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RESUMO

VIEIRA, Erica Nascif Rufino, M.S., Universidade Federal de Vigosa, abril de 2004.
Influéncia de diferentes aclcar es e de Debaryomyces hansenii, has car acteristicas
fisico-quimicas e na formacdo de aminas bioativas em salames. Orientadora
Regina Célia Santos Mendonca. Conselheiros: Maria Beatriz de Abreu Glériae Lucio
Alberto de Miranda Gomide.

Avaliou-se o efeito da adicdo de diferentes tipos de acUcares e da adicdo de
Debaryomyces hansenii var. hansenii nas caracteristicas fisico-quimicas finais do
embutido obtido. Foram avaliados seis tratamentos. G: 0,5 g de glicose/ 100 g de massg;
S: 0,25 g sacarose/ 100 g de massa; L: 1,0 g de lactose/ 100 g de massa; GL:
Tratamento G com inéculo de levedura; SL: Tratamento S com indculo levedura; LL:
Tratamento L com indculo de levedura. Foram realizadas medidas de pH, porcentagem
de perda de peso e contagens bacteriana e leveduriforme durante todo o processamento,
andlises de acidez titulavel, umidade, atividade de &gua, cor e identificacdo e
quantificaco de aminas bioativas nos embutidos prontos. A adicdo de diferentes
acucares e de Debaryomyces hansenii var. hansenii ndo exerceu influéncia nos
pardmetros avaliados, com excecdo, da formacdo de aminas. Pode-se perceber
comportamento similar, para todos os parametros avaliados ao longo do processamento,
em todos os tratamentos avaliados. Todos os embutidos apresentaram ao final do
processamento caracteristicas fisico-quimicas semelhantes. A formacdo de aminas
biogénicas nos embutidos foi dependente do aclcar utilizado na elaboracdo do
embutido, apresentando maiores teores quando se utilizou sacarose, seguido de lactose e
glicose, respectivamente. Com a adicdo de levedura, pode-se observar que houve
reducdo destes teores para a maioria das aminas, indicando a possibilidade de que a
adicdo de Debaryomyces hansenii ao starter latico seja um mecanismo de controle da

formacao destas aminas.



ABSTRACT

VIEIRA, Erica Nascif Rufino, M.S., Universidade Federal de Vigosa, abril de 2004.
Influéncia de diferentes aclcar es e de Debaryomyces hansenii, nas car acteristicas
fisico-quimicas e na formacdo de aminas bioativas em salames. Orientadora
Regina Célia Santos Mendonca. Conselheiros. Maria Beatriz de Abreu Glériae Lucio
Alberto de Miranda Gomide.

Different sugar types and Debaryomyces hansenni var. hansenii inoculo were
included in sausage formulation in order to observe physical-chemical parameters. Were
processed six treatments. G: 0,5 g glucose/100 g mass; S: 0,25 g sucrose/100 g mass L:
1,0 g de lactose/100 g mass; GL: G treatment plus yeast inoculo; SL: S treatment plus
yeast inoculo; LL: L treatment plus yeast inoculo. In each treatment were evaluated
fina pH, weight loss, lactic acid bacteria and yeast growing during all processing.
Titratable acidity, moisture, water activity, color parameters and identification and
quantification of biogenic amines were measured in final products. The results showed
that different sugar type addition and yeasts inoculo has not influence in parameters
evaluated, exception to biogenic amines production. Similar patterns were observed in
all treatment during processing for physical-chemical parameters. Biogenic amines
production was sugar type dependent, and high levels were found in sausage elaborated
with sucrose, follow by lactose and glucose in that order. Y east inoculo were important
to reduce biogenic amines levelsin all treatment and probably that is the most important

characteristic for approval their use as meat starter.



1. INTRODUCAO

Fermentacdo e secagem sdo métodos de preservacdo de alimentos ha muitos
seculos conhecidos pelo homem. Provavelmente a razdo pela qual este tipo de
produto se tornou popular na Antigtiidade foi a sua estabilidade em climas quentes.
O povo ndo podia explicar porgque a carne ndo se estragava, mas sabia que ela podia
ser transportada em mochilas, num camelo ou num burro, e guardada em uma gruta
ou em casa por um longo periodo. Mas se observava que esse alimento possuia um
sabor distinto e agradavel. Como muitas pessoas produziam este tipo de embutido e
adicionavam sua propria carne e condimentos e desenvolveram métodos exclusivos
de elaboracdo, um numero muito grande de produtos foi desenvolvido.
Tradicionamente, o conhecimento e a técnica de producdo de embutidos
fermentados foram mantidos como segredos de familia. Hoje, os principios
cientificos desta fermentacéo estéo sendo gradual mente conhecidos.

Embutidos fermentados, como salames e similares, sd0 caracterizados por
suas propriedades sensoriais, quimicas e microbioldgicas. Dois fatores béasicos
tornam estes embutidos diferentes dos outros tipos: o baixo teor de umidade e a
presenca de acido |&tico, que confere sabor agradavel e peculiar ao produto. Isto
parece simples, mas, na verdade o processo é complexo e sensivel. Embora os
diferentes tipos de embutidos fermentados difiram em tamanho, formato, textura e
flavor, sua consisténcia e estabilidade, que sdo atingidas com o abaixamento do pH e
a secagem durante a maturagdo, dependem da conversdo microbiologica de
carboidratos em acido | &tico.

A fermentacdo dos diferentes embutidos carneos pode ser redizada pela
flora natural da carne, constituindo um processo lento, que resulta em um produto
com caracteristicas sensoriais mais suaves, porém com um risco microbiol6gico
maior. Se a fermentacdo é conduzida mediante o emprego de cultivos iniciadores ou

“starters’, se consegue um processo rapido, com uma maior seguranca



microbiologica. Todavia nestes produtos, nos Ultimos anos, se tem observado uma
perda sensivel na sua qualidade sensorial.

O aroma e o sabor dos embutidos fermentados sd0, em maior ou menor
extensdo, qualificados como tipicos e derivam dos ingredientes e alteracOes
guimicas, que ocorrem durante as etapas de fermentacdo e secagem. Os diferentes
compostos gue reconhecidamente tém participacdo no desenvolvimento do aroma e
sabor, podem ser descritos no contexto de quatro processos principais com atuacéo
microbiana— glicdlise, protedlise, lipdlise e oxidacdo lipidica.

O primeiro estudo sobre a utilizacdo de cultivos “starters’ na producdo de
embutidos data de 1919, com a utilizacdo de uma cepa de levedura para melhorar o
aroma de um embutido. Mais tarde em 1921, foi utilizada uma cepa de Micrococcus
ndo patogénico e com capacidade de reduzir o nitrato durante o processamento de
produtos carneos.

E dificil diferenciar com certeza o papel que as bactérias écido-léticas
exercem no desenvolvimento do aroma e sabor dos produtos carneos, uma vez que
se desenvolvem em concomiténcia com outros tipos de microorganiSmos, como
micrococos e leveduras, ambos com grande capacidade proteolitica e lipolitica.

O papel das leveduras em embutidos carneos fermentados néo € ainda bem
conhecido. Apesar disto, Debaryomyces hansenii, atualmente é comercializado, em
aguns paises, como cultura starter para uso ha elaboracdo de embutidos
fermentados. As leveduras séo naturalmente encontradas no ambiente e na superficie
do corpo do animal, podendo passar a carne no momento do abate. A carne in
natura, por si sO, constitui um excelente meio de crescimento. Por outro lado, a ata
concentracdo de sal e a baixa atividade de &gua, combinadas com o ambiente &cido
existente em um embutido fermentado, favorecem o crescimento de certas espécies
de leveduras, uma vez que tais condi¢cBes reprimem o crescimento de bactérias
competidoras. Apesar das condicoes adversas presentes na fase final de elaboracéo
de tais produtos, ainda é possivel detectar a presenca de leveduras, em nivel proximo
a 10° Log UFC/g. Neste contexto, cabe relembrar que a biomassa da célula de
levedura é aproximadamente cem vezes maior que a biomassa da célula bacteriana.

Tem sido postulado que as leveduras estabilizam a cor vermelha dos
embutidos fermentados e participam melhorando o seu aroma. Acredita-se que
impedem a rancidez e protegem o pigmento nitroso-mioglobina por degradarem o

peréxido e por consumirem oxigénio, desta forma estabilizando a cor do embutido.
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Na fabricacdo dos produtos carneos, o “starter” tem que competir com a
flora microbiana presente na carne, que por s sO pode fermentar o produto.
Entretanto, este tipo de processo fermentativo ndo € adequado, devido a
extraordindria variabilidade da carne e da flora microbiana presente na mesma,
levando freglientemente a obtencdo de produtos de qualidade muito heterogénea.
Neste sentido, aincorporagéo de um “starter” contribui para se lograr uma seguranca
na fermentacdo e uma maior homogenei dade na qualidade do produto.

Extensa bibliografia mostra que o uso dos cultivos “ starters’ selecionados
gue cumprem as caracteristicas metabdlicas desgjadas garantem a seguranca
microbiologica do produto, reduzem o tempo de processamento e importam ao
produto, consisténcia, estabilidade e caracteristicas de qualidade Unicas.

Outro aspecto importante que tem sido estudado com maior énfase nos
tltimos anos é a formacdo de aminas bioativas em produtos alimenticios em geral,
gue pode ocasionar diversos efeitos indesgjaveis tais como: caracteristicas sensoriais
inadequadas e reacdes alérgicas, dependendo do tipo de amina e da concentracdo
encontrada.

Aminas bioativas tém sido consideradas em relacdo a deterioracdo de
aimentos (HALASZ et al., 1994). Estas aminas podem ocorrer como resultado do
crescimento e do metabolismo bacteriano em carnes e sdo indicadores de extensa
contaminagdo. Podendo ainda, serem formadas como consequéncia de intensa
atividade microbiana durante a fermentacdo, processo basico na producdo de salame
(HERNANDEZ-JOVER et al., 1996).

Estudos reportaram a ocorréncia de atos niveis de agumas aminas
biogénicas em embutidos fermentados vendidos em supermercados (VIDAL-
CAROU et al., 1990). A manufaturacdo de embutidos fermentados oferece
condicdes favoraveis ao desenvolvimento e a formagdo de aminas biogénicas, tais
como a contagem microbiana elevada e o longo processo de producdo permitindo
um certo grau de protedlise e finalmente condicfes de baixa acidez no produto, o
que pode favorecer a descarboxilacéo de aminoécidos (RICE et al., 1976).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a adicdo de diferentes acucares:
glicose, sacarose e lactose e do inéculo de Debaryomyces hansenii var. hansenii, em
diversas caracteristicas do embutido, pH, perda de peso, acidez, cor, umidade,
atividade de égua, contagem bacteriana e leveduriforme e formacdo de aminas

bioativas.



2. REVISAO DE LITERATURA

Salames sdo embutidos carneos fermentados, curados e secos, elaborados
com carne suina e/ou bovina triturada, toucinho picado, adicionados de sal, nitrito ou
nitrato, aclcar, especiarias e outros condimentos e aditivos. Apresentam baixo pH,
normalmente entre 4,4 e 5,3, sdo caracterizados pela presenca do acido latico que
Ilhes confere sabor agradavel e peculiar, além de baixa atividade de &gua (Aw <
0,92) (BRASIL, 2000).

Como consequéncia do abaixamento do pH e da secagem, o embutido
adquire estabilidade microbiolégica, pois a microbiota responsavel pela
deterioracdo, em sua maioria, € incapaz de se multiplicar em baixos valores de pH e
Aw.

Também, devido a secagem e abaixamento do pH, o embutido adquire
consisténcia desgjavel, ab mesmo tempo em que as reacfes quimicas e enziméaticas
ocorridas durante a fermentacdo e maturagdo permitem a formagcdo do aroma
caracteristico.

A denominacdo especifica dos salames € conseqgiiéncia, principalmente: do
processamento adotado (com ou sem defumacéo); do grau de moagem,; do tipo de
carne utilizada na formulagdo; da tripa (calibre, origem) em que sdo embutidos; da
condimentac&o; e do grau de secagem: seco, semi-Seco; entre outros.

No Brasil, a definicdo, classificacdo, composicdo e demais caracteristicas de
identidade e qualidade de embutidos fermentados é regulamentada pelo Ministério
da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, através da Instrucdo normativa n® 22, de
31 de Julho de 2000, Anexo V (Apéndice 1).



2.1 —Matéria-prima e insumos usados na elabor acdo de embutidos.

2.1.1-Carne

A mistura inicia utilizada na manufatura do embutido deve conter no
minimo 60 g por 100 g de carne, com excegdo do salame tipo Hamburgués que deve
conter 50 g por 100 g (Apéndice 1). Qualguer espécie de carne utilizada deve ter boa
qualidade e estar livre de manchas que indiquem contaminacdo, deterioragéo e
condic¢des inadequadas de manejo e abate, que podem acarretar a desqualificacéo da
carne, pela ateracdo do pH, coloracdo e texturas (relacionada a capacidade de
retencdo de agua), incompativeis com a qualidade do produto (DIESTRE, 1990).
Desta forma, os cuidados na elaboracdo de um embutido devem comecar com a
obtencgdo, escolha e tratamento da matéria-prima (TERRA, 2000).

A carne deve apresentar boa qualidade microbiolégica, para reduzir a
competicdo da microbiota autdctona com a cultura starter no inicio da fermentacdo
(VARNAM e SUTHERLAND, 1995; KROCKEL, 1995).

A adimentacdo e mango dos animais influenciam a qualidade da carne
destinada a producdo do embutido, sendo recomendado o uso da carne de animais
adultos, uma vez que a carne de animais mais jovens é mais palida, resultando em
produtos de cor menos intensa, indesgjaveis (FREY, 1983).

Durante o0 abate e preparo, a carne pode estar contaminada por diversos tipos
de microrganismos presentes no ambiente, incluindo bactérias |&icas ou nao.
Diversos microrganismos sd0 capazes de crescer na carne, em virtude de sua
natureza altamente nutritiva, da atividade de agua da carne préxima a 0,99 e pH em
torno de 7,0, fatores estes que coincidem com as condicbes Gtimas para o
crescimento microbiano (KROCKEL 1995).

Dois grupos de bactérias s8o comumente desegjaveis durante a fermentacéo da
carne, bactérias laticas e Micrococcaceae. Algumas bactérias encontradas sdo
usual mente relatadas como deterioradoras, patogénicas ou indesgjaveis; dentre elas:
Enterobacteriaceae, Brochothrix thermosphacta, Pseudomonas, Salmonella, Listeria
e Clostridium (KROCKEL 1995).

Carnes DFD (escura, firme e seca), com pH em torno de 6,2, tornam mais
propicio o crescimento de microrganismos indesgjaveis, podendo suprimir o
desenvolvimento da microbiota desgjavel e aumentar a ocorréncia de defeitos no
embutido (FREY, 1983). Por outro lado, a carne DFD é ainda inadequada para a
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elaboracdo de salames, tendo em vista sua caracteristica de grande capacidade de
retencéo de agua (GREER e MURRAY, 1988; TERRA, 2000). Como consequiéncia
de seu uso podem ter lugar os seguintes defeitos: embutido de coloragcdo péida, ma
conservagao da cor, consisténcia deficiente, acidificagdo excessiva ou insuficiente, e
até mesmo a completa alteracéo das caracteristicas do produto.

A carne PSE (palida, macia e exudativa), com pH em torno de 5,8, pode ser
utilizada em até 30% da misturainicial. Quando utilizada em concentragdes maiores,
pode haver maior perda de peso no embutido e conseguientemente menor rendimento
(GREER e MURRAY, 1988; TERRA, 2000).

Recomenda-se salgar a carne antes do uso, para favorecer a perda de certa
quantidade de é&gua. Uma baixa atividade de &gua inicia desfavorece o
desenvolvimento de grande nimero de microrganismos e contribui para obtencdo de
um embutido de qualidade. Este artificio, também permite que a maturacdo e

secagem segjam aceleradas, pois parte da agua é previamente eliminada.

2.1.2 - Gordura

A gordura é um ingrediente importante e pode corresponder a mais de 50%
do peso do embutido apds a secagem. A oxidacdo da gordura provoca a rancificagdo
do embutido e reduz sua vida-de-prateleira. Portanto, € importante utilizar gordura
com ato ponto de fusdo e na qual haja baixa concentracdo de &cidos graxos
insaturados. A gordura traseira (regido costo-lombar) do suino é largamente
utilizada, uma vez que o contelido de &cido linoléico polinsaturado é baixo,
tornando-a menos propensa a oxidacdo. As gorduras da regido ventra sdo mais
macias, mas possuem ponto de fusdo mais baixo, sendo mais susceptiveis ao ranco,
por possuirem maior quantidade de acidos graxos insaturados livres. Tecidos
contendo pouca gordura, provenientes de suinos alimentados com dieta rica em
&cidos graxos polinsaturados podem causar defeitos na cor e no flavor e sofrer
répida oxidacdo (VARNAM e SUTHERLAND, 1995).

A gordura a ser utilizada ndo deve ser submetida a0 armazenamento, pois
nesta etapa podem ocorrer reagdes oxidativas e desenvolvimento da rancidez.
Preferencialmente deve ser utilizado gordura fresca (FREY, 1983).

Embora a fermentacdo ndo sga influenciada pela qualidade da gordura
adicionada, a utilizacdo de gordura velha ou rangosa pode ocasionar defeitos na cor e
flavor dos embutidos (KROCKEL, 1995).



Deve-se ainda considerar que o toucinho tem pH superior ao da carne magra,
portanto a proporcéo de sua adicdo deve ser bem estabelecida. O mesmo deve ser
observado em formulagfes nas quais haja a adicdo de aparas e outras porcoes de
tecido conjuntivo (FREY, 1983; STIEBING e RODEL, 1988; VARNAM e
SUTHERLAND, 1995).

2.1.3-Tripas

O material utilizado como envoltério para a massa do embutido € de grande
importancia. As tripas podem ser naturais, provenientes do trato digestivo de suinos,
bovinos e ovinos, ou artificiais, de colageno ou fibras de celul ose.

Observa-se um crescimento no uso de tripas artificiais, por apresentarem
uniformidade e maguinabilidade desgjéveis.

2.1.3.1-Tripasnaturais

Deve-se dar especial atencdo a preparacdo e armazenamento da tripa natural.
A limpeza cuidadosa e a eliminagdo da mucosa intestinal sdo operagdes importantes.
Se a retirada da mucosa for incorreta, ocorrem alteragdes na perda de &gua do
embutido e formagdo de uma camada ressecada (crosta) nos pontos sem gordura,
ambos efeitos indesgiaveis. As tripas limpas devem ser armazenadas secas, bem
salgadas e sob refrigeracéo, com o objetivo de evitar a atividade bacteriana. As
tripas ma acondicionadas arrebentam durante as etapas de embutimento ou
maturacéo, e aquelas com alta contagem microbiana provocam alteracéo da cor e
consisténcia em toda peca (FREY, 1983).

No momento de embutir, as tripas devem ser colocadas por 30 minutos em
&gua aguecida para que os cristais de sal sejam dissolvidos e os tecidos hidratados.
Esse procedimento facilita o embutimento e moldagem da massa no envoltério, apos
o recheio (ODA et al., 2003).

Algumas dteracBes de cardter bioquimico e microbiolégico podem
prejudicar o desempenho de uma tripa natural em sua funcdo de acondicionar um
determinado produto carneo. A putrefacdo ocorre pela acdo de microrganismos
esporogénicos oriundos do proprio trato intestinal do animal abatido e manifesta-se
quando as tripas sdo deixadas em ambientes com temperatura elevada ou em agua
morna por periodos prolongados (PARDI et al., 1995).



As tripas devem ser bem selecionadas, pois algumas apresentam granulos
gue conferem aspecto desagradavel ao embutido. Em especial, ndo se deve utilizar
tripas rangosas ou velhas, que podem promover a rancificagdo do embutido e
alteracdo da cor (ODA et al., 2003).

2.1.3.2- Tripasartificiais

As tripas artificiais s80 mais préticas e seguras para armazenar; apresentam
perdas escassas, aspecto atrativo e uniformidade de calibre ao produto final.

Entre outras caracteristicas, pode-se citar a permeabilidade a fumaga,
possibilidade de armazenamento a temperatura ambiente sem que ocorra
deterioracéo, auséncia de untuosidade superficial, firmeza ao embutir e possibilidade
de impressao de propagandas. Porém, tém as desvantagens de ndo serem comestivels
e darem aspecto artificial ao produto (ODA et al., 2003).

2.1.4 - Aditivos
Diversos aditivos podem ser utilizados na formulagdo de embutidos, como
indicado no Quadro 1.

