ANA LUCIA MAGNANI

EFEITO DO CRAVO (Syzygium aromaticum) SOBRE Salmonella E
Staphylococcus aureus EM SALAME TIPO ITALIANO

VICOSA

Tese apresentada a
Universidade Federal de Vigosa,
como parte das exigéncias do
Programa de Poés-Graduagdo em
Microbiologia Agricola, para
obtencdo do titulo de “Magister
Scientiae”.

MINAS GERALIS - BRASIL

2001



ANA LUCIA MAGNANI

EFEITO DO CRAVO (Syzygium aromaticum) SOBRE Salmonella E
Staphylococcus aureus EM SALAME TIPO ITALIANO

APROVADA: 28 de junho de 2001.

Prof* Célia Alencar de Moraes
(Conselheira)

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do  Programa de  Pos-
Graduacdo em Microbiologia Agricola,
para obtencdo do titulo de ‘“Magister
Scientiae”.

Prof* Regina Célia Santos Mendonca

Prof® Licio Alberto de M.Gomide

(Conselheiro)

Prof® Frederico José Vieira Passos

Prof* Maria Cristina Dantas Vanetti

(Orientadora)



Aos meus pais Dalmir e
Vera Licia pelo amor,

estimulo, incentivo e apoio.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela presenca constante em todos os momentos na realizagdo deste
trabalho.

Ao Marco pela compreensdo, amor e carinho e pela atengdo dispensada em
todos os momentos dificeis.

A todos meus familiares, pelo estimulo em busca da realizagdo profissional, em
especial a tia Dolma e a vo Alida.

A Universidade Federal de Vigosa, em especial ao Departamento de
Microbiologia, pela oportunidade da realizagao do curso.

Ao Departamento de Tecnologia de Alimentos, pela contribuigdio para a
realizagdo deste trabalho.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq),
pelo auxilio financeiro.

A Tripominas Comércio de Tripas e Salgado Ltda., representante comercial da
Doremus Industria ¢ Comércio Ltda. em Belo Horizonte-MG ¢ a DANN Alimentos (Sao
Paulo, SP) pelo fornecimento dos condimentos utilizados nesse estudo.

A Professora Maria Cristina Dantas  Vanetti, pela orientagdo, amizade,

dedicagdo, confianga e todo o seu empenho na realizagdo desse trabalho.



A Professora Célia Alencar de Moraes pela amizade, pelo incentivo e pela
atengdo dispensada em todos os momentos em que foi solicitada, ¢ também pela sua
colaboragdo e sugestdes para a realizagdo deste trabalho.

Ao Professor Frederico José Vieira Passos pelas valiosas sugestoes.

Ao Professor Licio Alberto de Miranda Gomide, pela colaboragdo e sugestoes.

A Professora Regina Célia Santos Mendonga pela colaboragio, auxilio nos
momentos oportunos € pelas conversas sempre agradaveis.

A todos os Professores do Departamento de Microbiologia e Departamento de
Tecnologia de Alimentos pelos ensinamentos.

Aos funcionarios Jos¢ Carlos (Esquilo), Antonio, Paulo, Sebastido, Danilo,
Evandro e José Reinaldo.

As secretirias Nilcéia, Laura e Maria Aparecida, pelas boas conversas e pelo
auxilio que sempre me foi dis pensado.

Ao funcionario Wandick (DTA) pela ardua tarefa de me auxiliar sempre, com a
maior boa vontade, no embutimento dos salames produzidos para esse experimento.

Aos estagiarios Esther, Viviane e Uelinton, pela ajuda na preparacdo de
materiais e pela 6tima convivéncia.

Ao Fabio e a Virginia pelo auxilio e boa vontade para realizagdo de andlises no
HPLC.

A Audecir e Marli pelos ensinamentos e amizade, o comego de tudo na
Microbiologia.

A Marceli e a Solon pelo companheirismo, apoio, amizade e paciéncia nas
horas dificeis de Vigosa.

Aos amigos Wanessa, Simone, Claudia, Claudia Lucia, Addo, Joao Julio,
Mauricio, Kérlei, Waléria, Eliseth, Raquel e a todos os colegas que, de uma forma ou
de outra, auxiliaram na realizacao deste trabalho.

Aos amigos de Chapecd: Luciana, Ana Cecilia, Lucia, Jorge, Miriam e Sara
pelo incentivo.

A todos que, de alguma maneira, possibilitaram a realizacdo deste.

v



BIOGRAFIA

ANA LUCIA MAGNANI, filha de Dalmir Sebastiio Magnani e Vera Lucia
Magnani, nasceu em Florianopolis, Estado de Santa Catarina, em 18 agosto de 1973.

Em margo de 1994, ingressou na Universidade do Oeste de Santa Catarina
(UNOESC) onde, em 19 de setembro de 1998, colou grau em Ciéncias Biologicas.

Em abril de 1999, iniciou o Curso de Mestrado em Microbiologia Agricola, na
Universidade Federal de Vigosa (UFV), Minas Gerais, submetendo-se aos exames

finais de defesa de tese em 28 junho de 2001.



