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RESUMO

CASTILHO, Natalia Parma Augusto de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho
de 2014 Avaliagéo de protocolos alternativos para enumeragao de culturas starter

e bactérias laticas utilizadas na producéo de salam@rientador: Luis Augusto Nero.
Coorientador: Fabio Alessandro Pieri.

As principais culturas starter utilizadas para producdo de derivados carneos
fermentados s&o micro-organismos do grupo das bactérias laticas (BAL) e
Staphylococcus coagulase negativa. Os géneros Pedio@tagsobacillus possuem

como principal caracteristica a acidificacdo dos produtos e producdo de compostos
responsaveis pela determinacdo de aroma e sabor. Staphylococcus coagulase negativ
contribuem para o desenvolvimento e a estabilidade da cor vermelha e para o
desenvolvimento de outras propriedades sensoriais, como textura e aroma. O
monitoramento adequado dessas populacdes € indispensavel para manutencdo da
qgualidade e inocuidade desses produtos. Porém, as metodologias convencionais de
enumeracédo de culturas starter em alimentos possuem limitacdes quanto a praticidade e
seletividade. Com isso, placas Petrifim™ AC tem sido empregadas para enumeragdo de

culturas starter em produtos lacteos fermentados, desde que associadas a meios de
cultura com agentes seletivos para grupos microbianos especificos. Considerando a
escassez de dados cientificos que demonstrem a pertinéncia de utilizacdo de placas
Petrifim™ AC associadas a meios de cultura seletivos para enumeracdo de BAL em

produtos carneos fermentados, o presente estudo tem como objetivo avaliar o uso de
placas PetrflMMAC associado ao caldo MRS e vermelho de clorofenol para
enumeragao de culturas starter adicionadas em salames. Quatorze culturaslqgaras

mix de culturas starter foram enumerados em seis protocolos difererRegifiln™

AC associados ao caldo MRS adicionado de vermelho de clorofenol incubado em
aeobiose e 2) em anaerobiose, 3) agar MRS associado a vermelho de clorofenol, 4)

viii



MRS associado a purpura de bromocresol, 5) MRS pH 5,7, e 6) agar All Purpose
Tween. Em seguida, amostras de salame foram obtidas e suas culturas starter
enumeradas pelos protocolos 1, 2, 3 e 5. A andlise de variancia indicou auséncia de
diferencas significativas entre os protocolos de enumeragao, independente dos tempos
de incubacdo considerados (24, 48 e 72 horas). De maneira geral as contagens de
culturas puras e culturas starter nao apresentaram diferencas significativas considerando
os diferentes tempos de incubacao (exceto para AS 308 e S. xylosus em MRS com pH
5.7). Houve correlacdo significativa entre os protocolos, indicando a equivaléncia entre
as contagens de culturas puras e culturas starter obtidas em aerobiose e em anaerobiose
(p < 0,05). Os parametros de regresséao linear também indicam correlacdes adequadas
entre as contagens obtidas apos 24, 48 e 72 h de incubacdo, indicando a confiabilidade
dos resultados obtidos em um menor tempo de andlise (24 h). Considerando o0s
resultados obtidos na enumeracéo de culturas starter em salames, ndo foram observadas
diferencas significativas entre os protocolos, independente dos tempos e condi¢cdes de
incubacdo e todas as correlagbes foram significativas (p < 0,05), indicando
equivaléncias entre os protocolos independente das condicbes (aerobiose ou
anaerobiose) e tempos (24, 48, 72h) de incubaddds andlise morfolégica e
identificacdo molecular de isolados obtidos das amostras de salame pelos protocolos
avaliados, verificou-se uma seletividade adequada dos mesmos, que permitiram a
formacdo de colb6nias apenas por micro-organismos dos géneros Lactobacillus e
Pediococcus, bem como Staphylococcus coagulase negativa, tipicamente utilizados
como culturas starter para a producdo de salame. Esses resultados confirmam a
viabilidade @ utilizagdo de Petrifilm™ AC associado ao caldo MRS e vermelho de
clorofenol para enumeracao de culturas starter isoladas e em amostras de salame, em

diferentes condicbes de aerobiose e em um reduzido periodo de incubacéao,



representando vantagens a serem consideradas no monitoramento desses micro-

organismos.



ABSTRACT

CASTILHO, Natalia Parma Augusto de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July,
2014. Assessment of alternative protocols for enumeration of lactic acid bacteria
and starter cultures used in salami production.Advisor: Luis Augusto Nero. Co-
advisor: Fabio Alessandro Pieri.

The main starter cultures used for the production of fermented meat products are
microorganisms from the group of lactic acid bacteria (LAB) and Staphylococcus
coagulase negative. Pediococcus and Lactobacillus present as main technological
characteristic the acidification of products and production of compounds responsible for
determining aroma and flavor. Staphylococcus coagulase negative contributes to the
development and stability of the red color and the development of others sensory
properties such as flavor and texture. Monitoring the populations is essential for
maintaining the quality and safety of these products. However, conventional methods
for enumeration of starter cultures in foods have limitations, due to poor selectivity and
handling. Thus,Petrifilm™ AC plates have been used for enumeration of starter
cultures in fermented dairy products, since associated with culture media with selective
agents for specific microbial groups. Considering the lack of scientific data
demonstrating the relevance of using Petrifilm™ AC plates associated with selective

culture media for LAB enumeration in fermented meat products, the present study
aimed to assess alternative protocols for the enumeration of starter culture in salami.
Fourteen reference strains and two mix of starter cultures were plated on six different
protocols: 1) Petrifilm™ AC added to MRS broth and chlorophenol red incubated in
aerobiosis and 2) in anaerobiosis 3) agar MRS added to chlorophenol red 4) MRS added
to bromocresol purple 5) MRS pH 5.7 and 6) agar All Purpose Tween. Then, samples of
salami were obtained and their starter cultures enumerated by plating using protocols 1,

2, 3 and 5. The analysis of variance showed no significant differences between the

Xi



enumeration protocols, independent of the incubation time: 24, 48 and 72 h. Generally,
the counts of pure cultures of microorganisms and reference starter cultures showed no
significant differences considering the different incubation times (except for AS 308
and S. xylosus in MRS at pH 5.7). The results indicated a significant correlation
between the protocols, indicating equivalence between the counts of reference cultures
and starter cultures in aerobiosis and anaerobiosis (p < 0.5). The linear regression
parameters also indicate appropriate correlations between the counts obtained after 24,
48 and 72 h of incubation, indicating a reliability of the results obtained in a shorter
analysis time (24 h). Considering the results obtained in the enumeration of starter
cultures in salami, no significant differences were observed among the protocols
considered, independent of time and incubation conditions, and all correlations were
significant (p < 0.05), indicating equivalence between the protocols independent the
conditions (aerobiosis and anaerobiosis) and time (24, 48 and 72 h) of incubation. After
morphological and molecular identification of isolates obtained from samples of salami
by the tested protocols, it was observed an adequate selectivity, which allowed the
formation of colonies only by microorganisms of the genera Lactobacillus, Pediococcus
and Staphylococcus coagulase negative, typically considered as starter cultures for the
salami production. These results confirm the feasibility of udtagifilm™ AC
associated to MRS broth and chlorophenol red for enumeration of isolated starter
cultures and starter cultures from salami samples, in different aerobic conditions and in
a reduced incubation period, representing advantages to be considered during the

monitoring of these microorganisms.
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INTRODUCAO

Atualmente a industria de alimentos vem demonstrando grande interesse por
diversas substancias produzidas por bactérias &cido laticas (BAL) por serem capazes de
gerar modificagbes nos alimentos, e assim originar os alimentos fermentados. Essas
culturas especificas de BAL sdo denominadas de culturas starter. As culturas starter séo
adicionadas nos alimentos com a finalidade de acidificar a matéria-prima aumentando a
vida de prateleira do produto, eliminar micro-organismos patogénicos, alteram as
caracteristicas sensoriais e fisicas, além de estarem usualmente associadas a efeitos
benéficos aos consumidores.

Um dos principais embutidos carneos fermentados que utilizam BAL como
culturas starter é o salame. Os principais micro-organismos utilizados como culturas
starter nestes produtos sdo da familia Micrococcaeae, incluindo os géneros
Micrococcuse Staphylococcus e fungos (Penicilium) e leveduras (Debaryomyces),
tendo como principal caracteristica a contribuicdo na melhoria da coloragéo e do sabor e
do aroma dos produtos carneos. Além disso, também sao utilizados micro-organismos
do género Pediococcus Lactobacillus, que tem como principal caracteristica a
producéo de acido latico a partir dos carboidratos.

Métodos convencionais para a enumeracao de BAL e culturas starter em
alimentos séo utilizados h& varios anos e tem sua validade reconhecida nacional e
internacionalmente. Porém, possuem a desvantagem de gastar muito tempo na
preparacdo de materiais, possuir alto custo para a execucdo e a necessidatie de mui
espago para a incubagdo. Com o intuito de diminuir esses problemas varios méetodos
alternativos ja foram desenvolvidos, dentre eles o sistema Péwifil(8M

Microbiology, St. Paul, MN, EUA)que pode ser descrito como uma metodologia



pratica, simples e viavel para 0 monitoramento de micro-organismos na industria de
alimentos.

Placas Petrifilf™ sdo rotineiramente utilizadas pela industria de alimentos
para monitoramento de diferentes grupos de micro-organismos indicadores de qualidade
e higiene na cadeia produtiva, como aerdébios mesdfilos, coliformes, enterobactérias,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, fungos e leveduras. Além disso, existem
apresentacdes das placas Petrififrpara monitoramento de patégenos, como Listeria
monocytogene® Salmonella. O monitoramento de BAL também pode ser realizado
com placas PetrifilfM para contagem de aerdbios mesdéfilos (PetfiflinAerobic
Count, AC), desde que associadas a diferentes meios de cultura, utilizados como
diluentes das amostras, e incubagcdo em condi¢des especificas. Com esse objetivo, ha a
indicagdo de um protocolo utilizando o caldo de Mann Rogosa & Sharpe (MRS)
adicionado de vermelho de clorofenol como diluente de amostras de alimentos, visando
a enumeracdo de culturas starter em produtos carneos fermentados. Entretanto, os
diversos estudos que avaliam a adequacdo da utilizacdo de placas Peétpditan
enumerar BAL sdo concentrados em derivados lacteos fermentados.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o desempenho das placas de
Petriflm™ AC na enumeracdo de BAL e culturas starter comerciais, associadas a
diferentes meios de cultura e em comparacdo com quatro protocolos convencionais de

enumeragao.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Embutidos carneos e salame

Produto embutido é definido como um alimento que se prepara com carne
condimentada e picada, proporcionando forma simétrica. A elaboracdo de embutidos
teve inicio com um simples processo de salga e secagem a fim de conservar a carne
fresca que n&o iria ser consumida imediatamente (Price & Schweigert, 1994).

Os embutidos carneos fermentados podem ser definidos como aqueles que
sofrem uma rapida fermentacdo inicial com posterior desidratacdo parcial. Segundo
Beraquet (2005), os embutidos fermentados s&o produtos resultantes da fermentacao
lactica da carne crua, salgada e triturada, misturada a gordura triturada ou emteforma
cubos, adicionada de especiarias, embutida e processada em envoltorios artificiais ou
naturais. Estes produtos nédo necessitam de refrigeracédo, possuindo grande estabilidade
quando comparados com outros produtos carneos.

Os embutidos fermentados sé@o elaborados com carne bovina, suina ou ambas,
que se caracterizam por sabor picante e forte, originado devido a producéo de acidos por
fermentacdo microbiana (Price & Schweigert, 1994). Esses produtos sédo caracterizados
por possuirem baixo teor de umidade e baixa atividade de agua, além da presenca de
grande quantidade de acido latico que confere um sabor caracteristico e agradavel ao
produto final. Durante a producdo de embutidos carneos fermentados é necessario que
ocorra rapida diminuicdo do pH para evitar o desenvolvimento de micro-organismos
deteriorantes e patogénicos. Essa diminuicdo de pH depende do rapido desenvolvimento
das bactérias acido laticas (BAL) (Toldra, 2010).

Um embutido carneo fermentado que frequentemente utiliza BAL como cultura

starter é o salame, que de acordo com a Instrucdo Normativa n°® 22 é definido como



sendo o produto carneo industrializado obtido de carne suina ou mista de suina e bovina
adicionado de toucinho, ingredientes, embutidos em envoltérios naturais e/ou artificiais,
curtido, fermentado, maturado, defumado ou nao e dessecado. A presénggodie
(fungos) € uma consequéncia natural do processo tecnoldgico de fabricagdo (Brasil,
2000). No Brasil, os salames sao classificados em oito tipos: italiano, milano,
hamburgués, napolitano, friolano, calabrés, aleméao e salaminho; podem hawer outra
denominacdes, desde que sejam respeitadas especificacdes obrigatérias (Brasil, 2000).

A origem dos salames estd relacionada aos paises do sul da Europa e
posteriormente foram levados aos demais paises deste continente (Zeutheri 1995).
producdo de salame no Brasil originou-se a partir dos conhecimentos e processos de
producéo trazidos pelos imigrantes italianos, que ao se instalarem na regiao sul do pais
encontraram condi¢cfes climaticas favoraveis e iniciaram a producéo artesanal, dando
origem as pequenas fabricas (Terra et al., 2004). No Brasil, o termo salame geralmente é
aplicado aos embutidos fermentados que se diferenciam pela espécie animal da carne
usada, quantidade de sal, tipos de condimentos utilizados, forma de preparacdo da
gordura, dimensdo e natureza do envoltério utilizado, presenca ou ridoldes”
superficias e pelas condi¢bes de temperatura e tempo aplicadas durante a fermentacéo
(Beraquet, 2005).

