a 59,62a

Médias acompanhadas pela mesma letra, na mesma linha, ndo apresentam diferenga significativa
(p=0,05) pelo teste de Tukey. Controle: sem inoculagédo de cultura starter; Tratamento 1: inoculado
com Pediococcus pentosaceus e Staphylococcus xylosus; Tratamento 2: inoculado com Lactobacillus
plantarum fermentado em meio de cultura de plasma suino e Staphylococcus xylosus.
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Os valores da determinacdo da cor nos salames durante a fabricacao estao
na Tabela 2. Os valores de L* diminuiram em todos os tratamentos ao longo dos 21
dias de fabricacdo, ndo sendo observada diferenca significativa entre os
tratamentos. Este decréscimo representa a formacao da cor escura em decorréncia
de reagbes de escurecimento [3]. Semelhantemente, KAYAARDI & GOK [13]
verificaram que os valores de L* de salames geralmente decrescem durante o
periodo de maturacao.

Os valores de a* aumentaram durante os primeiros 14 dias e entédo
diminuiram no final do periodo de fabricacdo (Tabela 2). Durante os primeiros dias
de fermentagéo, o 6xido nitrico ja presente na carne combina-se com a mioglobina
produzindo a nitrosomioglobina [14]. Como este pigmento tem coloracdo vermelha,
os valores de a* aumentaram durante a elaboracdo do salame. Foi observado
valores de a* nos tratamentos T1 e T2 significativamente maiores que o controle nos
dias 3 e 7, devido provavelmente a acao das culturas starters presentes. De acordo
com TERRA [28], a acidificacdo causada pelas bactérias lacticas acelera a formacéao
de cor e a reducdo de nitrato a nitrito, causada pelos Staphylococcus, aumenta a
disponibilidade de NO para reagir com a mioglobina. A possivel razdo para a
diminuicdo nos valores de a* no final da maturagdo pode ser a parcial ou total
desnaturacao do pigmento nitrosomioglobina devido a produgcdo de &cido lactico
[20]. Concordando com estes resultados, KAYAARDI & GOK [10] observaram que
valores de a* de salames aumentaram durante o periodo de fermentacao, e entao
diminuiram durante a maturacao, em decorréncia da desidratacao.

Os valores de b* diminuiram em todos os tratamentos durante a fabricagéo,
nao sendo observada diferencga significativa entre os tratamentos (Tabela 2). Estes
resultados concordam com os dados obtidos por PEREZ-ALVAREZ et al. [20], que
observaram a diminuicdo dos valores de b* de salames durante a fermentacéo e
maturacdo, atribuindo este decréscimo ao consumo de oxigénio pelos
microrganismos, € a consequente diminuicdo da oximioglobina, a qual contribui para

a coloracdo amarela.
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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*

C 52,77a 11,22a 12,88a

0 T1 53,22a 11,00a 12,16a
T2 53,64a 11,32a 12,95a

C 46,45a 18,58b 10,86a

3 T1 46,51a 22,91a 10,82a
T2 48,58a 20,60a 10,57a

C 44 50a 23,11b 10,22a

7 T1 46,64a 23,91a 10,45a
T2 45,78a 23,73a 10,20a

C 40,93a 23,42a 10,62a

14 T1 43,76a 24,30a 11,23a
T2 44 74a 24,34a 11,00a

C 37,22a 20,62a 7,88a

21 T1 38,70a 18,85b 6,89a
T2 38,02a 20,74a 7,49a

Médias acompanhadas pela mesma letra, na mesma coluna, no mesmo dia, ndo apresentam
diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey. * C: sem inoculagdo de cultura starter; T1:
inoculado com Pediococcus pentosaceus e Staphylococcus xylosus; T2: inoculado com Lactobacillus
plantarum fermentado em meio de cultura de plasma suino e Staphylococcus xylosus.

3.2.2 Analises microbiol6gicas

Durante todo o periodo de fabricagdo dos salames nao foi detectada em
nenhum tratamento a presenca de coliformes fecais e de Staphylococcus coagulase
positiva (Tabela 3). Com relagdo as bactérias acido lacticas, foi verificado que no
inicio da fermentagdo, o controle apresentou uma contagem de aproximadamente
4,0 Log UFC.g™". J4 os tratamentos T1 e T2 apresentaram uma contagem inicial de
bactérias 4cido lacticas de aproximadamente 7,0 Log UFC.g', a qual foi

significativamente superior ao controle, devido a inoculagdo das culturas lacticas.
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Apébs 7 dias de fermentagdo, o lote controle alcangcou uma contagem de bactérias
acido lacticas de aproximadamente 8,0 Log UFC.g "', permanecendo praticamente
estavel até o final da maturacdo. Nos tratamentos contendo culturas starters (T1 e
T2) foi observado uma contagem préxima de 8,0 Log UFC.g' apés 3 dias de
fermentacao, diminuindo em aproximadamente um ciclo logaritmico no tratamento
T1 no final da maturacdo, sendo significativamente menor que os outros
tratamentos, e mantendo-se quase estavel no tratamento T2. Estes resultados estao
de acordo com RANTSIOU & COCOLIN [21], que afirmam que as bactérias acido
lacticas sdo os microrganismos que dominam a flora microbiana de embutidos
fermentados, devido as condicées anaerdbicas do meio, presenca de cloreto de
sédio, nitrato e nitrito, alcangando uma contagem de 7-8 Log UFC.g™ apés trés dias
de fermentagao, permanecendo relativamente sem alteragdes, em numero, durante
todo o periodo de maturacao.

As contagens de Staphylococcus coagulase negativa nos tratamentos T1 e
T2 apresentaram uma diminuicdo de aproximadamente um ciclo logaritmico no final
do processo de maturacdo (Tabela 3). Este € um comportamento normal destes
microrganismos, visto que a diminuicdo do pH e da concentracdo de oxigénio sao
fatores limitantes de seu crescimento [22]. No entanto, no lote controle, foi verificado
um aumento de 3,61 Log UFC.g" para 7,23 Log UFC.g™" no final da maturacéo. Este
aumento pode ser atribuido ao maior valor de pH do lote controle (5,40) comparado
aos tratamentos T1 (5,13) e T2 (5,08), uma vez que essas bactérias sao sensiveis a
acidificacao [11].