INDICE

RESUMO viii

ABSTRACT X

1. INTRODUCAO

2. REVISAO DE LITERATURA 3

2. MATERIAL E METODOS 16
3.1. Microrganismos 16
3.2. Preparo do ino6culo. w17
3.3. Condimentos 17
3.4. Processamento do salame tipo italiano 17
3.5. Maturacido do embutido 18
3.6 Determinacdes fisico-quimicas 19
3.7 Analises microbiol0gicas do SAAME .......cceeereicecsrsnsenses cernsnnnsnnssnsassnsssssssssses soseee 20

4. RESULTADOS E DISCUSSAO 22
4.1 Concentracao de eugenol no cravo-da-india 22
4.2 Variacao do pH no salame tipo italiano 22
4.3 Concentracio de acido latico no salame tipo italiano 24
4.4 Atividade de agua no salame tipo italiano 25
4.5 Umidade estimada no salame tipo italiano 26




4.5 Efeito de 0,2% de cravo-da-india sobre Salmonella em salame tipo italiano

4.6 Efeito de 0,2% de cravo-da-india sobre Staphylococcus aureus em salame
tipo italiano

5. RESUMO E CONCLUSOES

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS




RESUMO

MAGNANI, Ana Licia, M.S., Universidade Federal de Vigosa, junho de 2001. Efeito do

cravo (Syzygium aromaticum) sobre Salmonella e Staphylococcus aureus em salame
tipo italiano. Professora Orientadora: Maria Cristina Dantas Vanetti. Professores
Conselheiros: Lucio Alberto de Miranda Gomide e Célia Alencar de Moraes.

Foi avaliado o efeito do cravo-da-india (Syzygium aromaticum) sobre
Salmonella e  Staphylococcus —aureus oculados em salame tipo italiano na
concentragio de, aproximadamente, 10° a 10" UFC/g do produto. O pH final do salame
tipo italiano foi em tormo de 44 e a concentragdio de 4acido latico variou de 65,9
mmoll' no inicio do processamento para 2494 mmollL' ao final de 20 dias. Os
salames processados neste estudo resultaram num produto final com a, de,
aproximadamente, 0,91 e um percentual de umidade estimada de 49,1%. A adicdo de
0,2% de cravo no salame ndo resultou em diferencas significativas nas caracteristicas
fisico-quimicas do produto, com excecdo do pH que foi mais baixo nos embutidos
adicionados de cravo. Foi constatado que, nos salames tipo italiano fabricados com a
adicdo de 0,2% de cravo, compreendendo 65 pg de eugenol por grama de produto, e
naqueles salames do tratamento controle, sem cravo, houve uma reduco de até¢ quatro
ciclos logaritmicos no nimero de células vidveis de Salmonella. O nimero de ciclos

logaritmicos reduzidos na populagio de Salmonella foi significativamente maior



(p<0,05) nos embutidos produzidos com 02% de cravo, quando se utilizou o meio
BPLS para a contagem de colonias tipicas de Salmonella. Ao final de 20 dias de
processamento do salame tipo italiano ndo foi possivel detectar a presenca de
Salmonella no produto adicionado de 0,2% de cravo, pela técnica do Numero Mais
Provavel (NMP) nem por método imunoanalitico. Pela técnica de imunoandlise em
apenas uma, das quatro repeticdes do tratamento controle, sem a adi¢do de cravo, pode
ser constatada a presenca de Salmonella nos embutidos prontos. O nimero de células
viaveis de S. aureus reduziu aproximadamente, meio ciclo logaritmico no periodo de
fermentagdo. Os resultados mostraram que a adicdo de 0,2% de cravo no salame tipo
italiano, nas condicdes experimentais usadas, ndo resultou em efeito inibidor adicional

sobre S. aureus durante o periodo de processamento do produto.



ABSTRACT

MAGNANI, Ana Lucia, M.S., Universidade Federal de Vigosa, June, 2001. Effect of clove
(Syzygium aromaticum) on Salmonella and Staphylococcus aureus into Italian salami.
Adviser: Maria Cristina Dantas Vanetti. Committee members: Lucio Alberto de Miranda
Gomide and Célia Alencar de Moraes.

The effect of clove (Syzygium aromaticum) on Salmonella and Staphylococcus
aureus inoculated into Italian salami at, approximately, 10° to 10° CFU/g of finished salami
was studied. Lactic acid concentrations varied from 659 mmolL’, at the beginning of
processing, to 2494 mmolL" at the end, after 20 days, when a final pH of about 4.4 was
recorded. Finished salami had an approximate a, of 0.91 and an estimated moisture content
of 49.1%. Except for the lower pH values recorded, the addition of clove at 0.2% to the salami
did not result in significant changes in the physical and chemical characteristics of the
product. In the Italian salami prepared with clove at 0.2%, a concentration equivalent to 65
Mg eugenol per gram of salami, and in the control treatment without clove, a reduction of up
to four logarithmic cycles in the numbers of viable cells of Salmonella was observed. This
reduction was significantly higher (p<0.05) in the product prepared with clove at 0.2% when
the BPLS medium was used for counting typical Samonella colonies. At the end of 20 days of
processing, Salmonella could not be detected in the salami containing clove at 0.2% either by
the most probable number technique (MPN) or by immunoanalytical methods. The use of
immunoanalyses allowed the detection of Salmonella in the finished product in only one of

the four replications of the control treatment. The numbers of viable S. aureus decreased half



a logarithmic cycle during fermentation. These results showed that, under the experimental
conditions tested, the addition of clove at 0.2% to Italian Salami did not cause any additional

hibition of S. aureus during salami processing.