Internacionalmente, os salames podem ser classificados em dois grupos de
acordo com o pH final do produto e a tecnologia de fabricacdo utilizada. Os salames do
sul da Europa sédo elaborados predominantemente com carne suina, possuem
fermentacdo de longa duracéo e os valores de pH s&o sempre superiores a 5,0, 0s quais
juntamente com a adicdo de especiarias conferem ao prbdatoaroma e sabor
caracteristicos. Ja os salames produzidos no norte da Europa sao elaborados com carne
bovina ou suina, submetidos a uma fermentacéo de curta duracéo e rapida diminuicéo

de pH. A principal caracteristica € o sabor picante devido ao pH final ser inferior a 5,0.



No Brasil, o salame tipo italiano se enquadra no primeiro grupo, pois é fabricado com
carne suina, maturado por aproximadamente 30 dias e apresenta sabor e aroma suave

com pH em torno de 5,4 (Zanardi et al., 2004).

2. Bactérias laticas e culturas starter

BAL sado caracterizadas como micro-organismos Gram positivos, né&o
formadores de esporos, anaerObicos, aerotolerantes, &cido-tolerantes, além de néo
possuirem citocromos. Esses micro-organismos sdo estritamente fermentativos e seu
principal produto final na fermentacao de carboidratos € o acido latico (Holzapfel et al.,
2001). Estes micro-organismos sao encontrados principalmente em produtos
fermentados, leite, carne e derivados, mas também podem ser isolados da cavidade oral,
vagina, trato digestorio, solo, esterco, silagem e agua. As principais BAL encontradas
sdo Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenpdagoeeccus,

e Weissella (Axelsson, 2004). O processo de fermentacéo das BAL pode ser via homo
ou heterofermentativo. No processo homofermentativo o principal produto gerado é o
acido latico, tipico das espécies dos géneros Lactocecsugptococcus. JA processo
heterofermentativo é caracterizado pela producédo adicional de etanol e diéxido de
carbono, ocorrendo em espécies dos géneros Leucordstotobacillus (Parada et al.,
2007).

Estes micro-organismos podem causar deterioracdo precoce dos alimentos
devido a producdo de substancias proteoliticas e de acidos. Por outro lado, BAL
probioticas estdo associadas a efeitos benéficos aos consumidores, devido a sua

capacidade de colonizar o trato gastrintestinal. Contudo, esses micro-organismos

possuem grande potencial de utilizacdo na conservagao de varios alimentos (Gallia et



al., 2009 Holzapfel et al., 2001Pfeiler & Klaenhammer, 2007). Muitas das substancias
produzidas por BAL sdo de particular interesse pela industria de alimentos, por
promoverem transformagfes especificas, originando os denominados produtos
fermentados. Culturas especificas de BAL sé&o isoladas e utilizadas para esses fins,
sendo denominadas culturas starter.

Culturas starter sdo prepara¢cdes que possuem Varios micro-organismos viaveis
que, quando adicionados a matéria-prima, sdo capazes de acelerar o processo de
fermentacdo (Holzapfel et al., 2001). BAL s&o importantes culturas starter que
garantem seguranga na aplicagdo e no consumo de produtos fermentados. Esses micro-
organismos sdo capazes de acidificar a matéria-prima através da producdo de acidos
organicos, principalmente o acido latico. Além disso, as culturas starter também podem
produzir compostos aromaticos, etanol, acido acético e bacteriocinas. Dessa forma,
esses micro-organismos garantem que o produto final tenha maior seguranca
microbiolégica, melhoram a textura, aumentarsua vida util e contrilem paraa
definicdo de um perfil sensorial agradavel (Leroy & De Vuyst, 2004).

Em produtos cérneos, as culturas starter sdo adicionadas com a finalidade de
aumentar a vida util e eliminar micro-organismos patogénicos, ocorrendo alteracfes nas
propriedades sensoriais e nas caracteristicas fisicas (Lucke, 2000). Além disso, o uso de
culturas starter em produtos carneos fornece quantidade suficiente de micro-organismos
para garantir a dominancia numérica sobre patdégenos ou contaminantes da microbiota
intestinal, determinando a inocuidade e qualidade do produto final. As culturas, starter
sdb condi¢cdes controladas, podem produzir modificacdes especificas no substrato
atravées da inducdo de atividades enziméticas, podendo eliminar Salmonella
Clostridiume Staphylococcus (Bacus & Brown, 1981).

Os trabalhos sobre atividade antagonista de espécies de BAL contra micro-

organismos indesejaveis demonstram uma importante perspectiva tecnolégica de



utilizacdo destes micro-organismos para a conservagao de alimentos e controle de
patégenos. Muitas BAL isoladas de leite e queijos apresentaram poder de inibicdo sobre
patégenos e deteriorantes, como Staphylococcus spp., Listeria spp., Salmonella spp.,
Bacillus spp., Pseudomonas spp. e bactérias do grupo coliformes (Alexandre et al.,
2002 Brashears & Durre, 199€unha et al., 2009).

Guedes Neto et al. (2005) demonstraram efeitos funcionais de BAL isoladas de
queijo de coalho produzido em Pernambuco avaliando a atividade antagonista in vitro
contra micro-organismos indesejaveis e a sensibilidade a antimicrobianos. Os autores
observaram que todos os isolados identificados como Lactobacillus spp. foram capazes
de inibir as cepas de Staphylococcus spp. e Escherichia coli. Chioda et al. (2007)
avaliaram a atividade inibitéria in vitro de cinco cepas de Lactobacillus acidophilus
sobre E. coli BIA 26 (STEC) e observaram que todas as cepas de L. acidophilus
apresentaram atividade antagonista, confirmadas através da producdo de zonas de
inibicdo contra o micro-organismo indicador. Cunha et al. (2009) testaram a atividade
inibitéria in vitro de Lactobacillus spp. isolados de leites fermentados comerciais contra
micro-organismos indicadores indesejaveis e desejaveis.sTadbactobacillus spp.
demonstraram atividade inibitéria contra aos micro-organismos indicadores tektados (
casei, duas cepas de acidophilus, Salmonella Typhimurium, S. aureug. coli),

sendo mais intensa contra micro-organismos patogénicos.

2.1. Culturas starter em produtos carneos

As culturas starter comerciais possuem mais de um micro-organismo em sua
composicdo com o intuito aproveitar as diferentes acbes de cada bactéria de forma
aditiva ou sinérgica, para se obter determinado efeito no produto final. BAL sdo as

culturas starter mais utilizadas comercialmente em produtos carneos, com destaque para



a combinacdo de LactobacilllesPediococcus, que usualmente sdo adicionadas com
Staphylococcus coagulase negativa. BAL reduzem o pH devido ao processo de
fermentacdo e Staphylococcus coagulase negativa sdo responsaveis pela producdo de
aroma e cor do produto final (Simonova et al., 2006). Os géneros Staphyloeoccus
Micrococcus séo utilizados quando se deseja obter uma coloragdo mais intensa e quando
ndo se desejar a acidificacdo do produto. Além disso, devido as suas enzimas lipoliticas
e proteoliticas, sdo capazes de desenvolver sabor e aroma caracteristicos (Bacus, 1984).

Os principais micro-organismos utilizados como culturas starter em produtos
carneos sao classificados em dois grupos: flavorizantes e acidificantes. O grupo dos
flavorizantes é formado pela familia Micrococcaeae, incluindo os géneros Micrococcus
e Staphylococcus e por fungos (Penicillium) e leveduras (Debaryomyces), tendo como
principal caracteristica a contribuicdo na melhoria da coloracdo, do sabor e do aroma
dos produtos cérneos. J4 o grupo dos acidificantes é formado por BAL, incluindo o
género PediococcusLactobacillus, que tem como principal caracteristica a producéo
de &cido latico a partir dos carboidratos (Bacus, 198¢a, 1998).

Durante a fermentacdo, o acido latico gerado pelas culturas starter de BAL
causa uma reducdo do pH externo alterando a estabilidade de multiplicacdo de
diferentes patégenos, tais como S. aureus, Clostridium spp. e Salmonella spp., além de
deteriorantes como EnterococcesPseudomonas. A rapida diminuicdo de pH para
valores inferiores a 5,3 é suficiente para inibir a multiplicacdo de S. aereus
Salmonella, caso os produtos sejam fermentados acima %@ (18y, 2005).A
fermentacdo causada pelas culturas starter gera diferentes compostos relacionados ao
aroma e sabor. O &cido latico causa um sabor tipicamente acido, caracteristico dos
produtos carneos fermentados (Terra, 1998).

As bactérias do género Staphylococeuslicrococcus produzem as enzimas

nitratoredutases, que séo capazes de reduzirem o nitrato a nitrito, contribuindo assim na



coloracéo dos produtos e impedindo a formagédo de compostos cancerigenos, como por
exemplo, as nitrosaminas. Além disso, através de suas enzimas lipoliticas e
proteoliticas, esses micro-organismos sdo capazes de desenvolver sabor e aroma
caracteristicos dos produtos carneos fermentados (Terra, \lig@®lo et al., 1995)

Para a producéo de salames por fermentacdo espontanea, a massa carnea utilizada deve
conter quantidade suficiente de BAL e Micrococcus, para que ocorra o desenvolvimento
adequado da fermentacdo, obtendo um produto com qualidade e inécuo (Comi et al.,
2005).

A fabricacdo de um produto carneo fermentado como o salame, consiste de
duas fases: fermentacéo e a maturacao. A primeira fase € caracterizada pela fermentacéo
juntamente com a acidificacdo e formacdo de cor. Nesta fase, Lactobacillus
homofermentadores produzem &cido latico que vai proporcionar a inibicdo de bactérias
Gram negativas e facilitar a perda de agua, causando uma diminui¢cdo da atividade de
agua. A fase da maturacéo caracteriza-se pela maior parte da desidratacdo do produto,
bem como pela hidrélise enzimética das proteinas e gorduras, gerando compostos que
desempenham papel importante no sabor dos embutidos carneos (Terra, 2006). Cocos
Gram positivo e coagulase negativa também sao uma ferramenta relevante na producéo
de embutidos carneos fermentados, pois sdo responsaveis pela estabilidade da cor,
evitam o desenvolvimento de rancidez, reanza deterioracdo, dimimm o tempo de
processamento e contriggm para o desenvolvimento do aroma (Lucke, 2000).

Atualmente, a maioria das culturas starter comerciais disponiveis para
produtos carneos possui um mix de BAL (géneros LactobaeiPesliococcus) e cocos
Gram positivos e coagulase negativa (géneros Staphyloce&mgesiria). Esses grupos
sao responsaveis pelas reacdes microbianas que ocorrem simultaneamente durante a

fermentacao (Toldra, 2010).



O género Lactobacillus € de grande importancia na fermentacdo de produtos
carneos e, por isso, espécies desse género sdo frequentemente usadas como cultura:
starter na producdo de embutidos carneos fermentados e carnes curadas. O género
Lactobacillus inclui mais de 150 espécies com uma ampla variedade de caracteristicas
fenotipicas, bioquimicas e fisiologicas (Axelsson, 2004). Porém, somente um limitado
namero de espécies de Lactobacillus é isolado de carnes fermentadas e utilizado como
culturas starter, entre eles, L. sakei, L. curvaus plantarum. {Leroy, 2006 #28}
demonstrou que L. sakei é a espécie predominante na fermentacédo de produtos carneos e
utilizada como cultura starter. Lactobacillus sdo capazes de produzir perdxido de
hidrogénio, porém em produtos carneos essa substancia causa a descoloracdo devido a
acao sobre os hemipigmentos. Em salames que sao produzidos através da fermentacéo
espontanea tem sido verificada a predominancia de L. sdkecurvatus. Portanto,
culturas starter para elaboracdo de salames devem apresentar pouca ou nenhuma
producédo de peréxido de hidrogénio (Toldra, 2010).

Embora L. plantarum tenha sido identificado como parte da microbiota de
carnes e utilizada como cultura starter para que ocorra a fermentacdo da carne, esta
espécie ndo tem adaptacdo espeifi carne como encontrado em L. sakei. L.
plantarum é uma bactéria altamente versatil, frequentemente encontrada em uma grande
variedade de alimentos, tais como vegetais e produtos lacteos fermentados e no trato
gastrintestinal inferior de animais homeotérmicos (Kleerebezem et al., 2003).

Pediococcus sdo mais comuns em produtos carneos fermentados nos Estados
Unidos, onde séo intencionalmente adicionados como culturas starter com o intuito de
acelerar a acidificacdo da massa carnea (Axelsson, 2004). O género consiste de nove
espécies, mas somente P. pentosaceus é geralmente utilizada como cultura starter em
produtos carneos fermentados. A espécie P. cerevisiae, frequentemente utilizada como

cultura starter, tem sido reclassificada como P. pentosaceus (Toldra, 2010).
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Micrococcaceae sado frequentemente mencionados como componentes de
culturas starter em carnes, mas este termo geralmente se refere aos membros do género
Staphylococcus. Staphylococcus sao originalmente agrupados com outros cocos Gram
positivo, tais como o0 género Micrococcus, pois estes dois géneros muitas vezes habitam
o mesmo local. Algumas espécies, principalmente Staphylococcus coagulase negativa,
tais como Staphylococcus xylosus, S. carnosus, S. equorum e S. saprophyticus séo
frequentemente isolados de salames, mas também podem ocorrer outras espécies
(Toldr4, 2010).