Quadro 1- Efetividade dos aditivos na producdo de embutidos

Par &metros
Aditivos o o
Cor  Estabilidade Textura Habilidade Sabor Aroma Conservacao
da cor decorte

NacCl ++ + ++ +
NO4/NO, ++ ++ + +
GDL + + + ++ +
Aclcares + + + ++ + ++ +
ACI(,:IO . ++ ++ +
ascor bico

Starter ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

(+ Poucainfluéncia, ++Grande influéncia).
Fonte: VARNAM e SUTHERLAND (1995).

2.1.4.1 — Sal eagentesdecura

Nos embutidos fermentados o cloreto de sodio (NaCl) desempenha papel
importante no sabor, na preservacdo e na obtencéo da textura desgjada. Geralmente,
utiliza-se de 2 a 3% de NaCl nas misturas de embutidos crus, de modo a reduzir a
atividade de &gua (Aw), inibindo ou retardando o crescimento de véarios

microrganismos indesegjaveis, como pseudomonas e enterobactérias, e favorecendo o



desenvolvimento de lactobacilos e micrococos. Concentracoes acima de 3% podem
prolongar o tempo de fermentacdo, dificultando a acdo das bactérias laticas, que
requereriam maior tempo para fermentar e reduzir o pH. S aureus, um dos
principais patdgenos em produtos carneos fermentados, € mais halotolerante que
bactérias léticas, de modo que uma formulacdo que contenha 4% de sal podera
favorecer seu crescimento (BACUS, 1984; KRAFT, 1986; STIEBING e RODEL,
1988).

Os principais efeitos do NaCl sob os microrganismos sdo: aumento da
pressao osmética, que leva a plasmdlise; decréscimo da atividade de &gua; producéo
de ions CI, que sdo téxicos;, reducdo da solubilidade do oxigénio; aumento da
sensibilidade da célula ao dioxido de carbono e interferéncia na acdo de enzimas
proteoliticas. Cétions podem também saturar a parede celular bacteriana carregada
negativamente mudando sua condutividade, causando assim desordens metabdlicas
celulares, que podem levar a morte do microrganismo (RACCACH e
HENNINGSEN, 1997).

KATSARAS e BUDRAS (1992) mostraram a interdependéncia existente
entre a configuracdo da matriz protéica, a concentracdo de sal e o crescimento dos
microrgani smos responsaveis pela fermentagao.

O sa desempenha um importante papel na solubilizacdo de proteinas, que
formam um filme viscoso ao redor de particulas individuais de carne, enquanto o
nitrito € importante na coloracéo da carne fermentada e retardamento da oxidacéo de
lipideos (VARNAM e SUTHERLAND, 1995).

O nitrato auxilia na preservagdo da cor vermelha da carne e direciona o
processo de cura. Sob baixa concentragcdo de oxigénio, ou em anaerobiose, o nitrato
€ reduzido a nitrito. Este € utilizado pelos microrganismos como aceptor de elétrons
e durante esse processo, ocorre ganho de energia (AL-JALAY et al., 1987,
MEISEL, 1988).

A reducdo de nitrato a nitrito € atribuida a microrganismos do género
Micrococcus e Saphylococcus (PUOLANNE, 1977; BACUS, 1984; HAMMES et
al., 1990; KROCKEL, 1995), tais como S xylosus, S carnosus, S. simulans, S
sciuri e Micrococcus varians (SCHLEIFER, 1986).

O nitrito € importante na conservacdo das carnes, podendo agir tanto como
agente redutor como oxidante. O &cido nitroso, originario daionizag&o do nitrito em

ambiente acido, decompde-se em Oxido nitrico (NO), responsavel pela fixacdo da
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cor em produtos curados. O Oxido nitrico pode também reagir com outros compostos
como catalase, peroxidase, citocromos, podendo ter efeito antimicrobiano sobre
microrganismos aerdbios. O estado ndo dissociado méximo e, portanto, a maior
atividade antimicrobiana do acido nitroso ocorre quando o pH esta entre 4,5 e 5,5.
Clostridium botulinum € o microrganismo que apresenta maior inibicdo por nitrito,
mas outros microrganismos também sio afetados. O mecanismo de acdo do nitrito
em microrganismos esta relacionado com a inativacdo de enzimas envolvidas no
metabolismo respiratério e conseqiiente interferéncia na producéo de ATP, além de
se combinar com vérias enzimas ferrossulfuradas, inibindo outros processos
metabdlicos na célula, tais como: captacdo de substrato para sintese de
macromoléculas e captagdo e metabolismo de glicose (RAMARATHNAM et al.,
1991; JAY, 1992; SANZ et al., 1998).

A quantidade total de nitrato e nitrito adicionada aos embutidos pode variar
consideravelmente entre 20 e 200 ppm (partes por milh&o) (ARNETH e HEROLD,
1988). Teores tipicos de nitrito na cura de carnes estéo entre 100 — 200 ppm, embora
30 — 50 ppm sgjam suficientes para obtencéo da cor desgjada (WIRTH, 1991).

Quantidades de nitrito entre 120 e 150 ppm sdo efetivas contra o crescimento
microbiano indesgjavel, quando combinadas a outras barreiras tais como, reducéo da
Aw e pH. Em embutidos com Aw entre 0,96 — 0,97, a flora Gram negativa é mais
afetada pela reducdo de Aw, e ainda, essa reducdo favorece o crescimento de
Micrococcaceae e bactérias |aticas (KROCKEL, 1995).

Levando-se em consideracdo aspectos toxicol6gicos, a utilizacdo de nitrito é
preferivel a utilizagdo de nitrato. Um teor inicial de 100 ppm de nitrito € reduzido a
10 -20 ppm ap6s 10 dias de fermentacdo e a menos de 10 ppm apds 30 dias de
maturagdo (WIRTH, 1991).

Segundo BACUS (1984), os sais de cura e as etapas do processamento criam
uma microbiota diferente na carne, favorecendo o crescimento de bactérias
especificas, facultativas e Gram positivas, enquanto inibem o crescimento de
microrganismos deterioradores, aerébios e Gram negativos, normamente
encontrados na carne fresca.

Em algumas misturas tradicionais de embutidos fermentados, como
“chorizos’ espanhGis, ndo se adiciona nem nitrato, nem nitrito. Pegquenas
quantidades de nitrato sdo derivadas de outros ingredientes, incluindo alho e paprica.
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Nitrito € importante no inicio da fermentacdo, principamente porque as
outras condigdes restritivas ao crescimento microbiano indesgjavel ainda ndo foram
alcancadas. Ao mesmo tempo, atua na inibicdo de Salmonella, que pode estar
presente namisturainicial do embutido (LEISTNER, 1981).

Nitrato pode ser adicionado puro ou em combinagdo com nitrito, sendo,
portanto necessario incluir microrganismos nitrato redutase na cultura starter para
garantir a presenca de quantidade suficiente de nitrito (PIERSON e SMOQOTH,
1987; VARNAM e SUTHERLAND, 1995).

Quando se utiliza nitrato e a reducdo do pH ocorre com excessiva rapidez nos
primeiros dias, seja por adicdo de glucona-delta-lactona, altos teores de aclcar ou
por utilizacdo de altas temperaturas, pode-se ter uma reducdo insuficiente de nitrato
anitrito, o que acarreta avermel hamento deficiente e manchas no embutido.

Quando se utiliza nitrito as reagbes de formagdo da cor sdo principamente
de natureza quimica e, para que estas continuem ocorrendo, é desgjavel um pH mais
baixo. Desta forma, aumenta-se a velocidade das reacOes de reducéo e consegue-se
um melhor avermelhamento e estabilizacdo da cor (FREY, 1983).

PUOLANNE (1977), estudando o efeito da reducéo de nitrato a nitrito nas
propriedades finais do embutido, concluiu que quando ha adicdo de niveis superiores
a 100 ppm de nitrato e 125 ppm de nitrito, a microbiota |&tica adicionada tem seu
crescimento retardado. Porém, se essas concentracfes forem reduzidas a metade esse
crescimento é promovido e ocorre decréscimo adequado no pH. O crescimento de
Micrococcus ndo foi afetado pela adicéo dos sais de cura, sendo possivel obter a cor

desgjada com adicdo de 25 ppm de nitrito e 50 ppm de nitrato.

2.1.4.2 - Carboidratos

Os carboidratos estéo presentes na carne, em peguenas quantidades. Por isso,
sua adicdo como ingrediente na formulacdo de embutidos é uma prética comum. O
principa propésito de sua utilizagdo € assegurar a presenca de substrato
fermentescivel suficiente para favorecer o desenvolvimento de bactérias |&ticas e a
producdo de acidos. Sdo utilizados ainda para compensar 0 efeito desidratante e
retirar 0 amargor provocado pelo sal. Consequientemente é seguro supor que o tipo e
a quantidade de aclcares sdo também de fundamental importancia na qualidade do
alimento, tendo seu efeito tanto na fase aquosa quanto protéica (REIS et al., 1998;
SEMENOVA et al., 2002).
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Os agUcares adicionados a formulacdo dos embutidos se diferenciam por sua
composicdo quimica, pela forma de acdo e pela maneira que sdo metabolizados
pelos microrganismos. As bactérias |&icas podem fermentar diversos tipos de
acucares, sendo que a velocidade de fermentacdo e a quantidade de &cido formada
variam de acordo com o tipo de acUcar e flora microbiana presente (JAY, 1992).

A quantidade e o tipo de carboidrato adicionado deve manter um balanco
entre a necessidade de estabilizar efetivamente a fermentacdo |&tica e a necessidade
de evitar um decréscimo muito rapido do pH. Os &cidos formados na degradacdo dos
carboidratos séo fundamentais para a maturagéo dos embutidos, cujo processo pode
vir a ser controlado a partir dos acUcares (TAKAHASHI, 1980). A adicdo de
carboidratos € feita em niveis entre 0,4 - 0,8 g por 100 g (LEISTNER, 1995;
TERRA, 2003).

Com adicdo de glicose se percebe uma maior e mais rapida formacéo de
acido. O gue se pode perceber, de forma geral, € que aclcares com estrutura guimica
simples (monossacarideos) sdo fermentados mais rapidamente, quando comparados
a aclcares com estrutura complexa (polissacarideos). Neste caso, percebe-se
também que a quantidade de &cido formada é maior para glicose. A concentragcdo de
glicose recomendada esta na faixa de 0,3 - 0,5 g por 100 g. Juntamente com a
glicose podem ser adicionados outros agucares, que funcionardo como fonte extra de
carboidratos; entre eles. lactose, sacarose e produtos agucarados compostos por
mono, di e polissacarideos (NYNCHAS et al., 1988; HA-LA BIOTEC, 1991,
LEISTNER, 1995).

E relevante considerar que o pH final do embutido pode ser determinado pela
quantidade de aglcar adicionado a massa, pois quanto maior essa quantidade, maior
a producdo de &cido e, consequentemente, menor o pH final do produto (HA-LA
BIOTEC, 1991). Porém, a adicdo de carboidratos em concentraces superiores a 2 g
por 100 g pode reduzir a taxa de fermentacdo, através da sua ligacdo com a égua
disponivel, promovendo reducéo no valor de Aw (TERRA, 2003).

Na producdo do embutido, deve-se considerar, além do acUcar utilizado, a
cultura starter adicionada a massa. Para culturas contendo Lactobacillus, um
aumento na concentracdo de acUcar ocasiona uma fermentacdo mais rapida e um pH
final mais baixo. Para culturas contendo Pediococcus, a concentracdo de acUcar
utilizada pouco interfere, pois este microrganismo apresenta baixa tolerancia a sal e

a medida que o embutido vai desidratando, ocorre aumento da concentracdo salina,
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gue ocasiona queda no metabolismo deste microrganismo, retardando o processo
fermentativo (HA-LA BIOTEC, 1991).

Na elaboracdo dos diferentes salames, a lactose vem sendo utilizada com
muita énfase, face a seu lento desdobramento e a consequiente suavidade do pH final
do embutido, tendo ainda como caracteristicas desgjaveis 0 preco mais baixo e o
sabor menos adocicado (HOLLEY et al., 1988; TERRA, 2003). A concentracdo de
lactose comumente utilizada estéd entre 0,5 e 1,0% (LEISTNER, 1995).

2.1.4.3 - Acidulantes

Sdo adicionados para assegurar uma rapida reducdo do pH nos estagios
iniciais da fermentacdo. O uso de acidulantes é considerado essencial para garantir a
seguranca de embutidos fermentados manufaturados sem a adi¢éo de cultura starter.

Normalmente este rdpido abaixamento do pH pode ser obtido pela adicdo de
glucona delta lactona (GDL), um anidrido interno do écido glucdnico, derivada da
glicose. Sob ac8o da &gua contida na carne ou na massa, a GDL se hidrolisa em
&cido glucdnico, ocasionando o abaixamento no pH. Esta reacdo é dependente da
quantidade de GDL adicionada e da temperatura. Normalmente € adicionada em
niveis de 0,5% a 0,8%. Porém, interfere na reducdo de nitrato e na formacdo de
aroma em embutidos fermentados secos, ndo sendo, portanto, utilizada na
manufatura destes. A adicdo de GDL em concentragdes acima de 1,0% apresenta
grandes chances de desenvolvimento da rancidez e de lactobacillus produtores de
peréxido, devendo-se evitar também o0 uso de temperaturas de maturagdo muito
altas, o que leva aum aumento na vel ocidade das reagdes (FREY, 1983).

A acidificacéo direta pela adicéo de acido latico ou outros &cidos organicos, é
utilizada na manufatura de alguns tipos de embutidos. Neste caso, a consisténcia da
mistura € modificada devido a coagulacdo das proteinas da carne, dificultando o
processo de embutimento. Este problema pode ser superado pelo encapsulamento de
&cidos organicos, da mesma forma que a GDL, em uma capa de 6leo vegetd
parcialmente hidrogenado. Esta cdpsula € formulada para fundir e liberar o acido
guando houver aumento da temperatura apds o embutimento. A liberacéo do &cido a
temperatura ambiente € comum, porém, em alguns casos, a capa hao funde antes que
sgjam atingidas temperaturas de secagem entre 60 e 65°C (VARNAM e
SUTHERLAND, 1995).
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Como consequiéncia do decréscimo relativamente rdpido do pH ao ponto
isoelétrico, a carne perde grande quantidade de &gua e hé rapida perda de peso na

fase de secagem, nos primeiros dias da maturagéo.

2.1.4.4 - Acido ascér bico/ Ascorbato

O &cido ascorbico e o ascorbato sdo substéncias redutoras relativamente
fortes e tém importancia decisiva na obtencdo de um embutido de cor desgjavel e
estavel microbiologicamente. A obtencéo da cor € decorréncia de diversas reacdes,
entre e€las a reducdo de nitrito a Oxido nitroso, que pode ser influenciada
positivamente pela adicdo de substancias redutoras. O écido ascorbico perde sua
acao no transcurso desta reacdo. porém, a pigmentacdo ja foi concluida. Sua reacéo
com o nitrito é espontanea, enquanto o ascorbato tem papel menos intenso, sendo,
portanto preferivel a utilizacdo do primeiro para garantia da obtencdo da cor.
Quando quantidades excessivas s@0 agregadas, a conservacéo da cor pode ser
deficiente, especialmente quando se efetua 0 emprego concomitante com outras
substéncias redutoras (Ex: glicose). Este defeito pode ser agravado em decorréncia
de um decréscimo muito acentuado do potencia redox (FORREST, 1995).

Quando se utilizam preparados que contenham acido ascorbico, ndo se deve
misturalos ao sa de cura, pois podem ocorrer reacfes espontaneas destes
compostos, o que leva a uma menor disponibilidade do nitrito como substancia de
cura e, consegiientemente, prejudica a formacgao da cor. Devem ser armazenados em
local fresco e seco, impedindo, assim, a oxidagdo do acido e o aparecimento de
manchas escuras nestes aditivos (FREY, 1983).

2.1.4.5 - Sorbato de potassio

Como consegiiéncia da ata umidade do ambiente e da superficie do
embutido, fungos e bactérias indesgaveis podem se multiplicar com facilidade.
Como conseqgiiéncia, podem ocorrer defeitos de cor nas camadas periféricas dos
embutidos, sendo que estas alteragdes podem extender-se a toda pega. A cor cinza,
ou a aparicdo de zonas negras, na superficie ou embaixo da tripa é consequiéncia de
uma intensa contaminacdo superficial. Quando se empregam tripas de celulose, estas
podem estalar ou rasgar, ja que muitos microrganismos sao capazes de desdobrar a
celulose.

14



O uso de sorbato de potédssio é uma maneira viavel de se evitar a
contaminacdo superficia. Os embutidos, no 2° dia de maturagdo, podem ser
submergidos rapidamente, em uma solucéo com concentragéo de 10 a 20 g por 100 g
de sorbato. Com isto se evita de maneira efetiva 0 crescimento de microrganismos
indesgdveis. Ta pratica é particularmente importante para embutidos secos ao ar,
sem defumacdo. Porém, quando se submergem embutidos elaborados com NaCl e
nitrato, se produz uma coloracdo esverdeada na superficie, ja que os microrganismos
necessarios ao processo de formacdo da cor, redutores de nitrato, também sdo
inibidos ou eliminados (LAWRIE, 1995).

Também, durante o armazenamento dos embutidos, depois de terminada a
maturacdo, podem aparecer mofos superficiais. Para evit&los, pode-se defumar as
pecas no 3° ou 4° dia de maturagdo; assim, 0s componentes bactericidas da fumaca

impedem aformacao deste revestimento superficial.

2.1.4.6 - Outros aditivos

Os condimentos sdo empregados com fins determinados e também para
melhorar as caracteristicas sensoriais dos embutidos. E essencial  dosar
adequadamente e escol her acertadamente os condimentos usados, pois se deve evitar
gue o sabor de um determinado condimento fique excessivamente real¢ado ou que o
embutido perca seu sabor de curado (LUCKE, 1986).

Em algumas classes de embutidos crus deve prevalecer um aroma tipico
especial. Nestes casos, sdo suficientes, um leve toque de pimenta, com ligeira adicéo
de outros componentes. Outros embutidos crus, como os hangaros, franceses ou
italianos, exigem a adicdo de diferentes quantidades de alho. O gengibre e o rum
também sdo condimentos muito utilizados na formulacéo de embutidos.

Estudos tém descrito as propriedades inibitérias de condimentos como
cebola, aho, cravo, canela, orégano e alecrim, dentre outros, sobre a microbiota de
carnes e derivados. Os condimentos afetam as fases de crescimento microbiano: a
fase lag € prolongada e durante fase log ocorre uma reducdo na taxa de crescimento.
Em aimentos processados sob boas condicbes sanitarias e contendo reduzido
nimero de populacBes microbianas, o efeito antimicrobiano dos condimentos pode
ser mais efetivo, fornecendo uma protegdo contra fungos, bactérias gram-positivas e
gram-negativas (SHELEF et al., 1980; DIAZ et al., 2002).
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Os condimentos tipicamente utilizados na formulagdo de embutidos
apresentam efeitos diretos na taxa de fermentacdo, estimulando a producdo de acidos
pelas bactérias. Os condimentos agem como ativadores do metabolismo das
bactérias |&ticas, 0 que se deve, provavelmente, a presenca do ion manganés. Esta
rapida producéo de acido nos primeiros estagios da fermentacdo é desegjavel porque
controla o crescimento de microrganismos patogénicos que podem estar presentes
no produto (ZAIKA e KISSINGER, 1984).

A industria of erece diversas opgdes de especiarias e extratos, 0 que permite a
cada fabricante condimentar seu produto com seguranca e uniformidade. A maioria
das industrias oferece produtos com baixas contagens ou auséncia microbiana, o que
exclui praticamente a ocorréncia de maturagbes anormais ou a proliferacdo de uma
microbiotaindesgjavel como consegiiéncia da adicdo dos mesmos.

Outros aditivos encontrados na formulacdo de embutidos fermentados
exercem efeitos diferentes na fermentacdo. O significado prético atribuido a cada
componente € dependente da concentracdo, atividade da cultura e das demais
condicbes de processamento. Geramente, fumaca liquida (defumacdo) e
antioxidantes retardam a fermentagdo. Os fosfatos funcionam como tampbes e
aumentam a fase lag dos microrganismos antes do decréscimo do pH. A adicdo de
leite em po e proteina de soja podem reduzir a taxa de fermentacdo das bactérias
|&ticas, por se ligarem a &gua disponivel (MENDONCA, 1992).

2 - Fermentacao

De forma geral, a fermentacdo pode ser considerada um estagio no qua a
atividade metabdlica (oxidacdo anaerdbica incompleta) e crescimento de bactérias
|&ticas (metabolismo aerdbico) ocorrem de forma muito expressiva, continuando em
taxas reduzidas durante a maturacéo e secagem de embutidos fermentados. No caso
de embutidos fermentados secos, a taxa de metabolismo bacteriano é reduzida ao
longo da secagem, embora a atividade de enzimas microbianas persista, mesmo que
as condi¢cbes ndo permitam o crescimento (VARNAM e SUTHERLAND, 1995;
KROCKEL, 1995; LAWRIE, 1995).