1. INTRODUCAO

A fabricagdo de embutidos curados e fermentados representa um
segmento importante da industrializacgdo de cames. A producdo nacional estd
concentrada, principalmente, na regido Sul do Brasil e esse setor tem enfrentado
muitos  problemas  técnicos, tendo como  conseqiiéncia, grandes perdas
econdmicas. Sendo o salame tipo italiano um produto fermentado e pronto para o
consumo, ou seja, ndo necessita de nenhum tratamento térmico antes de ser
consumido, ¢ muitas vezes responsdvel pela veiculagdio de patdogenos como:
Staphylococcus aureus, Salmonella, Listeria e Escherichia coli, dentre outros. A
presenca de microrganismos contaminantes indesejaveis e a utilizacdo de
processos  industriais  inadequados podem promover a alteragdio do sabor
caracteristico do produto, comprometendo sua qualidade e seguranca.

Dada a importincia do setor, sdo fundamentais os investimentos em
pesquisas que visem o melhoramento dos processos industriais, eliminando,
assim, o risco de veiculagdo de patdgenos e de substincias toxicas preservando as
caracteristicas sensoriais de produtos cameos fermentados. Com esse objetivo, o
Departamento de Microbiologia ¢ o Departamento de Tecnologia de Alimentos
da Universidade Federal de Vigosa, vém realizando uma série de trabalhos ao
longo dos ultimos anos, alcancando  resultados importantes para a industria de
produtos carneos. Cita-se, como exemplo, a confirmac¢do da redugdo do tempo de
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fermentagdo ¢ a redugdo do nimero de células viaveis de S. awreus do salame
tipo italiano pelo uso de culturas starter ativadas ou diretamente adicionadas a
massa do salame e a avaliaghio do comportamento de patdogenos como Yersinia
enterocolitica  durante a fabricagdo e maturagdo do salame tipo italiano. Além
disso, isolaramrse bactérias laticas a partir de salames com objetivo de avaliar o
seu potencial para serem usados como culturas starter. A presenga de patdogenos
como S. aureus, Salmonella e Klebsiella pneumoniae em embutidos fermentados
secos foi detectada e os resultados indicaram a necessidade de adog¢do de técnicas
de processamento que garantam a seguranca do produto. Resultados mostraram
que o uso de misturas especificas de condimentos pode resultar na inibicado de
patdgenos, como Listeria monocytogenes, que, geralmente, apresenta-se com
resisténcia elevada a condigdes adversas. Estudos de avaliagdo sensorial do
produto adicionado de condimentos com atividade antimicrobiana também tém
sido conduzidos e indicam que a presenca de baixas concentracdes de cravo ndo
afeta a aceitabilidade do salame tipo italiano.

Portanto, o presente trabalho tem como objetivo contribuir com
informagOes adicionais sobre o uso de cravo na mistura de condimentos na

inibicao de Salmonellae S. aureus inoculados na massa do salame tipo italiano.



2. REVISAO DE LITERATURA

A produgdo de salame ¢ um dos métodos mais antigos de conservacdo de
cames desenvolvido pelo homem e, segundo MARCHESINI et al. (1992),
embora exista uma grande variedade de salames produzidos em todo o mundo, a
tecnologia empregada na fabricagdo de muitos desses produtos ¢, essencialmente,
similar. Os salames fermentados s3o alimentos tradicionais na FEuropa central e
meridional-central e resultam da fermentagdo latica da mistura de came, gordura,
sal, agentes de cura, como nitrato, € ou nitrito e condimentos (CAPLICE e
FITZGERALD, 1999). O produto, submetido a diferentes processos de
fermentacdo e  secagem, apresenta caracteristicas finais  dependentes  das
condicoes termohigrométricas de cada regido e dos ingredientes utilizados
(BALDINI et al, 2000). A classificagdo desses produtos ¢ realizada de acordo
com alguns critérios, tais como: composicdo, calibre, grau de moagem dos
ingredientes, condimentos e temperos adicionados, defumacdo ou ndo e duracdo
do periodo de maturagio (ORDONEZ et al., 1999).

Como n3o sdo submetidos a tratamento térmico, a  seguranga
microbiologica desses produtos depende da combinagdo de varios métodos de
conservacdo baseados em fatores como pH baixo, atividade de d4gua baixa,
presenca de cloreto e nitrato de sodio e outros agentes antimicrobianos

adicionados durante o0 processamento ou produzidos durante o processo
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fermentativo (BACUS ¢ BROWN, 1981; BACUS, 1984; ASPLUND et al., 1993;
MARES et al., 1994).