Os valores iniciais de coliformes totais (Tabela 3) foram baixos, evidenciando
a boa qualidade higiénico-sanitaria da matéria-prima. Os coliformes totais foram
progressivamente eliminados em todos os tratamentos durante a fabricacdo. No
entanto algumas diferencas foram observadas entre os salames com e sem culturas
starters. O controle apresentou coliformes totais durante quase todo o periodo de
maturacdo, enquanto que nos salames contendo culturas starters, os coliformes
totais desapareceram no 72 dia. A grande e rapida queda de pH (Figura 2) ocorrida
nos salames inoculados pode parcialmente explicar a rapida redugéo e a eliminacao

desses microrganismos como outros autores observaram [7, 12].
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Tabela 3. Anélises microbiolégicas (Log UFC.g™") durante o periodo de fabricagao
dos salames formulados com diferentes culturas starters.

Dias Trat.* Bactérias Staphylococcus Staphylococcus Coliformes Coliformes

acido coagulase coagulase totais fecais
lacticas negativa positiva

C 4,06b 3,61b < 1,00 2,89a < 1,00

0 T1 6,94a 6,86a < 1,00 2,80a < 1,00
T2 7,13a 7,09a < 1,00 2,74a < 1,00

C 7,47b 5,96b < 1,00 2,77b < 1,00

3 T1 8,15a 7,00a < 1,00 1,71a < 1,00
T2 8,04a 5,31c < 1,00 1,75a < 1,00

C 7,91b 6,89a < 1,00 2,78 < 1,00

7 T1 7,51c 7,01a < 1,00 < 1,00 < 1,00
T2 8,03a 6,18b < 1,00 < 1,00 < 1,00

C 7,83b 7,05a < 1,00 1,41 < 1,00

14 T1 7,45¢ 6,04b < 1,00 < 1,00 < 1,00
T2 8,09a 6,20b < 1,00 < 1,00 < 1,00

C 7,99a 7,23a < 1,00 < 1,00 < 1,00

21 T1 7,01b 5,78b < 1,00 < 1,00 < 1,00
T2 7,98a 5,67b < 1,00 < 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. * C: sem inoculacdo de cultura starter; T1:
inoculado com Pediococcus pentosaceus e Staphylococcus xylosus; T2: inoculado com Lactobacillus
plantarum fermentado em meio de cultura de plasma suino e Staphylococcus xylosus.

3.2.3 Analise sensorial

Os valores médios para os quesitos de cor, aroma, sabor e textura estdo na
Tabela 4. De uma maneira geral, todos os parametros analisados variaram entre
gostei muito e gostei moderadamente, ndo ocorrendo diferenca significativa nos
atributos de cor, aroma e textura. Houve diferenca significativa apenas para o
atributo sabor, onde o tratamento T2 apresentou um maior valor, em comparacao
com os outros tratamentos, indicando uma maior preferéncia dos painelistas pelo
salame elaborado com a cultura starter de Lactobacillus plantarum isolada de

salames artesanais e produzida utilizando meio de cultura de plasma suino.
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Tabela 4. Valores médios de notas de aceitacao sensorial para cor, aroma, sabor e
textura dos salames.

CONTROLE TRATAMENTO 1 TRATAMENTO 2

Cor 5,9a 5,6a 5,7a
Aroma 5,2a 5,0a 5,5a
Sabor 5,0b 5,0b 6,0a

Textura 5,2a 4,8a 4,95a

Médias acompanhadas pela mesma letra, na mesma linha, ndo apresentam diferenga significativa
(p=0,05) pelo teste de Tukey. Controle: sem inoculagéo de cultura starter; Tratamento 1: inoculado
com Pediococcus pentosaceus e Staphylococcus xylosus; Tratamento 2: inoculado com Lactobacillus
plantarum fermentado em meio de cultura de plasma suino e Staphylococcus xylosus.

4. CONCLUSAO

O meio de cultura de plasma suino € uma alternativa na produgcao comercial
de bactérias acido lacticas, visto que foi eficiente na multiplicagdo do microrganismo
Lactobacillus plantarum.

Os salames elaborados com a cultura starter de Lactobacillus plantarum
isolada de salames artesanais e produzida em meio de cultura de plasma suino
apresentaram uma queda de pH significativamente mais rapida e uma menor
atividade de &agua que os demais tratamentos, garantindo maior seguranca
microbiolégica. Além disso, 0 microrganismo Lactobacillus plantarum melhorou

significativamente o sabor dos salames produzidos.
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RESUMO

O efeito de dois niveis (0,5% e 1%) de extrato hidro-alcodlico de marcela
(Achyrocline satureioides) na seguranca (valores de TBARS) e qualidade (pH,
atividade de agua, cor, perda de peso e atributos sensoriais) de salames foi
avaliado. A adigdo de extrato de marcela significativamente diminuiu os valores de
TBARS durante o armazenamento dos salames, comparado ao controle, elaborado
sem extrato de marcela. O tratamento com 1% de extrato de marcela mostrou uma
maior estabilidade lipidica que o lote com 0,5%, porém apresentou uma diminuicéo
(p<0,05) na aceitacdo sensorial. Os dois niveis de extrato de marcela nao
influenciaram significativamente os parametros de pH, atividade de agua, cor e
perda de peso. Este estudo indicou que o extrato hidro-alcodlico de marcela foi
efetivo na diminuicdo da oxidacao lipidica e que a concentragéo de 0,5% nao alterou
as caracteristicas sensoriais, podendo, portanto, ser utilizada em salames para
proporcionar produtos mais seguros aos consumidores.