As principais transformagdes que ocorrem na fase de fermentacdo podem ser
resumidas em: mudancas na microbiota inicial, reducdo de pH, reducdo de nitrato a
nitritos e deste a éxido nitrico, formacdo de nitrosomioglobina, solubilizagdo e

gelificacdo de proteinas e fendmenos de oxidacdo e desidratacdo. Assim, inibe-se 0
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crescimento de microrganismos indesgjaveis e melhora-se a qualidade do produto
final, paramaior conservacéo e seguranca do produto (LIZASCO et al., 1999).

Os principais objetivos da fermentacdo, em produtos carneos, séo a formagéo
de sabor caracteristico, desenvolvimento da firmeza e fatiabilidade, além da inibicdo
de bactérias deterioradoras e patogénicas. Esses objetivos podem ser a cancados por
meio de uma interacdo microbiol 6gica complexa, reacbes quimicas e fatores fisicos
(HAMMES et al., 1990).

Durante a fermentacdo, a selecdo de condigdes favordvels ao
desenvolvimento e crescimento da microbiota desgada, € particularmente
importante, pois a carne ndo sofrera cozimento antes ou depois da fermentacéo.

A estabilidade microbiana atingida na fermentacdo ocorre em virtude da
quebra anaerdébica de carboidratos e conseqliente formacdo de dcoois e acidos.
formico, acético, propidnico ou latico, por acéo de microrganismos ndo patogéni cos.
Estes microrganismos e o ambiente inibem o crescimento da microbiota bacteriana
indesgjavel, o que tornaria o alimento toxico ou inaceitavel (LAWRIE, 1995).

A producdo de é&cidos, principaimente do &cido |&tico, € conseqiiéncia do
metabolismo microbiano, principalmente de bactérias |éticas adicionadas no inicio
do processamento. A producdo de acidos tem efeito antimicrobiano; porém, o
principal efeito desgjado € a reducéo do pH, para a ocorréncia de diversas alteracdes
quimicas e microbiol dgicas que vao conferir ao embutido as propriedades sensoriais
desgjadas, entre elas 0 sabor picante proporcionado pelo préprio acido l&tico.

Estes acidos difundem livremente através da membrana celular de
microrganismos e, posteriormente, se ionizam dentro das células, acidificando o
meio interno e inibindo 0 seu crescimento. Somente os &cidos organicos que sdo
lipofilicos tém atividade antimicrobiana. Eles inibem as atividades dos
microrganismos por interferirem na permeabilidade da membrana celular, levando a
inibicdo do transporte de substrato e a fosforilagdo oxidativa a partir do sistema de
transporte de elétrons. O &cido acético, produzido em pequenas quantidades, tem
poder bactericida maior do que o acido |&ico. Portanto, os acidos organicos tém
pouco efeito direto na estabilidade microbiol 6gica de embutidos secos, uma vez que,
se encontram na forma dissociada, sendo mais efetivos na reducdo do pH (BAIRD-
PARKER, 1980).
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As bactérias | éticas podem fermentar diversos tipos de aclcares, sendo que a
velocidade de fermentacdo e a quantidade de é&cido formado variam de acordo com o
tipo de aglcar e microbiota presente (HA-LA BIOTEC, 1991).

A fermentacdo, mesmo sendo um importante método de conservacdo da
carne, € raramente utilizada sozinha. A conservacdo € atingida mediante a
combinacdo da fermentacdo com outros fatores, entre eles, a reducdo da atividade de
&gua por secagem e a adicdo de sal.

A temperatura de fermentacdo varia de acordo com o tipo de embutido
(LUCKE, 1998). Geralmente, altas temperaturas (32°C) sdo utilizadas quando um
rapido decréscimo do pH € desgével;, porém, podem ocasionar problemas
tecnol 6gicos em relacdo a seguranca do produto. A acidificacdo rdpida proporciona
ao embutido aroma e sabor fortes e a alta temperatura pode causar fusdo da gordura
no produto. Porém, o principal problema seria o favorecimento do crescimento e a
producéo de toxina por Saureus, nestas condicoes (BACUS, 1986). Temperaturas
baixas de fermentacéo (10°C) tém efeito positivo no desenvolvimento da cor e do
flavor (JESSEN, 1995).

Na prética comercial, a temperatura e o tempo de fermentacdo podem variar
consideravelmente. Geralmente, para embutidos fermentados secos utiliza-se entre
18 - 26°C por 24 - 72 horas, dependendo do diametro do embutido (HOLLEY, 1981,
BACUS, 1986).

A extensdo da acidificac@o varia de acordo com o produto, mas os valores
mais encontrados em termos de pH e que se apresentam melhores s&o:
aproximadamente 5,0 para embutidos secos e entre 5,0 - 5,5 para embutidos semi-
secos. A presenca de ingredientes em minoria pode afetar a extensao da acidificacéo.
Antioxidantes, como BHT, reduzem a queda de pH, apesar de poderem inibir a
atividade de Listeria monocytogenes e de outros patdégenos. A producdo de acido é
melhor em salames embalados a vacuo e em salames de maior didmetro, onde o
oxigénio € limitado. A producdo de ambnia, todavia, € acentuada em embutidos de
maior didametro e compensa a queda de pH causada pela producdo de acido lético
(VARNAM e SUTHERLAND, 1995).

O cddigo australiano de préticas de manufatura (1982) exige que, para
embutidos secos e semi-secos, ocorra queda do pH a 5,2 nas primeiras 48 horas de
fermentagdo, com temperatura abaixo de 25°C. No mesmo ano, o Instituto

Americano de Carnes e outros 0rgaos recomendaram que o pH atingido durante a
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fermentacdo fosse menor que 5,3, com tempo determinado pela temperatura
utilizada, como por exemplo, 80 horas a 24°C ou 18 horas a43°C (BACUS, 1984).

2.3 - Alteracbes Fisicas e Quimicas durante a Manufatura de Embutidos
Fermentados

A fermentacdo de carboidratos comega assim que 0s ingredientes sdo
misturados. Como regra geral, 50% da glicose € metabolizada durante a fermentacéo
ativa e 74% deste valor € utilizado para formacéo de &cidos organicos, sendo o écido
|&tico predominante. Porém, &cido acético em quantidades trago e intermediérios do
&cido pirdvico também estdo presentes. Aproximadamente 18% da glicose
adicionada, é fermentada durante a secagem, dos quais 83% sdo convertidos em
acido l&tico. Além da temperatura, a producéo de écido latico é afetada por diversos
outros fatores, incluindo a composi¢éo da microbiota e a concentragdo de oxigénio.
A completa oxidacdo da glicose a CO, e agua é favorecida por altas concentracdes
de oxigénio (VARNAM e SUTHERLAND, 1995).

A queda no valor do pH é acompanhada pela coagulacdo das proteinas
sollveis da carne, reducéo da capacidade de retencdo de adgua e secagem (LUCKE,
2000). Este efeito é aumentado por atos niveis de NaCl. Proteinas miofibrilares
exibem o melhor decréscimo na solubilidade em baixos valores de pH e sdo,
provavelmente, de maior importancia na determinacdo da consisténcia quando
comparadas as proteinas sarcoplasméticas. Parece provavel, todavia, que ocorram
interacdes quando ha& inducdo por NaCl na solubilizacdo de proteinas
sarcoplasmaticas, afetando a precipitacdo de proteinas miofibrilares e aumentando a
formacao de gel estruturado (GARCIA e FOX, 1991).

Bactérias lédticas sdo pouco proteoliticas em comparacdo a outros
microrganismos, tais como, Bacillus, Proteus, Pseudomonas e coliformes (NAES et
al., 1991). A importancia da protedlise durante a maturagdo do embutido fermentado
esta na obtencdo da estabilidade adequada. Sua extensdo varia de acordo com
diversos fatores, incluindo a natureza da microbiota endégena da carne e as
condicbes de processamento. Mudangas no contetido total das proteinas envolvem
tipicamente, um decréscimo entre 20 — 40%, em 14 — 15 dias de maturagéo,
enquanto um aumento de até 30% no contelldo de compostos nitrogenados nao
protéicos em embutidos fermentados secos € relatado em embutidos com maturacéo
de 100 dias (VARNAM e SUTHERLAND, 1995).
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Como consequiéncia da protedlise ocorrida durante o processo de cura em
embutidos fermentados ocorre aumento de nitrogénio ndo protéico e aminoacidos
livres. O aumento dos aminoacidos livres e produtos de sua degradacdo e o aumento
dos compostos nitrogenados de baixo peso molecular, como a carnosing, que é um
dos constituintes do componente gustativo, podem contribuir para a formagdo do
sabor (LUCKE, 1985; DEMASI, 1990).

DEMEYER (1995), estudando diferentes culturas starters e sua capacidade
para a geracao de compostos voléteis a partir de aminoacidos, encontrou que 70% da
metabolizacdo de peptideos e aminoécidos (Quadro 2) € devido a atividade
enzimética microbiana. Portanto, a atividade proteolitica que libera pequenos
peptideos e aminoécidos é desgjavel em um starter, pois influencia diretamente o
sabor e aroma do produto final (LUCKE e HECHELMANN, 1987).

Quadro 2 - Principais aminoécidos originados por microrganismos durante
a fermentacéo.

Microrganismos | Pediococcus Pediococcus Micrococcus
acidilactici pentosaceus varians
Aminoéacidos Valina Taurina Alanina
Leucina Leucina Taurina
Glutamina Glutamina Leucina
Taurina Valina Glutamina

Fonte: VARNAM e SUTHERLAND (1995).

Apesar do teor total de aminoéacidos livres aumentar durante a fermentacéo
do embutido, uma queda em alguns deles pode ocorrer. Queda nas concentragdes de
arginina, cisteina e glutamina, sendo estas particularmente significativas, podem ser
explicada pelo metabolismo microbiano adicional (Quadro 3). Reducdo nos
aminoacidos, como histidina pode ocorrer por descarboxilagdo. Diferencas na
composicdo de aminoacidos em embutidos fermentados parecem ter pequeno efeito
nas propriedades sensoriais, apesar do papel dos aminoacidos no desenvolvimento
do aroma (VARNAM e SUTHERLAND, 1995).

A protedlise é afetada por diversos fatores, além do tipo de cultura utilizada.
A taxa de protedlise aumenta com 0 uso de altas temperaturas durante a maturacao;
porém, deve-se observar a temperatura na qual ocorre a inativagdo enzimética. Altas
temperaturas também podem aumentar a producéo de &cido e a velocidade de queda

do pH, o que leva a reducdo da atividade das enzimas proteoliticas. Baixos valores
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de pH foram reportados como estimulantes da hidrdlise de proteinas miofibrilares. O
didmetro do embutido foi identificado como um fator que afeta a protedlise, isto
pode ser outro efeito relacionado ao pH, especialmente no centro de embutidos de
maior diametro, onde o pH atinge valores particularmente marcantes (VARNAM e
SUTHERLAND, 1995).

Quadro 3- Possiveis rotas metabdlicas de aminoacidos durante a fermentagao.

Aminoéacido Rota

Arginina M etabolizada a ornitina.

L, Metabolizada a piruvato e sulfato ou
Cisteina . .
convertida a taurina.

Glutamina Convertida a écido glutdmico e NH3,
Fonte: VARNAM e SUTHERLAND (1995).

O metabolismo de aminoacidos também contribui para o aumento do teor de
ambnia e conseqlente elevacdo do pH, podendo modificar o sabor e aroma dos
embutidos, sendo esta influéncia acentuada em produtos com longos periodos de
secagem (LOIS et al., 1987; DEMEYER, 1992).

N&o existe um consenso entre a melhor combinacdo de temperatura e
umidade. Porém, tem-se mostrado que a umidade relativa da camara deve ser
mantida em torno de 70 — 80%, fazendo com que a &gua sgja eliminada do produto
na mesma velocidade em que chega a superficie da massa. Se este processo for
acelerado pode ocorrer intensa desidratacdo superficial, formando uma crosta
externa rigida que dificulta a perda de &gua do produto no decorrer do processo
(TOWNSED e DAVIS, 1972).

Portanto, deve-se manter o gradiente de umidade controlado. Como regra
geral, pode-se admitir que a diferenca entre a umidade ambiente e o embutido sgja
aproximadamente de 2 - 4%; ou sga, quando o embutido tiver Aw = 0,94, a
umidade relativa da cBmara deve ser de 90 - 92%, considerando sempre o tamanho e
calibre do mesmo. A medida que o valor de Aw decresce, como conseqiiéncia do
processo de maturacdo, a umidade da cAmara deve ser aterada, com o objetivo de
manter este gradiente (FREY, 1983).

E necessério que o embutido perca umidade, a0 mesmo tempo em que se
deve retirar a umidade da cémara, necessitando para tal, movimentagdo do ar. O

movimento do ar (ventilagdo) ndo deve ser muito intenso, pois, juntamente com o
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controle da umidade, pode produzir dessecacdo excessiva das porcdes periféricas,
originando crostas.

Também se deve evitar a retirada de umidade em uma so direcdo, pois neste
caso, 0 embutido apesar de maturado corretamente em termos gerais, apresenta
partes com defeitos (VARNAM e SUTHERLAND, 1995).

A formacdo de liga € um processo fisico-quimico, envolvendo particulas de
carne, gordura, e proteinas liberadas durante a moagem e a salga. O sal solubiliza
estas proteinas, que passam para o0 estado “sol” e, com a reducédo do pH a valores
inferiores a 5,3, modificam-se para o estado gelatinoso, “gel”, e atuam nos espagcos
entre as particulas da carne e gordura, conferindo a “liga’. Assim, ocorre um
aumento de volume, tornando o produto com aparénciade “cheio” (FREY, 1983).

O sabor caracteristico destes embutidos € &cido e amargo e, se a maturacdo
for efetuada por um periodo longo, o sabor &cido seraforte e picante.

A acidificacdo é muito importante no desenvolvimento do aroma em
produtos fermentados. Muitos produtos formados durante as modificagdes quimicas
e microbianas das proteinas, gorduras e carboidratos, sdo responsaveis pelo aroma
dos embutidos. Dentre eles estdo os compostos carbonilicos, aldeidos, acoois, €tc.
(LUCKE, 1986; LUCKE, 2000).

A lipdlise é geralmente considerada como mediada por enzimas de origem
microbiana. Micrococcus, presente na microflora endégena da carne ou na cultura
starter utilizada, sdo a fonte mais importante. Foi reconhecido que muitas bactérias
|&ticas também sintetizam exoenzimas lipoliticas. A atividade lipolitica da lipase de
bactérias laticas € significativamente menor que a atividade da enzima do
Micrococcus. Porém, bactérias |&ticas estdo presentes em nimeros elevados (SANZ
et al., 1998).

O méximo da producdo de lipase € obtido na temperatura Otima de
crescimento e em pH neutro. As bactérias |&ticas contém enzimas lipoliticas que séo
ativadas nas condic¢des de fermentacdo e tém influéncia no aroma. Isso foi mostrado
para L. curvatus e Pediococcus pentosaceus (PAPON e TALON, 1988; NIELSEN e
KEMMER, 1989).

Mudancas oxidativas na gordura de embutidos fermentados envolvem é&cidos
graxos insaturados quase que exclusivamente. A oxidacdo lipidica é quase sempre
autocatalitica e a taxa aumenta notadamente com o tempo. A oxidacdo pode ser

catalisada por lipoxigenase ou metais, como o cobre. A oxidacdo conduz a formacéo
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de peroxidase lipidica e compostos carbonila, 0 que em muitas circunstancias
ocasiona um aumento na formacdo de perdxido. Aumento de peréxido é maior
quando Lactobacillus esta envolvido, mas ndo foi constatada correlacdo entre a
atividade microbiana e a atividade carbonil. A formacéo de perdxido € reduzida
guando microrganismos atamente cataliticos estdo presentes (VARNAM e
SUTHERLAND, 1995).

2.4 - Secagem e M aturacgdo

A secagem e maturagdo sdo etapas importantes, umavez que, nelas, ocorre o
desenvolvimento do aroma e estabilizacdo da cor, finalizando a preparacéo para o
armazenamento do produto.

A temperatura de secagem ideal é de 12 - 15°C, com umidade relativa entre
70 -75%, sendo a umidade gradativamente reduzida até o final do processo e
velocidade do ar menor que 0,1 m/s. Estes parametros variam conforme o grau de
moagem, didmetro e tipo de tripa e se o embutido foi ou ndo defumado, e
proporcionam, no final do processamento, o crescimento de leveduras e fungos na
parte externa do embutido (CORETTI, 1977, HOLLEY, 1981).

O processo de secagem remove, normalmente, 30 a 50% da &gua inicial, e o
produto final apresenta de 30 a 40% de umidade. Esta reducéo da umidade aumenta
a concentracdo de sal para 4,0 a 5,5%, aumentando a concentracdo salina do
embutido a 7% ou mais, inibindo o crescimento de microrganismos deterioradores
dacarne (FREY, 1983).

No inicio do periodo de secagem, o sabor do produto é devido ao &cido latico
e, portanto desagradavel. Entretanto, a medida que este vai se transformando em
lactato (cerca de 3 dias) o0 gosto torna-se menos azedo e o sabor torna-se agradavel,
forte e picante.

A secagem e a maturacdo S840 importantes estdgios para a garantia da
gualidade e caracterizagdo do produto. No caso de embutidos secos contendo carne
de porco, a etapa de secagem € critica para o controle da Trichinella e o controle da
duracdo e efetividade da secagem reflete isto. O monitoramento e controle da
umidade relativa do ar, do fluxo de ar e da temperatura sdo requeridos durante a
secagem. A reducdo da Aw pode reduzir também a sobrevivéncia de alguns
microrganismos patogénicos, mas a eliminagcdo ndo é possivel (VARNAM e
SUTHERLAND, 1995).
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2.5 - Cultura Starter

Na elaboracdo de embutidos fermentados os microrganismos desempenham
papel decisivo. A reducdo de nitrato, o decréscimo do pH, a formagdo do aroma, a
estabilidade da cor e a capacidade de conservacdo, sdo caracteristicas ou processos
gue se desenvolvem durante a maturacdo e que séo significativamente influenciados
de pelos microrganismos presentes .

Com o emprego de culturas starters melhora-se a elaboracdo de embutidos
fermentados, no que diz respeito a rapidez, seguranca, estabilidade e qualidade final.
A cultura starter também influencia no tempo de armazenamento dos embutidos,
agumas sdo capazes de retardar a rancificagdo dos embutidos, aumentando a
capacidade de conservacéo (LUCKE, 2000).

O curso inicia da fermentacdo utilizando cultura starter, contendo bactérias
|&ticas, é essencialmente o mesmo das fermentacGes naturais, apesar das bactérias
| &ticas estarem presentes em maior quantidades desde o inicio (FREY, 1983).

Hoje, as culturas starter para embutidos fermentados podem ser divididas em
duas categorias (BUCKENHTISKES, 1994). A primeira geracdo contém as
bactérias laticas originadas de material vegetal (L. planntarum, P. pentosaceus). A
segunda geracao contém as bactérias | &ticas originadas da carne, razéo pela qual sdo
especidmente adaptadas as condigdes de fermentacdo da carne (HUGAS e
MONFORT, 1997).

Os microrganismos selecionados para compor a cultura starter devem
apresentar determinadas caracteristicas. competir de maneira eficiente com a
microbiota da carne; produzir quantidades adequadas de &cido latico; ser tolerante ao
NaCl e capaz de crescer em concentragdes de até 6%; ser tolerante a0 NaNO, e
capaz de crescer em concentractes de até 100 mg por Kg; ser capaz de crescer em
temperaturas entre 15- 40°C, com 6timo entre 30 - 37°C; ser homofermentativo; ndo
ser proteolitico; ndo produzir grandes quantidades de H,O,; ser catalase positiva; ser
nitrato redutase; melhorar o sabor final de embutidos, ndo produzir aminas
biogénicas; ndo produzir limo; exercer efeito antagonico frente a microrganismos
patdgenos e indesgjaveis;, ser tolerante ou exercer efeito sinergistico com outros
starters (LEISTNER et al., 1979; HAMMES, 1987; PROCHASKA 1998).
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Abrangendo tais caracteristicas os principais grupos de microrganismos
utilizados pela industria de embutidos secos e semi-secos englobam (LUCKE, 1985;
HAMMES et al., 1990; RODRIGUEZ et al., 1994; JESSEN, 1995):

1. Grupo das bactérias &acido-léticas homofermentativas: Lactobacillus
plantarum; Lactobacillus sake; Lactobacillus curvatus; Lactobacillus pentosus;
Lactobacillus jenjenii; Pediococcus acidilactis; Pediococcus pentosaceus

2. Grupo de cocos catdase positivo: Saphylococcus carnosus,
Saphylococcus xylosus, Micrococcus varians;

3. Sreptomyces griseus

4. L eveduras e mofos, principa mente como flora de cobertura.

O Quadro 4 resume as atividades metabdlicas e o beneficio do uso de
diferentes microrganismos.