S. xylosuse S. carnosus sdo altamente competitivos na fermentacdo de carnes,
possuem importantes propriedades tecnoldgicas e geralmente carecem de determinantes
de viruléncia; por essas razbes sdo as espécies mais comuns de Staphylococcus
coagulase negativa utilizasl como culturas starter. Esses micro-organismos s&o
capazes de sobreviver em ambientes de estresse, tais como altas concentracdes de sal ¢
baixas temperaturas, encontradas durante os processos de fermentacdo da carne.
Staphylococuus coagulase negativa primeiramente contribuem para o desenvolvimento
e a estabilidade da cor vermelha, desejada em embutidos fermentados, por meio de sua
atividade de nitratoredutase (Miralles et al., 1996). Adicionalmente, esses micro-
organismos contribuem para o desenvolvimento de outras propriedades sensoriais,
como textura e aroma (Hammes & Hertel, 1998). Essas func¢des sdo realizadas através
de enzimas especificas envolvidas no metabolismo de proteinas e lipideos. Estudos
anteriores tem demonstrado que o aroma de produtos carneos fermentados pode ser
modulado pela presenca de diferentes Staphylococcus spp. (Berdague et al., 1993
Sondergaard & Stahnke, 2002).

Portanto, € evidente a importancia de se monitorar as populagdes de culturas

starter a fim de garantir suas concentracées adequadas durante o tempo de vida util de
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produtos carneos embutidos, e para que tais micro-organismos sejam capazes de

garantir seus efeitos benéficos aos consumidores.

3. Enumeracgéo de BAL e culturas starters em alimentos

Osmétodos de analise microbiologica de alimentos podem ser classificados em
métodos convencionais e métodos rapidos. Ambos possuem varias diferencas, porém as
finalidades dos métodos sdo as mesmas, ou seja, verificar a presenca ou auséncia de
determinado micro-organismo, quantificar os micro-organismos e identificar a
diferentes espécies presentes nos alimentos. Os métodos convencionais possuem a
vantagem de serem utilizados ha varios anos e sua validade é reconhecida nacional e
internacionalmente. Porém, esses métodos regquikEmgo tempo para obtencdo de
resultado® possuem alto custo com materiais para sua execuc¢éao (Franco, 2006). Com o
intuito de minimizar estes problemas, métodos alternativos foram desenvolvidos para a
obtencdo de resultados mais rapidos, especificos e sensiveis quando comparados aos
métodos convencionais. Estes métodos oferecem economia de tempo, espaco e
materiais necessarios (Sant'Ana et al., 2002).

Independente do procedimento, a pesquisa de BAL em alimentos demanda a
utilizacdo de meios de cultura ricos em derivados de acidos nucléicos, sais, vitaminas,
bases purinicas e pirimidicas, aminoacidos pré-formados e peptideos (Caplice &
Fitzgerald, 1999). Normalmente o meio de cultura usado para o isolamento de BAL € o
caldo de Mann, Rogosa & Sharpe (MRS), pois possui uma complexa fonte de
nitrogénio (levedura, extrato de carne e peptonas) (De Man et al., 1960). Além disso,
amostras de alimentos semeadas em MRS normalmente sdo incubadas em condi¢des de
microaerofilia ou de anaerobiose (Wehr & Frank, 2004). Entretanto, apenas essas

condicOes especificas ndo sdo suficientes para a enumeragcao de BAL, sendo necessaria
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a adicdo de agentes seletivos (cloreto de litio, propionato de sédio, sais biliares, cisteina,
gentamicina) e reducéo de pH. Essas substancias sdo capazes de inibir a multiplicacao
de micro-organismos ndo pertencentes as BAL (Tabasco et al, \Zb@eérola &
Reinheimer, 1999).

Visando tornar mais eficiente a enumeragcdo de micro-organismos em
alimentos, vérios sistemas foram desenvolvidos, entre eles destacam-se as placas
Petriflm™ (3M Microbiology, St. Paul, MN, EUA). Estas placas consistem em um
sistema de duplo filme plastico, sendo formado por uma base e uma camada de
polietileno recoberto com nutrientes desidratados e um gel hidrossolivel a frio. Na parte
superior deste cartdwd um plastico transparente revestido internamente com 0 mesmo
gel e um corante indicador 2, 3, 5 cloreto de trifeniltetrazolio (TTC). Ap6s o periodo de
incubacdo determinado pelo fabricante, as colbnias serdo expressas em Unidades
Formadoras de Colonias por mL de produto (UFC/mL).

As placas de Petrifili possuem diferentes apresentacdes, para enumeragao e
monitoramento de diferentes grupos de micro-organismos, como aerdbios mesofilos
(Petrifilm™ Aerobic Count, AC), coliformes e E. coli (Petrifil Coliforms, CC, e
Petrifilm™ Escherichia coli, EC), enterobactérias (Petrif¥mEnterobacteriaceae,

EB), Staphylococcus aureus (Petrifin Staph Express Count, STX) e fungose
leveduras (PetrifilrfM Yeast and Moulds, YM) (Franco, 2006 Vigosa et al., 2010),

além de pesquisa de Listeria monocytogenes (Pefiffillasteria) e Salmonella
(Petrifilm™ Salmonella). Alternativamente, as pla®srifilm™ AC também podem

ser utilizadas para a enumeracdo de BAL; para esse fim, as amostras devem ser diluidas
em meios de cultura especificos para esse grupo de micro-organismos, distribuidas nas
placas e submetidas a condi¢cdes especificas de incubacéo. Considerando o grupo de
BAL especifico que se pretende pesquisar, os meios de cultura devem conter diferentes

agentes seletivos (Champagne et al., 19dncalves et al., 200McGregor et al.,
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1995 Miranda et al., 20L1Nero et al., 2006Nero et al., 20080rtolani et al., 2007
Pattison et al., 1998). Esses estudos, entretanto, consideram apenas a enumeragao
alternativa de BAL em derivados lacteos fermentados, demandando a avaliacdo da
adequacao desses protocolos alternativos para produtos carneos fermentados.

Ao avaliar a enumeragao de culturas starter durante a producdo de iogurtes
utilizando o PetrifilmM AC associado com caldo MRS acidificado e caldo M17,
Gongalves et al. (2009) observaram que em situagfes especificas o desempenho néo foi
adequado: algumas espécies de BAL ndo apresentaram capacidade de reddi¢do do
indicador de cor utilizado no sistema Petrifilm™. A baixa capacidade de algumas
espécies de BAL em reduzirem o TTC foi descrita por Nero et al. (2@@s)Ortolani
et al. (2007), e pode ser considerada como uma das limitacées para utilizacdo desse
protocolo alternativo. Além disso, a acidificacdo de alguns alimentos pode ser indicada
como uma das causas do mau desempenho do PétifAd quando comparado ao
método convencional de plagueamento (Gongalves et al., 2009). Nero et al. (2008)
identificaram a baixa capacidade redutora de TTCLpdortis, que dificultou a sua
enumeragao pelo sistema Petrifilm™ em amostras de leites fermentados.

Nero et al. (2006) compararam a enumeracdo de BAL em PEMfikhG
associado ao caldo MRS com a enumeracéao obtitgar MRS g observaram que néao
houve diferenca significativa entre os dois métodos. Porém, as colbnias de
Streptococcus thermophilisLeuconostoc mesenteroides foram de dificil enumeracéao
devido a coloracédo levemente avermelhada apresentada nas placas de™e#ilm
Para a enumeracéo de casei, as colbnias se apresentaram menores nas placas de
Petrilfm™ AC quando comparadas com a metodologia convencional utilizando agar
MRS. Nero et al. (2008) avaliaram a performance de placas PédifilC na
enumeracgao de diferentes culturas de BAL em leites fermentados obtidos no comercio,

comparando com a metodologia convencional utilizando o agar MRS, verificaram a
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equivaléncia entre os protocolos. A enumeracao de BAL em leites fermentados pode ser
realizada com sucesso apenas com o uso de MRS, desde que os produtos fermentados
sob analise sejam produzidos exclusivamente com culturas laticas. Entretanto, os
autores identificaram que a acidificacdo natural dos leites fermentados & um fator
preocupante no desempenho de Petrifimo baixo pH pode resultar em estresse
microbiano, e pode afetar a eficacia dessas placas na enumeracdo de micro-organismos
indicadores de higiene. Entretanto, os resultados obtidos n&o foram afetados pelo baixo
pH das amostras, uma vez que niveis elevados de BAL sdo esperados em leites
fermentados e diluigBes seriadas foram conduzidas, eliminando possivel interferéncia do
pH. Adicionalmente, BAL s&o consideradas &cido tolerantes, indicando que nmmsmo e
baixas diluicdes, nenhuma interferéncia possa ser observada.

Ortolani et al. (2007), em estudo realizado para comparar trés diferentes meios
de cultura na enumeragdo de BAL presentes em leite, confirmaram a eficiéncia de
placas PetrifilfiM AC associados ao caldo MRS e suplementos com agentes seletivos.
Miranda et al. (2011) avaliaram métodos alternativos para a enumeragdo de
bifidobactérias em leites fermentados com cultura comercial de Streptococcus
thermophilus em diferentes tempos de incubacgéao (24, 48 e 72 leavhsgrvaram que
em 24 horas de incubacédo nao foi possivel realizar a contagem de colénias na maioria
das amostras nos dois métodos testados (sistema P&tiélmontagem padréo), uma
vez que as colonias se apresentaram pequenas e ligeiramente manchadas. Entretanto,
independente dos meios de cultura e da metodologia utilizada, os resultados obtidos
entre 48 e 72 horas ndo apresentaram diferencgas significativas.

Apesar de serem observadas algumas limitacbes em culturas especificas de
BAL, os estudos desenvolvidos demonstram de maneira geral que a eficiéncia de placas
Petrifilm™ AC associadas a MRS com agentes seletivos pode ser considerada

adequada, e representa uma alternativa a protocolos convencionais de enumeracao
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(Gongalves et al., 200Miranda et al., 203;1Nero et al., 2006Nero et al., 2008
Ortolani et al., 2007). Além do bom desempenho, as placas Pétfifio conhecidas

pela conveniéncia nos laboratorios, reduzindo tempo de trabalho, materiais e espaco
necessario para incubacao (Nero et al., 2008).

Fisher et al. (2011) realizaram uma avaliagdo comparativa do processo
aerdbico de BAL utilizando o sistema Petrifip comparando-o com dois métodos de
referéncia para a enumeracdo de BAL em diferentes alimentos, incluindo produtos
carneos,e amostras de ambientes de processamento. Os autores observaram que as
placas de Petrifil@ representaram uma alternativa de facil utilizacdo para contagem e
deteccdo de BAL. Ao enumerar as BAL em amostras com um elevado numero de
bactérias ndo-alvo, as placas de Petrifiinpermitiram uma melhor visualiza¢do de
colénias quanto comparada as metodologias convencionais, além de n&do apresentarem o
crescimento de nenhuma colbnia de bacilos ou de bactérias n&o-alvo.

Esse estudo propos a utilizagdo de um agente seletivo e indicador associado a
caldo MRS para promocao de selecdo e diferenciacdo de BAL e culturas starter, o
vermelho de clorofenolCom a utilizagdo desse agente, BAL e micro-organismos
produtores de acidos formam col6nias vermelhas tipicas com halos &cidos na area de
inoculacédo das placas Petrifilth AC, sendo um indicador precoce da presenca desses

micro-organismos.
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OBJETIVOS

Obijetivo geral

Considerando a escassez de dados cientificos que demonstrem a pertinéncia de
utilizacdo de placas Petrifif™ AC associadas a meios de cultura seletivos para
enumeracao de culturas starter em produtos carneos fermentados, o presente estudo tem
como objetivo avaliar protocolos alternativos para enumeracdo desses micro-

organismos em salames.

Obijetivos especificos

Considerando o objetivo geral, os seguintes objetivos especificos foram
definidos:
v Avaliar o desempenho das metodologias de enumeracdo de BAL isoladamente e
culturas starter usualmente utilizadas em produtos carneos fermentados;
v Avaliar o desempenho das metodologias de enumeracdo de BAL em culturas
starter isoladas de salames disponiveis comercialmente;
v' Avaliar a especificidade das metodologias empregadas na enumeracao de culturas

starter adicionadas em salames disponiveis comercialmente.
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Avaliagdo de protocolos alternativos para enumeracgéo de bactérias laticas adicionadas
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Resumo

O presente estudo tem como objetivo avaliar o desempenho de protocolos alternativos
para enumeracgdo de culturas starter em salames, considerando associagdes de placas
Petrifilm™ AC associada ao caldo MRS adicionado de vermelho de clorofenol.
Quatorze culturas puras e dorex de culturas starter foram enumerados em seis
protocolos diferentes: 1) Petrifilm™ AC associado ao caldo MRS adicionado de
vermelho de clorofenol incubado em aerobiose e 2) em anaerobiose, 3) agar MRS
associado a vermelho de clorofenol, 4) MRS associado a purpura de bromocresol, 5)
MRS pH 5,7, e 6) agar All Purpose Tween. Em seguida, amostras de salame foram
obtidas e suas culturas starter enumeradas pelos protocolos 1, 2, 3 e 5. Todas as
contagens foram realizadas apés 24, 48 e 72 h de incubagdo. N&o foram observadas
diferencas significativas entre as medias das contagens das culturag puxade

culturas starter obtidas pelos diferentes protocolos e tempos de incubagdo por ANOVA
(p > 0,05), e a analise de regressao indicou correlagdo significativa entre os resultados
obtidos nas diferentes condigbes avaliadas (p < 0,05). Resultados similares foram
observados nas amostras de salame, com auséncia de diferencas significativas entre as
médias obtidas pelos diferentes protocolos (p > 0,05), e correlacdes significativas entre
as contagens obtidas pelos diferentes protocolos e tempos de incubacgéo (p < 0,05).
Adicionalmente, coldnias obtidas nos diferentes protocolos foram confirmadas como
pertencentes a espécies de culturas starter usualmente utilizadas na producdo de
salames, indicando a seletividade adequada dos protocolos avaliados. Os resultados
obtidos indicam a pertinéncia de utilizagdo de placas Petrifilm™ AC associadas a0

caldo MRS adicionado de vermelho de clorofenol para enumeracéo de culturas starter
em salames apos 24 horas de incubacéo.