Palavras-chave: Salame, oxidacao lipidica, antioxidante natural, marcela

ABSTRACT: THE EFFECT OF THE MARCELA (Achyrocline satureioides)
EXTRACT IN THE LIPID OXIDATION OF THE DRY FERMENTED SAUSAGES

The effect of two levels (0.5% and 1%) of hydroalcoholic extract of marcela
(Achyrocline satureioides) in the security (TBARS values) and quality (pH, water
activity, colour, weight loss and sensorial attributes) of dry fermented sausages was
evaluated. The addition of marcela extract significantly decreased the TBARS values
during the storage of the dry fermented sausages, compared with the control,
elaborated without marcela extract. The treatment with 1% of marcela extract showed
a bigger oxidative stability than that with 0.5%, however it presented a reduction
(p<0.05) in the sensorial acceptance. The two marcela extract levels had not
significantly influenced the parameters of pH, water activity, colour and weight loss.
This study indicated that the hydroalcoholic extract of marcela was effective in the
reduction of the lipid oxidation and that the concentration of 0.5% did not modify the
sensorial characteristics, being able, therefore, to be used in dry fermented sausages
to provide safer products to the consumers.

Keywords: Dry fermented sausage, lipid oxidation, natural antioxidant, marcela



44

1. INTRODUCAO

A vida de prateleira dos embutidos carneos fermentados geralmente nao é
limitada pela deterioracdo microbiana, mas por alteracées quimicas ou fisicas [3].
Devido ao alto teor de gordura e a baixa atividade de agua, a oxidacao lipidica é
considerada um dos principais fatores limitantes da vida de prateleira destes
produtos.

A oxidacao lipidica acarreta modificacoes das caracteristicas organolépticas
dos produtos carneos, como por exemplo, alteracdes da coloracdo da carne e da
gordura, desenvolvimento de sabor e aroma desagradaveis e um decréscimo no
valor nutricional do produto devido a diminuicdo do conteudo de &acidos graxos
poliinsaturados, cujo efeito benéfico na salude dos consumidores € bem
documentado [2, 4, 30]. Além disso, alguns produtos intermediarios e finais da
reacdo de oxidacao sado potencialmente téxicos a saude humana, tal como os
compostos da oxidacado do colesterol [20, 26] e da polimerizagdo dos triglicerideos
[1, 7], além dos aldeidos com a e B insaturag¢des, incluindo o malonaldeido, que é
reconhecido por seus efeitos toxicos, mutagénicos e carcinogénicos [25].

Os antioxidantes apresentam-se como alternativa para prevenir a deterioragéo
oxidativa dos alimentos e minimizar os danos oxidativos nos seres vivos. Como o
emprego de antioxidantes sintéticos na industria de alimentos tem sido alvo de
questionamentos quanto a sua inocuidade, as pesquisas encontram-se voltadas para
a busca de compostos naturais que exibam esta propriedade funcional [22].

Varias pesquisas estdo sendo realizadas na tentativa de se descobrir novas
fontes de antioxidantes naturais para utilizagcdo em carne e em produtos carneos [9,
21,16, 17, 18]. A Achyrocline satureioides, popularmente conhecida como marcela, é
uma planta medicinal usada na Argentina, Uruguai, Paraguai e Brasil por suas
propriedades antiespasmaddica, hepatoprotetora e colerética. O alto conteudo de
compostos polifendlicos, na maioria flavonoides, e de diferentes acidos fendlicos
como o cafeico, clorogénico e isoclorogénico [34, 11], sugere que esta planta pode
possuir potentes efeitos antioxidantes. Existem alguns relatos das propriedades
antioxidantes da marcela [10, 12], mas a sua aplicacdo em produtos carneos nao
tem sido estudada.

Este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito do extrato de marcela
(Achyrocline satureioides) na estabilidade oxidativa e nas caracteristicas sensoriais

de embutidos fermentados do tipo salame durante o armazenamento.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Preparacao do extrato

O produto vegetal seco (30 gramas de inflorescéncias da marcela) foi
homogeneizado com solvente, transferido para um béquer e deixado durante 1 hora
a temperatura ambiente. Transcorrido este periodo, procedeu-se a filtracao
utilizando-se papel de filtro Whatman n° 6. A parte sélida foi submetida a mais duas
extracdes sucessivas, com o objetivo de extrair totalmente o principio ativo da
matéria prima. Os 3 filtrados foram recolhidos e concentrados em rotaevaporador
(Rotavapor® RE 120 - Buchi, Flawil, Suiga) até 7% do volume inicial, obtendo-se
assim o extrato bruto que foi mantido sob refrigeracdo em frasco de vidro, ao abrigo
da luz. Na elaboracdo do extrato, a relacao liquido-sélido foi de 12:1. Na primeira
extracdo, o solvente empregado foi uma mistura de etanol 95% com agua destilada
(12:1) e nas duas seguintes etanol 95%.

2.2 Elaboracao do salame

As amostras de salame foram elaboradas de acordo com a seguinte
formulacao: carne suina (600 g/kg), carne bovina (300 g/kg), toucinho (100 g/kg),
cloreto de sédio (25 g/kg), glicose (5 g/kg), sacarose (5 g/kg), mistura comercial de
cura, contendo nitrato e nitrito de sdédio (3 g/kg), ascorbato de sddio (2,5 g/kg),
pimenta branca (2 g/kg), alho (3 g/kg), noz moscada (0,02 g/kg) e cultura starter
comercial Floracarn SPX (Chr. Hansen) (0,25 g/kg). A carne suina foi moida em
disco de 12 mm e a carne bovina em disco de 8 mm. O toicinho foi cortado, com o
auxilio de facas, em cubos de aproximadamente 1 cm®. Apés a moagem as carnes e
o toicinho sofreram a adi¢cdo de cloreto de sdédio, misturando-se em misturadeira
durante 3 minutos para a extragdo das proteinas miofibrilares. A seguir, foram
incorporados 0os demais ingredientes, e por ultimo, adicionou-se a cultura starter
previamente diluida em agua destilada (200 ml de agua para cada 100 kg de massa
carnea), isenta de cloro, 30 minutos antes da adi¢cao a mistura [35].