Pediococcus, assim como Lactobacillus, sdo utilizados em produtos carneos
por serem homofermentativos. BLICKSTAD e MOLIN (1981) mostraram que a
producéo de &cido por Pediococcus pentosaceus esta intimamente relacionada ao
crescimento. Além disto, esta espécie é capaz de crescer em ambientes variados,
com amplos limites. Tem grande tolerdncia ao nitrito, atmosferas aerdbicas e
anaerobicas e se adapta bem em ampla faixa de pH. Temperaturas em torno e abaixo
de 20°C resultam em grande queda da taxa de crescimento.

TETLOW e HOOVER (1988) demonstraram gque Pediococcus pentosaceus
produz, além de lactato, acetato e etanol a partir de pentoses e hexoses, em
condicbes ndo controladas. Em particular, a quantidade de etanol é maior na
fermentacdo de hexoses, 0 que pode explicar porque pediococci é responsavel por
atribuir sabor menos pungente, do que lactobacilli, em embutidos fermentados.

Em contraste com as bactérias l&icas, os membros da familia
Micrococcaceae usualmente possuem catalase, sd0 sensiveis a acidez e mais
tolerantes a baixas atividades de &gua. Sdo capazes de se multiplicar e manter
elevado nimero de células durante a maturacdo de embutidos. Ao contrario dos
micrococos, Staphylococcus sao capazes de crescer em condic¢Oes de anaerobiose e
fermentar aglicose (LUCKE et al., 1986; CHANDLER e MCMEEKIN, 1989).
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Quadro 4 - Desempenho de diversos microrganismos utilizados como starter.

Grupos Género/ Espécie Ativ. Metabdlica | Beneficios
Lactobacillus plantarum
L. acidophilus
L. casei Inibicdo de
bactérias
L L. sake patogénicas e
Bactérias ~ .
L. curvatus Formag&o de deteriorantes.
laticas &cido l&tico
L. pentosus Aceleracio da
Pediococcus cerevisae formacao da cor e
o tempo de secagem.
P. acidilactici
P. pentosaceus
Reducéo de nitrato Formacéo e
_ _ e consumo de Estabilizacdo da
Micrococcus varians OoXi gér“ o. cor.
Cocos M. lutens o
Destruicéo de Retardamento de
catalase | M. roseus peroxidos. oxidac3o.
positiva Staphylococcus carnosus o _
Lipdlise. Desenvolvimento
S xylosus de aroma.
Reducéo de
nitrato. Remocéo de nitrato
em excesso.
Debaryomyces hansenii oxigénio. oxidagao.
Leveduras _
Candida formata .
Lipolise. Desenvolvimento
de aroma.
Consumo de
oxigeénio.
Destruicso de Estabilidade da cor.
Penicillium nalgiovensis peroxidos. Retardamento da
Bolores — oxidaczo.
P. crysogenum Oxidacéo de
lactato. .
Desenvolvimento
Protedlise. de aroma.
Lipdlise.

Fonte: LUCKE (1994).
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Quando se utiliza starter, a adicdo de aditivos como, nitrato, nitrito e,
sobretudo, as combinacBes de aclUcar devem estar de acordo com o tipo de
microrganismo utilizado. Se trabalha-se somente com cultivos redutores de pH, €
conveniente utilizar sal de cura (nitrito).Quando se empregam combinagtes de
espécies microbianas redutoras de nitrato e acidificadoras, pode-se trabalhar com sal
comum (NaCl) e nitrato de potassio. Como 0s microrganismos da cultura starter séo
capazes de desdobrar rapidamente os carboidratos, pode ser necessario diminuir a
quantidade de acUcar adicionado, pois agregando doses excessivas, pode haver
acidificacdo inicial muito intensa, 0 que acarreta defeitos na consisténcia e sabor dos
embutidos (VARNAM e SUTHERLAND, 1995).

Em pecas defeituosas € comum verificar a presenca de microrganismos
indesgjaveis, que ndo permitem a ocorréncia da maturacdo de forma esperada,

conduzindo-a por vias indesgavels.

2.5.1 — Efeitos positivos do uso da cultura starter

As bactérias |&ticas, exceto em condicles excepcionais, em geral, acumulam
peréxido de hidrogénio no meio de crescimento. O perdxido acumulado afeta
adversamente as caracteristicas sensoriais do produto carneo, provocando alteracdes
oxidativas nas gorduras, rancidez e defeitos na coloracéo, tal como o aparecimento
de uma coloracdo esverdeada indesgjavel, ainda que, por um lado, exerca efeito
inibidor sobre microrganismos. Por esta razéo os microrganismos selecionados para
uso como starters devem possuir atividade catalase eficaz, assegurando desta forma
a destruicdo de perdxido do substrato e, portanto, a estabilizagdo da cor e aroma do
produto (JUVEN et al., 1988).

A atividade catalase dos cultivos iniciadores € geralmente atribuida as
Micrococaceas. Micrococos nitrato redutase e Staphylococos coagulase negativa,
produzem catalase, que remove o peroxido de hidrogénio produzido por algumas
bactérias |aticas (LUCKE, 1986; MARCHESINI et al., 1992).

Os &cidos organicos produzidos pelas bactérias | aticas via fermentacdo, além
de proverem as caracteristicas peculiares do embutido fermentado, também exercem
efeito antimicrobiano quando na sua forma néo-dissociada (BAIRD-PARKER,
1980).

As primeiras candidatas a culturas protetoras sdo as bactérias léticas, dado

gue sdo capazes de suprimir o crescimento de outros microrganismos de diversas
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maneiras, dentre elas, 0 abaixamento do pH, a producdo de acido latico, a producéo
de &cido acético, a competicao por nutrientes, a producdo de perdxido de hidrogénio,
a producdo de bacteriocinas e a producdo de antibiéticos (SCHILLINGER e
LUCKE, 1990).

Microrganismos acompanhantes podem ser excluidos em funcdo da
competicdo por nutrientes e pela producdo de perdxido de hidrogénio, que tem efeito
inibidor sobre diversos microrganismos. A habilidade de certas bactérias |éticas em
produzir peroxido, para embutidos fermentados é algumas vezes indesgjavel, pois
este pode afetar negativamente a cor e antecipar arancificagéo (LUCKE, 1986).

O peréxido de hidrogénio é citotdxico, devido ao efeito oxidativo de sua
molécula. O efeito bactericida aumenta com a acidez, sendo a membrana
citoplasmética o principal alvo na célula. Os sistemas lactoperoxidases sdo enzimas,
como superéxido dismutase, catalase e peroxidase, produzidas por bactérias léticas e
que catalisam a reacdo entre peroxido de hidrogénio e tiocianato, produzindo o
hipotiocianato, que é um radical toxico (JUVEN et al., 1988).

O diacetil € um produto final do metabolismo de bactérias laticas, que é
sintetizado a partir do piruvato. Esse composto, um dos principais agentes de sabor,
possui acdo antimicrobiana, sendo mais efetivo contra bactérias gram-negativas e
fungos do que contra bactérias gram-positivas (JAY, 1992) .

As bacteriocinas s80 proteinas que tém atividade bactericida. Sdo utilizadas
pelo efeito preservativo, podendo ser adicionadas ou naturalmente produzidas em
alimentos. Podem também inibir microrganismos patogénicos e deterioradores
(JAY, 1992). Algumas bacteriocinas produzidas por Pediococcus e Lactobacillus
podem inibir o crescimento de Listeria monocytogenes (RODRIGUEZ et al., 1994).

O emprego de culturas starters permite também reduzir o risco da formagdo
de histamina e tiramina em embutidos fermentados secos, ab mesmo tempo em que
diminuem a possibilidade de desenvolvimento da microbiota que possui tirosina e
histidina descarboxilase e atividade proteolitica necessarias a formacao de histamina
etiramina (BACUS, 1984; SMITH e PALUMBO, 1983).

Pela imposicdo de diversos obstaculos durante o processamento dos
embutidos fermentados, 0s microrganismos patogénicos sao inibidos e os
microrganismos desejéveis sdo favorecidos.

A estabilidade microbiana dos embutidos fermentados é alcancada pela

sequéncia de cinco obstaculos: conservantes, potencia redox, flora competitiva, pH
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e aividade de &gua. Estes obstaculos inibem o crescimento de diversos
microrganismos patogénicos importantes, tais como, Salmonella spp., Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum e ainda de bactérias
responsaveis pela deterioragdo do produto (LEISTNER, 1994). Nas etapas iniciais
da maturacéo a inibicdo ocorre através do sal e nitrito adicionados, que inibem a
maioria das bactérias, inclusive Salmonella. Com o decréscimo da atividade de agua
para 0,96 - 0,97, ocorre a inibicdo dos microrganismos aerébios gram negativos.
Quando a atividade de é&gua atinge 0,92 todas as bactérias, a excecdo do
Saphylococcus aureus, que necessita da imposicdo de outras barreiras, tém seu
crescimento inibido (AGUILERA, 1994). Com o decréscimo do pH e a reducéo do
oxigénio disponivel, ha favorecimento da flora l&tica, micrococos e estafilococos
n&o patogénicos e inibicéo de microrganismos, tais como pseudomonas.

O Quadro 5 mostra o0 modo de acdo de bactérias laticas e cocos catalase

positiva utilizados como cultura starters na fermentacdo de embutidos.

Quadro 5 - Acao de culturas starters em embutidos fermentados.

Caracteristicas ~ g Cocos
de qualidad Modo de acao Bactériaslaticas catglase
qualidade
positiva
Reducéo do nitrato - +++
Cor Decréscimo d(_) pH_ +++ -
Consumo de oxigénio - ++
Degradacdo do perdxido - ++
Producdo de éacido +++ -
Aroma Prqtg@l ise - +
Lipdlise - ++
Capacidade antioxidante - ++
Consisténcia Decréscimo do pH +++ -
Decréscimo do pH et i
~ Reducdo do nitrato
Preservacao ~ - ++
Supressdo de mo t i
indesgjaveis
rB;)(;?J;?nteudo Degradacéo de nitrito + ++

+++ Importéncia decisiva, ++ Importante, + Efeito discreto, - Sem efeito.
Fonte : LUCKE e HECHELMANN (1987).

A presenca de culturas starters fornece um nUimero de microrganismos
suficiente para assegurar a predominancia sobre a microbiota natural, incluindo
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microrganismos patogénicos, € em combinacdo com 0s controles proprios do
processamento, garante a seguranca do produto final (STILES, 1994).

Espécies de Micrococcus e Staphylococcus coagulase negativa utilizadas
como starter produzem quantidade limitada de &cido e sdo adicionadas,
principalmente para reduzir o nitrato a nitrito e auxiliar na formagéo da cor.
Saphylococcus carnosus € associado a melhoria de cor e aroma, em embutidos
contendo nitrito, onde a reduc&o do nitrato ndo é significativa (FREY, 1983).

O papel relativo de enzimas de origem microbiana e seus derivados na
producdo de flavor é objeto de debate, mas Saphylococcus carnosus parece exercer
contribuicdo positiva para o flavor de embutidos fermentados (VARNAM e
SUTHERLAND, 1995).

2.6 - Leveduras

Em uma definicdo simples, pode-se considerar que as leveduras sdo fungos
unicelulares, em contraposicdo aos fungos filamentosos que séo multicelulares. Néo
obstante, esta ndo é uma defini¢cdo exata, ja que alguns microrganismos considerados
normalmente como leveduras, produzem micélios em quantidades variaveis. As
leveduras sdo células eucariotas e heterotréficas, possuem uma parede rigida e se
reproduzem sexuada ou assexuadamente. A maioria das que tém importancia em
aimentos se divide por gemacdo ou por fissdo. Visuamente, podem ser
diferenciadas das bactérias pelo maior tamanho de suas células e pela sua forma
ovalada, alargada, eliptica ou esférica. As células tipicas de leveduras tém um
didmetro gue oscila entre 5 e 8 mm, sendo algumas inclusive de maior tamanho. Os
cultivos velhos de leveduras tendem ater células de menor tamanho. S&o capazes de
crescer dentro de amplos intervalos de pH &cido e em concentracdes de etanol de até
18%. Algumas leveduras crescem em concentragdes de sacarose de 55-60%.
Algumas leveduras produzem pigmentos, cuja cor varia do amarelo claro ao
vermelho, passando pelo rosa (JAY, 1992).

Em pH 5.5, bactérias sdo inibidas e as leveduras écido-tolerantes crescem.
Portanto, em produtos fermentados por bactérias |&ticas, o abaixamento do pH
permite o crescimento das leveduras (DEKETELERAE, 1974).

As leveduras estdo normalmente presentes em pegueno nUumero ha
microbiota da carne. Sua capacidade de crescimento a baixas temperaturas, altas

concentractes de sal e baixa tensdo de oxigénio, as habilita a proliferar em carnes e

30



produtos derivados refrigerados, curados e embalados a vacuo. Nestes alimentos néo
sd0 consideradas como deteriorantes de importancia. DILLON e BOARD (1991) e
DILLON (1998) discutiram a origem dos diferentes géneros de leveduras
encontrados nos produtos carneos, demonstrando que a rota de contaminagdo com
estes microrganismos comega no campo, passando pelos abatedouros e chegando até
a planta de processamento.

Nos produtos carneos curados e/ou fermentados, provavelmente a baixa
atividade de &gua, assim como baixos valores de pH sdo os principais fatores de
selecéo da microbiota leveduriforme (DILLON e BOARD, 1991).

A inclusdo das bactérias no desenvolvimento de culturas starter tém sido
investigado frequentemente, enquanto pouca atencéo foi dada ao papel das leveduras
na fermentacdo dos salames (JESSEN, 1995; ZEUTHEN, 1995). Os trabalhos
pioneiros sobre a flora leveduriforme presente em embutidos fermentados foram
conduzidos por CESARI (1919) e CESARI e GUILLIERMOND (1920), que
estabeleceram a importancia do ‘fleur du saucisson' e recomendaram o0 uso de
culturas puras de leveduras para melhorar o flavor em embutidos fermentados
(L1EPE, 1981). O trabalho executado por JAY e MARGITIC (1981) mostrou que na
carne fresca, foram encontradas baixas contagens de leveduras (2x10" a 6,2x10* Log
UFCI/g), que corresponde aos encontrados por DYETT e SHELLEY (1966) e
DOWELL e BOARD (1968), que mostram que as leveduras sdo contaminantes
comuns dos embutidos fermentados. Diversos estudos tém tratado da participacdo de
leveduras na maturagdo de produtos carneos secos, contribuindo para as
caracteristicas organolépticas destes produtos (INIGO et al., 1970; COMI e
CANTONI 1983; SMITH e PALUMBO, 1983; ARNAU e al., 1987,
ABUNYEWA, 2000).

Leveduras tém sido consideradas pouco importantes no processo de
deterioracdo da carne devido ao seu baixo nimero inicial e por seu crescimento lento
em temperaturas de refrigeracdo, 0 que desfavorece a competicdo eficiente com
bactérias psicrotréficas (DEKETELERAE, 1974).

A maioria das espécies de leveduras foi considerada, durante muito tempo,
apenas como microrganismos deteriorantes da carne e dos produtos carneos. As
leveduras metabolizam é&cidos orgéanicos (lético, acético, citrico), provocando uma
elevacdo do pH e reducdo na concentragdo das substancias protetoras do alimento,

favorecendo, desta forma, o crescimento de microrganismos indesgaves
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(WALKER, 1977). Leveduras deterioradoras séo oportunistas e proliferam quando
ha um pequeno nimero de bactérias competidoras. Portanto, sdo importantes
contaminantes em produtos carneos de baixo pH, fermentados por bactérias laticas e
carnes processadas ou curadas com baixa atividade de agua (DEKETELERAE,
1974).

Os embutidos fermentados sdo considerados bons substratos para o
crescimento das leveduras. Nestes produtos, 0os microrganismos competidores tais
como as bactérias gram-negativas, sdo inibidos por fatores como o abaixamento do
pH, a presenca de acido lético e nitrito, e a baixa atividade de agua (DILLON,
1998). Estudos realizados com a utilizacdo de diferentes leveduras como starter,
principalmente D.hansenii, mostraram a contribuigdo destas no desenvolvimento da
cor, pela remocado do oxigénio, e do flavor (JESSEN, 1995), devido a sua habilidade
de degradar peroxidos, a atividade lipolitica e, ainda, em menor grau, a atividade
proteolitica (LUECKE, 1985; LEISTNER, 1986). Além disso, as leveduras quando
na superficie, protegem os salames dos efeitos adversos da luz (LUCKE e
HECHELMANN, 1987).

De acordo com GEISEN, LUCKE e KROCKEL (1992), a exigéncia da
levedura por oxigénio restringe seu crescimento principalmente perto da superficie
do salame. Espécies fermentativas de levedura, entretanto, podem prosperar sob
baixas tensdes de oxigénio, desde que requeiram oxigénio somente para a producao
de constituintes da parede celular, tais como esteris e aminoacidos (DEAK e
BEUCHAT, 1996).

Embora diversos fatores possam influenciar a microbiota de embutidos
fermentados, a presenca das leveduras em niveis entre 3 e 5 unidades logaritmicas
por g durante toda a manufatura de embutidos parece ser uma constante e sugere a
participacdo deste grupo de microrganismos, particularmente D. hansenii. Neste
contexto, deve-se recordar que a biomassa de cédlulas de levedura é
aproximadamente 100 vezes maior que a biomassa da célula bacteriana (DILLON e
BOARD, 1991).

D.hansenii é a levedura dominante em carnes e produtos carneos. Sua
presenca em nivels elevados em todos os estagios da manufatura, especialmente em
embutidos tradicionais com as caracteristicas organolépticas mais desegjadas, sugere
possivel contribuicdo ao flavor destes produtos. Esta espécie € caracterizada por sua

toleréncia a0 sal e ao nitrato, e elevada demanda de oxigénio, sendo, portanto, a
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principal levedura utilizada como starter em produtos carneos (LEISTNER e BEM,
1970; MONTE et al., 1986; DEAK, 1991; JESSEN, 1995).

Espécies do género Debaryomyces predominam em embutidos secos, devido
asuaelevadatoleranciaao sal (LEISTNER e BEM 1970; COMI e CANTONI 1980;
ABUNYEWA, 2000). ROSSMANITH et al. (1972) relataram que a cura, a cor € o
flavor dos embutidos poderiam ser melhorados pela adicdo de espécies selecionadas
de Debaryomyces como a parte da cultura starter. CORETTI (1977) confirmou estas
afirmagdes e reforgou que 0 uso de uma combinagéo de D. hansenii, lactobacilos e
micrococos, resultou no melhor desenvolvimento do flavor e do sabor dos
embutidos.

A posicéo do género Debaryomyces dentro do sistema de classificagcdo das
leveduras ascosporégenas, segundo o estudo taxondmico redlizado por
KURTSMAN e FELL (1998) mostra:

Phylum: Ascomycota

Classe: Hemiascomycetales
Ordem: Saccharomyces
Familia: Saccharomycetaceae
Género: Debaryomyces

As diferentes espécies pertencentes ao género Debaryomyces, que possuem

estirpes isoladas de algum tipo de alimento, podem ser vistas abaixo:
1. Debaryomyces carsonii
2. Debaryomyces etchellsii

3. Debaryomyces hansenii  var. hansenii
var. fabryi
Debaryomyces maramus

Debaryomyces melissophilus
Debaryomyces polymophus
Debaryomyces pseudopol ymor phus

© N o g &

Debaryomyces robertisiae

A utilizac&o eficiente de aminoacidos especificos e/ou peptideos gerados por
leveduras fornece uma vantagem competitiva e contribui para a estabilidade das
bactérias |aticas (GOBBETTI, 1998).

MEISEL et al. (1989), encontraram efeitos inibitérios de D. hansenii frente a

S aureus. Este efeito ndo foi perdido em culturas mistas; ao contrario, apresentaram
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efeito sinergistico. OLESEN et al. (2000) atribuiram o efeito inibitério de D.
hansenii ao consumo de oxigénio.

Os resultados do estudo realizado por GENHLEN et al. (1991) mostraram
que D. hansenii exerce forte influéncia na composi¢éo microbioldgica e quimica de
embutidos fermentados secos, podendo ainda contribuir na formagdo do sabor e da
cor superficial destes embutidos (OLESEN et al., 2000).

Nos produtos inoculados com levedura pode-se observar um aumento do pH,
atribuido a utilizacdo do lactato e acetato e a producéo de ambnia, em razéo da
ocorréncia de protedlise (COOK, 1995).

A atvidade proteolitica e lipolitica de leveduras como Debaryomyces
hansenii, pode ser importante na cura e maturacdo de embutidos (COMI e
CANTONI, 1983), apesar de HUERTA et al. (1988) terem mostrado que as
leveduras isoladas de embutidos secos espanhdis apresentaram atividade lipolitica,
mas ndo atividade proteolitica.