A preservacdo de alimentos pela fermentagdo depende do principio da
oxidagdo de carboidratos e derivados para a geragdo de produtos finais como
acidos, alcool e dioxido de carbono (CAPLICE e FITZGERALD, 1999). O
processo de fermentacdo de produtos carmeos ¢ caracterizado por transformagdes
microbiologicas e bioquimicas importantes que podem ser resumidas em:
alteracdo da microbiota inicial, diminui¢do do pH, reducdo do nitrato a nitrito e,
posteriormente, a o¢xido nitroso, formagdo de nitrosomioglobina, solubilizagdo e
gelificacio de proteinas sarcoplasmaticas e miofibrilares, além de fendmenos
oxidativos, proteoliticos e lipoliticos (LIZASO et al., 1999).

Para que ocorra o processo de fermentacdo e maturagdo, os salames
devem ser pendurados verticalmente em camaras de maturagdo, por um periodo
de duas a quatro semanas, em condi¢oes controladas de temperatura e umidade
(MARCHESINI et al., 1992). Para a fase de fermentagdo, utiliza-se
temperaturas entre 22 e 25°C, durante dois a trés dias. Essa temperatura ird
favorecer o desenvolvimento da microbiota responsavel pela fermentagio dos
aglcares. Na fase de maturacdo, a temperatura entre 12 a 15°C, associada a um
regime de umidade relativa decrescente, assegura que a atividade de agua seja
reduzida ao final do processamento at¢ um valor tal que o produto apresenta-se
estavel em temperatura ambiente (MARCHESINI et al., 1992).

A fermentacdo de cames envolve a conversio de acgucar, glicose ou
sacarose dentre outros, adicionado na formulagio do salame, primariamente a
acido latico, pelo processo homofermentativo pelas bactérias do acido latico,
com consequente reducdo do pH (BACUS, 1982). Essa redugdo varia de um
valor inicial de 5,8 a 6,2 para valores proximos ou abaixo de 5,0 (NISSEN e
HOLCK, 1998; ORDONEZ et al, 1999). A formulagio especifica do produto e
as condigdes de processamento influenciam diretamente a taxa de fermentacdo e,
consequentemente, o pH final do produto (BACUS, 1982). Esse pH final ird
depender de uma série de fatores como: quantidade de carboidrato disponivel,

tempo de fermentacdo, temperatura e umidade relativa durante a fermentacdo
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(LONERGAM e MANDIGO, 1993), do tipo de acucar utilizado na formulagdo
(BACUS, 1982) e da atividade da cultura starter empregada (BACUS, 1986). O
leite em poé e outros pos adicionados a massa também podem diminuir o tempo
de fermentacdo por se ligarem aagua livre (BACUS, 1982).

O 4cido latico ¢ o produto metabdlico mais importante gerado no
processo  fermentativo, sendo um dos principais agentes responsaveis pela
seguranga microbioldgica e qualidade dos produtos cameos fermentados. Além
desse efeito antimicrobiano, o abaixamento do pH pela producdo de 4cido latico
¢ um fator importante na coloracdo final do produto. As bactérias geralmente
utilizadas como culturas starter possuem enzimas denominadas nitrato-redutase e
nitrito-sintetase, que  sdo importantes na conversio do nitrato e nitrito,
respectivamente. O nitrato € convertido a nitrito, que por sua vez, ¢ convertido a
Oxido nitroso que, quando combinado com a mioglobina, ¢ responsavel pela
coloragdo final do produto. A queda do pH acelera o processo de passagem de
nitrito  para Oxido nitroso e portanto, a formagdo da coloragio do produto
(TERRA, 1993a). O 4cido ascorbico utilizado no processamento do salame
funciona como um estabilizador e acelerador do pigmento da came curada,
atuando com agente redutor (PIVNIC, 1980).

Além de influenciar na cor do embutido, a atividade metabdlica de
microrganismos produtores de acido latico também contribui para a formagdo de
outras caracteristicas sensoriais do produto. O abaixamento do pH confere um
sabor picante ao flavor final do produto, além de alterar a textura por meio de
desnaturagio das proteinas da carne (SMITH e PALUMBO, 1981).

A fermentagdo dos embutidos pode ocorrer de duas maneiras: 1) pela agdo
de microrganismos presentes na microbiota natural da came, denominada de
fermentagdo  natural,  possibilitando um  desenvolvimento de  caracteristicas
sensoriais mais suaves, porém aumentando o risco microbiologico; e 2) pela acdo
de culturas starter adicionadas, onde a fermentacdo ocorre de uma forma mais
rapida, com a obtencdo de uma maior seguranca microbiologica (MENDONCA,
2000).