Palavras chave: Petrifilm™ AC, culturas starter, salame, enumeracéo
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Abstract

The present study aimed to assess alternative protocols performance for the enumeration
of starter culture in salami considering associations with Petrifilm™ AC added to
chlorophenol red. Fourteen pure cultures and two mstarter cultures were plated on

six different protocols: 1) Petrifilm™ AC added to chlorophenol red incubated in
aerobiosis and 2) in anaerobiosis 3) MRS agar added to chlorophenol red 4) MRS added
to bromocresol purple 5) MRS pH 5.7 and 6) All Purpose Tween agar. Then, samples of
salami were obtained and their starter cultures were enumerated by plating according
protocols 1, 2, 3 and 5. All counts were obtained after 24, 48 and 72 h of incubation. No
significant differences were observed between means counts of starter @ntunes
obtained by the different protocols and incubations times by ANOVA (p > 0.05), and
regression analysis showed significant correlation between the results obtained in the
different conditions (p < 0.05). Similar results were observed for salami samples, with
absence of significant differences between the means obtained by different protocols (p
> 0.05), and significant correlations between data obtained by the different protocols
and incubation time (p < 0.05). Additionallyglonies obtained in plates were confirmed

as belonging to species of starter culture commonly used in the production of salami,
indicating the selectivity of appropriated protocols evaluated. The results show the
relevance of using Petrifilm™ AC added to chlorophenol red for enumeration of starter

culture in salami.

Keywords: Petrifilm™ AC, starter cultures, salami, enumeration
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1. Introducéo

Produtos cérneos fermentados sdo amplamente consumidos pela populagéo
devido a seus aspectos sensoriais caracteristicos. Originalmente, 0 processo de
fermentacdo de produtos carneos foi desenvolvido empiricamente para conservar esses
alimentos por longos periodos de tempo, possibilitando sua estocagem e distribuicdo em
diferentes condicbes e regides. Em escala industrial, esse processo permite a
preservacdo de produtos carneos e retarda a deterioracdo devido a adicdo de sais,
reducdo do pH (producdo de &cidos) e da atividade de agua (desidratacdo) (Toldra,
2010). Ainda, culturas starter especificas sao adicionadas com o objetivo de promover
alteracdes sensoriais caracteristicas (como coloracdo, sabor, textura) e eventualmente
promover o controle de micro-organismos deteriorantes e patogénicos, devido a
producao de substancias antimicrobianas (Hammes & Hertel, 1998).

As principais culturas starter utilizadas para producdo de derivados carneos
fermentados sao micro-organismos do grupo das bactérias laticas (BAL) e
Staphylococcus coagulase negativa. Micro-organismos dos géneros Pediogoccus
Lactobacillus sdo os usualmente empregados pela industria de alimentos, e possuem
como principal caracteristica a producdo de acido latico a partir dos carbgidratos
determinando acidificacdo dos produtos e producdo de compostos responsaveis pelo
aroma e sabor (Bacus, 198%rra, 1998). Adicionalmente, cepas especificas de BAL
podem ser adicionadas como culturas protetoras, devido a capacidade de produzir
substancias antimicrobianas que efetivamente podem controlar a multiplicacdo de
micro-organismos deteriorantes e patogénicos (Milani et al.,, Jo0&4, 2010).

Staphylococcus coagulase negativa, tais como Staphylococcus xyfsus,
carnosus, S. equorum S. saprophyticus, contribuem para o desenvolvimento e a

estabilidade da cor vermelha desejada em embutidos fermentados por meio da atividade
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da enzima nitratoredutase (Miralles et al., 1996). Ainda, esses micro-organismos
também contribuem para o desenvolvimento de outras propriedades sensoriais, como
textura e aroma, devido a producéo de enzimas especificas utilizadas no metabolismo de
proteinas e lipideos (Berdague et al., 1998mmes & Hertel, 1998Sondergaard &
Stahnke, 2002).

Considerando a complexa microbiota que derivados carneos fermentados
possuem, 0 monitoramento adequado dessas populacbes € indispensavel para
manutencdo da qualidade e inocuidade desses produtos. Entretanto, as metodologias
convencionais de enumeracao de culturas starter em alimentos possuem limitagcoes
quanto a praticidade e seletividade, o que limita a quantificacdo precisa de alguns
grupos de micr@rganismos, especialmente BAL. Como alternativa, placas Petrifim™
Aerobic Count Petrifim™ AC, 3M Microbiology, St. Paul, MN, EUA) tem sido
empregadas para enumeracédo de culturas starter em alimentos fermentados, desde que
associadas a meios de cultura com agentes seletivos para grupos microbianos
especificos. Entretanto, os estudos cientificos desenvolvidos para avaliacdo desses
protocolos alternativos séo restritos a derivados lacteos (Champagne et al., 1994
McGregor et al.,, 1995Miranda et al., 203;1Nero et al., 20060rtolani et al., 2007
Pattison et al., 1998). Em produtos carneos, existe a recomendacao de utilizacdo de um
protocolo alternativo que emprega a utilizacdo do caldo de Mann, Rogosa & Sharpe
(MRS) suplementado com vermelho de clorofenol em placas Petrifim™ AC, para
permitir a diferenciacdo de colonias de culturas starter acidificantes (Fisher et al.,
2011). Assim, o presente estudo tem como objetivo avaliar o desempenho desse
protocolo alternativo para enumeracao de culturas starter em salames, comparando com

diferentes protocolos convencionais de enumeragao.
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2. Material e Métodos

2.1. Avaliacdo de protocolos de enumeracgao de culturas starter e culturas puras de BAL

2.1.1. Micro-organismos e culturas starter

Na Tabela 1 sdo apresentados os micro-organignagsculturas starter que

foram utilizados no estudo.

Tabela 1. Culturas starter e micro-organismos utilizados no estudo.

Starter/género n Especificacéo Origem*

TEXEL AS 308 1 Lactobacillus sakei, Staphylococc DuPont®
carnosus, S. xylosus

TEXEL Prism 1 1 L. sakei, S. vitulinus, S. xylosus DuPont®

Lactobacillus 9 L. casei (4) CNRZ 313, CNRZ 1244
CNRZ 1874, CNRZ 1393
L. paracasei (3) CCT 7501, ATCC 10746,
ATCC 335
L. plantarum (2) ATCC 8014, ATCC10012
Lactococcus 3 L. lactis (1) Cepa de campo
L. lactis subs. lactis (2) Cepas de campo
Pediococcus 1 P. pentosaceus Cepa de campo
Staphylococcus 1 S. xylosus (1) ATCC 29971

* DuPont® Danisco®, Madison, VA, EUA; CNRZ: Centre National de Recherches Zootechniques,
JouyenJosas, France, CCT: Cole¢do de Culturas Tropical, Fundacdo Tropical de Pesfjaisagdogia
"André Tosello", Campinas, SP, Bradll] CC: American Type Culture Collection, Manassas, VA, EUA.

As culturas starter foram preparadas conforme as instrucbes do fabricante, e
submetidas a diluicdo em caldo MRS (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra), até obtencéo de
uma turbidez semelhante a escala 1 de MacFarland, o que corresponde a
aproximadamente 3 x @nidades Formadoras de Col6nias por mL (UFC/mL).

As culturas isolados foram conservadas em caldo MRS (Oxoid) suplementado

com glicerol a 20% (v/v) a -80 °C. Para utilizagdo, aliquotas das culturas foram
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estriadas em agar MRS (Oxoid), incubadas a 35 °C por 24 h, e coldnias isoladas
transferidas para caldo MRS (Oxoid), com incubacgéo a 35 °C por 24 h. Em seguida, as
culturas obtidas foram diluidas em caldo MRS até obtencdo de uma turbidez semelhante

a escala 1 de MacFarland, conforme descrito anteriormente.

2.1.2. Protocolos para enumeragao de micro-organismos
As culturas startee as culturas puras foram submetidas a seis protocolos
distintos para enumeracao:

v Protocolo 1 (Petrififi™ AC adicionado de caldo MRS associado ao vermelho
de clorofenol, aerobiose). As culturas obtidas foram diluidas em escala seriada
decimal em caldo MRS (Oxoid) adicionado de uma solugédo de vermelho de
clorofenol (Dinamica Ltda, Diadema, SP, Brasil), a fim de se obter uma
concentracédo final no caldo de 21 mg a cada 100 mL. Diluicdes foram
selecionadas e semeadas em placas PetifillC, com incubacdo em
aerobiose a 35 °C (Fisher et al., 2011). As colbnias formadas foram
enumeradas apos 24, 48 e 72 h de incubacao;

v" Protocolo 2 Petrifim™ AC adicionado de caldo MRS associado ao vermelho
de clorofenol, anaerobiose). Esse protocolo foi definido como uma
modificacdo do proposto por Fisher et al. (2011), considerando protocolos
prévios para enumeracdo de BAL definidos pelo fabricante (3M
Microbiologia). As mesmas diluigbes utilizadas acima foram semeadas em
Petrifilm™ AC e incubadas em anaerobiose (GasPak, BD - Becton, Dickinson
and Company, Franklin Lakes, NJ, EUA) a 30 °C. As colonias formadas foram
enumeradas apos 24, 48 e 72 h de incubacéo;

v" Protocolo 3 (MRS adicionado de vermelho de clorofenol). Esse protocolo foi

utiizado como uma modificagdo do proposto por Fisher et al. (2011)
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considerando a sua adaptagcéo para o procedimento convencional. As culturas
obtidas foram diluidas em escala seriada decimal em caldo MRS (Oxoid), e as
mesmas diluicdes utilizadas nos protocolos anteriores foram selecionadas e
semeadas pour plate e em duplicata em agar MRS (Oxoid) adicionado de uma
solugdo de vermelho de clorofenol (Dindmica), a fim de se obter uma
concentracéo final de 21 mg a cada 100 mL. As placas foram incubadas em
aerobiose a 35 °C, s eol6nias formadas foram enumeradas apos 24,48 e 72 h
de incubacéo;

Protocolo 4 (MRS adicionado de purpura de bromocresol). Esse protocolo foi
definido considerando a metodologia padréo utilizada como referéncia de
comparacao por Fisher et al. (2011). As mesmas diluigbes utilizadas acima
foram semeadas pour plate e em duplicata em dgar MRS (Oxoid) adicionado
de uma solucdo de purpura de bromocreB®)( a fim de se obter uma
concentracéo final de 1,6 g a cada 100 mL. As placas foram incubadas em
anaerobiose (GasPak, BD) a 35 °C, e as colbnias formadas foram enumeradas
apos 24, 48 e 72 h de incubacéo;

Protocolo 5 (MRS pH 5.7). Esse protocolo foi definido considerando a
metodologia 1ISO 15214/1998 (ISO, 1998). As mesmas diluicdes utilizadas
acima foram semeadas pour plate e em duplicata em 4gar MRS (Oxoid) com
pH ajustado a 5.7. As placas foram incubadas em aerobiose a 30 °C, e as
caonias formadas foram enumeradas apos 24, 48 e 72 h de incubacao;
Protocolo 6 (agar All Purpose Tween, APT). Esse protocolo foi definido
considerando a metodologia descrita no Compendium of Methods for the
Microbiological Examination of Foods (Hall et al., 2001). As mesmas diluicbes
utilizadas acima foram semeadas pour plate e em duplicata em agaBBPT (

suplementado com sacarose (2%, m/v) e com uma solucdo de purpura de
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bromocresol BD), a fim de se obter uma concentracéo final de 1,6 g a cada
100 mL. As placas foram incubadas em aerobiose a 25 °C, e as coldnias

formadas foram enumeradas apés 24, 48 e 72 h de incubacao;

Todas as analises foram conduzidas em trés repeticbes independentes. Os
resultados obtidos foram convertidos emdpg apds verificacdo de normalidade,
submetidos a Andlise de Variancia e teste de Tukey para verificacdo de diferencas
significativas (p < 0.05) entre as contagens obtidas por cada protocolo de enumeracéo
tempo de incubacdo. As contagens obtidas pelos Protocolos 1 e 2 também foram
comparadas por regressdo linear, para verificagdo dos niveis de equivaléncia entre os

mesmos apos diferentes tempos de incubagéo (p < 0.05).

2.2. Avaliagédo de protocolos de enumeracgao de culturas starter em salames comerciais

2.2.1. Amostras e analises microbiolégicas

Trinta amostras de salames, provenientes de diferentes industrias de
beneficiamento de alimentos (todas fiscalizadas pelo Servico de Inspecdo Federal do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do Brasil) e diferentes lotes de
producao, foram obtidos em pontos comerciais.

Porcbes de 25 g das amostras foram homogeneizadas em 225 mL de agua
peptonada 0.1% (m/v) em Stomacher durante cinco minutos e submetidas a diluigcbes
seriadas decimais utilizande-caldo MRS (Oxoid) ou caldo MRS (Oxoid) adicionado
de vermelho de clorofenol, preparado conforme descrito no Protocolo 1 (item 1.1.2.).
Diluicdes selecionadas foram entdo submetidas a quatro dos protocolos descritos para

enumeragao de culturas starter, conforme descrito no item 2.1.2.: protocolos 1, 2, 3 e 5.
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Os resultados obtidos foram convertidos emgogpmparados por ANOVA e
Tukey para verificacdo de diferencas significativas (p < 0.05), e por regressao linear,
para verificacdo dos niveis de equivaléncia (p < 0.05). As andlises foram realizadas
considerando os protocolos adotados e os tempos de incubacédo definidos para

enumeracéao das colonias.

2.2.2. Especificidade dos protocolos de enumeracéo de culturas starter em salames

Apébs os periodos de incubacgdo, colbnias de cada uma das amostras foram
selecionadas de maneira representativa (10% da contagem observada em uma placa
selecionada) para cada protocolo testado (tipicas e atipicas, com ou sem formacao de
gas). Um total de 850 coldnias foram obtidas, purificadas por passagens repetidas em
dgar MRS (Oxoid) com incubacdo a 35 °C, e submetidas a testes adicionais para
identificacdo de caracteristicas tipicas de culturas stadeoracdo de Gram
(morfologia) e producéo de catalase.