Em muitos embutidos fermentados, o crescimento de fungos e leveduras fora
da tripa desempenha um importante papel no desenvolvimento de caracteristicas
organol épticas do produto. Desempenham também importante papel na supressdo do
desenvolvimento de bactérias indesgjavels, protecdo contra luz e oxigénio e
producdo de catalase (RODEL et al., 1993).

Culturas contendo fungos comercialmente disponivels apresentam em sua
composicdo Penicillium, Penicillium nalgiovense, os mais utilizados, e ainda
Penicillium expansum e Penicillium chrysogenum também viaveis (GEISEN, 1993).

Culturas de fungos séo obtidas por liofilizacdo da suspensdo de células; e
culturas de leveduras pela liofilizacdo de células. As suspensdes sdo preparadas em
cubas com &gua dentro das quais 0 embutido € colocado, atentando-se sempre para a
necessidade de sanitizac&o destes equipamentos para prevenir o desenvolvimento de
fungos do ambiente (VARNAM e SUTHERLAND, 1995).

2.7 - Aminas Bioativas

Aminas bioativas (AB) sd0 bases organicas aliféticas ou heterociclicas de
baixo peso molecular; sdo formadas e convertidas pelo metabolismo fisiolégico de
homens, animais, plantas e microrganismos (Figura 1).

34



Serctonina Histamina

HO CHzCHNH, CHaCHzNHz
\Q?/ H/—N’—JN
2-Femiletilamina Tiramina Trnptamina

CH=CH aMH=
@—c HoCHoMNH2 HD—@—C @U/
o
H

Futrescina Cadaverina
HaIM
¥ WNHz HszNHz
Espermina Espermidina Aprmatina
H HH HH NHy H ME MH
Hqerar Mo e P oy T N/“\ (CHZ)4MNH
2 2
Ha 1w|:r"
H

Figura 1 - Estrutura quimica de agumas aminas bioativas (GLORIA, 2003).

As aminas bioativas podem ser classificadas em funcdo do nuimero de
grupamentos amina na molécula, da estrutura quimica e da via biossintética. Quanto
a0 numero de grupamentos amina, se classificam em monoaminas (tiramina e 2-
feniletilamina), diaminas (histamina, triptamina, serotonina, putrescina e cadaverina)
e poliaminas (espermina, espermidina e agmatinad). Quanto a estrutura quimica, se
classificam em dliféticas (putrescina, cadaverina, espermina, espermidina e
agmatina), aromaticas (tiramina e 2-feniletilamina) e heterociclicas (histamina e
triptamina). Quanto a via biossintética, as aminas se classificam em poliaminas
naturais sdo formadas durante a biossintese “in situ”, ou sgja, a partir de uma
molécula mais simples, a medida em que sdo requeridas (putrescina, agmatina,
espermina e espermidina) ou quando sdo armazenadas nos mastocitos e basofilos
(histamind) e em aminas biogénicas quando sdo formadas por reagdes néo
especificas de descarboxilacéo conduzidas por descarboxilases bacterianas, sendo
esta a principal via de formagdo de aminas em alimentos (histamina, serotonina,
tiramina, 2-feniletilamina, triptamina, putrescina, cadaverina e agmatinad) (RICE et
al., 1976; MAGA, 1978; BARDOCZ, 1995; LIMA e GLORIA, 1999).
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As aminas também podem ser formadas por aminacdo de aldeidos,
transaminacdo de aldeidos ou cetonas, hidrélise de compostos nitrogenados e
decomposicao térmica (BARDOCZ, 1995).

Algumas aminas sdo formadas pela descarboxilagdo microbiana de
aminoacidos. Histamina é formada a partir da histidina, tiramina a partir datirosina,
cadaverina a partir da lisina e putrescina a partir da ornitina (Figura 2 e 3). A
producdo de aminas bioativas requer a presenca de microrganismos capazes de
produzir descarboxilase e um cofator conveniente. Quando estdo presentes
aminoacidos em concentracfes adequadas e fatores que favorecam o crescimento, as
bactérias se desenvolvem e sintetizam descarboxilase. Os principais aminoacidos
gue sofrem descarboxilagcdo sdo: tirosing, histiding, triptofano, tiramina, histamina,
triptamina. As aminas sdo geralmente, psicoativas ou vasoativas, envolvidas com as
fungdes vitais em homens e animais (BUCKENHUSKEN, 1993; SILLA SANTOS,
1996; PAULSEN et al.,1997).

Poliaminas desempenham papel importante em diversas funcdes fisiol6gicas
de humanos e animais (BRINK et al., 1990). Espermina e espermidina estdo
envolvidas na sintese de DNA, RNA e de proteinas, sendo essenciais no crescimento
e duplicacéo da céula (BARDOCZ et al., 1993). Por outro lado, aminas biogénicas
sd0 usualmente produzidas durante o processo final de quebra das proteinas, através
da descarboxilagéo enzimatica, de origem bacteriana, de aminoacidos livres.

O trato intestinal dos mamiferos possui um eficiente sistema de
desintoxicagdo, no qual enzimas monoaminas oxidase (MAQO) e diaminas oxidase
(DAO) tém papel importante. Por isso, 0 consumo de alimentos contendo pequenas
concentragdes de aminas biogénicas ndo € arriscado, a ndo ser que o sistema de
desintoxicac&o seja inativo ou geneticamente deficiente. Em grandes concentragoes,
porém, ha efeitos toxicoldgicos. Os principais sintomas sdo: nauseas, distdrbios
respiratérios, ondas de rubor, transpiracdo, palpitacdo, dor de cabega, erupcdes na
pele, feridas na boca, hiper/hipotensdo (RICE et al., 1976).
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Figura 2 - Vias metabolicas para a formagdo de aminas biogénicas (HALASZ et
al., 1994).
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Figura 3 - Vias biossintéticas de agmatina, putrescina, espermidina e espermina
(SMITH, 1985; BARDOCZ, 1995).
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As aminas biogénicas aromaticas (histamina, tiramina, serotonina, B-
feniletamina, triptamina) foram reportadas como vasoativas ou psicoativas e foram
associadas a intoxicacdo, inducdo alimentar de enxaguecas e severas Crises
hipertensivas devido & interacio com inibidores de monoamina oxidase (MARINE-
FONT et al., 1995). Além disto, diaminas, como putrescina e cadaverina podem
gerar nitrosaminas carcinogénicas na presenca de nitritos (SCANLAN, 1983;
BRINK et al., 1990). Estes compostos podem, ainda, ter odor desagradavel e,
também, agmatina, espermina e espermidina, putrescina e cadaverina podem inibir a
atividade de aminopeptidases musculares (VIDAL-CAROU et al., 1990; FLORES et
al., 1996).

Altas concentrages de aminas biogénicas sdo freglientemente encontradas
em aimentos fermentados, durante o periodo de maturacdo ou armazenamento,
como exemplo, produtos carneos e queijos (PAULSEN, 1997).

Aminas biogénicas constituem um risco potencia a salde, especiamente em
conjunto com fatores de risco adicionais, tais como inibidores de monoamina
oxidase, dlcool, e distlrbios gastrintestinais (STRATTON, 1991).

Limites legais para histamina estdo estabelecidos somente para peixes e
derivados. No entanto, niveis toxicolégicos tém sido propostos. 100 mg
histamina/Kg de alimento, 2 mg histamina/litro de bebida alcodlica, e 80-100 mg
tiramina/Kg de aimento e 30 mg R-feniletaminalkg de alimento. Putrescina e
cadaverina foram reconhecidas como potenciadores de toxicidade da histamina e
tiramina, mas ndo ha recomendacbes de niveis (VIDAL-CAROU et al., 1990;
HALASZ et al., 1994). McCABE (1996) reportou que o consumo de 6 mg de
tiramina pode produzir discreta reacdo, enquanto o consumo de 10-25 mg causa
forte dor de cabeca e hemorragia intracraniana em pacientes sob tratamento com
inibidor de monoamina oxidase. Além disso, aminas secundarias como putrescina e
cadaverina, podem interagir com amina oxidases de modo a impedir a
desintoxicacao de tiramina e/ou histamina.

Aminas biogénicas tém sido consideradas bons indicadores da deterioragéo
de alimentos (HALASZ et al., 1994). Estas aminas podem ocorrer como resultado
do crescimento e do metabolismo bacteriano em carnes e sdo indicadores de extensa
contaminacdo. Além do mais, aminas biogénicas podem ser encontradas como
consequéncia de intensa atividade microbiana durante a fermentagdo, processo
bésico na produczo de salame (HERNANDEZ-JOVER et al., 1996).
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Alguns pré-requisitos para a formacdo de aminas biogénicas incluem (HUIS,
1990):

- a disponibilidade de aminoé&cidos livres, que podem ocorrer
naturalmente no alimento; mas, na maioria das vezes, sdo liberados das proteinas
como resultados de atividade proteolitica;

- presenca de microrganismo descarboxilase positiva,;

- condicBes que permitam o crescimento bacteriano, a sintese de
descarboxilases e sua atividade;

Inimeras espécies bacterianas tém se mostrado ativas na producéo de
aminas, dentre e€las, representantes da familia Enterobacteriaceae e certos
Lactobacillus, Pediococcus e Enterococcus (HALASZ et al., 1994).

Bactérias ldticas produtoras de aminas, como, Lactobacillus brevis,
Lactobacillus buchnerii, lactobacillus curvatus, Lactobacillus carnis, Lactobacillus
divergens (Carnobacterium piscicola, Carnobacterium divergens, respectivamente)
e Lactobacillus hilgardii foram isolados da carne e produtos carneos. Em salame a
sintese de histamina foi associada a presenca bactérias gram negativas como,
Pseudomonas fluorescens, Citrobacter freudii e Acinetobacter calcoaceticus var.
anitratum e poucas bactérias gram positivas, incluindo micrococci e staphylococci
(SILLA SANTOS, 1996).

Considerando esses fatores, a presenca de aminas biogénicas pode ser
esperada, especiadmente, em produtos obtidos por fermentacdo espontanea, sem
definicdo da biota microbiana. Recomenda-se, portanto, selecionar bactérias acido-
l&ticas que ndo apresentem capacidade de produzir aminas biogénicas (BRINK et
al., 1990; BUCKENHUSKEN, 1993).

AlteracBes em aminas biogénicas, valores de atividade de agua, contagem
de aerdbios, &cido latico, enterobactérias e pseudomonas foram observados durante a
producéo de embutido fermentado tipo salame. O efeito de duas culturas starters,
Lactobacillus plantarum/Micrococcus carnosus e Pediococcus pentosaceus/
Micrococcus carnosus, foram pesquisadas quanto a producéo de aminas biogénicas
e 30% das espécies foram relatadas como produtoras de tiramina (LLANO et al.,
1998).

Segundo LLANO et al. (1998), o uso de carne estocada por longos periodos
resultou em altas concentragdes de putrescina e tiramina no produto final. Altas

concentragdes de histamina foram encontradas somente com a adicéo de bactérias

39



especificas para sua formacdo, fator este que se mostrou intensificado pelo uso de
carne estocada por longos periodos. Com a utilizacéo de carne fresca, o contelido de
aminas biogénicas foi baixo. A adicdo da cultura starter ndo se mostrou capaz de
reduzir a formacdo de aminas biogénicas. Em contraste com diferentes conteidos de
aminas, embutidos fermentados produzidos com carne fresca e carne estocada por
longo tempo apresentaram contagens microbianas similares.

Embutidos fermentados produzidos com utilizacdo de culturas starter,
quando comparados com agueles produzidos por fermentagdo espontanea,
apresentam niveis mais baixos de tiramina, putrescina e cadaverina (LLANO et al.,
1998). Ocorreu reducdo nos niveis de espermina e o0s niveis de espermidina se
mantiveram constantes para uma contagem microbianatotal.

A flora natural presente inicialmente na carne e na gordura de porco parece
ter forte influéncia na producdo de aminas biogénicas durante a maturacdo do
embutido fermentado segundo LLANO et al., (1998).

Estudos indicaram a ocorréncia de altos niveis de algumas aminas biogénicas
em embutidos fermentados vendidos em supermercados na Espanha (VIDAL-
CAROU et al., 1990). A manufatura de embutidos fermentados oferece condicdes
favoravels a formacéo de aminas biogénicas, tais como a contagem microbiana pode
ser elevada e 0 processo de producéo pode ser longo permitindo um certo grau de
protedlise e finalmente condi¢bes de baixa acidez no produto, o que pode favorecer a
descarboxilacéo de aminoécidos (RICE et al., 1976).

HERNANDEZ-JOVER et al. (1997) realizaram a deteccdo e quantificacdo
por HPLC, de aminas em embutidos. Espermina e espermidina foram as Unicas
aminas sempre detectadas em carnes e produtos carneos em niveis entre 60,2 — 72,2
mg/Kg de espermina e 6,0 -7,6 mg/Kg de espermidina. Os niveis de tiramina,
histamina, putrescina e cadaverina apresentaram grande variacdo, especiamente em
produtos maturados e entre amostras de mesma marca comercial. 40% dos produtos
maturados apresentaram niveis em torno de 300 mg/Kg. Altos niveis de aminas em
alguns produtos cozidos podem ser relacionados com a baixa qualidade da carne
utilizada.

As drogas inibidoras das monoaminoxidases (IMAO) devem ser monitoradas
visto que blogueiam a desaminacdo de algumas aminas primarias. O uso destas
drogas tem sido relatado nos tratamentos de tuberculose, pacientes em crise

depressivas, hipertensos, portadores de maaria. As IMAO facilitam a absorcdo
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intestinal de tiramina e histamina, e potencializam as suas reagbes (RICE t a.,
1976).

A protedlise durante a fermentacdo de produtos carneos é favorecida pela
desnaturacdo das proteinas em consequéncia da acidez, desidratacdo e acdo do
cloreto de sodio. Compostos nitrogenados ndo protéicos sdo formados como
resultado da atividade enzimatica de microrganismos nas proteinas miofibrilares da
carne. Além disso, tem sido reportado que durante a fermentacdo da carne, a
atividade de proteases enddgenas e também microbianas modificam a composi¢éo
de compostos nitrogenados ndo protéicos. Durante a maturacdo de embutidos
fermentados, um aumento de substancias nitrogenadas ndo protéicas usuamente
acontece, no qual podemos incluir amino&cidos livres. Portanto, a determinagéo de
substancias nitrogenadas ndo protéicas e do indice de protedlise, podem ser (teis no
estudo do potencial de relacdo entre protedlise e a formagdo de aminas biogénicas
em embutidos fermentados (PAULSEN et al., 1997).

A fermentacdo de embutidos secos oferece condigcdes favorévels para a
formagdo de aminas biogénicas, uma vez que os fatores essenciais estejam presentes,
isto &, crescimento microbiano por alguns dias, um certo grau de protedlise dando
origem a presenca de aminoéacidos livres que sdo precursores de aminas biogénicas e
0 desenvolvimento de acidez podem favorecer a descarboxilagdo de aminoécidos.
As bactérias podem ser estimuladas a produzir enzimas descarboxilase em alguns
meios acidos como parte do sistema defensivo, contra condicdes adversas
(EITENMILLER et al., 1978; SELGAS, 1993; HIERRO et al., 1999).

A enzima tirosina descarboxilase foi encontrada em diferentes grupos de
microrganismos, principalmente enterococci, mas também em bactérias |dticas,
enterobactérias e pseudomonas. Diferentes estudos indicaram a atividade da tirosina
descarboxilase em microrganismos usuamente presentes em embutidos
fermentados, mas ha pouca informacdo sobre microrganismos produtores de
tiramina presentes em material cru, antes do processo de maturagédo (MAIJALA e
EEROLA, 1993).

Embora, bactérias laticas tenham sido reportadas como responsaveis pela
producdo de aminas em produtos carneos, 0 seu uso como cultura starter possibilita
também retardar a formacdo de aminas biogénicas durante a fermentacdo de
embutidos (MAIJALA e EEROLA, 1993).
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Em referéncia a formacdo de aminas biogénicas por Micrococcaceae,
MASSON et al. (1996) observaram que Saphylococcus carnosus e Staphylococcus
xylosus podem ser utilizados como cultura starter segura de acordo com a producéo
de tiramina in vitro. Todavia, STRAUB et al. (1995) encontraram que S. carnosus
term um marcante potencial para producéo de aminas biogénicas, mas ndo encontrou
0 mesmo resultado para Saphylococcus xylosus. MAIJALA et al. (1995)
observaram que Saphylococcus carnosus néo previne a formagdo de tiramina e 13-
feniletamina, por bactérias |éticas contaminantes durante a maturagdo do salame.
Apesar destes dados, pouco se sabe a respeito da formacéo de aminas biogénicas por
Micrococcaceae em embutidos fermentados e da relacdo com sua atividade

proteolitica.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1-Preparo do inéculo de levedura

Foi utilizada uma culturaamée de Debaryomyces hansenii var. hansenii
(CECT 12488). O processo de obtencdo do indculo obedeceu ao seguinte esquema:
ap6s a ativacdo em caldo BHI (Brain heart infusion) (Bio-BRAS), transferiu-se uma
alcada para 3 tubos de ensaio contendo 10 mL de caldo malte adicionado de 0,1% de
glicose (CMG); incubando a 28°C por 2 dias. Ap0s esta etapa, verteu-se o conteido
de cada tubo de ensaio em erlenmeyers contendo 90 mL de CMG, incubando-os a
28°C por 2 dias. Finadmente transferiu-se o contelido de cada frasco para um
erlenmeyer contendo 400 mL do mesmo meio, com incubacdo em banho-maria a
28°C, com agitacdo de 60 rpm até obter-se a contagem de 10® células por mL
(aproximadamente 2 dias). A quantificagdo do nimero de células do inéculo foi feita
utilizando camara de Newbauer e confirmada por plagueamento em &gar Rosa de
bengala, por inoculacdo em superficie e incubacdo a 28°C por 48 - 72h .

Para obtencdo da massa celular, o meio foi centrifugado a 5000 rpm por 6
min, em centrifuga (Beckman, J2-MC, rotor JA-20), para separacdo da massa celular
e as células foram re-suspendidas em 10 mL de &gua peptonada 0,1% e mantidas sob
refrigeracdo (5 a 8 °C) até sua utilizacdo, ndo mais que 18 horas posteriores,

evitando assim, perda de células viaveis pelo frio.

3.2 - Preparo do embutido

Para avaliacdo experimental, foram realizados trés processamentos
(repeticdes) em planta-piloto, conforme descrito a seguir.

O embutido foi preparado utilizando-se carne suina magra (paleta) e toucinho
(papada) na proporcdo 60:40 (p/p). A carne de animais recém abatidos foi

armazenada sob refrigeracdo (5 a 8 °C) por 24 h e moida em moedor (Skymsen,



PSR-10) em disco de 6 mm por duas vezes. O toucinho foi congelado e moido uma
anica vez em disco de 6 mm. A carne e o toucinho foram ent&o, colocados em uma
misturadeira (C.A.F, M-60) e se adicionaram 0s demais ingredientes e aditivos da
formulacdo para homogeneizagdo adequada. Os ingredientes ndo carneos utilizados
foram: nitrato de sodio: 0,03 g por 100 g, nitrito de sodio: 0,015 g por 100 g,
pimenta do reino: 0,1 g por 100 g, noz moscada: 0,05 g por 100 g, ahoem pé: 0,1 g
por 100 g, paprica picante: 0,05 g por 100 g, acido ascoérbico: 540 ppm e cloreto de
sodio: 2,5 g por 100 g. Nesta etapa foi adicionado o starter |&tico Bactoferm T-SPX
(Chr. Hansen), que contém Staphylococcus carnosus e Pediococcus pentosaceus,
utilizando a dosagem recomendada pel o fabricante.

A massa obtida foi dividida em seis lotes, constituindo os tratamentos a
seguir: G: 0,59 de glicose/ 100g de massa; S. 0,25 g de sacarose/ 100g de massa; L :
1,0 g de lactose/ 100g de massa; GL: 0,5 g de glicose/ 100g de massa + levedura;
SL: 0,25 g de sacarose/ 100g de massa + levedura; LL: 1,0 g de lactose/ 100g de
massa + levedura.

O tipo e a concentragcdo dos aglicares utilizados foram baseados em testes
preliminaresin vitro.

Apobs preparados os tratamentos, a massa foi embutida em embutideira a
vécuo (Mainca, EM-25) em tripa de celulose (Viscase), previamente hidratada, com
didmetro de 6 cm, procurando uniformizar o tamanho da amostra em 20 cm.
Inicialmente os embutidos foram mantidos na camara (B.O.D, Tecnal, TE- 391) por
6 horas a temperatura de 24°C com umidade relativa de 80% para ligeira secagem da
superficie externa. As condi¢des de fermentacdo adotadas em seguida foram: 24°C
com umidade relativa de 85 — 90 % por 3 dias. Findo o periodo de fermentacéo, a
temperatura foi gradativamente reduzida a 15°C com umidade relativa de 75 — 80%

para completar a maturacdo e secagem do embutido, com 70 dias.