A massa carnea foi dividida igualmente em trés lotes, originando os seguintes
tratamentos: (1) controle, sem adicdo de extrato hidro-alcodlico de marcela; (2)
adicéo de 0,5% de extrato hidro-alcodlico de marcela; (3), adicdo de 1% de extrato

hidro-alcodlico de marcela.
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A massa carnea dos tratamentos foi embutida em tripas artificiais de
colageno, de 60 mm de didmetro, cortadas em pecas de aproximadamente 15 cm de
comprimento. Apés o embutimento, as amostras foram submetidas a um banho em
solucdo de sorbato de potassio (20%) e encaminhadas para a caAmara climatizada,
com temperatura e umidade relativa controladas, onde permaneceram até atingir
uma atividade de agua de 0,87. A programacao de temperatura e 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 fabricacéo,
retiraram-se as tripas e as pecas dos embutidos fermentados foram embaladas a

vacuo e armazenadas a temperatura ambiente durante 90 dias.

2.3 Analises fisico-quimicas

2.3.1 Determinacgéo do pH

A medigao do pH foi realizada homogeneizando-se dez gramas de amostra
com 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 [36]. A determinacéo do pH foi realizada no inicio (0 dia) e com 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
14 e 19 dias de fabricacao.

2.3.2 Determinacgao da atividade de agua (Aw).

A determinacdo da Aw foi realizada utilizando o aparelho Testo 400 CE,
(TESTO GMBH & CO.), ocorrendo as determinag¢des nos dias 0, 3, 7, 14, 16 e 19 de
fabricacéao.

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

pecas carneas no momento do embutimento e apds o produto acabado [36].

2.3.4 Medicao da cor

A determinacao 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 19 de fabricacao.
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2.3.5 Avaliacao da oxidacao lipidica

As substancias reativas ao 4acido tiobarbiturico (TBARS) resultantes da
oxidacao lipidica foram determinadas segundo o método de RAHARJO et al. [29]. Os
valores de TBARS foram determinados em triplicata para cada amostra ap6s zero,
15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias de armazenamento e os resultados foram expressos em
mg de malonaldeido por quilograma de amostra.

2.4 Analise sensorial

A aceitacao global dos produtos foi avaliada nos dias zero, 30, 60 e 90 de
armazenamento, com auxilio de um painel constituido de 30 provadores nao
treinados, mas consumidores de salame, utilizando-se uma escala hedbnica
estruturada de sete pontos, variando de desgostei muitissimo (nota 1) a gostei
muitissimo (nota 7). As amostras foram oferecidas aos painelistas em pratos
plasticos brancos, codificados com trés digitos, acompanhadas de um copo de agua

e biscoito do tipo agua e sal [23].

2.5 Analise estatistica

Todas as determinacdes foram feitas em triplicata e os dados foram avaliados
através de analise de variancia (ANOVA). As médias foram comparadas pelo teste
de Tukey, considerando o nivel de significancia de 5% (p<0,05), utilizando o pacote
estatistico SAS, versao 6.12 [33].

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analises fisico-quimicas

As mudancas nos valores de pH durante o periodo de fabricacdo dos salames
sdo apresentadas na Figura 1. Foi observado durante os primeiros sete dias de
fabricacdo, uma diminuicdo dos valores de pH de 5,80 para aproximadamente 4,95,
devido provavelmente ao acumulo de &cido lactico, formado pelas bactérias acido
lacticas [35]. O declinio no valor de pH durante os primeiros dias de fermentacao é
muito importante para a producédo de salames de alta qualidade e seguranca devido
a inibicdo de microrganismos indesejaveis, conversdo e estabilizacdo da cor e
formacao de compostos desejaveis de sabor e aroma [15]. Apds o sétimo dia, os

valores de pH aumentaram para em torno de 5,14. Isto pode ser atribuido a
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producédo de aménia e de aminas biogénicas como resultado da atividade enzimatica
[14]. O extrato de marcela nao afetou significativamente (p>0,05) os valores de pH
durante o periodo de fabricagdo dos salames, sugerindo desta forma, que sua

adicao ndo ocasiona alteragdes no processo fermentativo.

0 5 10 15 20
Tempo (dias)

—xX— Controle ---m--- Marcela 0,5% — A — Marcela 1%

Figura 1. Evolugado do pH durante o periodo de fabricacdo dos salames formulados
com diferentes niveis de extrato hidro-alcodlico de marcela. Controle: sem adi¢ao de
extrato de marcela; Marcela 0,5%: adicao de 0,5% de extrato hidro-alcodlico de
marcela; Marcela 1%: adicao de 1% de extrato hidro-alcodlico de marcela.

As mudancgas nos valores de atividade de agua (Aw) durante o periodo de
fabricacdo dos salames sdo mostradas na Figura 2. A Aw diminuiu ao longo da
fabricacao, atingindo um valor de 0,87 em todos os tratamentos apds 19 dias. Esta
reducdo € atribuida ao decréscimo nos valores de pH, pois a capacidade de
retencdo de agua das proteinas da carne é diminuida quando o pH se aproxima do
seu ponto isoelétrico, acelerando a desidratacdo e consequentemente reduzindo a
Aw [8]. A analise estatistica demonstrou que a adicdo do extrato de marcela nao
influenciou significativamente (p>0,05) a atividade de agua durante o periodo de
fabricacao.

A perda de peso foi de 46,92%, 46,78% e 45,86% no lote controle e nos
salames adicionados de 0,5 e 1% de extrato de marcela, respectivamente. Nao
sendo observada diferenca significativa (p>0,05) entre os tratamentos. Esses valores
estdo muito proximos da faixa de 30 a 40%, considerada ideal para produtos
fermentados secos [31].
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Figura 2. Evolucdo da atividade de agua durante o periodo de fabricagcdo dos
salames formulados com diferentes niveis de extrato hidro-alcodlico de marcela.
Controle: sem adicdo de extrato de marcela; Marcela 0,5%: adicao de 0,5% de
extrato hidro-alcodlico de marcela; Marcela 1%: adicdo de 1% de extrato hidro-
alcoolico de marcela.