As culturas starter usadas na fabricagdo de embutidos fermentados
apresentam  como  fungdes  principais a  inbicdo do  crescimento  de
microrganismos indesejdveis e a reducdo do tempo de fermentagdo, melhorando
a qualidade final do produto. Essas melhoras resultam na uniformizacdo dos Iotes
produzidos, na  redugdo dos riscos de perdas e no aumento da garantia de
seguranca dos produtos (MENDONCA, 2000). O wuso de culturas starter em
produtos cameos fermentados ¢ relativamente recente, quando comparado com
outros alimentos fermentados como leite, vegetais, bebidas e produtos de
panificagdo (PROCHASKA et al., 1998).

Algumas caracferisticas sao desejaveis na cultura latica para uso em
cames tais como ser tolerante ao cloreto de sodio, crescer em presenca de 100
ppm de nitrito, ser homofermentativa e nao produzir compostos associados ao
off-flavor LONERGAM e MANDIGO, 1993).

Dentre as principais culturas starter utilizadas na fermentacdo de camnes,
destacam-se Pediococcus pentosaceus ¢ Lactobacillus plantarum (LONERGAM
e MANDIGO, 1993). Além dessas, podem ser citadas: Staphylococcus nao
patogénicos, Micrococcus varius que também tém sido empregadas, com
sucesso, no processo de fabricacdo do salame (TERRA, 1993a).

As culturas starter devem ser adicionadas, rotineiramente, na massa do
salame para obter uma contagem minima de 10°  Unidades Formadoras de
Colonias (UFC) por grama do produto. Esse numero inicial assegura a
predominancia da cultura starter sobre algum tipo de microrganismo indesejavel
presente (BACUS, 1993).

A maturacdo do salame fermentado ¢ caracterizada por uma séric de
reagdes envolvendo proteinas, carboidratos e lipideos. Diferentes produtos finais
sdo formados como por exemplo: peptideos e aminodcidos, dacidos latico e
acético e acidos graxos livres, além de aldeidos, cetonas e ésteres que, juntos,
contribuem para o flavor final do produto (JOHANSSON et al., 1994).

Durante a moagem da came, as fibras musculares, que compreendem,
aproximadamente, 80% dos constituintes celulares, sdo trituradas em maior ou

menor extensdo, sendo expostas a acdo do sal. O cloreto de sodio facilita o

6



processo eletrostatico envolvido na formacdo do filme de proteina que envolve as
particulas de gordura e as interacdes proteina-gordura e proteina-proteina. Os
fons interagem com as proteinas e reduzem as atragdes eletrostiticas entre os ions
com cargas opostas, promovendo um desdobramento e aumentando a
solubilidade (ORDONEZ et al, 1999). O pH mais baixo age auxiliando a
desnaturacdo das proteinas solubilizadas pelo sal e os agregados de proteinas
precipitam formando os géis de proteina (LONERGAM e MANDIGO, 1993).
Deste modo, as condigdes para formacdo da estrutura tridimensional sdo
gradativamente  estabelecidas, influenciando a textura final destes produtos
(ORDONEZ et al, 1999). Além disso, o declinio do pH facilita a perda da
umidade e contribui também para a textura do produto = (LONERGAM e
MANDIGO, 1993).

O processo de fermentagdo ndo €, por si sO, suficiente para uma
eliminacio completa da contaminacio inicial da came por microrganismos
alteradores e patogenos e garantir inocuidade do produto. Entretanto, segundo
UPTON (1995), atua auxiliando na reducdo ou controle dessa microbiota
contaminante.

E importante observar que, para a obtengio de um produto fermentado de
qualidade, ¢ necessdrio que a matéria-prima seja de boa qualidade microbiologica
e que hajam praticas higiénicas adequadas durante todo o0 processamento
(BACUS e BROWN, 1981; HOLLEY et al., 1988; LONERGAM e MANDIGO,
1993).

A ocorréncia de surtos de intoxicacGes e infecgdes alimentares em razdo do
consumo de salames fermentados contaminados ¢ uma confirmacdo de que o risco deve
ser monitorado ¢ medidas preventivas devem ser adotadas. Além disso, a detecgdo de
diversos patogenos em salames fermentados obtidos no comércio e a constatacdo
experimental da sobrevivéncia desses patogenos no produto indicam a necessidade da
adocdo de medidas adicionais que promovam a inativagdio ou a inibicdo de
microrganismos que possam causar riscos para a saude do consumidor.

Salames tém sido envolvidos em surtos de intoxicagdo  por
Staphylococcus aureus ~ (METAXOPOULOS et al, 1981; BACUS, 1986) e

infeccdo por Salmonella (Taplin, 1982, citado por ICMSF, 2000). Cowden et al.
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(1989), citados por ICMSF (2000), relatam que tais doengas sdo consequéncia de
uma fermentacdo impropria que permite o crescimento de S. aureus e a
sobrevivéncia de  Salmonella.  Staphylococcus — aureus € uma  preocupagdo
primaria em produtos fermentados, uma vez que essa bactéria ¢ mais resistente a
elevadas concentragdes de sal do que as bactérias do acido latico que sdo
adicionadas a formulagdo do salame (BACUS, 1982). As bactérias laticas sdo
capazes de se desenvolverem em uma concentragdo de at¢ 3,5% de cloreto de
sédio na massa. Concentragcoes mais elevadas de sal de 4% a 5%, irdo determinar
a inibicdo das bactérias laticas, possibilitando assim um maior desenvolvimento
de S aureus (TERRA, 1993b). Na auséncia de competicdo efetiva, S. aureus
pode se multiplicar e produzir toxinas nas fases iniciais da fermentagdo, tornando
possivel a ocorréncia de surtos (METAXOPOULOS et al, 1981; BACUS, 1984;
GALLI, 1993).