3.3 Andlises microbiol6gicas do embutido

Foram utilizados 2 embutidos de cada tratamento, realizando-se 3 dilui¢cdes
em duplicata. Amostras de 25 gramas, retiradas da por¢cdo central do embutido,
foram diluidas em 225 mL de &gua peptonada 0,1%, trituradas por 3 minutos em
liquidificador (Super Arno) para homogeneizacdo, e preparadas aliquotas decimais

para analises microbiologicas (APHA, 1992).



As contagens microbiana (Saphylococcus xylosus e Pediococcus
pentosaceus) e leveduriforme (Debaryomyces hansenii) foram realizadas na massa
antes de embutir, a0 término do periodo de fermentacdo (dia 7), ao longo da
maturacdo (dias 14, 28, 42) e ap6s o embutido atingir aproximadamente 30% de
perda de peso em relagdo ao peso inicia (dia 70). O desenvolvimento do starter
|&tico foi observado, por contagem em agar APT (Micromed), pelo método de pour-
plate e incubagdo a 35°C durante 48h. A contagem de leveduras foi realizada em
dgar Rosa de bengala (Oxoid), por inoculacdo em superficie e incubacdo a 28°C
durante 48-72h.

3.4 - Andlises fisico-quimicas do embutido
3.4.1—Perdade Peso

Para acompanhamento do processo de secagem, por perda de peso, foram
utilizadas 5 amostras de cada tratamento, selecionadas aleatoriamente no inicio do
processamento e acompanhadas durante a fermentagdo e maturagdo. Foram
realizadas pesagens periddicas, diariamente nos 7 primeiros dias e a cada 7 dias apds
este periodo, até a obtencdo do produto final (MENDONCA, 2000).

3.4.2 - Determinagéo do pH

O pH foi determinado ao longo do processo de fermentacdo e maturacao,
utilizando-se eletrodo de penetracdo (Mettler Toledo, InLab 427) acoplado ao
pHmetro (Mettler Toledo). Foram selecionados aleatoriamente, dois embutidos de
cada tratamento no inicio do processo. Utilizaram-se dois pontos de amostragem em
cada embutido.

3.4.3 - Determinacdo da umidade

Para determinacdo do teor de umidade final do embutido, foram retiradas
amostras de 5 gramas, que foram trituradas e homogeneizadas. As amostras foram
colocadas em capsulas de porcelana previamente secas em estufa a 105°C por 1
hora, resfriadas em dessecador por 30 minutos e pesadas em balanca analitica. As
capsulas contendo as amostras foram colocadas em estufa a 105°C durante 18 horas,
resfriadas em dessecador por 30 minutos e pesadas, repetindo-se 0 processo até peso
constante (KOLAR, 1992).
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O teor de umidade foi obtido utilizando-se a seguinte equacéo: (100 x P)/ P,
onde P= perda de massa e P'= massa da amostra. O resultado foi expresso em g por
100g.

3.4.4 - Determinacdo da atividade de 4gua

A determinacdo da atividade de &gua no embutido pronto foi realizada em
aparelho Aqua-Lab (CX2T Pullman). Foram utilizados 3 embutidos de cada
tratamento, dos quais foram retiradas 3 fatias de aproximadamente 0,5 cm e
colocadas em camara hermeticamente fechada. O valor da atividade de égua foi
obtido apds o equilibrio (MURPHY et al., 2003).

3.4.5 - Deter minacéo da acidez alcool-solavel

Para determinacdo da acidez foram retiradas amostras de 5 gramas do
embutido homogeneizado e da carne suina utilizada. Triturou-se as amostras em
liquidificador doméstico (Super Arno) e transferiu-se para baldo volumétrico de 100
mL, cujo volume foi completado com dcool etilico 95% previamente neutralizado
com NaOH 1% e fenolftaleina como indicador. O bal&o foi agitado vigorosamente
por algumas vezes e deixado em repouso por 24 horas. ApOs este repouso
completou-se novamente o volume. O conteddo do bado foi filtrado para
erlenmeyer de 250 mL. Foram retirados 20 mL do filtrado, com auxilio de pipeta
volumétrica, e adicionadas 2 gotas de fenolftaleina. Procedeu-se a titulacdo com
hidroxido de sbdio 0,1N até o aparecimento de coloracéo résea, sendo o resultado
expresso em mg/ 100g e amostra e todo acido considerado como é&cido |&tico
(GOMES et al., 2003).

3.4.6 - Determinacao da cor

A cor final dos embutidos foi observada no sistema Cie LAB, pela leitura
direta de reflectancia das coordenadas L* a* b* ,em espectrofotometro Color Quest 11
(Hunter lab, Model) calibrado com as placas de referéncia branca (X = 81,12, Y=
85,99 e Z=91,03) ecinza (X = 49,90, Y= 53,15 e Z= 55,05). Todas as leituras foram
armazenadas em um computador, contendo o Software Universal conectado ao
espectrofotdmetro. Foram utilizados dois embutidos de cada tratamento, sendo
retiradas 3 fatias de aproximadamente 0,5 cm de cada embutido e realizadas 6
leituras em cada conjunto de fatias (MURPHY et al., 2003).
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As médias dos vaores L*(luminosidade), a*(intensidade de vermelho a
verde) e b*(intensidade de amarelo a azul) foram calculadas a partir das leituras.
Usando os dados obtidos, calculou-se o angulo de tonalidade (h), pela equacdo h =

arctang (b/a) e a saturagdo (c), a partir daequacdo c = (a® + b?) *.

3.5 - Deteccao e quantificacdo de aminas biogénicas nos embutidos

As amostras foram analisadas para deteccdo e quantificagdo das seguintes
aminas. histamina, serotonina, agmatina, espermidina, espermina, feniletilamina,
triptamina, putrescina, cadaverina e tiramina.

- Preparo das solucdes estoque | :

Para preparo das solugdes estoques foram pesadas. 17,56 mg de sulfato de
agmatina, 17,13 mg de dihidrocloreto de cadaverina; 16,57 mg de dihidrocloreto de
histamina, 13,00 mg de dihidrocloreto 3-feniletilamina, 18,33 mg de dihidrocloreto
de putrescing, 21,99 mg de hidrocloreto de serotonina, 17,53 mg de trihidrocloreto
de espermidina, 17,21 mg de tetrahidrocloreto de espermina, 10,00 mg de triptamina
e 10,00 mg de tiramina. Cada uma destas aminas foi solubilizada em 10,0 mL de
acido cloridrico 0,1 N para obtencéo de soluces estogue com concentracéo de 1
mg/ mL.

- Preparo da solucéo estoquell I

Foi retirado 1,0 mL de cada solugdo estoque | e colocados em um tubo de
centrifuga graduado de 10,0 mL, completando-se o volume com HCL 0,1 N
obtendo-se uma solucéo com concentracdo de 100 pg/mL da cada amina utilizada.

- Preparo da solugdo estoquell 11:

Foi retirado 1,0 mL da solucéo estoque Il e colocada em bal&o volumétrico
de 10,0 mL, tendo o volume completado com &cido cloridrico 0,1 N. Foi obtida uma
solucéo com cada uma das aminas nas concentracoes de 10 pug/ mL.

- Preparo da solucao de trabalho:

Foi transferida uma aliquota de 4 mL da solugcdo estoque Ill para bal&o
volumétrico de 10 mL e o volume foi completado com &cido cloridrico 0,1 N.

- Preparo das amostras

Os embutidos foram triturados em processador e foram retiradas 3 amostras
de aproximadamente 5,0 g. As amostras foram colocadas em tubos de polipropileno
de 50 mL e foram adicionados 7 mL de &cido tricloracético (TCA) 5% e procedeu-se

a agitacéo das amostras em agitador orbital a 250 rpm por 10 minutos. As amostras
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foram centrifugadas (Centrifuga Juan CR3i) a 10.000 g a 4°C por 20 minutos, € 0
sobrenadante filtrado em papel de filtro qualitativo e recolhido em proveta de 25
mL. Todo este procedimento foi repetido por mais duas vezes utilizando-se 7,0 € 6,0
mL de TCA 5%, respectivamente. O volume fina do filtrado foi anotado e
transferido para frasco de polietileno e mantido sob congelamento para posterior
andlise.

As amostras foram filtradas antes de serem injetadas no cromatégrafo, em
membrana (13mm de diémetro e 0,45um de tamanho de poro) tipo HAWP (Milipore
Corp., Milford, MA, EUA) (VALE e GLORIA, 1997).

Separ acao e quantificacdo das aminas

As aminas foram separadas, identificadas e quantificadas através do método
de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) de fase reversa, por pareamento
de ions. Para tal operagdo utilizou-se um sistema composto de: cromatografo
(Shimadzu modelo LC-10 AD) com camara de mistura a baixa pressdo; conjunto
automético de lavagem de pistdo; injetor automético (Shimadzu Corporation,
modelo SIL-10 AD VP) coluna uBondapak C;g de fase reversa, 30cm x 3,9 mm, 10
um (Waters, Milford, MA, EUA); pré coluna uBondapak C,g (Waters, Milford, MA,
EUA); detector espectrofluométrico (Shimadzu Corporation, modelo RF-551) a 340
nm de excitacdo e 445 nm de emissdo; unidade de controle CBM-10 AD conectada a
um microcomputador (SILVA e GLORIA, 2002).

- As fases méveis foram: solugdo A - solucdo tampédo contendo acetato de
sodio 0,2 M e octanosulfonato de sédio 15 mM e pH gjustado em 4,9 com a adicédo
de &cido acético glacial e solucdo B- acetonitrila. As fases moveis foram filtradas em
membrana (47 mm de diametro e 0,46 um de tamanho de poro) tipo HAWP para
solugdo aguosa e tipo HAWP para solvente orgéanico (Millipore Corp., Milford, MA,
EUA) (SILVA e GLORIA, 2002). Foi utilizado um gradiente de eluicio tempo
(min) -%B: 1-11,13-11,19- 26, 24 - 11, 55 - 11, com fluxo de 0,8 mL/min com
temperatura ambiente controladaem 21+ 1 °C.

Para identificac8o instalou-se uma camara de mistura (volume morto zero)
entre a saida da coluna e o detector e conectou-se um tubo de teflon de 2,0 m de
comprimento e 0,25 mm de diametro (mantido sob protecdo aluz) entre a cdmara de
mistura e o detector. A quantificacdo das aminas foi realizada apés a derivacdo pos-

coluna. A solucéo derivante foi preparada diariamente e mantida sob abrigo da luz,

48



com a dissolucdo de 25 g de acido bdrico e 22 g de hidroxido de potassio em 500
mL de &gua ultra-pura, obtida pelo sistema milli-Q (Millipore, Sdo Paulo, SP) e pH
gjustado em 10,5 - 11,0 com a adi¢do de hidroxido de potassio. Foram adicionados a
esta solucdo 1,5 mL de Brij-35 (Merck, Darmstadt, Alemanha), 1,5 mL de
mercaptoetanol (Merck Darmstadt, Alemanha) e 0,2 g de o-ftaladeido (Sigma, Saint-
Louis, MO, EUA) dissolvido em 3 mL de metanol. Esta solucéo foi filtrada em
membrana (47 mm de diametro e 0,45 um de tamanho de poro) tipo HAWP para
solugdo aquosa e tipo HAWP para solvente organico (Millipore Corp). A solucéo
derivante foi levada a cdmara de mistura através de bomba (Shimadzu Corporation,
LC-10) com fluxo de 0,4 mL/min (VALE e GLORIA, 1997).

A diferenciacéo e consequente identificacéo das aminas bioativas foi baseada
nos tempos de retencdo das aminas nas solugdes padroes utilizadas. A confirmagéo
do resultado foi realizada pela adicé&o de quantidade conhecida da solucéo padréo da
possivel amina encontrada a amostra.

A concentracdo das aminas nas amostras foi determinada pelarelacdo da érea
do pico da amina quantificada na amostra com a &rea da amina correspondente em
curva padréo contendo as dez aminas. Os teores de aminas foram expressos em mg

por 100 g de amostra.
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1 - Andlises microbioldgicas do embutido
A figura 4 mostra a evolucdo da microbiota | &tica presente no embutido.
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7,50
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6,50 4
6,00 4
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4,00 ! . . . .
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Tempo(dias)
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Figura 4 - Evolucdo da microbiota bacteriana, Pediococcus pentosaceus e
Saphylococcus carnosus presente nos embutidos elaborados com glicose,
lactose e sacarose e adicionados ou ndo de Debaryomyces hansenii, durante os
70 dias de processamento. (Tratamentos. —*~ 0,5 % Glicose, ¥ 0,5 % Glicose
e D. hansenii, 0,25 % Sacarose, 0,25 % Sacarose e D. hansenii, —
1,0% Lactose, ™ 1,0 % Lactosee D. hansenii)

Os resultados indicam que no periodo compreendido entre o preparo do
embutido (dia 0) e a primeira semana do processamento (dia 7) ha uma adaptacédo da
microbiota as novas condicdes que se estabelecem: presenca de sal, perda de
umidade, abaixamento de pH, entre outros, de tal forma que observase um
decréscimo na contagem bacteriana, principalmente para os tratamentos inocul ados
com levedura, Debaryomyces hansenii. Esta inibicdo provavelmente se da por

competicdo pelos nutrientes uma vez que existe um maior nuimero de
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microrganismos presentes no embutido. Outra provavel explicacdo para este fato
seria a reducdo da taxa de crescimento de Pediococcus pentosaceus a temperaturas
em torno de 20 °C, conforme demonstrado por BLICKSTAD e MOLIN (1981).

Nos dias posteriores, observa-se uma retomada do crescimento bacteriano em
todos os tratamentos, incluindo os inoculados com leveduras, nos quais a contagem
foi superior aos demais. Nesta etapa do processamento, acredita-se que as bactérias
jd haviam se adaptado as condicles existentes. Este periodo corresponde ao auge do
processo de fermentacdo, onde a microbiota metaboliza o aglcar adicionado a acido
|&tico. Como resultado deste metabolismo, ocorre abaixamento do pH do meio e esta
alteracéo das condicdes do meio, beneficia o crescimento desta microbiota.

Apbs o 14° dia, ja na etapa de maturagdo, observa-se uma reducdo seguida de
estabilizacdo da contagem bacteriana. De forma geral, pode-se observar que a
contagem final da microbiota bacteriana néo foi afetada pela presenca de levedura e
nem pela adicdo de diferentes aclcares, uma vez que em todos os tratamentos a
contagem estabilizou em torno de 10° Log UFC/g.

A utilizagdo de diferentes acUcares afeta parametros importantes durante a
elaboracdo do embutido, pois atera desiguamente a taxa de fermentacdo dos
microrgani smos presentes, influenciando, conseqlientemente, a producéo de acidos e
levando a ocorréncia de reacdes quimicas diferenciadas, como: formacéo da cor, pH,
textura, entre outros.

A utilizacdo de carboidratos solavels por bactérias |éticas e,
conseqlentemente, a geracdo de energia e a producdo de acidos |&tico e acético sdo
largamente influenciadas pela associagdo com leveduras e variam de acordo com o
tipo de aglcar. Os resultados obtidos sdo contraditérios, dada a complexidade do
ecossistema (SUIHKO e MAKINEN, 1984).

SORENSEN E JAKOBSEN (1997) mostraram, em experimento in vitro, que
a adicéo de 1% de glicose ao substrato ndo teve efeito positivo no crescimento de S
xylosus; pelo contrério, provocou pequena reducdo na contagem em condicdes
Gtimas de crescimento. Este resultado, € similar ao resultado obtidos neste estudo,
apesar de se haver utilizado nivel de 0,5% de glicose, pois observa-se que ndo houve
grandes diferencas na contagem final, uma vez que independentemente do tipo de

acUcar utilizado, a contagem final esteve dentro do mesmao ciclo logaritmico.
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- Leveduras

A figura 5 apresenta a evolucdo do numero de leveduras no embutido ao
longo do processamento. Observa-se que nos embutidos ndo inoculados com D.
hansenii, a contagem inicial est4 em torno de 10* Log UFC/g. Este valor representa a
contagem da microbiota leveduriforme natural da carne, bem como a oriunda de
condimentos e do ambiente. Quanto aos tratamentos inoculados, observa-se uma
contagem inicial em torno de 10° Log UFC/g, o que era esperado, levando-se em
consideracdo o tamanho do inéculo utilizado.

DILLON e BOARD (1991) e DILLON (1998) estudaram a origem dos
diferentes géneros de leveduras encontrados em produtos carneos e mostraram que a
rota de contaminagdo comega no campo, passa por abatedouros e chega a planta de

processamento.
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Figura 5 - Evolugdo da microbiota leveduriforme, Debaryomyces hansenii, presente
nos embutidos elaborados com glicose, sacarose e lactose e adicionados ou ndo de
levedura, durante os 70 dias de processamento. (Tratamentos. ¥~ 0,5 % Glicose,
0,5 % Glicose e D. hansenii, 0,25 % Sacarose, 0,25 % Sacarose e D.
hansenii, ™ 1,0 % Lactose, *~ 1,0 % Lactose e D. hansenii)

MENDONCA (2000), em estudo com embutidos secos fermentados,
observou tendéncia continua de queda na contagem de Debaryomyces hansenii
inoculada aos embutidos, durante todo o processamento, provavelmente devido ao
comportamento diferenciado do starter usado como inéculo, composto por 4
diferentes espécies bacterianas, as quais provavelmente exerceram algum tipo de

interferéncia no crescimento das leveduras. Este resultado quando comparado com
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os dados obtidos no presente estudo sugere que 0s microrganismos gue compdem o
starter bacteriano inoculado ao produto possam exercer alguma influencia sobre o
desenvolvimento das leveduras.

Para os tratamentos SL e GL a contagem aos 14 dias de processamento havia
reduzido ligeiramente de 6,60/6,81 para 6,00/6,04 respectivamente, permanecendo
neste patamar até o final do processamento.

Para o tratamento LL houve uma reducdo gradativa ao longo do
processamento, sendo a contagem final de 5,18 Log UFC/g. A reducéo da contagem
do nimero de leveduras foi maior em presenca deste aclcar do que em presenca de
qualquer dos outros aclcares adicionados, isto pode ser explicado pois segundo
BARNETT et al. (1990), Debaryomyces hansenii ndo fermenta lactose e seu
crescimento em presenca de dito acUcar, € variavel.

Esta reducdo do nimero de leveduras pode ser explicada por fatores
ambientais que influenciam seu desenvolvimento. A temperatura 6tima de
crescimento das leveduras esta em torno de 25-30°C (DEAK e BEUCHAT, 1996) e
uma vez que 0 processo de maturacdo e secagem foi realizado a 15°C, houve um
desfavorecimento de seu desenvolvimento.

Outro fator importante € a atividade de &gua. As leveduras toleram baixas
atividades de &gua, mas esta tolerancia esta fortemente relacionada a composi¢éo do
meio de crescimento. Ao longo da secagem, ocorre um aumento na concentracéo de
cloreto de sodio a valores superiores a 3% na massa, podendo chegar a 6 - 8%
dependendo do processo de secagem (JESSEN, 1995). TOKUOKA et al. (1991)
demonstraram que poucas leveduras conseguem crescer em meios com Aw < 0,88,
na presenca de cloreto de sddio. Resultados semelhantes foram demonstrados por
ECK at al. (1993) segundo estes autores, as leveduras sG0 mais tolerantes a
concentracoes elevadas de glicose do que de sal, em um mesmo valor de Aw.

A competicdo por nutrientes com a microbiota bacteriana é outro fator que
desfavorece o0 crescimento das leveduras, pois as bactérias laticas apresentam
crescimento mais rapido e maior capacidade de adaptacdo (DEAK e BEUCHAT,
1996).

Para os embutidos ndo inoculados com levedura, foi observado um aumento
na contagem inicia até o 7° dia Nesta etapa ainda ha um favorecimento do
crescimento pelas condicBes ambientais da massa. Ap6s o periodo de fermentacdo,

foi observada uma reducdo desta contagem nestes tratamentos, em diferentes niveis,
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dependendo do aclcar utilizado. O comportamento leveduriforme encontrado neste
estudo coincide com aguele reportado por SAMELIS et. al (1994), que estudaram a
populacdo leveduriforme autéctona em salame grego fermentado e seco e com o
estudo realizado por AYHAN et al.(1999) que observaram um aumento da
microbiota leveduriforme seguido de uma reducéo na fase fina de maturacédo, a
valores préximos da contagem inicial em um embutido fermentado tipico da
Turquia.

MAIJALA et a. (1995a), encontraram contagens inferiores aos encontrados
neste trabalho para a microbiota leveduriforme autéctona presente na carne,
aproximadamente 2 Log UFC/g, porém o0 comportamento desta microbiota foi
similar.