A Tabela 1 apresenta os valores da determinagao da cor durante a fabricacéao
dos salames. Os valores de L* diminuiram em todos os tratamentos ao longo dos 19
dias de fabricacdo, ndo sendo observada diferenca significativa entre os tratamentos.
Este decréscimo representa a formagao da cor escura em decorréncia de reagdes de
escurecimento [6]. Semelhantemente, KAYAARDI & GOK [19] verificaram que os
valores de L* de salames geralmente decrescem durante o periodo de maturagéo.

Os valores de a* aumentaram durante todo o periodo de fabricagdo (Tabela
1). Durante os primeiros dias de fermentagao, o 6xido nitrico ja presente na carne
combina-se com a mioglobina produzindo a nitrosomioglobina [15]. Como este
pigmento tem coloragdo vermelha, os valores de a* aumentaram durante a
elaboracdo dos salames. A adicdo de extrato de marcela reduziu significativamente
os valores de a* no inicio (0 dia) e no 3° dia de fabricacado. Entretanto, a partir do 7°
dia, os valores de a*, apesar de menores nos tratamentos com extrato de marcela,
nao diferiram significativamente do controle.

Os valores de b* diminuiram em todos os tratamentos durante a fabricagao,
nao sendo observada diferenca significativa entre os mesmos (Tabela 1). Estes
resultados concordam com os dados obtidos por PEREZ-ALVAREZ et al. [27], que
observaram a diminuicdo dos valores de b* de salames durante a fermentacéo e
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maturagdo, atribuindo este decréscimo ao consumo de oxigénio pelos
microrganismos, e a consequente diminuicdo da oximioglobina, a qual contribui para

a coloracdo amarela.

Tabela 1 — Valores médios da determinacdao de cor dos salames formulados com
diferentes niveis de extrato hidro-alcodlico de marcela expresso como L* (brilho), a*
(indice vermelho) e b* (indice amarelo)

Dias Tratamentos* L* a* b*

Controle 51,18a 14,90a 12,06a

0 Marcela 0,5% 54,39a 11,23b 12,89a
Marcela 1% 53,39a 11,77b 13,23a

Controle 50,01a 21,15a 11,56a

3 Marcela 0,5% 49,16a 18,11b 11,11a
Marcela 1% 49,26a 17,13b 11,39a

Controle 48.,86a 21,72a 11,43a

7 Marcela 0,5% 47 95a 19,04a 11,06a
Marcela 1% 49,71a 18,81a 11,34a

Controle 44 26a 24,01a 11,22a

14 Marcela 0,5% 43,28a 21,26a 10,87a
Marcela 1% 42.11a 21,58a 11,60a

Controle 37,78a 24 . 33a 10,59a

19 Marcela 0,5% 42 55a 22,28a 10,82a
Marcela 1% 38,02a 21,63a 11,03a

Médias acompanhadas pela mesma letra, na mesma coluna, no mesmo dia, ndo apresentam
diferenga significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey. * Controle: sem adigéo de extrato de marcela;
Marcela 0,5%: adicao de 0,5% de extrato hidro-alcodlico de marcela; Marcela 1%: adicdo de 1% de
extrato hidro-alcodlico de marcela.

O teste de TBARS é o método mais usual para acompanhar a evolucado da
oxidacao lipidica em carnes e produtos carneos [28]. As mudancgas nos valores de
TBARS foram acompanhadas durante os 90 dias de armazenamento (Figura 3). A
oxidacao lipidica foi significativamente afetada (p<0,05) pela adicao de extrato de
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marcela. No inicio do armazenamento (0 dia), os valores de TBARS dos tratamentos
contendo 0,5 e 1% de extrato de marcela, apresentaram uma diminuicdo de 26% e
44%, respectivamente, em relacdo ao controle, e estes apresentaram valores
significativamente menores que o controle durante todo o periodo de
armazenamento. Apos 45 dias de armazenamento, o numero de TBARS no
tratamento contendo 1% de extrato de marcela foi metade do valor encontrado no
controle. Estes resultados sugerem que o extrato de marcela retardou a oxidacao
lipidica durante o periodo de armazenamento dos salames. Neste experimento foi
observado, para todos os tratamentos, um aumento nos valores de TBARS até o 45°
dia de armazenamento, e entdo, um decréscimo. Esta diminuicdo pode ser atribuida
as reacdes do malonaldeido com proteinas, durante o periodo de armazenamento
[24, 32]. NASSU et al. [24], em um estudo avaliando o efeito de diferentes niveis de
alecrim (Rosmarinus officinalis) na estabilidade oxidativa de embutidos fermentados
de carne caprina, relataram valores de TBARS com o mesmo comportamento deste
estudo, durante um periodo de armazenamento de 90 dias. Resultados semelhantes
também foram relatados por BOZKURT [5], em um estudo sobre o efeito de
diferentes antioxidantes em salames do tipo Turco (“sucuk”) durante a fabricagao.
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Figura 3. Valores médios do numero de TBARS (+ desvio padrdo) durante o
armazenamento dos salames formulados com diferentes niveis de extrato hidro-
alcodlico de marcela. Controle: sem adicdo de extrato de marcela; Marcela 0,5%:
adicao de 0,5% de extrato hidro-alcodlico de marcela; Marcela 1%: adigao de 1% de
extrato hidro-alcodlico de marcela.
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3.2 Analise sensorial

As notas médias da aceitacao global em funcédo do tempo de armazenamento
sao apresentadas na Figura 4. Segundo LABUZA & SCHMIDL [13], considera-se o
final da vida Gtil do produto quando ocorre uma diminuicao de 1,5 pontos na escala
hedonica. Neste experimento, isto ndo ocorreu em nenhuma amostra, indicando que
todos os tratamentos podem ser considerados aceitaveis até os 90 dias de
armazenamento, em temperatura ambiente. Nao foram encontradas diferencas
significativas entre o tratamento contendo 0,5% de extrato de marcela e o controle.
No entanto, a adicdo de 1% de extrato hidro-alcodlico de marcela diminuiu
significativamente a aceitacao global, depreciando a qualidade sensorial do produto.