Considerando os resultados obtidos, 73 isolados foram selecionados e
submetidos a extracdo de DNA com o kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega
Corp., Madison, WI, EUA), e submetidos a agrupamento genético por rep-PCR,
utilizando o primer GT& (Gevers et al., 200NMersalovic et al., 1994). As reacdes de
PCR continham 12,5 pL de Go Taq Green Master Mix 2x (Promega), 1 pL de cada
primer 50 pMol, 2 uL de DNA e &gua livre de DNA (Promega) até completar o volume
de 25 pL. A amplificacdo foi realizada em um termociclador com as seguintes
condicdes: ciclo inicial a 9% por 30 s, 30 ciclos com anelamento &@®or 30 s, e
65 °C por 8 min, e uma extensao final a @ por 16min (Dal Bello et al., 2010). Os
produtos obtidos foram submetidos a eletroforese em um gel de agarose a 2% em
tampéo TBE 0.5x e corados utilizando GelRed (Biotium Inc., Hayward, CA, EUA). Os

perfis genéticos obtidos foram registrados e analisadas pelo software BioNumerics 6.6
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(Applied Maths, Kortrijk, Bélgica A similaridade entre os perfis foi calculada usando a
correlagcdo de Dice (Optimizacdo de 1% e 5% de tolerancia) e um dendrograma foi
obtido a partir dos perfis.

Considerando os perfis genéticos observados e uma taxa de similaridade de
80%, 25 isolados foram selecionados, submetidos a reacdo de PCR para amplificagéo de
uma regido do gene 16S rRNA, utilizando os primers P1V1 e P4V3 (Klijn et al., 1991).
As reagOes de PCR continham 25 pL de Go Taq Green Master Mix 2x (Promega), 1 pL
de cada um dos prime($0 pMol), 2 uL de DNA e &gua livre de DNA até completar o
volume final de 50 pL. As condigdes do PCR foram descritas segundo Klijn et al.
(1991). Os produtos de PCR foram purificados e sequenciados (Macrogen Inc., Seul,
Coréia do Sul), e as sequéncias obtidas foram comparadas utilizando o National Center
for Biotechnology Information (NCBI) utilizando o software Basic Alignment Search

Tool (BLAST) para identificagéo dos isolados (Dal Bello et al., 2010).

3. Resultados e Discussao

3.1. Avaliagédo de protocolos de enumeracao de culturas starter e isolados bacterianos

As médias das contagens das culturas starter e culturas puras enumeradas pelo
seis protocolos considerados nessa etapa do estudo sao apresentadas na Aabela 2.
andlise de variancia indicou auséncia de diferencas significativas entre os protocolos de
enumeracéo, independente dos tempos de incubacéo considerados (24, 48 e 72 horas) (p
> 0,05, TabelaR

Considerando os resultados obtidos nas placas de Petrifim™ AC, independente
das condi¢cbes atmosféricas avaliadas (protocolos 1 e 2), as culturas apresentaram
colonias de coloracdo vermelha com halos amarelos, exceto AS 308, que apresentou

colonias vermelhas, mas sem halos indicadores de acidificagcdo, e as culturas de
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Lactococcus, que apresentaram colonias levemente avermelhadas com halos amarelos.
Fisher et al. (20113valiaram somente o desempenho das placas Petrifilm™ AC em
condicdes de aerobiose, e observaram que a presenca de zonas acidas ao redor de
colénias vermelhas € um indicador precoce da presenca de micro-organismos
acidificantes. Fisher et al. (2011) também relataram a presenca de gas associado as
colonias formadas nas placas de Petrifilm™ AC, que foi considerada um indicativo

adicional para detecgdo de BAL e uma vantagem sobre os protocolos convencionais

utilizados como referéncia para comparacao.

Tabela 2. Médias e desvios padréo das contagens das culturas starter e culturas puras

enumeradas por seis protocolos apés 24, 48 e 72 horas (resultados em log UFC/mL)

Protocolo Tempo de incubacéo
24h 48h 72h

1 7.83+£083 7.64+0.75 7.84+0.73
2 7.67+1.07 7.80+0.81 7.80+0.79
3 755+097 7.69+£0.70 7.70+£0.71
4 7.70+0.71 7.77+0.66 7.80+0.68
5 7.42+090 7.57+0.91 7.59x0.75
6 743+1.04 7.65+0.96 7.64+0.94

ANOVA.: F(l7,664): 0.73, pP= 0.771

Nero et al. (2006) identificaram que algumas espécies de BAL séo inibidas ou

nao reduzem o TTC presente nas placas de Petrifilm™ AC, o que pode comprometer a

confiabilidade das contagens obtidas. Entretanto, os micro-organismos utilizados neste

estudo ndo apresentaram essa limitacdo. Champagne et al. (1994) também né&o

encontraram limitacfes para a enumeracéo de culturas puras de lenkaltisifilm™

AC associado a MRS.

Apoés 24 h de incubacao, AS 308 e S. xylosus nao apresentaram formacao de

colénias em placas contendo agar MRS com pH ajustado para 5.7 (protocolo 5, ISO

15214/1998) (dados ndo apresentaddé®)r esse protocolo, as colbnias formadas

apresentaram dificil visualizacdo, comprometendo a enumeracao precisa das culturas.
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Considerando o protocolo 3, que utilizou o 4gar MRS adicionado de vermelho de
clorofenol, as colbnias apresentaram coloracdo branca-amarelada com halo amarelo,
indicando a producdo de acidos, permitindo a identificacdo precisa dos micro-
organismos acidificantes.

Embora ndo tenham sido observadas diferencas significativas nas contagens
das culturas referéncia e culturas starter obtidas pelos protocolos 4 (MRS adicionado de
purpura de bromocresol) e 6 (APT) quando comparadas com os demais protocolos,
dificuldades técnicas foram observadas durante as andlises. Pelo protocolo 4, as
colénias formadas apresentaram tamanho reduzido e com dificil visualizacdo, e pelo
protocolo 6 as colbnias formadas apresentaram pouca consisténcia e tenderam a
confluir, formando aglomerados. A adicdo de Tween 80 na formulacdo do APT,
utilizado no protocolo 6, pode ser o responsavel por essa caracteristica.

Embora tenham sido identificadas dificuldades técnicas, de maneira geral as
contagens de culturas puras e culturas starter ndo apresentaram diferencas significativas
considerando os diferentes tempos de incubacdo (exceto para AS 308 e S. xylosus em
MRS com pH 5.7, dados ndo apresentados) (Tabela 2). Esses resultados indicam que a
enumeracdo desses grupos pode ocorrer apés 24 h de incubacdo nas condicbes
avaliadas, permitindo a obtencao de resultados em um curto periodo.

As dispersOes das contagens de culturas pura e culturas starter obtidas pelos
protocolos 1 e 2 em diferentes tempos de incubacdo séo apresentados na Figura 1. Os
resultados indicaram uma correlagdo significativa entre os protocolos, indicando a
equivaléncia entre as contagens de culturas puras e culturas starter obtidas em aerobiose
e em anaerobiosép < 0,05). Os parametros de regressdo linear também indicam
correlacbes adequadas entre as contagens obtidas apos 24 h de incubagéo, o que indica ¢
viabilidade de utilizacdo desses protocolos para a rapida enumeracdo desses micro-

organismos (Figura 1). A conveniéncia da utilizacdo de placas Petrifilm™ AC para
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enumeracdo de culturas puras, devido a possibilidade de reducdo do tempo de

incubacéo, j& foi descrita em estudos similares desenvolvidos com culturas laticas e

bifidobactérias (Fisher et al., 2QIMiranda et al., 2011).
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Figura 1. Parametros de correlagdo entre as contagens de culturas puras e culturas starter em

Petrifilm™ AC associado ao caldo MRS adicionado de vermelho de clorofenol em diferentes

condi¢des de incubacao (aerobiose e anaerobiose) e apds os diferentes tempos de incubacao (24,

48 e 72 h). n = nimero; r = indice de correla(;ﬁat;aoeficiente de determinacao; p = nivel de

significancia.

3.2. Avaliagédo de protocolos de enumeracao de culturas starter em salames comerciais

Considerando as limitacbes observadas na etapa anterior do estudo, os

protocolos 4 e 6 nédo foram incluidos para enumeracao de culturas starter em amostras

de salame. As médias das contagens de culturas starter presentes nas amostras de

salame séo apresentadas na Tabela 3. De acordo com os resultados obtidos, ndo foram
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observadas diferencas significativas entre os protocolos avaliados, independente dos
tempos e condigdes de incubagao. Esses resultados confirmam o desempenho observado
pelos protocolos alternativos para enumeragao de BAL e culturas starter considerando
diferentes tempos de incubacdo (Tabela 2), destacando a possibilidade de reducgao
nesses periodos visando a rapidez na obtencdo de resultados finais. Resultados
semelhantes foram observados por Fisher et al. (2011) em amostras de alimentos,
incluindo amostras de carne, e por Miranda et al. (2011) em leites fermentados

adicionados de bifidobactérias.

Tabela 3Médias e desvios padrdo das contagens de culturas starter presentes nas
amostras de salame, considerando quatro protocolos apés 24, 48 e 72 horas (resultados
em log UFC/qg)

Protocolo Tempo de incubacdo

24h 48h 72h
6.44+130 6.68+1.21 6.73+1.20
6.38+£1.49 6.67+1.30 6.81+1.14
6.94+1.24 6.63+£1.37 6.77+1.28
6.67+£1.05 6.63+1.50 6.88+1.29
ANOVA: F (11,307= 0.38, p = 0.963

g W N -

A Figura 2 apresenta as dispersfes das contagens de culturas starter das
amostras de salame, obtidas pelos protocolos 1 e 2. Assim como para as cultueas puras
culturas starter (Figura 1), pode ser observado que todas as correlacbes foram
significativas (p < 0,05), indicando equivaléncias entre os protocolos independente das
condicbes (aerobiose ou anaerobiose) e tempos (24, 48, 72h) de incubac&o. Esses
resultados confirmam a viabilidade de utilizagdo de condicbes de aerobiose e um
reduzido periodo de incubacdo para enumeracdo de culturas starter em amostras de
salame, representando vantagens a serem consideradas no monitoramento desses micro-

organismos.
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As dispersdes entre as contagens obtidas pelas metodologias convencionais
(protocolos 3 e 5, considerando apenas as contagens obtidas apds 72 h de incubacao) e
as contagens obtidas com Petrifilm™ AC (protocolos 1 e 2, considerando 24, 48 ¢ 72 h)
sdo apresentadas nas Figuras 3 e 4. Todas as correlagbes observadas foram
significativas (p < 0,05), indicando equivaléncia entre os protocolos alternativos e

tradicionais.
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Figura 2. ParAmetros de correlagéo entre as contagens de culturas starter adicionadas nos
salames em Petrifilfit AC associado ao caldo MRS adicionado de vermelho de clorofenol em
diferentes condi¢des de incubacédo (aerobiose e anaerobiose) e apos os diferentes tempos de
incubaco (24, 48 e 72 h). n = nimero de amostras; r = indice de corrélagéueficiente de

determinagéo; p = nivel de significancia.

Nas comparacdes dos protocolos considerando as contagens obtidas em

Petrifilm™ AC em aerobiose, os parametros de correlagdo foram melhores com o
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protocolo 5 (MRS pH 5.7) (Figura 3)m relagdo as contagens obtidas com Petrifilm™

AC em anaerobiose, os parametros de correlacdo ndo apresentaram variacéo relevante

nas diferentes comparacOes realizadas (Figura 4). Esses resultados confirmam a

equivaléncia entre as contagens de culturas starter em salame obtidas pelos diferentes

protocolos, e¢ destaca o desempenho adequado das placas Petrifilm™ AC para

enumeracgao apos 24 h de incubacao.
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Figura 3: Parametros de correlacdo entre as contagens de culturas starter adicionadas nos

salames em Petrifilfi AC associado ao caldo MRS adicionado de vermelho de clorofenol em

aerobiose e em dois protocolos convencionais apos os diferentes tempos de incubacéo (24, 48 e

72 h). n = nimero de amostras; r = indice de correlataaaeficiente de determinacéo; p =

nivel de significancia.
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Figura 4: Parametros de correlacdo entre as contagens de culturas starter adicionadas nos
salames em Petrifili¥ AC associado ao caldo MRS adicionado de vermelho de clorofenol em
anaerobiose e em dois protocolos convencionais apés os diferentes tempos de incubacao (24, 48
e 72 h). n = nimero de amostras; r = indice de correldzdaoeficiente de determinacéo; p =

nivel de significancia.

Embora ndo sejam observados estudos similares em produtos carneos, o
desempenhodaquado do Petrifilm™ AC associado a meios de cultura seletivos para

enumeracgao de culturas starter, especialmente BAL, ja foi demonstrado em diferentes
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derivados lacteos fermentados (Champagne et al.; a9talves et al., 200%lero et

al., 2008 Ortolani et al., 2007). Assim como observado no presente estudo, as pesquisas

que demonstram a equivaléncia entre métodos alternativos e 0s procedimentos

convencionais de enumeracao fornecem dados cientificos que permitem a sua utilizacédo
durante o controle de qualidade desses produtos, representando alternativas viaveis e
confiaveis para a industria de alimentos.

Além dissQ os protocolos propostos com Petrifilm™ AC apresentaram
desempenho adequado para a enumeracao das culturas starter de salames apdés 24 h d
incubacéo, representando uma vantagem adicional aos protocolos convencionais por
reduzir o tempo necessario para obtencdo dos resultados finais. Essa vantagem em
relacdo ao menor tempo de incubacdo requerido pelas placas Petrifilm™ AC para
enumeracdo de culturas laticas, incluindo culturas starter e culturas probidticas, ja foi
observada em estudos anteriores, e pode ser considerada um importante diferencial para
a sua utilizacdo pela industria de alimentos para monitoramento da qualidade de
produtos fermentados (Fisher et al., 20Miranda et al., 2011).