A lactose foi 0 aglcar que mais desfavoreceu o crescimento das leveduras,
apresentando maior reducdo da contagem final. Para sacarose e glicose, apds o
crescimento observado até o 7° dia, podemos observar uma ligeira reducdo no
nimero de células viaveis, porém a contagem final ficou proxima a contagem
inicial.

De modo gerd, este estudo mostra que ndo houve diferenca no efeito da
adicdo de sacarose e glicose, sobre o0 crescimento de leveduras autoctonas presentes

na massa do embutido.

4.2- Analises fisico-quimicas do embutido
4.2.1 — Determinacao do pH

Na figura 6, pode-se observar o comportamento do pH nos embutidos,
durante todo o processamento.

O pH inicia da mistura de carne mais toucinho, utilizado na elaboracéo do
embutido foi 6,11. Nos diferentes tratamentos este pH variou ao longo da
fermentacdo e maturagdo, resultando em produtos cujos valores finais de pH
variaram de 5,15 a 5,54. Estes valores sdo semelhantes a valores encontrados em
diferentes estudos (TERRA et al., 1987; RAO, 1997; CACCIOPPOLI, 2002).
MAIJALA et al.(1995) em seu estudo, também encontraram comportamento

semelhante para o decréscimo do pH durante processamento.
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Figura 6 — Comportamento do pH ao longo dos 70 dias de processamento nos
embutidos elaborados com glicose, sacarose e lactose e adicionados ou néo de
Debaryomyces hansenii. *~ 0,5% Glicose, #0,5% Glicose e D. hansenii,
0,25% Sacarose, ~0,25% Sacarose e D. hansenii, ™ 1,0% Lactose, % 1,0%
Lactose e D. hansenii.

Pela figura 6, pode-se observar que a adi¢do do indculo de levedura ndo
parece ter efeito no pH final dos embutidos. Segundo diversos autores (LUCKE,
1988; MARCHESINI et al., 1992; SAMELIS et al.,1994; COOK, 1995) é de se
esperar que o pH final dos embutidos seja mais elevado como consequéncia do
metabolismo do &cido |&tico pela microbiota leveduriforme, presente.

Outra explicacéo para a elevacdo do pH nesta etapa é dada por VARNAM e
SUTHERLAND (1995), que estabeleceu que tal elevacdo ndo pode ser atribuida
nem a producdo de ambnia, nem ao metabolismo de lactato, sendo causado pelo
aumento da concentracdo de substancias tamponantes resultantes da secagem, além
de um aumento no grau de dissociacdo de eletrdlitos. Segundo BOVER-CID et d.
(1999) a elevacdo do pH pode também estar associada a protedlise.

Com relacdo a adicdo de diferentes aclcares na elaboragdo dos embutidos,
pode-se observar diferencas no pH ao longo do processamento. Para glicose, pode-se
observar uma maior queda de pH, de 6,15 a 4,63 (GL) e 4,67 (G), nos 7 primeiros
dias, periodo este correspondente a fermentacdo, quando comparado a sacarose e
lactose. Logo apos este periodo ocorreu uma elevacdo gradual do pH até o fina do
processo, quando o pH final se estabilizou em 5,15 (G) e 5,19 (GL).
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Nos embutidos adicionados de lactose apds o0 abaixamento inicial do pH a
4,88, observa-se uma elevacdo lenta e gradual do pH até o valor de 5,2 ao final do
processamento. Tal comportamento pode ser observado no embutido elaborado com
e sem adicdo de levedura.

Os embutidos elaborados com ou sem levedura, mas adicionados de
sacarose, apresentaram comportamento semelhante para pH. Houve um decréscimo
depH a4,8 até o 7° diade processamento e posteriormente observa-se um aumento
gradual, atingindo 5,51 (SL) e 5,54 (S) ao fina do processamento.

Comparado aos demais aclicares, a sacarose foi a aglicar que promoveu o
embutido com maior pH final, enquanto glicose e lactose promoveram embutidos
com pH’s muito préximos.

As modificagdes no vaor de pH nos embutidos fermentados sdo
extremamente importantes, pois influenciam diretamente a secagem e o
desenvolvimento dos microrganismos responsaveis pela maturacdo do embutido
(BACUS, 1986; MORENO, 1979). Diferentes faixas de pH s&o encontradas para os
embutidos nos diversos estudos realizados e isto se deve as diversas variaveis que
interferem no processamento deste tipo de produto.

N&o existe um consenso do valor idea de pH para embutidos carneos
fermentados. Este valor tem que apresentar condigdes para o desenvolvimento das
propriedades sensoriais do produto, visando a seguranca microbioldgica e as

preferéncias do mercado consumidor.

4.2.2 — Controle do processo de secagem mediante medidas de perda de peso,
umidade e atividade de agua finais

O acompanhamento do processo de secagem, mediante controle da perda de
peso, foi realizado durante 70 dias. Como se pode observar na figura 7, ndo houve
diferenca no padréo de secagem entre os diferentes tratamentos ao longo da
fermentagdo e maturagdo. Pode-se verificar um comportamento semelhante entre os
tratamentos, independentemente do indculo de Debaryomyces hansenii adicionado.
Com relacdo aos diferentes aglicares adicionados pode-se perceber uma discreta
diferenca entre o uso de lactose e os demais aglcares. glicose e sacarose. Para
lactose pode-se observar menor perda de peso e consegientemente maior teor de
umidade final. Porém, como os embutidos apresentaram valores muito préximos

tanto para a perda de peso quanto para a umidade final do embutido, pode-se
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concluir que a adicdo de diferentes aclicares ndo afetou as caracteristicas do produto

final com relacéo a estes parametros.

Segundo esta perda de peso, todos os embutidos seriam classificados, apds
70 dias como secos ja que a perda de peso foi superior a 30% (LUCKE, 1985),
ressaltando gque para os embutidos elaborados com glicose e sacarose, a perda de
peso em torno de 30% foi alcancada em 55 dias. MAIJALA et al. (1995a)
encontraram porcentagens de perda de peso finais semelhantes para os embutidos,
estando entre 29,1 — 32,1%.

A andlise da figura 7 também permite observar, em todos os tratamento, que
cerca de 1/3 da perda de peso ocorre ja nos primeiros 7 dias de processamento, o que
estd de acordo com dados apresentados na literatura (SAMELIS et al.., 1993;
ROSSELLO et al.., 1995, MENDONCA, 2000) e se deve a queda do pH durante a
fase de fermentacdo, até o ponto isoelétrico das proteinas miofibrilares da carne, e
gera uma queda na capacidade de retencédo de agua. O restante da perda de peso
ocorre na fase de maturacdo e se deve atroca de vapor d’ agua entre o embutido e o
ambiente de cABmaras de secagem (MORENO, 1979).

Em geral, a perda de peso no inicio da secagem tem valores maximos, pois
existe maior diferenca entre a tensdo de vapor d’ agua dos embutidos e do ambiente
(MORENO, 1979).
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Figura 7 — Porcentagem de perda de peso dos embutidos elaborados com glicose,
sacarose e lactose e adicionados ou ndo de Debaryomyces hansenii, durante os
70 dias de processamento. (Tratamentos: —*~ 0,5% Glicose, ¥+ 0,5% Glicose e
D. hansenii, 0,25% Sacarose, ~ 0,25% Sacarose e D. hansenii, — 1,0%
Lactose, * 1,0% Lactose e D. hansenii.)
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No quadro 6 estdo apresentados os teores médios de umidade final dos
embutidos em cada tratamento. Em comparacéo a outros trabalhos (BEILKEN et
al.., 1990; KOLAR 1992; CHASCO et al.., 1993; CACCIOPPOLI, 2002) os teores
de umidade encontrados neste estudo estdo bem abaixo dos descritos, mesmo no que
diz respeito alegislacéo vigente (BRASIL, 2000).

Quadro 6 — Teores médios de umidade, apds 70 dias de processamento, dos
embutidos elaborados com glicose, sacarose e lactose e adicionados ou ndo de
Debaryomyces hansenii.

Tratamentos Umidade (g/100 g)
Glicose 20,61
Glicose + levedura 19,83
Sacarose 20,77
Sacarose + levedura 20,92
Lactose 22,08
Lactose + levedura 22,27

O controle da perda de peso e os valores de umidade final dos embutidos nos
permitem avaliar que o processo de secagem ocorreu de forma satisfatéria no que
diz respeito a perda de agua. Porém, em termos comerciais, os embutidos
apresentam perdas superiores as necessarias, 0 que representaria, grandes prejuizos
financeiros. Portanto, o processo poderia ter sido interrompido antes do tempo
estipulado.

Tanto os resultados de perda de peso, quanto os de umidade final ndo foram
influenciados pela presenca do inéculo de D. hansenii em nenhum dos tratamentos
avaliados.

Os valores obtidos na determinacéo da atividade de dgua do produto acabado
sd0 mostrados no quadro 7. Os valores de Aw, variaram de 0,679 a 0,739, o que esta
abaixo dos vaores encontrados em outros estudos (CHASCO, 1993 e
CACCIOPPOLI, 2002). CACCIOPPOLI (2002) andisando diversos tipos de
embutidos encontrou valores de Aw que variam de 0,786 a 0,966. Estes valores
estdo abaixo do requerido pela legislacdo que é de 0,90 a 0,92 dependendo do tipo

de salame.
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Quadro 7 — Vaores médios da atividade de &gua,apts 70 dias de processamento,
dos embutidos elaborados com glicose, sacarose e lactose e
adicionados ou ndo de Debaryomyces hansenii.

Tratamentos Atividade de &gua (Aw)
Glicose 0,679
Glicose + levedura 0,709
Sacarose 0,739
Sacarose + levedura 0,732
Lactose 0,715
Lactose + levedura 0,702

Como o processo de secagem foi mais prolongado que o desgado, este fato
refletiu sobre a atividade de agua final do produto que se mostrou bastante baixa. As
leveduras de modo geral, s0 mais tolerantes a baixas atividades de &gua que as
bactérias, podendo crescer em ambientes cujos valores de Aw se aproximam de
0,62. Além disso, valores minimos de Aw para o0 crescimento microbiano sio
influenciados pela natureza do soluto existente em solucdo, pela temperatura e
outros fatores ecoldgicos existentes no meio de crescimento (DEAK e BEUCHAT,
1996). A adicéo de Debaryomyces hansenii ndo exerceu influéncia nos valores finais
de Aw nos embutidos.

O cloreto de sodio, considerado bom redutor da atividade de égua, foi
utilizado em proporgdes iguais em todos os tratamentos, ndo podendo, portanto,
ocasionar diferencas nos valores de Aw. Porém os aclcares foram adicionados
diferentemente quanto a proporc¢do e o tipo, sendo esperado uma possivel influéncia
nos valores finais da atividade de &gua, o que, ndo ocorreu como pode ser Visto no
Quadro 7 ndo ocorreu.

4.2.3 — Acidez alcool-solavel
O quadro 8 mostra os valores da acidez titulavel nos produtos finais.
Andlise da acidez titulavel determina a quantidade total de &cidos presentes
na amostra e tem maior relacdo com o flavor do que o pH (NIELSEN, 1998).
Pode-se observar que o inéculo bacteriano produziu maior quantidade de

&cido a partir da fermentacdo da lactose, seguida da sacarose e glicose. Esses dados
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contradizem os resultados de HA-LA BIOTEC (1991), que mostra que com adicéo

de glicose se percebe maior e mais rapida formacéo de acido.

Quadro 8 — Valores médios da acidez titulavel, apds 70 dias de processamento, para
os embutidos elaborados com glicose, sacarose e lactose e adicionados ou n&o
de Debaryomyces hansenii.

Tratamentos Acidez (mg/100g amostra)
Glicose 213
Glicose + levedura 255
Sacarose 255
Sacarose + levedura 3,18
Lactose 2,73
Lactose + levedura 276

Quando houve adicdo do inéculo de levedura, a quantidade de acido
produzida a partir da sacarose e de glicose foi maior, na ordem citada, do que, nos
embutidos elaborados sem a adicdo desta.. A hidrdlise da sacarose por leveduras
libera glicose e frutose, que sdo utilizados mais rapidamente pelas bactérias laticas
que a sacarose (LUCKE e HECHELMANN, 1987). As leveduras hidrolisam a
sacarose aproximadamente 200 vezes mais rapidamente do que as hexoses liberadas
(GOBBETTI, 1998; NASCIMENTO, 2001).

Com relacdo a lactose, pode-se observar que a acidez titulavel no produto
final ndo foi afetada pela presenca ou ndo do inbéculo de levedura. Este era um
resultado previsivel, uma vez que Debayomyces hansenii ndo fermenta alactose. Na
elaboracdo dos diferentes salames, a lactose vem sendo utilizada com muita énfase,
face ao seu lento desdobramento e a consequiente suavidade do pH final do salame,
tendo ainda como caracteristicas desgjaveis 0 preco mais baixo e o sabor menos
adocicado (HOLLEY et al., 1988; TERRA, 2003).

4.2.4 — Caracteristicasda cor

Estudos realizados por LEISTNER e BEM (1970); ROSSMANITH et al.,
(1972) e CORETT (1973; 1977) afirmam que o0 uso de Debaryomyces hansenii
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influencia positivamente no flavor e na cor dos embutidos. Todavia, ndo existem
suficientes dados na literatura que comprovem instrumentalmente tal afirmativa.

O quadro 9 mostra os valores de L*, a*,b*, c* e h* encontrados para 0s
embutidos prontos.

Quadro 9- Vaoresde L*, a ,b*, h* e c*, apds 70 dias de processamento, para 0s
embutidos elaborados com glicose, sacarose e lactose, adicionados ou néo de
Debaryomyces hansenii.

Parametros de Cor
L* a* b* h* C*

48,70 7,97 12,22 0,99 14,58
46,97 7,53 13,44 1,06 15,41
51,10 7,09 14,27 111 15,94
49,48 7,80 14,34 1,07 16,32
51,06 6,35 13,70 1,14 15,10
49,43 7,57 13,80 1,07 15,74

Tratamento

Glicose
Glicose + levedura
Sacarose
Sacarose + levedura
Lactose

L actose + levedura

Com relagdo a luminosidade (L*), podemos observar que os menores valores
foram encontrados nos embutidos elaborados com glicose em ambos os tratamentos
que utilizaram este aglcar, com e sem adicdo de levedura. Os valores encontrados
para os valores de L* nos embutidos elaborados com sacarose e lactose, com ou sem
adicdo de in6culo de D. hansenii, apresentaram vaores bastante similares,
ligeiramente superiores aos valores para glicose, adicionado ou ndo de levedura.

Comportamento similar pode ser observado para os valores de & . A adicéo
do inoculo de levedura parece afetar mais intensamente na intensidade da cor
vermelha quando se adiciona lactose e sacarose A adi¢do do indculo de levedura em
presenca de glicose altera os valores de a*, porém esta alteracdo é menos intensa do
gue quando a levedura esta em presencas dos demais aglcares avaliados.

Em gera, embutidos com baixo teor de gordura e ato teor de agua
apresentam valores elevados para a* e reduzidos para L* (HAND et al., 1987,
CLAUS et al., 1989). Outros autores encontraram gue quanto mais baixo o teor de
proteina, menor o valor de @ (BLOUKAS et al., 1993; CARBALLO et al.,1995).
Eles explicam tal fato pela diluicdo da mioglobina em conseqliéncia da redugdo do
contelido protéico.
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Os elevados valores de b* encontrado neste estudo pode ser em parte,
atribuido a presenca de carotendides provenientes da péprica, um tipo de pimenta
utilizada na formulacéo de embutidos (ANSORENA et al.,1997). GOROSPE et al.
(1986) mostraram que os sais de nitrito reduzem a intensidade e estabilidade da cor
da paprica, descolorindo-a de vermelho a amarelo em baixos valores de pH.

Para h*, foram encontrados valores que variaram de 0,99 a 1,14 mostrando
gue os embutidos analisados tém tonalidade semelhante e que ndo houve efeito da
adicdo de diferentes aclicares e da presenca de D. hansenii, neste parametro.

Para c*, foram encontrados valores que variaram de 14,58 a 16,32, observou-
Sse gue todos os embutidos apresentavam-se no mesmo quadrante, ndo havendo
diferencas na saturacdo de cor em todos os tratamentos, comparando os aguicares
utilizados e a adicdo de Debaryomyces hansenii.

Pbde-se observar que a adicdo de levedura, em todos os tratamentos a
saturacgéo (c*) foi aumentada e a luminosidade (L*) foi reduzida. Tal fato pode ser
devido a habilidade de D. hansenii de consumir oxigénio do meio, evitando assim a
oxidacdo do pigmento a oximioglobina, que apresenta menor ¢c* e maior L*, quando
comparado a mioglobina, que parece ser 0 pigmento predominante no embutido

fermentado adicionado de levedura.

4.2.5 - Teores de aminas bioativas

A figura 8 mostra os teores totais de aminas bioativas em mg/ 100 g,
encontradas em cada tratamento, ao final do processamento. Os teores de aminas
encontrados variaram de 36,92 (LL) a 79,70 (SL) mg/ 100 g. Esses valores sdo
superiores aos encontrados por CACCIOPPOLI (2002), cujas andlises mostraram
valores entre 10,67 e 53,27 mg/100g para diferentes tipos de salames encontrados no
mercado consumidor de Belo Horizonte.

Por outro lado, HERNANDEZ-JOVER et al.. (1997) avaliaram produtos
maturados espanhdis e verificaram que 40% deles apresentavam nivels de aminas
superiores a 30 mg/ 100 g.

A guantidade e o tipo de aminas biogénicas encontradas na carne e em outros
aimentos, dependem de diversos fatores, tais como, sua origem e natureza,
condicbes e etapas de processamento e da microbiota presente (HALASZ et al..,
1994). Durante o processo de manufatura de embutido, as etapas de fermentacéo,

maturacdo e cura favorecem a formacdo de aminas, através do crescimento
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microbiano, protedlise, que libera aminoéacidos precursores no meio e decréscimo do
pH, que favorece a atividade descarboxilase microbiana (BOVER-CID et al.., 1999).

O S carnosus adicionado € proteolitico (BOVER-CID et al.., 1999) e tem
potencial para a formagdo de aminas biogénicas (STRAUB et al.., 1999), assim
sendo, a adicdo do starter pode ter favorecido a formacéo e acimulo de aminas nos

embutidos.
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Figura 8 — Teores totais de aminas em mg/ 100 g, apbs 70 dias de processamento,
nos embutidos elaborados glicose, sacarose e lactose e adicionados ou néo de
Debaryomyces hansenii. G: 0,5% Glicose, GL: 0,5% Glicose e D. hansenii, S
0,25% Sacarose, SL: 0,25% Sacarose e D. hansenii, L: 1,0% Lactose, LL: 1,0%
Lactose e D. hansenii.

Pode-se observar pela figura 8 uma diferenca nos teores de aminas entre os
tratamentos com diferentes aglicares, da mesma forma que com relacdo a presenca
ou auséncia do inéculo de levedura. Para embutidos elaborados com a adicéo de
diferentes aclcares e na auséncia de levedura observa-se maior teor de aminas no
embutido produzido com sacarose, seguido de lactose e glicose respectivamente. Por
outro lado, a adicdo de ocasionou uma reducdo nos teores de aminas. A reducdo
observada foi de 36,40 % para lactose, 34,70 % para sacarose e 8,70 % para glicose.
Desta forma, para este estudo, podemos concluir que a adicéo de levedura foi
benéfica na elaboracéo dos embutidos nos quais se utilizou sacarose e lactose como
fonte de carboidrato fermentescivel, quando se utilizou glicose essa reducéo ocorreu,

mas N&o na mesma proporgéo.

63



A figura 9 mostra os teores das diferentes aminas nos diferentes tratamentos
estudados, agrupados por tipo de acUcar. Com excecdo da serotonina, todas as
demais aminas pesquisadas, putrescina, cadaverina, tiramina, histamina,
feniletilamina, triptamina, agmatina, espermina e espermidina foram encontradas em
todos os tratamentos, em diferentes quantidades.

Observa-se na figura 9 que as aminas biogénicas contribuiram com maior
percentual que as poliaminas (putrescina, espermina e espermiding), resultado
semelhante ao encontrado por CACCIOPPOLI (2000). A presencga das poliaminas
em pequenas concentragdes, é esperada, pois estas sdo encontradas no tecido animal
em condi¢des fisiol 6gicas normais, atuando como fator de crescimento (HALASZ et
al.., 1994; HERNANDEZ-JOVER et al.., 1997).

Quadro 10- Percentual de reducéo nos teores de aminas bioativas em embutidos
elaborados com glicose, sacarose e lactose, apdés 70 dias de
processamento, quando adicionados de Debaryomyces hansenii.