Nota média
(aceitacao global)
w

0 T T T T T 1
0 15 30 45 60 75 90

Tempo armazenamento (dias)

menntpemes GONtrole — -m— — Marcela 0,5% - - -a--- Marcela 1%

Figura 4. Valores médios da aceitacdo global durante o armazenamento dos
salames formulados com diferentes niveis de extrato hidro-alcodlico de marcela.
Controle: sem adicdo de extrato de marcela; Marcela 0,5%: adicdo de 0,5% de
extrato hidro-alcodlico de marcela; Marcela 1%: adicao de 1% de extrato hidro-
alcodlico de marcela.

4. CONCLUSAO
O extrato hidro-alcodlico de marcela foi efetivo na diminuicdo da oxidagao
lipidica dos salames durante o armazenamento. A adi¢cao de 0,5% de extrato hidro-
alcodlico de marcela nao interferiu na aceitacao global dos produtos. Portanto, esta
concentracado pode ser utilizada na elaboracao de salames, proporcionando produtos

mais seguros para os consumidores.
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4 DISCUSSAO

Neste trabalho, foi verificada através de contagem de células viaveis e
densidade ética, a capacidade do microrganismo Lactobacillus plantarum crescer em
um meio de cultura produzido com plasma suino. A fermentagcdo com concentragao
média inicial de células viaveis de Lactobacillus plantarum de 6,67 Log UFC.mL™"
alcancou seu crescimento maximo no meio de cultura de plasma suino no tempo de
30 horas (9,82 Log UFC.mL™), vindo posteriormente a decrescer. A densidade 6tica
apresentou o0 mesmo comportamento, atingindo um pico maximo de 0,83 apés 30
horas de fermentacdo. Esses resultados sdo muito semelhante aos encontrados por
HYUN & SHIN (1998), que ao utilizarem um hidrolisado enzimético de plasma bovino
como fonte de nitrogénio na elaboracdo de um meio de cultura para propagacéo de
bactérias 4cido lacticas encontraram um crescimento maximo de 9,71 Log UFC.mL",
apds 24 horas de fermentacao.

A cepa de Lactobacillus plantarum ao entrar na fase estacionaria, apés 30
horas de fermentagcdo em meio de cultura de plasma suino, foi liofilizada, para
posteriormente ser aplicada como cultura starter em salame. A taxa de sobrevivéncia
a liofilizacdo da cepa estudada foi de 90,05%. Essa elevada sobrevivéncia a
liofilizacdo é de suma importancia, ja que as culturas starters sao geralmente
comercializadas na forma liofilizada, e a estabilidade ao processo de liofilizagdo é
um fator essencial para a producao dessas bactérias.

A cultura starter produzida com o microrganismo Lactobacillus plantarum foi
entdo aplicada em salame, avaliando-se sua influéncia nas caracteristicas
microbioldgicas, fisico-quimicas e sensoriais. Foram produzidos salames sem adi¢ao
de cultura starter e com a adigdo da cultura comercial T-SPX (C. Hansen) para
efeitos comparativos. Foi observado durante o periodo de fabricacao dos salames
que em todos os tratamentos os valores de pH diminuiram até o sétimo dia de
elaboragédo. Essa queda ocorreu fundamentalmente devido ao acumulo de acido
lactico, formado pela acdo das bactérias acido lacticas sobre os carboidratos
presentes na massa carnea (TERRA, 1998). O declinio no valor de pH durante os
primeiros dias de fermentacdo € muito importante para a producdo de salames de
alta qualidade e seguranca devido a inibicdo de microrganismos indesejaveis,
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conversao e estabilizacao da cor e formagdo de compostos desejaveis de sabor e
aroma (LUCKE, 1994). Apds o sétimo dia, foi observado um aumento dos valores de
pH em todos os lotes, devido a producao de aménia (protedlise), em decorréncia da
atividade enzimatica durante a maturagao (LUCKE, 1998).

A partir do segundo dia de fermentagéo os tratamentos T1 e T2 apresentaram
uma diminuicdo do valor de pH significativamente maior que o lote controle,
persistindo esta diferenca até o final da maturacao. O tratamento T2 apresentou uma
queda maior (p<0,05) que o lote T1 apds o segundo dia até o sexto dia de
fermentacdo, apresentando valores semelhantes ao final da fermentagao (7° dia).
Esta diferenca pode ser atribuida ao fato de que os microrganismos do género
Lactobacillus, presentes no tratamento T2, sdo mais acidificantes que os
Pediococcus, presentes no T1 (BACUS, 1984), e, além disso, a temperaturas de 20
a 25°C (utilizadas neste trabalho), os Lactobacillus se desenvolvem mais
rapidamente que os Pediococcus (NASSU, 1999). Apds o sétimo dia, o lote T1 teve
uma maior elevacdo no pH que o tratamento T2, ficando com um pH final
significativamente mais elevado.

A atividade de agua diminuiu em todos os lotes durante o processamento.
Esta reducdo pode ser atribuida ao decréscimo nos valores de pH, pois a
capacidade de retencdo de dgua das proteinas da carne é diminuida quando o pH
se aproxima do seu ponto isoelétrico, acelerando a desidratacido e
consequentemente reduzindo a Aw (CHASCO et al., 1996). O tratamento T2, que
apresentou uma maior queda de pH, apresentou atividade de agua
significativamente menor que os demais tratamentos no final do processo de
fabricacdo. Concordando com estes resultados, Nassu et al. (2002) ao avaliarem a
acao de diferentes culturas starters na elaboracdo de embutidos fermentados de
carne caprina, encontraram menores valores de Aw em amostras que apresentaram
uma maior queda de pH, devido a maior perda de agua.

A perda de peso ficou em torno de 60%, nado apresentando diferenca
significativa entre os tratamentos. Esses valores estdo acima da faixa de 30 a 40%,
considerada ideal para produtos fermentados secos (RUST, 1994). Essa perda
excessiva de peso ocorreu provavelmente devido a ndo utilizacdo de toicinho na
formulagéo, pois se presente nao seria desidratado face as condi¢des do trabalho.