Embora as contagens apresentem equivaléncia, € importante ressaltar que uma
avaliacdo da especificidade desses protocolos deva ser desenvolvida, o que permite
demonstrar que 0s micro-organismos enumerados sejam efetivamente os alvos da
pesquisa. Assim, ao final dos periodos de incubacdo dos quatro protocolos considerados
nessa etapa do estudo, 850 coldnias foram purificadas e caracterizadas quanto a
morfologia pela coloragdo de Gram e producdo de catalase. Os resultados dessa
caracterizacdo séo apresentados na Tabela 4.

Considerando os resultados apresentados na Tabela 4, pode ser verificado que
todos os micro-organismos que conseguiram formar coldénias nos meios de cultura dos
protocolos avaliados apresentaram morfologia e resultado de catalase compativeis com

culturas starter usualmente encontradas em embutidos céarneos, indicando que os
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protocolos apresentaram a seletividade desejada para o monitoramento dessas
populacdes bacterianas. Estudos de avaliagdo da microbiota autdctone de salames e
embutidos artesanais demonstram uma participacdo efetiva de micro-organismos do
género Lactobacillus e outras BAL (Carpiné et al., 2@&EWwitzki, 2007); os resultados
obtidos com amostras comerciais de salame também evidenciam a participacdo desses
micro-organismos como componentes das culturas starter adicionadas, além de cocos

Gram positivos e catalase positiva (Tabela 4).

Tabela 4: Caracteristicas morfologicas de 850 coldnias obtidas de amostras de salame semeadas

em Petrifilnt™ AC associado ao caldo MRS adicionado de vermelho clorofenol e incubado em
aerobiose (Protocolo 1), Petrifith AC associado ao caldo MRS adicionado de vermelho
clorofenol e incubado em anaerobiose (Protocolo 2), &gar MRS adicionado de vermelho de

clorofenol (Protocolo 3) e MRS com pH ajustado a 5,7 (Protocolo 5).

Morfologia Catalase Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3 Protocolo 5
cocos Gram + positiva 16 0 11 5

negativa 146 104 154 189
bacilos Gram + negativa 40 46 58 81
TOTAL 202 150 223 275

A composigédo da microbiota dos salames avaliados caracterizada na Tabela 4
foi confirmada pela identificagdo molecular de 25 isolados selecionados, definidos
considerando um nivel de similaridade de 80% dos perfis genéticos obtidos pelo rep-
PCR (Dal Bello et al., 2010) (Figura 5). Esses resultados sdo compativeis com a
composicdo esperada da microbiota de culturas starter adicionadas em produtos carneos
embutidos, especialmente salames, que deve ser compostas por BAL (Lactobacillus
Pediococcus) e cocos Gram positivo e catalase positiva (StaphyloeBogsiria).

Esses grupos sao responsaveis pelas reacdes microbianas que ocorrem simultaneamente
durante a fermentagao (Toldra, 2010). Esses resultados confirmam a seletividade dos

protocolos empregados para enumeracao de culturas starter nas amostras avaliadas.
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Rep-PCR Rep-PCR

Isolado Origem Morfologia Identificacdo
63 MRS -5.7 bacilli
65 PAC - CR - Anaerobiosis bacilli
66 MRS - CR bacilli
67 MRS -5.7 bacilli Lactobacillus paraplantarum
69 PAC - CR - Anaerobiosis bacilli
71 MRS - CR bacilli
73 MRS -5.7 bacilli
21 MRS -5.7 bacilli Lactobacillus paraplantarum
72 MRS - 5.7 bacilli Lactobacillus sakei
6 MRS - CR bacilli
7 MRS - 5.7 bacilli Lactobacillus curvatus
1" PAC - CR - Anaerobiosis bacilli Lactobacillus brevis
1 MRS - 5.7 cocci
3 PAC - CR - Anaerobiosis cocci
5 PAC - CR - Aerobiosis cocci Pediococcus pentosaceus
9 PAC - CR - Anaerobiosis cocci Pediococcus pentosaceus
12 PAC - CR - Aerobiosis cocci Pediococcus pentosaceus
22 PAC - CR - Anaerobiosis cocci
23 PAC - CR - Anaerobiosis cocci
24 PAC - CR - Aerobiosis cocci Pediococcus pentosaceus
25 MRS - CR cocci
26 PAC - CR - Anaerobiosis cocci
27 MRS - CR cocci
29 PAC - CR - Aerobiosis cocci
30 PAC - CR - Aerobiosis cocci
33 MRS - 5.7 cocci
34 MRS - CR cocci
35 PAC - CR - Aerobiosis cocci
36 MRS - 5.7 cocci
37 PAC - CR - Anaerobiosis cocci
38 MRS - CR cocci
39 PAC - CR - Anaerobiosis cocci
4 PAC - CR - Anaerobiosis cocci
42 MRS - CR cocci
43 PAC - CR - Anaerobiosis cocci
48 PAC - CR - Anaerobiosis cocci
54 MRS - CR cocci Pediococcus pentosaceus
55 MRS - CR cocci
58 PAC - CR - Anaerobiosis cocci
4 MRS - CR bacilli Lactobacillus versmoldensis
2 PAC - CR - Aerobiosis cocci Pediococcus pentosaceus
13 PAC - CR - Anaerobiosis bacilli
14 MRS - CR bacilli Lactobacillus sp
17 MRS -5.7 bacilli
8 MRS - CR cocci
16 MRS - CR cocci Pediococcus acidilactici
28 MRS - CR bacilli
44 PAC - CR - Aerobiosis bacilli
45 MRS - CR bacilli Lactobacillus sakei
47 MRS -5.7 bacilli
49 MRS - CR bacilli
50 MRS -5.7 bacilli Lactobacillus sakei
51 MRS -5.7 bacilli
52 PAC - CR - Anaerobiosis bacilli
53 PAC - CR - Aerobiosis bacilli Lactobacillus sakei
64 PAC - CR - Aerobiosis bacilli
46 MRS - 5.7 bacilli Lactobacillus sakei
15 PAC - CR - Anaerobiosis cocci Pediococcus pentosaceus
40 MRS -5.7 cocci Pediococcus pentosaceus
60 PAC - CR - Aerobiosis cocci Pediococcus pentosaceus
61 MRS - CR cocci
68 PAC - CR - Aerobiosis bacilli
70 PAC - CR - Aerobiosis bacilli Lactobacillus sakei
10 MRS -5.7 bacilli
19 MRS -5.7 bacilli
20 MRS - CR bacilli Lactobacillus curvatus
31 MRS - CR bacilli
18 MRS - CR bacilli
32 PAC - CR - Aerobiosis bacilli Lactobacillus plantaram
56 MRS -5.7 bacilli
57 PAC - CR - Aerobiosis bacilli Lactobacillus plantarum
59 MRS - CR bacilli
62 PAC - CR - Aerobiosis bacilli

Figura 5: Taxas de similaridade, perfis genéticos obtidos por rep-PCR, isolados, origem e
morfologia pela coloracdo de Gram de 73 isolados obtidos de amostras de salame,
identificacao de 25 isolados selecionados (sequenciamento do gene 16s RNA). PAC:

Petrifilm™ AC, CR: vermelho de clorofenol; MRS: de Mann, Rogosa & Sharpe.
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Placas Petrifilm™ posuem a vantagem de ser uma metodologia de facil
utilizagdo para contagem e deteccdo de BAL em uma variedade de alimentos. Esse
sistema é simples, elimina o demorado procedimento para confirmagdo da producao de
géas pelas BAL, utilizado nos protocolos convencionais, reduz custos com preparacao de
material, elimina a necessidade de produzir e esterilizar os meios de cultura, necessita
de menor espaco para a incubacao, além de eliminar custos com material para manter o
ambiente anaerébico (Fisher et al., 20Etanco, 2006 Nero et al., 2006). Essas
vantagens sdo importantes para um controle de qualidade eficiente nas industrias de
alimentos, permitindo a otimizacdo do monitoramento dessas populacdes bacterianas
durante os processos de producdo e maturagdo de embutidos carneos.

Os resultados obtidos demonstram a viabilidade de utilizacdo das placas
Petrifilm™ AC associadas ao caldo MRS adicionado com vermelho de clorofenol para
enumeragao seletiva de culturas starter em amostras de salame, com incubagdo em
aerobiose ou em anaerobiose e apOs 24 horas de incubacdo. Essa aplicabilidade foi
confirmada pela equivaléncia das contagens obtidas por esses protocolos com
procedimentos convencionais e padronizados de enumeracdo, e também pela
seletividade das culturas enumeradas, representando uma alternativa viavel e confiavel

para a industria de alimentos realizar o monitoramento dessas populacdes bacterianas.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos demonstraram a pertinéncia de utilizacdo das placas
Petriflm™ AC, associadas ao caldo MRS adicionado de vermelho de clorofenol,
para enumeracdo de culturas starter utilizadas para a producdo de embutidos
carneos;

O protocolo proposto com Petrifilm™ AC apresentou resultados equivalentes

guando as placas foram incubadas em aerobiose ou em anaerobiose, e considerando
as contagens obtidas em 24, 48 e 72 h de incubacao;

As contagens das culturas starter obtidas ainda foram equivalentes as contagens
obtidas pelos protocolos convencionais de enumeragéo de culturas starter e BAL;

O desempenho dos protocolos com placas Petrifilm™ AC observado em culturas

starter e laticas foi similar no monitoramento das culturas starter adicionadas em
amostras de salames, indicando a pertinéncia de sua utilizagdo nas mesmas
condi¢des para o seu controle de qualidade;

Os protocolos avaliados apresentaram seletividade adequada, permitindo o

crescimento de colbnias de culturas starter usualmente adicionadas em salames.
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RESULTADOS DETALHADOS
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Tabela 1. Primeira repeticdo da enumeracao de culturasepumas’ de culturas starter nos seis protocolos ap6s 24 horas de incubacgéo (resultados em UFC/mL).

Cultura Repeticdo Protocolo1l  Protocolo 2 Protocolo 3 Protocolo 4 Protocolo5 Protocolo 6
Lactobacillus casei 1 <1000 <1000 <1000 <1000 <1000 1000000
Lactobacillus casei 1 < 1000 < 1000 <1000 <1000 <1000 <1000
Lactobacillus casei 1 <1000 <1000 <1000 <1000 <1000 1000000
Lactobacillus casei 1 < 1000 < 1000 <1000 <1000 <1000 <1000
Lactobacillus paracasei 1 48000000 111000000 131500000 137500000 93500000 < 1000
Lactobacillus paracasei 1 <1000 250000000 <1000 510000000 < 1000 <1000
Lactobacillus paracasei 1 <1000 1000000 2000000 5750000 <1000 <1000
Lactobacillus plantarum 1 720000000 730000000 263000000 173500000 206000000 < 1000
Lactobacillus plantarum 1 1020000000 1120000000 405000000 420000000 485000000 770000000
Pediococcus pentosaceus 1 21000000 19300000 10900000 10850000 10050000 11500000
Lactococcus lactis 1 1100000000 2590000000 89000000 92500000 <1000 220000000
Lactococcus lactis subsp. lactis 1 46000000 57000000 83000000 110000000 < 1000 259500000
Lactococcus lactis subsp. lactis 1 233000000 224000000 102500000 105500000 < 1000 229000000
Staphylococcus xylosus 1 830000000 860000000 375000000 525000000 < 1000 680000000
L. sakei, S. carnosus, S. xylosus 1 33000000 <1000 <1000 <1000 <1000 18000000
L. sakei, S. xylosus, S. vitulinus 1 16000000 31000000 7000000 11500000 6000000 15000000
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Tabela 2. Segunda repeticdo da enumeracao de culturasepumas’ de culturas starter nos seis protocolos ap6os 24 horas de incubacéo (resultados em UFC/mL).

Cultura Repetgdo Protocolo1l Protocolo 2 Protocolo 3 Protocolo 4 Protocolo5 Protocolo 6
Lactobacillus casei 2 <1000 <1000 <1000 22750000 <1000 3100000
Lactobacillus casei 2 < 1000 < 1000 <1000 9200000 <1000 1500000
Lactobacillus casei 2 < 1000 100000 100000 13800000 <1000 3350000
Lactobacillus casei 2 <1000 <1000 <1000 10650000 <1000 1800000
Lactobacillus paracasei 2 135000000 114000000 133500000 124000000 < 1000 <1000
Lactobacillus paracasei 2 <1000 138000000 17500000 177000000 < 1000 <1000
Lactobacillus paracasei 2 <1000 2100000 2950000 3450000 350000 2500000
Lactobacillus plantarum 2 206000000 172000000 181000000 123000000 101000000 < 1000
Lactobacillus plantarum 2 1550000000 1550000000 1890000000 1075000000 965000000 < 1000
Pediococcus pentosaceus 2 47000000 33000000 31000000 31000000 30000000 35300000
Lactococcus lactis 2 149000000 124000000 123500000 102000000 < 1000 98000000
Lactococcus lactis subsp. lactis 2 2760000000 2560000000 2995000000 2220000000 < 1000 1240000000
Lactococcus lactis subsp. lactis 2 <1000 164000000 246000000 165000000 <1000 131500000
Staphylococcus xylosus 2 <1000 3000000 <1000 8400000 <1000 1000000

L. sakei, S. carnosus, S. xylosus 2 3000000 2800000 3000000 3600000 <1000 <1000

L. sakei, S. xylosus, S. vitulinus 2 31500000 233000000 14800000 11050000 8950000 19150000
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Tabela 3. Terceira repeticdo da enumeracédo de culturas tmas” de culturas starter nos seis protocolos apés 24 horas de incubacao (resultados em UFC/mL).