Na indistria de alimentos carneos, tem-se procurado inibir o crescimento de S.
aureus, ¢ de outros patdgenos pelo uso de culturas starter (BACUS, 1984; MARCY et
al., 1985). Um crescimento rapido de bactérias laticas durante os primeiros estddios de
fermentacdo resulta em uma diminuicdo mais rapida do pH, minimizando assim os
riscos de crescimento de S. aureus (METAXOPOULOS et al, 1981), que sdo inibidos
em pH inferior a 5,3 (BACUS, 1984; BACUS, 1986; TERRA, 1993a).

Surtos de salmonelose associados com o consumo de embutidos secos
sdo consequéncia de uma fermentagdo inadequada, resultando em produtos com
o pH relativamente alto (BACUS, 1997). Muitas vezes, esse patogeno pode estar
presente em ingredientes usados na formulagio do produto (MASTERS et al,
1981). Entretanto, o crescimento de Salmonella pode ser inibido pelas condicoes
frequentemente encontradas em embutidos fermentados secos, tais como pH
baixo e atividade de 4gua baixa (INCZE, 1998). A producdo de dacido pela
atividade das culturas starter, que resulta na redugdo do pH, parece ser o
principal fator responsavel pela inativagio de Salmonella nesse tipo de produto
(SMITH e PALUMBO, 1981). MASTERS et al. (1981) observaram que a
utilizagdo adequada de culturas starter em produtos cameos, permitiu uma
elimnacdo completa de S. newport e S. typhimurium. TURANTAS e



UNLUTURK  (1993) afirmaram que ¢ dificil predizer o comportamento S.
typhimurium no produto cameo fermentado preparado industrialmente, por causa
da interagdo de diversos fatores como natureza da came e de outros ingredientes,
quantidade de oxigénio disponivel, atividade de agua, fermentacdo e temperatura
de armazenamento. Porém, estudos realizados por essa mesma equipe de
pesquisadores  indicaram que uma cultura  starter fisiologicamente  ativa
assegurara o decréscimo do  pH necessdrio para a seguranca do embutido
fermentado, onde S. #phimurium ¢é uma preocupagdao. Entretanto, GALLI (1993)
afirmou que, mesmo com a utilizagio de culturas starter, a eliminagdo de
patégenos nao ¢ totalmente garantida, pois Salmonella mesmo nao apresentando
crescimento, pode sobreviver no produto e ser causa de infeccdo alimentar. A
constatacdo da presenca de um baixo numero de Salmonella ao final do periodo
de processamento de embutidos fermentados (SMITH e PALUMBO, 1981),
demonstra que, apenas a acdo das bactérias do 4cido latico ndo ¢ suficiente para a
obtencdo de produtos livres de Salmonella

Estirpes enterohemorragicas de Escherichia coli t€m sido causa de doencas
associadas ao consumo de embutidos fermentados. PATON et al. (1996) descreveu um
surto causado por E. coli sorotipo OIl11:H, veiculada por embutido, denominado
“mettwurst”’, tipico da regido de Adelaide, no sul da Austrdlia. A estipe E. coli
O157:H7 também foi associada a um surto de infeccdo alimentar em razdo do consumo
de salame seco, nos Estados Unidos (CDC, 1995).

A literatura registra muitos trabalhos de deteccdo de patdgenos em diferentes
tipos de embutidos. HOLLEY et al. (1988) encontraram estafilococos enterotoxigénicos
em todos os estadios de produgdo de salames Genoa ¢ salametti, fabricados com a
adicdo de culturas starter. FARBER et al. (1989) observaram que 20% das amostras de
salames fermentados analisadas estavam contaminadas com Listeria monocytogenes.
Sorotipos  diferentes de Salmonella t€m sido encontrados em produtos cameos
fermentados preparados sem culturas sfarter ou em produtos com curtos periodos de
fermentacio (Gaier, 1995, citado por NISSEN e HOLCK, 1998). TRISTAO (1998)
isolou diversas enterobactérias de salame tipo italiano produzidos comercialmente com
adigdo de cultura starter, dentre as quais destacam-se Salmonella e E. coli. BORGES et

al. (1999), avaliando a presenca de L. monocytogenes em 81 amostras de quatro tipos



diferentes de embutidos fermentados (Friolano, Hamburgués, Italiano e Milano),
comercializados no Rio de Janeiro, demonstraram que 13,3% das amostras do salame
tipo italiano estavam contaminadas com L. monocytogenes.