Na determinacdo da cor dos salames adicionados de diferentes culturas

starters foi verificado que os valores de L* diminuiram em todos os tratamentos ao
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longo dos 21 dias de fabricacdo, ndo sendo observada diferenga significativa entre
os tratamentos. Este decréscimo representa a formagdo da cor escura em
decorréncia de reacdoes de escurecimento (BOZKURT & BAYRAM, 2006).
Semelhantemente, Kayaardi & Gok (2003) verificaram que os valores de L* de
salames geralmente decrescem durante o periodo de maturacéo.

Os valores de a* aumentaram durante os primeiros 14 dias e entédo
diminuiram no final do periodo de fabricacdo. Durante os primeiros dias de
fermentacdo, o 6xido nitrico ja presente na carne combina-se com a mioglobina
produzindo a nitrosomioglobina (LUCKE, 1994). Como este pigmento tem coloracéo
vermelha, os valores de a* aumentaram durante a elaboracdo do salame. Foi
observado valores de a* nos tratamentos T1 e T2 significativamente maiores que no
controle nos dias 3 e 7, devido provavelmente a acdo das culturas starters
presentes, pois de acordo com Terra (1998), a acidificacdo causada pelas bactérias
lacticas acelera a formacao de cor e a redugdo do nitrato a nitrito, causada pelos
Staphylococcus, aumenta a disponibilidade de NO para reagir com a mioglobina. A
possivel razao para a diminuicdo nos valores de a* no final da maturagao pode ser a
parcial ou total desnaturacdo do pigmento nitrosomioglobina devido a producao de
acido lactico (PEREZ-ALVAREZ et al., 1999). Concordando com estes resultados,
Kayaardi & Gdk (2003) observaram que os valores de a* de salames aumentaram
durante o periodo de fermentacao, e entdo diminuiram durante a maturacao, devido
a desidratacao.

Os valores de b* diminuiram em todos os tratamentos durante a fabricagéo,
nao sendo observada diferenca significativa entre os tratamentos. Estes resultados
concordam com os dados obtidos por Perez-Alvarez et al. (1999), que observaram a
diminuicdo dos valores de b* de salames durante a fermentacdo e maturacao,
atribuindo este decréscimo ao consumo de oxigénio pelos microrganismos, e a
consequente diminuicdo da oximioglobina, a qual contribui para a coloracédo
amarela.

As analises microbiolégicas mostraram que nao foi detectada em nenhum
tratamento durante todo o periodo de fabricagdo dos salames a presenca de
coliformes fecais e de Staphylococcus coagulase positiva. Com relacao as bactérias
acido lacticas, foi verificado que no inicio da fermentacdo, a contagem no lote
controle foi de aproximadamente 4,0 Log UFC.g"'. Ja os tratamentos T1 e T2

apresentaram uma contagem inicial de bactérias acido lacticas superior ao controle,
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devido a inoculacdo de culturas lacticas, apresentando uma contagem de
aproximadamente 7,0 Log UFC.g". Apés 7 dias de fermentacdo, o lote controle
alcancou uma contagem de bactérias acido lacticas de aproximadamente 8,0 Log
UFC.g"', permanecendo praticamente estavel até o final da maturacdo. Nos
tratamentos contendo culturas starters (T1 e T2) foi observado uma contagem
proxima de 8,0 Log UFC.g' apés 3 dias de fermentagdo, diminuindo em
aproximadamente um ciclo logaritmico no tratamento T1 no final da maturacéao, e
mantendo-se quase estavel no tratamento T2. Estes resultados estdo de acordo com
Rantsiou & Cocolin (2006), que afirmam que as bactérias acido lacticas sdo os
microrganismos que dominam a flora microbiana de embutidos fermentados, devido
as condicdes anaerobicas do meio, presenca de cloreto de sddio, nitrato e nitrito,
alcangando uma contagem de 7-8 Log UFC.g"' apés trés dias de fermentacao,
permanecendo relativamente sem alteracées em numero durante todo o periodo de
maturacao.

As contagens de Staphylococcus coagulase negativa nos tratamentos T1 e T2
apresentaram uma diminuicdo de aproximadamente um ciclo logaritmico no final do
processo de maturacdo. Este é um comportamento normal destes microrganismos,
visto que a diminuicdo do pH e da concentracdo de oxigénio séo fatores limitantes
de seu crescimento (ROIG-SAGUES et al., 1999). No entanto, no lote controle, foi
verificado um aumento de 3,61 Log UFC/g para 7,22 Log UFC/g ao final da
maturacao. Este aumento pode ser atribuido ao maior valor de pH do lote controle
(5,40) comparado aos tratamentos T1 (5,13) e T2 (5,08), ja que essas bactérias sao
sensiveis a acidificacao (LEUSCHNER & HAMMES, 1998).

A populacao inicial de coliformes totais foi menor do que 3,0 Log UFC.g™" em
todos os tratamentos, evidenciando a qualidade higiénico-sanitaria da matéria-prima
e as boas praticas de fabricacdo utilizadas na elaboracdo dos salames. Os
coliformes foram eliminados ap6s 7 dias de fabricacdo nos tratamentos contendo
culturas starters (T1 e T2), enquanto que no lote controle, esses microrganismos s6
foram eliminados ao final da maturacdo. Estes resultados ressaltam a rapida acao
inibidora das culturas starters frente a microrganismos indesejaveis, conferindo ao
produto uma elevada seguranca microbiolégica.

Na analise sensorial foi observado que de uma maneira geral todos os
parametros analisados variaram entre gostei muito e gostei moderadamente, nao

ocorrendo diferenca significativa nos atributos de cor, aroma e textura. Houve
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diferenga significativa apenas para o atributo sabor, onde o tratamento T2
apresentou um maior valor, em compara¢do com os outros tratamentos, indicando
uma maior preferéncia dos painelistas pelo salame elaborado com a cultura starter
de Lactobacillus plantarum produzida utilizando meio de cultura de plasma suino.