Cultura Repeticdo Protocolo1l Protocolo 2 Protocolo 3 Protocolo 4 Protocolo5 Protocolo 6
Lactobacillus casei 3 6000000 6000000 <1000 < 1000 1000000 > 300000000
Lactobacillus casei 3 <1000 <1000 1000000 <1000 <1000 > 300000000
Lactobacillus casei 3 <1000 1000000 <1000 < 1000 <1000 > 300000000
Lactobacillus casei 3 <1000 <1000 <1000 <1000 <1000 > 300000000
Lactobacillus paracasei 3 92000000 111000000 72000000 83000000 78000000 > 300000000
Lactobacillus paracasei 3 <1000 95000000 <1000 55000000 <1000 > 300000000
Lactobacillus paracasei 3 <1000 <1000 <1000 <1000 <1000 > 300000000
Lactobacillus plantarum 3 55000000 56000000 60000000 47000000 58000000 266000000
Lactobacillus plantarum 3 30000000 30000000 20000000 37000000 16000000 <1000
Pediococcus pentosaceus 3 8000000 3000000 4000000 5000000 5000000 > 300000000
Lactococcus lactis 3 47000000 30000000 24000000 28000000 15000000 154000000
Lactococcus lactis subsp. lactis 3 <1000 <1000 83000000 <1000 <1000 > 300000000
Lactococcus lactis subsp. lactis 3 68000000 112000000 50000000 46000000 <1000 > 300000000
Staphylococcus xylosus 3 5000000 <1000 <1000 <1000 <1000 > 300000000
L. sakei, S. carnosus, S. xylosus 3 3000000 1000000 2000000 <1000 <1000 > 300000000
L. sakei, S. xylosus, S. vitulinus 3 19000000 24000000 37000000 25000000 52000000 > 300000000
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Tabela 4. Primeira repeticdo da enumeracao de culturas gtinais” de culturas starter nos seis protocolos ap6s 48 horas de incubacéo (resultados em UFC/mL).

Cultura Repeticdo Protocolo1l Protocolo 2  Protocolo 3 Protocolo4  Protocolo5 Protocolo 6
Lactobacillus casei 1 60000000 172000000 132000000 192000000 < 1000 2000000
Lactobacillus casei 1 1000000 156000000 99000000 182500000 500000 5000000
Lactobacillus casei 1 46000000 122000000 91500000 121500000 < 1000 1000000
Lactobacillus casei 1 8000000 108000000 79500000 143000000 < 1000 5000000
Lactobacillus paracasei 1 118000000 116000000 159000000 147500000 145500000 187000000
Lactobacillus paracasei 1 30000000 285000000 420000000 675000000 401500000 605000000
Lactobacillus paracasei 1 6200000 6300000 3600000 7600000 3750000 <1000
Lactobacillus plantarum 1 730000000 730000000 273000000 247500000 240000000 560000000
Lactobacillus plantarum 1 1100000000 1120000000 420000000 595000000 515000000 1050000000
Pediococcus pentosaceus 1 23500000 19300000 11600000 12300000 10250000 13650000
Lactococcus lactis 1 1600000000 2590000000 93500000 108500000 119500000 228500000
Lactococcus lactis subsp. lactis 1 46000000 57000000 87500000 110000000 82000000 266500000
Lactococcus lactis subsp. lactis 1 242000000 224000000 105000000 109000000 143500000 235000000
Staphylococcus xylosus 1 8300000 870000000 415000000 825000000 455000000 680000000
L. sakei, S. carnosus, S. xylosus 1 33000000 25000000 13500000 35000000 500000 20500000
L. sakei, S. xylosus, S. vitulinus 1 16000000 31000000 7000000 116500000 8500000 16000000
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Tabela 5. Segunda repeticdo da enumeracao de culturas punias de culturas starter nos seis protocolos apds 48 horas de incubacéo (resultados em UFC/mL).

Cultura Repeticdo Protocolo1l Protocolo2  Protocolo 3 Protocolo4  Protocolo5 Protocolo 6
Lactobacillus casei 2 23800000 33600000 20050000 28700000 18650000 4700000
Lactobacillus casei 2 14100000 15100000 10750000 10600000 5350000 2450000
Lactobacillus casei 2 18400000 23900000 20250000 18900000 < 1000 4050000
Lactobacillus casei 2 11900000 14600000 12550000 11600000 < 1000 3200000
Lactobacillus paracasei 2 141000000 115000000 149500000 128500000 109000000 113000000
Lactobacillus paracasei 2 56000000 211000000 200500000 183500000 150000000 92000000
Lactobacillus paracasei 2 4400000 5200000 4650000 4200000 4100000 3700000
Lactobacillus plantarum 2 207000000 172000000 181000000 129000000 111500000 136000000
Lactobacillus plantarum 2 1620000000 1620000000 1930000000 1115000000 1005000000 830000000
Pediococcus pentosaceus 2 49000000 35000000 32000000 31000000 30000000 > 300000000
Lactococcus lactis 2 149000000 129000000 129000000 102500000 86000000 104500000
Lactococcus lactis subsp. lactis 2 2800000000 2640000000 3070000000 2255000000 1965000000 1515000000
Lactococcus lactis subsp. lactis 2 290000000 196000000 252500000 172000000 148000000 135500000
Staphylococcus xylosus 2 <1000 3000000 <1000 9700000 <1000 4400000

L. sakei, S. carnosus, S. xylosus 2 3600000 3600000 3200000 3900000 < 1000 <1000

L. sakei, S. xylosus, S. vitulinus 2 31500000 233000000 15300000 11050000 9150000 19750000
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Tabela 6. Terceira repeticdo da enumeracédo de culturas gtmas” de culturas starter nos seis protocolos apés 48 horas de incubacao (resultados em UFC/mL).

Cultura Repeticac Protocolo 1 Protocolo 2  Protocolo 3 Protocolo4  Protocolo5 Protocolo 6
Lactobacillus casei 3 23800000 33600000 20050000 28700000 18650000 4700000
Lactobacillus casei 3 14100000 15100000 10750000 10600000 5350000 2450000
Lactobacillus casei 3 18400000 23900000 20250000 18900000 <1000 4050000
Lactobacillus casei 3 11900000 14600000 12550000 11600000 <1000 3200000
Lactobacillus paracasei 3 141000000 115000000 149500000 128500000 109000000 113000000
Lactobacillus paracasei 3 56000000 211000000 200500000 183500000 150000000 92000000
Lactobacillus paracasei 3 4400000 5200000 4650000 4200000 4100000 3700000
Lactobacillus plantarum 3 207000000 172000000 181000000 129000000 111500000 136000000
Lactobacillus plantarum 3 1620000000 1620000000 1930000000 1115000000 1005000000 830000000
Pediococcus pentosaceus 3 49000000 35000000 32000000 31000000 30000000 > 300000000
Lactococcus lactis 3 149000000 129000000 129000000 102500000 86000000 104500000
Lactococcus lactis subsp. lactis 3 2800000000 2640000000 3070000000 2255000000 1965000000 1515000000
Lactococcus lactis subsp. lactis 3 290000000 196000000 252500000 172000000 148000000 135500000
Staphylococcus xylosus 3 <1000 3000000 <1000 9700000 <1000 4400000

L. sakei, S. carnosus, S. xylosus 3 3600000 3600000 3200000 3900000 <1000 <1000

L. sakei, S. xylosus, S. vitulinus 3 31500000 233000000 15300000 11050000 9150000 19750000
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Tabela 7. Primeira repeticdo da enumeracao de culturasepumas’ de culturas starter nos seis protocolos ap6s 72 horas de incubacgéo (resultados em UFC/mL).

Cultura Repetigcéc Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3 Protocolo 4 Protocolo 5 Protocolo 6
Lactobacillus casei 186000000 176000000 144000000 201000000 73500000 2000000
Lactobacillus casei 1 146000000 157000000 109500000 186000000 41500000 < 1000
Lactobacillus casei 1 133000000 128000000 104500000 121500000 67500000 1000000
Lactobacillus casei 1 114000000 110000000 111000000 143000000 39500000 500000
Lactobacillus paracasei 1 124000000 117000000 164000000 147500000 156000000 200000000
Lactobacillus paracasei 1 128000000 305000000 425000000 675000000 422500000 830000000
Lactobacillus paracasei 1 6600000 6400000 100000 7850000 3950000 2700000
Lactobacillus plantarum 1 740000000 740000000 284000000 250500000 250000000 570000000
Lactobacillus plantarum 1 1150000000 1130000000 435000000 595000000 545000000 1110000000
Pediococcus pentosaceus 1 23900000 19300000 11900000 7850000 10400000 13650000
Lactococcus lactis 1 3240000000 2630000000 96500000 110500000 122500000 233500000
Lactococcus lactis subsp. lact 1 47000000 57000000 87500000 147000000 82000000 268000000
Lactococcus lactis subsp. lact 1 257000000 243000000 105000000 118500000 157500000 236000000
Staphylococcus xylosus 1 830000000 890000000 420000000 960000000 530000000 705000000
L. sakei, S. carnosus, S. xylosi 1 33000000 25000000 17500000 610000000 1000000 21500000
L. sakei, S. xylosus, S. vitulinus 1 17000000 32000000 13500000 174500000 8500000 16500000
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Tabela 8. Segunda repeticdo da enumeracao de culturasepumas’ de culturas starter nos seis protocolos apds 72 horas de incubacéo (resultados em UFC/mL).

Cultura Repetigcéc Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3 Protocolo 4 Protocolo 5 Protocolo 6
Lactobacillus casei 2 28400000 34500000 20600000 29250000 23300000 4950000
Lactobacillus casei 2 17400000 16800000 11800000 10650000 8000000 3050000
Lactobacillus casei 2 20500000 24500000 20650000 19200000 18400000 4300000
Lactobacillus casei 2 16600000 14600000 13050000 11850000 8100000 3400000
Lactobacillus paracasei 2 143000000 115000000 152500000 131000000 112000000 115500000
Lactobacillus paracasei 2 113000000 213000000 208000000 186500000 153500000 116000000
Lactobacillus paracasei 2 4400000 5500000 4700000 4200000 4300000 6900000
Lactobacillus plantarum 2 207000000 176000000 183000000 131000000 111500000 136000000
Lactobacillus plantarum 2 1670000000 1620000000 1980000000 1140000000 1020000000 845000000
Pediococcus pentosaceus 2 49000000 35000000 32000000 31000000 30000000 > 300000000
Lactococcus lactis 2 151000000 132000000 129000000 104000000 88000000 107000000
Lactococcus lactis subsp. lact 2 2830000000 2640000000 3070000000 2255000000 2015000000 1595000000
Lactococcus lactis subsp. lact 2 294000000 201000000 255500000 176000000 154000000 135500000
Staphylococcus xylosus 2 <1000 3000000 <1000 22000000 <1000 4400000

L. sakei, S. carnosus, S. xylosi 2 7000000 13000000 65000000 < 1000 1500000 19000000

L. sakei, S. xylosus, S. vitulinus 2 32300000 23800000 15650000 11050000 9150000 19750000
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Tabela 9. Terceira repeticdo da enumeracédo de culturasepunas’ de culturas starter nos seis protocolos apos 72 horas de incubacéo (resultados em UFC/mL).

Cultura Repeti¢éc Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3 Protocolo 4 Protocolo 5 Protocolo 6
Lactobacillus casei 3 111000000 134000000 51000000 54000000 30000000 > 300000000
Lactobacillus casei 3 96000000 103000000 39000000 56000000 22000000 > 300000000
Lactobacillus casei 3 62000000 53000000 19000000 22000000 23000000 > 300000000
Lactobacillus casei 3 76000000 79000000 34000000 32000000 32000000 > 300000000
Lactobacillus paracasei 3 94000000 112000000 75000000 90000000 86000000 > 300000000
Lactobacillus paracasei 3 82000000 156000000 69000000 58000000 52000000 > 300000000
Lactobacillus paracasei 3 5000000 7000000 4000000 4000000 1000000 > 300000000
Lactobacillus plantarum 3 58000000 60000000 67000000 60000000 66000000 322000000
Lactobacillus plantarum 3 36000000 33000000 22000000 43000000 21000000 18000000
Pediococcus 3 9000000 7000000 6000000 9000000 6000000 > 300000000
Lactococcus lactis 3 50000000 32000000 29000000 31000000 30000000 > 300000000
Lactococcus lactis subsp. lact 3 <1000 <1000 85000000 <1000 <1000 > 300000000
Lactococcus lactis subsp. lact 3 107000000 119000000 59000000 50000000 58000000 > 300000000
Staphylococcus xylosus 3 5000000 1000000 4000000 <1000 3000000 > 300000000
L. sakei, S. carnosus, S. xylos 3 4000000 2000000 3000000 <1000 <1000 > 300000000
L. sakei, S. xylosus, S. vitulinu: 3 24000000 28000000 38000000 25000000 55000000 > 300000000
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Tabela 10: Enumeracédo de culturas starter isoladas de salames comerciais nos seis protocolos

apos 24 horas de incubacéo (resultados em UFC/q).