A presenca de coliformes em produtos cameos fermentados também ¢ um
importante fator que deve ser considerado (VIGNOLO et al., 1989). A presenca de E.
coli em salames fermentados secos esta associada com problemas sérios de higiene nas
etapas dos processos produtivos, uma vez que essa bactéria, geralmente associada a
contaminacdo de produtos crus, usualmente desaparece no produto fermentado em
decorréncia do efeito do pH, temperatura e atividade de dgua baixos (INCZE, 1998).

GLASS et al. (1992) observaram que a inoculagdo de uma populacdo inicial
alta de E. coli O157:H7 em salame seco fermentado, resultou na deteccdo de
sobreviventes apos a fermentac@o, maturagdo e estocagem do produto.

SIQUEIRA  (1992) avaliou a sobrevivéncia de Yersinia enterocolitica
inoculada no salame tipo italiano. Foram isoladas 60 colonias tipicas do patogeno até o
sé¢timo dia de processamento, mas somente 16 colonias foram confirmadas como Y.
enterocolitica, todas elas isoladas no dia do processamento. As limitagdes da técnica de
isolamento, ndo permitiram que esse estudo fosse conclusivo.

MENDONCA (1992) avaliou o crescimento de S. aureus em salame tipo
italiano e os percentuais de inibicdo observados foram de 99,67% no produto onde se
usou culturas starter previamente ativadas, e¢ de 98,13% no produto inoculado
diretamente com culturas starter liofilizadas.

A reducdo da contaminagdo por coliformes fecais ao longo do processo
fermentativo de salame tipo italiano foi observada por FONSECA (1999) e pode
ser atribuida a associagdo das condigoes adversas estabelecidas durante a
fermentacdo, ressaltando-se a reducdo rapida de pH em razdo da produgdo de
acidos pelas bactérias laticas, adicionadas ou ndo na massa do embutido. A
autora constatou ainda a redugdo de dois ciclos logaritmicos na populacdo de L.
innocua, nos trés primeiros dias de fermentagdo, no produto adicionado de
culturas starter. O numero dessa bactéria, usada com indicadora de L.
monocytogenes foi reduzido no produto final mas ndo suprimido devido a alta

contagem inicial cerca de 10° UFC por grama de massa do embutido.
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A sobrevivéncia de patdogenos por um longo periodo no produto demonstra a
necessidade de um controle microbioldgico mais adequado durante todas as etapas do
processamento.

Na preparacdo de embutidos curados, diversas especiarias ou condimentos sio
adicionados. Estima-se que, pelo menos a metade do total de condimentos utilizados
pela industria nos Estados Unidos ¢ pela industria de produtos carneos, principalmente a
de embutidos (SHELEF, 1983). Embora a fungdo principal deles seja contribuir para o
sabor desses embutidos, as especiarias sdo uma fonte de varias outras substincias como
aclcares fermentdveis e redutores, nitrato e nitrito, pigmentos, ions metalicos, entre
outros. Essas substancias sdo conhecidas por apresentarem influéncia no
desenvolvimento da textura, flavor e colora¢do durante a etapa de maturacdo do
embutido.

As especiarias também possuem atividade antimicrobiana importante (ZAIKA e
KISSSINGER, 1979; PANDIT e SHELEF, 1994; AGUIRREZABAL et al, 1998). Os
condimentos afetam todos as fases de crescimento microbiano: a fase lag € estendida;
durante a fase logaritmica ocorre uma redugdo na taxa de crescimento e o rendimento
total da célula é reduzido (SHELEF, 1983). Deve ser ressaltado que, em alimentos
processados com condigdes sanitarias adequadas, contendo baixas populagOes
microbianas, o efeito antimicrobiano dos condimentos pode oferecer uma protecao
substancial contra fungos, bactérias Gramrpositivas e, até certo ponto, também contra
bactérias Gramrnegativas (SHELEF, 1983). Muitos estudos relatam o efeito inibidor de
condimentos sobre esporos e sobre células vegetativas em associagdo com conservantes
usados no processamento de alimentos.

Os componentes antimicrobianos dos condimentos, na sua maioria s30
compostos fendlicos com massa molecular de 150 a 160 KDa, contendo um grupo
hidroxil. ~ Eugenol, carvacrol e timol tém sido identificados como principais
componentes antimicrobianos em cravo, canela, silvia e orégano (SHELEF, 1983). Os
oleos essenciais e outros componentes de ervas ¢ condimentos sdo usados
extensivamente na preparacdo de alimentos, sendo muitos desses classificados como
GRAS - “Generally Recognized as Safe” (KIM et al.,, 1995; HAO et al., 1998). Além da
comprovada atividade antimicrobiana de alguns condimentos, o poder antioxidante ¢&
outra propriedade de interesse para alimentos que deve ser ressaltada. Para AL-JALAY
et al. (1987) o eugenol, principal constituinte ativo do dleo essencial do cravo, ¢ um dos