Neste experimento também foi avaliado o efeito do extrato hidro-alcodlico de
marcela nas caracteristicas de qualidade (pH, atividade de agua, cor, perda de peso
e aceitabilidade sensorial) e seguranca (valores de TBARS) de salames. Foram
produzidos salames com dois niveis de extrato de marcela (0,5% e 1%) e salames
controle, sem adicao de extrato.

Foi observado durante os primeiros sete dias de fabricacdo, uma diminuicao
dos valores de pH de 5,80 para aproximadamente 4,95, devido provavelmente ao
acumulo de acido lactico, formado pelas bactérias &acido lacticas (TERRA, 1998).
Apébs o sétimo dia, os valores de pH aumentaram para em torno de 5,14. Isto pode
ser atribuido a producdo de aménia e de aminas biogénicas como resultado da
atividade enzimatica (LUCKE, 1998). O extrato de marcela ndo afetou
significativamente (p>0,05) os valores de pH durante o periodo de fabricacdo dos
salames, sugerindo desta forma, que sua adicdo ndo ocasiona alteracées no
processo fermentativo.

A atividade de agua diminuiu ao longo da fabricacao, atingindo um valor de
0,87 em todos os tratamentos apo6s 19 dias. A andlise estatistica demonstrou que a
adicao do extrato de marcela néo influenciou significativamente (p>0,05) a atividade
de agua durante o periodo de fabricagéo.

A perda de peso foi de 46,92%, 46,78% e 45,86% no lote controle e nos
salames adicionados de 0,5 e 1% de exirato de marcela, respectivamente, nao
sendo observada diferenca significativa (p>0,05) entre os tratamentos. Esses valores
foram muito proximos da faixa de 30 a 40%, considerada ideal para produtos
fermentados secos (RUST, 1994).

Os valores de L*, a* e b* apresentaram um comportamento semelhante ao
observado no primeiro experimento. Os valores de L* diminuiram em todos os
tratamentos ao longo dos 19 dias de fabricacdo, ndao sendo observada diferenca
significativa entre os tratamentos. Os valores de a* aumentaram durante todo o
periodo de fabricacdo. A adicao de extrato de marcela significativamente reduziu os
valores de a* no inicio (0 dia) e no 3° dia de fabricacdo, porém a partir do 7° dia os

valores de a*, apesar de menores nos tratamentos com extrato de marcela, nao
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diferiram significativamente do controle. Os valores de b* diminuiram em todos os
tratamentos durante a fabricacdo, ndo sendo observada diferencga significativa entre
os tratamentos.

Foi acompanhada a oxidacao lipidica dos salames durante o periodo de
armazenamento (90 dias), através do teste de TBARS. Esse teste é o método mais
usual para acompanhar a evolucdo da oxidacdo lipidica em carnes e produtos
carneos (RAHARJO & SOFOS, 1993). Os valores de TBARS foram
significativamente afetados (p<0,05) pela adicao de extrato de marcela. No inicio do
armazenamento (0 dia) os valores de TBARS dos tratamentos contendo 0,5 e 1% de
extrato de marcela, apresentaram uma diminuicao de 26% e 44%, respectivamente,
em relacdo ao controle. Os lotes adicionados de extrato de marcela apresentaram
valores significativamente menores que o controle durante todo o periodo de
armazenamento. Apos 45 dias de armazenamento, o numero de TBARS no
tratamento contendo 1% de extrato de marcela foi metade do valor encontrado no
controle. Estes resultados mostram que o extrato de marcela retardou a oxidacao
lipidica durante o periodo de armazenamento dos salames. Neste experimento foi
observado, para todos os tratamentos, um aumento nos valores de TBARS até o 45°
dia de armazenamento, e entdo, um decréscimo. Esta diminuigcdo pode ser atribuida
as reacbes do malonaldeido com proteinas, durante o periodo de armazenamento
(NASSU et al., 2003; SAMMET et al., 2006). Nassu et al. (2003), em um estudo
avaliando o efeito de diferentes niveis de alecrim (Rosmarinus officinalis) na
estabilidade oxidativa de embutidos fermentados de carne caprina, relataram valores
de TBARS com o mesmo comportamento deste estudo, durante um periodo de
armazenamento de 90 dias. Resultados semelhantes também foram relatados por
Bozkurt (2006), em um estudo sobre o efeito de diferentes antioxidantes em salames
do tipo Turco (“sucuk”) durante a fabricagao.

Durante o periodo de armazenamento, os salames foram analisados
sensorialmente a cada 30 dias, avaliando-se a aceitacao global. Segundo Labuza &
Schmidl (1988), considera-se o final da vida atil do produto quando ocorre uma
diminuicdo de 1,5 pontos na escala hedénica. Neste experimento isto ndo ocorreu
em nenhuma amostra, indicando que todos os tratamentos podem ser considerados
aceitaveis até os 90 dias de armazenamento em temperatura ambiente. Nao foram
encontradas diferengas significativas entre o tratamento contendo 0,5% de extrato
de marcela e o controle. No entanto, a adicdo de 1% de extrato hidro-alcodlico de
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marcela diminuiu significativamente a aceitacdo global, depreciando a qualidade
sensorial do produto.



5 CONCLUSAO

O meio de cultura de plasma suino € uma alternativa na produgcao comercial
de bactérias acido lacticas, visto que foi eficiente na multiplicagdo do microrganismo
Lactobacillus plantarum.

Os salames elaborados com a cultura starter de Lactobacillus plantarum
produzida em meio de cultura de plasma suino apresentaram uma queda de pH
significativamente mais rdpida e uma menor atividade de agua que os demais
tratamentos, garantindo maior seguranca microbioldgica. Além disso, a cultura de
Lactobacillus plantarum melhorou significativamente o sabor dos salames
produzidos.

O extrato hidro-alcodlico de marcela mostrou ser efetivo na diminuicdo da
oxidagao lipidica dos salames durante o armazenamento. A adicdo de 0,5% de
extrato hidro-alcodlico de marcela nao interferiu na aceitacao global dos produtos.
Portanto, esta concentracdo pode ser utilizada na elaboracdo de salames,

proporcionando produtos mais seguros para 0os consumidores.
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