% Reducéo
AMINAS Glicose/ Sacarose/ L actose/
GlicosetLevedura SacarosetLevedura  Lactose +Levedura

Putrescina 15,75 23,77 29,56
Cadaverina 7,29 45,23 49,28
Tiramina -34,41 55,07 27,60
Histamina 7,43 38,71 41,40
Agmatina -231,80 63,24 15,13
Espermidina 0,08 38,74 34,92
Espermina -11,29 15,52 42,58
Feniletilamina 56,85 61,62 30,69
Triptamina 35,36 67,68 58,38

Pode-se observar que a adicdo de levedura implicou numa reducéo (Quadro
10) nos teores de histamina, sendo mais significativa na presenca de lactose, seguida
de sacarose e glicose nos percentuais de 41,37%, 38,73% e 7,40%, respectivamente.

Histamina é a amina mais envolvida em casos de intoxicacfes alimentares, e
em niveis elevados pode ocasionar diminuicdo da pressdo sanguinea, eritema na face
e pescoco, dores de cabeca e choque andfilatico (TAYLOR, 1986). Muitos autores
relataram a presenca de elevadas concentracGes de histamina, em produtos carneos
fermentados secos e maturados (SHALABY, 1993; EEROLA et al., 1996;
HERNANDEZ-JOVER et al., 1997).
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Figura 9 — Teores de aminas bioativas, apds 70 dias de processamento, nos
embutidos elaborados com glicose, sacarose e lactose e adicionados ou ndo de
Debaryomyces hansenii. G: 0,5% Glicose, GL: 0,5% Glicose e D. hansenii, S
0,25% Sacarose, SL: 0,25% Sacarose e D. hansenii, L: 1,0% Lactose, LL: 1,0%
Lactose e D. hansenii.
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Segundo IENISTEA (1973), niveis de histamina de 5-10 mg por 100 g
podem ocasionar diversos sintomas em individuos mais sensiveis, niveis de 10-100
mg/ 100g séo potencialmente tdxicos e ainda, niveis acima de 100 mg por 100 g tem
elevada toxicidade. De acordo com HALASZ et al., (1994), a dose téxica de
histamina varia de individuo aindividuo, dependendo do seu metabolismo.

Mesmo com a reducéo proporcionada pela acdo das leveduras, os niveis de
histamina mantiveram-se elevados e acima dos estabel ecidos como toxicos, podendo
ocasionar diversos sintomas ao consumidor. Esta reducdo encontrada neste trabalho
contradiz o concluido por MONTEL et al.. (1999), que encontraram que D. hansenii
€ capaz de produzir histamina.

A andlise dos embutidos de cada tratamento mostrou niveis de tiramina entre
0,51 e 6,91 mg / 100 g, valores estes inferiores aos encontrados por VIDAL-
CAROU et al., (1990); EEROLA et al.,(1996); HERNANDEZ-JOVER et al.,
(1997) e CACCIOPPOLI (2002). Além disto, estes autores encontraram valores
superiores de tiramina em relagcdo a histamina, o inverso do encontrado neste estudo.

Para os embutidos elaborados sem a adicdo de leveduras, observa-se que
maiores indices de tiramina foram encontrados quando se adicionou sacarose,
seguida da lactose e glicose, respectivamente. Porém, quando ocorreu a adicdo de
levedura, houve uma reducdo de 55,07% e 27,60% desta amina nos tratamentos
contendo sacarose e lactose, respectivamente. Por outro lado, em presenca de
glicose, observa-se um aumento da concentracdo de tiramina em torno de 34,41%.

Diversos autores relataram a presenca de elevadas concentractes de tiramina
em produtos carneos fermentados secos (SHALABY, 1993; EEROLA et al., 1996;
HERNANDEZ-JOVER et al., 1997).

A tiramina é a segunda amina envolvida em intoxicagdes alimentares (LIMA
e GLORIA, 1999) e em niveis elevados pode ocasionar inflamaco cutanea, dores de
cabeca, enxagueca, febre, vomito, transpiracdo e aumento da pressdo sanguinea
(MAIJALA e EEROLA, 1993). A dose considerada toxica para tiramina é de 10
mg/100 g (FUZIKAWA, 1999). Neste estudo, em todos os tratamentos os niveis de
tiramina encontrados estéo abaixo do nivel toxico. Entretanto, quando o individuo
faz uso de drogas inibidoras da monoaminaoxidase, a dose toxica passa a ser de 6
mg/ 100g (FUZIKAWA et al..,1999). Neste caso, 0 embutido preparado com

sacarose poderia causar intoxicagao por tiramina.
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Neste estudo os valores encontrados para putrescina variaram de 9,73 a 29,01
mg/100g no embutido. Esses valores sd0 superiores aos encontrados por
CACCIOPPOLI (2002) e semelhantes aos encontrados por HERNANDEZ-JOVER
et al., (1997). Para o embutidos elaborados apenas com a adicdo de diferentes
acUcares, maiores teores de putrescina foram detectados nos embutidos el aborados
com sacarose, seguido dos elaborados com lactose e glicose. Porém, nos embutidos
adicionados de levedura, houve uma reducdo expressiva nos teores desta amina. Para
lactose, esta reducdo foi de 29,56%, para sacarose de 23,77% e para glicose,
15,75%.

A presenca de putrescina e cadaverina pode ocasionar 0 aparecimento de
sabor desagradavel, potencializar o efeito toxico de tiramina e histamina (BOVER-
CID et al., 1999).

Putrescina, cadaverina, espermina, espermidina e agmatina podem reagir
com nitrito em condicdes é&cidas propiciando a formacdo de nitrosaminas,
potencialmente cancerigenas (LIMA e GLORIA, 1999), e segundo BARDOCZ
(1995) aingestdo de putrescina, espermina, espermidina pode acelerar o crescimento
de tumores.

Os valores encontrados para cadaverina variaram de 1,33 a 6,92 mg /100g no
embutido. Estes valores sdo semelhantes aos encontrados por CACCIOPPOLI
(2002) e HERNANDEZ-JOVER (1997). Para 0 embutidos elaborados apenas com a
adicdo de diferentes aglcares, maiores teores de cadaverina foram detectados na
presenca de sacarose, seguido de lactose e glicose. Porém, nos embutidos
adicionados de levedura, houve uma reducdo expressiva nos teores desta amina. Para
lactose esta reducéo foi de 49,28%, para sacarose de 45,23% e para glicose, 7,29%.

HERNANDEZ-JOVER et al., (1997) verificaram que os niveis de espermina
e espermidina encontrados em produtos maturados foram menores do que na carne
fresca. Ja, segundo EEROLA et al., (1996) ndo houve aumento significativo nos
niveis de espermina durante a maturagdo de embutidos.

Foram encontrados valores de espermina que variaram de 1,43 a 3,91
mg/100g nos embutidos analisados. Estes valores sdo superiores aos encontrados por
CACCIOPPOLI (2002), EEROLA et al., (1997) e HERNANDEZ-JOVER (1997).

Considerando apenas os diferentes acUcares adicionados, podemos observar
maiores teores de espermina no tratamento com sacarose, seguido por glicose e

lactose. Nos embutidos adicionados de levedura, houve reducéo desta amina nos
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percentuais de 42,58 e 15,52% para lactose e sacarose, respectivamente. Para glicose
houve acréscimo de 11,29% no teor desta amina

Para espermidina valores de 0,24 a 0,76 mg/ 100 g foram encontrados, sendo
0 menor teor no tratamento LL e o maior no tratamento S. Estes valores sdo
semelhantes aos encontrados por CACCIOPPOLI (2002), EEROLA (1997) e
HERNANDEZ-JOVER (1997).

Nos tratamentos, aos quais D. hansenii foi adicionada, observa-se uma
reducdo de 38,74 e 34,92% para sacarose e lactose respectivamente, enquanto que
para glicose 0 valor permaneceu inalterado.

Niveis elevados de feniletilamina e triptamina podem ocasionar dores de
cabega e aumento da pressio sanguinea e da forca de contragéio cardiaca (HALASZ
et al., 1994).

Os valores de feniletilamina encontrados se assemelham aos encontrados por
CACCIOPPOLI (2002), EEROLA et al.,(1997) e HERNANDEZ-JOVER (1997) e
variaram de 0,17 a 0,40 mg/ 100 g sendo menor para o tratamento GL e maior para
o tratamento L. Mesmo apresentando baixos teores, com a adi¢éo de levedura, estes
valores foram reduzidos nas proporcgoes de 61,62%, 56,85% e 30,69% para sacarose,
glicose e lactose respectivamente. Em todos os tratamentos, os valores de
feniletilamina encontrados estdo abaixo do nivel toxico de 3 mg/ 100 g (HALASZ et
al.,1994).

Para triptamina foram observados valores baixos, semelhantes aos
encontrados por CACCIOPPOLI (2002), EEROLA (1997) e HERNANDEZ-JOVER
et al., (1997). Estes valores variaram entre 0,35 mg/ 100 g para SL e 1,49 mg/ 100 g
para L. Os teores encontrados, quando comparamos 0s embutidos elaborados com
diferentes acUcares, foram maiores para sacarose, glicose e lactose respectivamente.
Porém, com a adicdo de levedura houve uma reducéo de 67,68%, 58,38% e 35,36%
para sacarose, lactose e glicose, respectivamente.

Para agmatina foram encontrados os menores valores, entre 0,05 e 0,27
mg/100g, sendo 0 menor para glicose e 0 maior para sacarose. Estes valores séo
inferiores aos encontrados por BOVER-CID et al., (1999) e CACCIOPPOLI (2002).
Com a adicdo de D. hansenii, observa-se reducdo desta amina nos percentuais de
15,13 e 63,24% para lactose e sacarose, respectivamente. A adicdo de levedura em

presenca de glicose causou um incremento de 231,8 % no teor desta amina. Apesar
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deste percentual parecer exagerado, o fato ndo € téo relevante, principalmente pela
aminaestar presente em pequena concentracdo, préximo ao limite de detecgao.

De forma geral, pode-se concluir que para a utilizacdo de sacarose nesta
concentragdo, houve um favorecimento na formagdo da maioria das aminas
analisadas, sendo, portanto o aclicar menos recomendado.

Quanto a adicdo de levedura, pode-se afirmar que seu uso como starter foi
efetivo na reducdo do teor de aminas totais. Esta reducéo é dependente do aglcar

utilizado e é mais efetiva para algumas aminas do que outras.
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5. CONCLUSOES

O tipo e a proporcdo de aglcar adicionado aos diferentes tratamentos ndo
afetaram os parametros fisico-quimicos avaliados.

. A lactose foi o aclcar que menos favoreceu o0 desenvolvimento da
microbiota leveduriforme.

O desenvolvimento da microbiota leveduriforme foi semelhante em
presenca de glicose e sacarose.

O desenvolvimento da microbiota bacteriana analisada néo foi afetado pelo
tipo de acUcar utilizado.

. A adicdo do indculo de levedura aos diferentes tratamentos, ndo afetou os
parémetros fisico-quimicos avaliados.

O desenvolvimento da microbiota bacteriana analisada néo foi afetado pelo
inoculo de levedura.

O teor de aminas totais foi afetado pelo tipo de aglcar adicionado, sendo
maior quando se utilizou sacarose, seguido de lactose e glicose,
respectivamente.

Com a adicéo do inéculo de levedura houve reducéo nos teores de aminas
totais. Todavia, estudos adicionais devem ser realizados com o intuito de
buscar as justificativas para tal comportamento de modo a se conhecer
profundamente os aspectos do metabolismo da levedura que contribuem para

tal caracteristica.
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9. Com a adicdo do inéculo de levedura houve reducédo nos teores de cada

amina individualmente analisada, com excecao de tiramina e espermina.

OS RESULTADOS DESTE ESTUDO INDICAM QUE A ESTIRPE DE
Debaryomyces hansenii var. hansenii (CECT 12488) APRESENTA POTENCIAL
PARA USO COMO COADJUVANTE NO PROCESSAMENTO DE EMBUTIDOS
FERMENTADOS, PRINCIPALMENTE COMO UMA ALTERNATIVA DE
CONTROLE DE FORMACAO DE AMINAS BIOATIVAS.
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1-REGULAMENTO TECNICO DE IDENTIDADE E QUALIDADE DE
SALAME

1. Alcance

1.1. Objetivo

Fixar a identidade e as caracteristicas minimas de qualidade que devera obedecer o0
produto cérneo denominado Salame. 1.2. Ambito de Aplicagdo.0 presente
regulamento refere-se ao produto Salame, destinado ao comércio nacional e/ou
internacional.

2.Descricéo

2.1.Definicéo

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 néo e
dessecado.

Nota 1: A presenca de "mofos' caracteristicos, € consequéncia natural do seu
processo tecnol 6gico de fabricacao.

2.2.Classificacao

Trata-se de um produto cru, curado, fermentado, maturado e dessecado.

2.3.Designhacao (Denominacdo de Venda)

O produto serd designado de Salame, seguido ou ndo das expressdes que
caracterizem sua origem ou processo de obtencéo.
Exemplos:

Salame Tipo Italiano

Salame Tipo Milano

Salame Tipo Hamburgues

Salame Tipo Friolano

Salame Tipo Calabres

Salame Tipo Aleméo

Salaminho

Outros

3. Referéncias

- ABNT. Associagdo Brasileira de Normas Técnicas. Normas ABNT - Plano de
amostragem e procedimento nainspecado por atributos - 03.011, NBR 5426,
jan/1985.

- AOAC. Association of Official Analytical Chemists. Official methods of analysis:
of the AOAC international ., 42.1.03, 1995.

- BRASIL. Ministério da Agricultura e do Abastecimento. Portaria n® 368, de
04/09/97. Regulamento Técnico sobre as Condic¢des Higiénico-Sanitarias e de Boas
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Préticas de Elaboracéo para Estabel ecimentos Elaboradores/I ndustrializadores de
Alimentos. Brasilia: Ministério da Agricultura e do Abastecimento, 1997.

- BRASIL. Ministério da Agricultura e do Abastecimento. M étodos Analiticos
Fisico-quimicos para Controle de Produtos Céarneos e seus Ingredientes— Sal e
Salmoura- SDA. Instrucéo Normativa n® 20, de 21/07/99, publicada no Diério
Oficial daUnido, de 09/09/99. Brasilia: Ministério da Agriculturae do
Abastecimento, 1999.

- BRASIL. Ministério da Agricultura e do Abastecimento. Plano Nacional de
Controle de Residuos em Produtos de Origem Animal . Instrucéo Normativa n® 42,
de 20/12/99. Brasilia: Ministério da Agricultura e do Abastecimento, 1999.

- BRASIL. Ministério da Agricultura e do Abastecimento. Regulamento Técnico
para Rotulagem de Alimentos. Portarian® 371, de 04/09/97. Brasilia: Ministério da
Agricultura e do Abastecimento, 1997.

- BRASIL. Ministério da Agricultura. Decreto n° 63.526, de 04/11/68. Brasilia:
Ministério da Agricultura, 1968.

- BRASIL. Ministério da Agricultura. RIISPOA - Regulamento da I nspecéo
Industrial e Sanitéria de Produtos de Origem Animal. Decreto n° 30.691, de
29/03/52. Brasilia: Ministério da Agricultura, 1952.

- BRASIL. Ministério da Industria, do Comércio e do Turismo. PortariaINMETRO
n° 88, de 24/05/96. Brasilia: INMETRO, 1996.

- BRASIL. Ministério da Justica. Codigo de Protecdo e Defesa do Consumidor. Lei
n° 8.078, de 11/09/90. Brasilia: Ministério da Justica, Departamento de Protecdo e
Defesa do Consumidor, 1997.

- BRASIL. Ministério da Saude. Principios Gerais para Estabel ecimento de Critérios
e Padrdes Microbiol 6gicos para Alimentos. Portarian® 451, de 19/09/97, publicada
no Dié&rio Oficial da Uni&o, de 02/07/98. Brasilia: Ministério da Salde, 1998.

- BRASIL. Ministério da Salde. Regulamento Técnico de Atribuicédo de Funcéo de
Aditivos, e seus Limites Maximos de Uso para a Categoria 8 — Carne e Produtos
Cérneos. Portaria n® 1002/1004, de 11/12/98. Brasilia: Ministério da Salide, 1998.

- EUROPEAN COMMUNITIES. European Parliament and Council Directive n°
95/2/EC, of 20 february 1995. Official Journal of the European Communities. N°
L61/1, 18/03/95.

- FAO/OMS. Organizacion de las Naciones Unidas parala Agriculturay la
Alimentacion. Organizacion Mundial de la Salud. Codex Alimentarius. Carney
Productos Carnicos. 22, Ed, v. 10, Roma, 1994.

- ICMSF. International Commission on Microbiological Specifications for Foods.
Compendium of methods for microbiological examination of foods. ICM SF, 1992.
- ICMSF. International Commission on Microbiological Specifications for Foods.
Micoorganisms in foods 2. Sampling for microbiological anaysis. Principles and
specific applications. University of Toronto Press, 1986.

- MERCOSUL. Mercado Comum do Sul. Resolucdo 91/94. BRASIL. Ministério da
Industria, do Comércio e do Turismo. Portaria INMETRO n° 74, de 25/05/95.
Brasilia INMETRO, 1995.

- MERCOSUL. Mercado Comum do Sul. Resolugdo do Grupo Mercado Comum
(GMC) 36/93. Mercosul, 1993.

4. Composicdo e Requisitos

4.1. Composicdo
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4.1.1. Ingredientes Obrigatorios

Carne Suina (minimo de 60%, exceto para o salame tipo hamburgués, onde o teor
permitido € de no minimo 50%)

Toucinho.Sal, nitrito e/ou nitrato de sddio e/ou potassio.

4.1.2. Ingredientes Opcionais

Carne Bovina

Leite em po

AcUcares

Maltodextrinas

Proteinas | &cteas

Aditivosintencionais

Vinho

Condimentos, aromas e especiarias
Substancias glaceantes (revestimento externo)

4.1.3.Coadjuvantes de tecnologia
Cultivosiniciadores (starters)

4.2. Reguisitos

4.2.1.Caracteristicas Sensoriais

4.2.1.1. Textura: Caracteristica
4.2.1.2. Cor: Caracteristica
4.2.1.3. Sabor: Caracteristico
4.2.1.4. Odor: Caracteristico

4.2.2. Caracteristicas Fisico-Quimicas

De acordo com a designacdo do produto em seus respectivos regulamentos técnicos.
Valores maximos e minimos aceitaveis:

Atividade de &gua - Aw (max.) - 0,92

Umidade (max.) - 40 %

Gordura (max.) - 35 %

Proteina (min.) - 20 %

Carboidratos totais (max.) - 1,5 %

4.3. Acondicionamento

O produto devera ser embalado com materiais adequados para as condigcdes de
armazenamento e que lhe confiram uma protecdo apropriada.

5. Aditivos e Coadjuvantes de Tecnologia/Elabor acéo

De acordo com alegislacéo vigente

88



6. Contaminantes

Os contaminantes organicos e inorganicos ndo devem estar presentes em
guantidades superiores aos limites estabel ecidos pel o regulamento vigente.

7. Higiene

7.1. Consideracoes Gerais

7.1.1. As préticas de higiene para a elaboracdo do produto estardo de acordo com o
estabelecido no "Cadigo Internacional Recomendado de Préticas de Higiene para os
Produtos Cérnicos Elaborados’ (Ref. CAC/RCP 13 - 1976 (rev. 1, 1985)) do
"Cédigo Internacional Recomendado de Préticas de Higiene para a Carne Fresca'
(CAC/RCP 11 - 1976 (rev. 1, 1993)), do "Cddigo Internacional Recomendado de
Préticas - Principios Gerais de Higiene dos Alimentos' (Ref.: CAC/RCP 1 - 1969
(rev. 2 - 1985)) - Ref. Codex Alimentarius, vol. 10, 1994.

7.1.2. Toda a carne usada para elaboracédo de Salames devera ter sido submetida aos
processos de inspecdo prescritos no RIISPOA - "Regulamento de Inspecéo Industrial
e Sanitaria de Produtos de Origem Animal" - Decreto n° 30.691, de 29/03/1952.

7.2. Critérios M acroscopi cos’Microscopicos

O produto ndo devera conter materiais estranhos ao processo de industrializagao.

7.3. Critérios Microbiol 6gicos

Aplica-se alegislagdo vigente.

8.Pesos e Medidas

Aplica-se 0 regulamento vigente.

9.Rotulagem

Aplicase 0 regulamento vigente (Portaria n°® 371, de 04/09/97- Regulamento
Técnico para Rotulagem de Alimentos - Ministério da Agricultura e do
Abastecimento, Brasil).

10. Métodos de Analises

Instrugdo Normativa n° 20, de 21/07/99 publicada no Diario Oficia da Unido, de
09/09/99- Métodos Analiticos para Controle de Produtos Cé&neos e seus
Ingredientes - Métodos Fisico-Quimicos - SDA - Ministério da Agricultura e
Abastecimento, Brasil.

- AOAC Official Methods of Analysis, 42.1.03 ,1995.

11. Amostragem

Seguem-se os procedimentos recomendados na norma vigente.
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