Amostras de salame Industria Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3 Protocolo 5

Sall
Sal 2
Sal 3
Sal 4
Sal 5
Sal 6
Sal 7
Sal 8
Sal 9
Sal 10
Sal 11
Sal 12
Sal 13
Sal 14
Sal 15
Sal 16
Sal 17
Sal 18
Sal 19
Sal 20
Sal 21
Sal 22
Sal 23
Sal 24
Sal 25
Sal 26
Sal 27
Sal 28
Sal 29
Sal 30

WOWW2X>2T>T2>TOTE®OO0CO0O>MMOOOO0OTOOOO0OO00 >

3500000 5600000
<10 200000
<10 200000
<10 130000000

13700000 21100000
91000000 117000000
123000000 129000000

46100000 25300000
<10 270000000
<10 100000
<10 46000000
100000 <10
<1000 4100000
2700000 2500000
500000 3400000
3400 600
300000 <10
513000000 < 10
7000000 10600000
7700000 300000
330000 170000
3600000 1820000
<10 11400000

140000000 160000000
19300000 35000000
340000 80000
10000000 11900000
89000 2300
660000 1380000
70000 20000

7600000
<10
50000
1305000000
<10
101500000
119500000
<10
266500000
<10
54000000
<10

<10
3700000
350000
<10

<10

<10
16750000
11700000
940000
8600000
<10
178000000
39500000
415000
6800000
43500
4000000
<10

<10

<10

<10
115500000
10200000
97000000
109000000
15300000
238000000
<10
8500000
200000
2600000
650000
1550000
<10

<10

<10
5600000
3800000
205000
200000
8300000
<10

<10

<10

<10

<10
200000
<10
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Tabela 11: Enumeracédo de culturas starter isoladas de salames comerciais nos seis protocolos

apos 48 horas de incubacéo (resultados em UFC/g).

Amostras de salame Indlstria Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3 Protocolo 5

Sall

Sal 2

Sal 3

Sal 4

Sal 5

Sal 6

Sal 7

Sal 8

Sal 9

Sal 10
Sal 11
Sal 12
Sal 13
Sal 14
Sal 15
Sal 16
Sal 17
Sal 18
Sal 19
Sal 20
Sal 21
Sal 22
Sal 23
Sal 24
Sal 25
Sal 26
Sal 27
Sal 28
Sal 29
Sal 30

WOWW2X>2T>T2>OTNE®OO0CO>MMOOO0OTOOOOO00 D >

5800000 11400000
300000 500000
100000 800000

159000000 149000000
15400000 25100000
94000000 128000000
146000000 146000000

46200000 381000000
295000000 340000000
<10 100000
25800000 77000000
900000 800000
1000000 7300000
4400000 6900000
5700000 8200000
3700 1900
300000 200000
550000000 1700000
10800000 17800000
11100000 4700000
530000 850000
5800000 2390000
11200000 14000000
140000000 164000000
19300000 55000000
600000 1170000
8900000 12700000
95000 11400
1240000 1600000
350000 300000

9000000 8700000
150000 500000
1050000 1550000
1330000000 130000000
<10 33600000
113000000 112500000
127500000 126000000
<10 24550000
273000000 257500000
200000 400000
84000000 115500000
800000 950000
7300000 15550000
4900000 4800000
3500000 10150000
400 50

150000 150000
450000 <10
22050000 22750000
20700000 18900000
2060000 1530000
12000000 10950000
13900000 24250000
179000000 182000000
44000000 43000000
810000 70000
11700000 15000000
62000 23050
11200000 5700000
190000 20000
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Tabela 12. Enumeracédo de culturas starter isoladas de salames comerciais nos seis protocolos

apos 72 horas de incubacéo (resultados em UFC/q).

Amostras de salame Indlstria Protocolo 1 Protocolo 2

Protocolo 3 Protocolo 5

Sall

Sal 2

Sal 3

Sal 4

Sal 5

Sal 6

Sal 7

Sal 8

Sal 9

Sal 10
Sal 11
Sal 12
Sal 13
Sal 14
Sal 15
Sal 16
Sal 17
Sal 18
Sal 19
Sal 20
Sal 21
Sal 22
Sal 23
Sal 24
Sal 25
Sal 26
Sal 27
Sal 28
Sal 29
Sal 30

WOWW2X>2T>T2>TOTE®OO0CO>MMOOOO0OTOOOOO00 >

8100000
400000
100000
159000000
16600000
94000000
146000000
46400000
305000000
<10
25800000
1100000
1600000
4600000
6000000
4000
300000
585000000
10800000
12400000
540000
7400000
12100000
154000000
63000000
740000
9600000
95000
1350000
380000

11700000
2400000
1300000
152000000
25100000
130000000
155000000
39400000
350000000
8100000
96000000
4900000
7800000
7000000
9600000
2400
700000
1800000
17800000
5900000
990000
9600000
14000000
167000000
56000000
1170000
12700000
11500
1600000
1110000

9550000 13700000
350000 1400000
550000 2000000
1435000000 136000000
32200000 34900000
113000000 115500000
128500000 129000000
26500000 27700000
275000000 264000000
300000 8550000
88500000 121500000
1550000 6100000
7850000 17650000
4950000 5300000
4200000 11150000
500 200
150000 1800000
2550000 <10
22150000 24450000
22900000 23650000
2100000 1565000
11800000 12450000
14150000 25000000
180000000 185000000
44000000 25500000
835000 320000
11900000 16050000
8650 28850
11900000 9200000
2500 150
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(resultados em log UFC/mL)

Tabela 13. Médias e desvios padd@econtagens do “mix” de culturas starter contendo L.

sakei, S. carnosusS. xylosus enumeradas considerando seis protocolos apos 24, 48 e 72 horas

Protocolo Meio de cultura Incubacéo Tempo de incubacdo
24h 48h 72h

1 Petrifilm AC added to CF Aerobiose, 35°C 6.82 +0.60 6.89 +0.54 6.91 +0.52
2 Petrifilm AC added to CF Anaerobiose, 30 °C 6.22 +0.32 6.65+0.70 6.75+0.57
3 MRS added to CR Aerobiose, 35°C 6.39+0.12 6.70 £0.37 6.74 +0.43
4 MRS added to PB Anaerobiose, 35 °C 6.56 £0.00 7.07£0.67 7.45+1.19
5 MRS pH 5.7 Aerobiose, 30 °C 5.70+£0.00 6.15+0.21
6 APT Aerobiose, 25°C  7.26 +0.00 7.31+0.00 7.33+0.00

ANOVA: F7664y= 0.73, p=0.771

Tabela 14. Médias e desvios paddascontagens do “mix” de culturas starter contendo L.
sakei, S. xylosus e S. vitulinus enumeradas considerando seis protocolos apds 24, 48 e 72 horas
(resultados em log UFC/mL).

Protocolo Meio de cultura Incubacéo Tempo de incubacédo
24h 48h 72h

1 Petrifilm AC added to CF Aerobiose, 35°C 7.33+0.15 7.35+0.15 7.37+0.14
2 Petrifilm AC added to CF Anaerobiose, 30 °(7.75+0.54 7.75+0.53 7.44 +0.06
3 MRS added to CR Aerobiose, 35°C 7.19+0.36 7.20+£0.37 7.30+0.24
4 MRS added to PB Anaerobiose, 35 °(7.17£0.20 7.50+0.52 7.56 £0.62
5 MRS pH 5.7 Aerobiose, 30 °C  7.15+0.50 7.20+0.45 7.21+0.46
6 APT Aerobiose, 25°C 7.23+0.08 7.25+0.06 7.26 +0.06

ANOVA: F (17,33)— 073, p= 0.753

Tabela 15. Médise desvios padréo das contagens de L. casei enumeradas considerando seis

protocolos apoés 24, 48 e 72 horas (resultados em log UFC/mL).

MRS pH 5.7
APT

Aerobiose, 30 °C
Aerobiose, 25 °C

6.00 +0.00 bc 6.42+0.71bc 7.42+0.30 ¢

6.24 £+ 0.23 bc 6.48 +0.25 bc 6.56 + 0.34
bc

Protocolo Meio de cultura Incubacéo Tempo de incubacao
24h 48h 72h

1 Petrifiim AC added to CF Aerobiose, 35 °C 6.78 +0.00 abc7.34+0.52a 7.80+0.39¢
2 Petrifiim AC added to CF Anaerobiose, 3@« 5.93+0.89c 7.80+0.39a 7.81+0.39¢
3 MRS added to CR Aerobiose, 35°C 550+0.71¢c 7.53+0.38a 7.60+0.39¢
4 MRS added to PB Anaerobiose, 3% 7.12+0.17ab 7.66+0.45a 7.67+0.45¢
5

6

ANOVA: F7.12n= 16.23, p <0.005

64



Tabela 16. Médias e desvios padrédo das contagens de L. paracasei enumeradas considerando

seis protocolos apods 24, 48 e 72 horas (resultados em log UFC/mL).

Protocolo Meio de cultura Incubacéo Tempo de incubacédo
24h 48h 72h

1 Petrifilm AC added to CF Aerobiose, 35°C 7.93+0.237.47 +0.60 7.61 +0.67
2 Petrifilm AC added to CF Anaerobiose, 30 °C 7.62+£0.927.72+0.72 7.73+£0.71
3 MRS added to CR Aerobiose, 35°C 7.35+0.827.65+0.81 7.65+0.82
4 MRS added to PB Anaerobiose, 35°C 7.77 +0.757.68 £+ 0.80 7.66 +£0.85
5 MRS pH 5.7 Aerobiose, 30°C  7.14+1.387.53+0.90 7.55+0.90
6 APT Aerobiose, 25°C  6.40+0.007.93+0.82 7.72+0.87

ANOVA: F (17.112)= 038, p= 0.987

Tabela 17. Médias e desvios padréo das contagens de L. plantarum enumeradas considerando

seis protocolos apés 24, 48 e 72 horas (resultados em log UFC/mL).

Protocolo Meio de cultura Incubacéo Tempo de incubacdo
24h 48h 72h

1 Petrifilm AC added to CF Aerobiose, 35°C 8.43+0.71 8.46+0.70 8.46 +0.70
2 Petrifilm AC added to CF Anaerobiose, 30 °C 8.43 £0.72 8.44+0.70 8.45+0.70
3 MRS added to CR Aerobiose, 35°C  8.27+£0.68 8.30+0.67 8.30 £ 0.67
4 MRS added to PB Anaerobiose, 35 °C 8.20+0.56 8.29 +0.56 8.29 +0.56
5 MRS pH 5.7 Aerobiose, 30°C  8.16 £0.64 8.21 +0.61 8.22 +0.62
6 APT Aerobiose, 25°C 8.66 +0.33 8.43+0.66 8.44 +0.66

ANOVA: F1786=0.17, p = 0.999

Tabela 18. Médias e desvios padrao das contagens de Leladiéstis subsp. lactis
enumeradas considerando seis protocolos apés 24, 48 e 72 horas (resultados em log UFC/mL).

Protocolo Meio de cultura Incubagéo Tempo de incubacéo
24h 48h 72h

1 Petrifilm AC added to CF Aerobiose, 35°C 8.31+0.698.38+0.65 8.43+0.71
2 Petrifiim AC added to CF Anaerobiose, 30 °C 8.35+0.718.36 £ 0.71 8.37 +0.71
3 MRS added to CR Aerobiose, 35°C 8.09+0.598.11 £+0.58 8.12 +0.57
4 MRS added to PB Anaerobiose, 35 °C 8.09 +0.56 8.11 £ 0.55 8.14 +0.55
5 MRS pH 5.7 Aerobiose, 30°C  7.18+£0.008.10 +0.54 8.11 +0.54
6 APT Aerobiose, 25°C  8.36 £0.36 8.41 +0.41 8.42+0.41

ANOVA: F (17.116)= 0.60, p = 0.887
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Tabela 19. Médias e desvios padréo das contagens de Pediococcus pentosaceus enumeradas

considerando seis protocolos apos 24, 48 e 72 horas (resultados em log UFC/mL).

Protocolo Meio de cultura Incubacéo Tempo de incubacéo
24h 48h 72h

1 Petrifilm AC added to CF Aerobiose, 35°C 7.30+0.397.34+0.37 7.34+0.37
2 Petrifilm AC added to CF Anaerobiose, 30 °C 7.09 +0.557.14 +0.49 7.22 +0.35
3 MRS added to CR Aerobiose, 35 °C  8.57+0.008.62+0.00 7.61+1.43
4 MRS added to PB Anaerobiose, 35°C 7.82+1.307.95+1.36 7.98+1.41
5 MRS pH 5.7 Aerobiose, 30 °C 8.66 +0.00 7.60+1.59
6 APT Aerobiose, 25°C  7.42+2.007.74+155 7.75+1.56

ANOVA: F (17.31)= 018, p= 0.999

Tabela 20. Médise desvios padréo das contagens de S. xylosus enumeradas considerando seis

protocolos apés 24, 48 e 72 horas (resultados em log UFC/mL).

Protocolo Meio de cultura Incubacéo Tempo de incubacédo
24h 48h 72h

1 Petrifilm AC added to CF Aerobiose,35°C 7.81+1.57 6.81+0.16 7.84+1.61
2 Petrifilm AC added to CF Anaerobiose, 30 °C 7.71+1.74 7.14+158 7.14+1.58
3 MRS added to CR Aerobiose, 35°C 857 +0.00 8.62+0.00 7.61+1.43
4 MRS added to PB Anaerobiose, 35°C 7.82+1.30 7.95+1.36 7.98+1.41
5 MRS pH 5.7 Aerobiose, 30 °C 8.66 +0.00 7.60+1.59
6 APT Aerobiose, 25 °C 742 +200 7.74+155 7.75+1.56

ANOVA: F (16.16= 0.18, p = 0.999

Tabela 21 Médias e desvios padréias contagens de culturas starter presentes nas
amostras de salame, considerando quatro protocolos apés 24, 48 e {2choitados
em log UFC/mL).

Protocolo Meio de cultura Incubacéo Tempo de incubacdo

24h 48h 72h
1 Petrifilm AC added to CF Aerobiose,35°C 6.44 +1.30 6.68 +1.21 6.73 +1.20
2 Perifilm AC added to CR Anaerobiose, 30 °C 6.38 +1.49 6.67 £1.30 6.81 +1.14
3 MRS added to CR Aerobiose, 35°C  6.94+1.24 6.63 £1.37 6.77 +£1.28
5 MRS pH 5.7 Aerobiose, 30 °C  6.67 +1.05 6.63 +1.50 6.88 £1.29

ANOVA: F (11.307)= 0.38, p= 0.9
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