mais potentes antioxidantes entre alguns 6leos essenciais.
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Para HAO et al. (1998), o uso de tais produtos vegetais pode prover uma barreira
adicional ao crescimento de patogenos. ARORA e KAUER (1999) demonstraram que
algumas bactérias resistentes a certos antibidticos foram sensiveis a extratos de alho e
cravo-da-india. As rtespostas de diferentes microrganismos a uma determinada
especiaria  varia consideravelmente, dependendo do tipo de condimento utilizado
(ZAIKA et al, 1978). Os condimentos tipicamente utilizados na formulacdo do salame
apresentam  efeitos diretos na taxa de fermentagdo, estimulando a producdo de acidos
pelas bactérias. ZAIKA et al, (1978) concluiram que, dependendo da mistura de
condimentos utilizada, ocorre uma aceleragdo da produgdo de acido latico pelas culturas
starter ou pela microbiota latica naturalmente presente na came, durante a fermentagdo.
Essa estimulagdo nao ¢ acompanhada de um aumento da populagdo bacteriana ¢ ndo ¢
conseqiiéncia de nenhuma contaminagdo do condimento (BACUS, 1982). Os
condimentos agem como ativadores do metabolismo das bactérias laticas, o que se
deve, provavelmente, a presenga do ion manganés nas especiarias (ZAIKA e
KISSINGER, 1984). Essa producdo rdpida de 4&cido nos primeiros estadios da
fermentacdo ¢ desejavel porque controla o crescimento de microrganismos patogénicos
que podem estar presentes no produto (ZAIKA e KISSINGER, 1984).

ZAIKA e KISSINGER (1979) demonstraram o efeito de diferentes
concentragdes de cravo sobre a producdo de acido latico por Lactobacillus plantarum e
Pediococcus cerevisiae. Nesse experimento, foi observado que concentragdes baixas do
condimento estimularam a producdo de acido latico em ambas as culturas, mas em
maior extensdo, pelo L. plantarum. O aumento da concentragdo de cravo apresentou
acdo inibitoria para ambas as culturas, enquanto que a concentragdo de 8g/LL apresentou
efeito bactericida.

ZAIKA e KISSINGER (1984) avaliaram diversos condimentos quanto ao efeito
sobre a produgdo de acido latico pelas bactérias starter e concluiram que o cravo, por
apresentar uma quantidade maior do ion manganes em sua composicdo, ¢ capaz de
apresentar maior efetividade do que outros condimentos estudados. CARMO (1999)
também constatou que salame tipo italiano processado com 0,2% de cravo apresentou
maior concentracdo de acido latico do que aqueles processados sem adigdo de cravo.

Entretanto, um fator que deve ser considerado ¢ que o uso de condimentos como
antimicrobianos em alimentos muitas vezes ¢ limitado por alteracbes no sabor € no
odor, pois concentragdes antimicrobianas efetivas desses condimentos podem exceder

os niveis sensoriais aceitaveis (PANDIT e SHELEF, 1994). Geralmente, por possuirem
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uma composigdo mais complexa, os alimentos requerem maiores concentragdes de
conservantes para que haja efeito inibitorio do crescimento de microrganismos. Estudos
realizados com alimentos comprovam que a quantidade de condimento adicionada para
se obter um efeito inibitorio contra microrganismos ¢ bem maior do que a quantidade
utilizada para se obter o mesmo efeito em meios de cultura (SHELEF, 1983).
Entretanto, combinagdes de condimentos que possuem atividade antimicrobiana,
associadas a outros fatores inibidores, podem aumentar a vida-de-prateleira do alimento
e sua seguranca microbiologica (PANDIT e SHELEF, 1994).

A atividade antimicrobiana dos condimentos depende de wvarios fatores como
composicdo e concentragdo do condimento empregado, espécic e nimero de
microrganismos contaminantes presentes, composicdo do substrato e condigdes de
tratamento e de estocagem do condimento (BACUS, 1982). Muitos dos estudos que
relatam o efeito inibidor de condimentos sobre microrganismos tém sido conduzidos in
vitro. Consequentemente, poucas informagdes existem em relagdio a extratos
antimicrobianos utilizados em sistemas alimentares (HAO et al, 1998). Apesar disso,
alguns resultados obtidos em estudos da utilizagdo de condimentos em alimentos
confrmam o potencial dos mesmos como agentes antimicrobianos (PANDIT e
SHELEF 1994; CARMO, 1999).

CARMO (1999) constatou uma inibicdo de L. innocua no salame tipo
italiano fabricado com mistura contendo 0%, 0,1% e 02% de cravo e demais
condimentos. Nos embutidos com adicdo de cravo essa redugdo foi de,
aproximadamente, um e meio ciclo logaritmico e, nos embutidos sem a adicdo
desse condimento, essa redugio foi menor do que um ciclo logaritmico.

Além da presenca de patogenos, substincias toxicas podem estar

presentes ou serem formadas durante a maturagdo dos embutidos fermentados,

como as aminas biogénicas (CHANDER et al, 1989). FEssas sdo assim
denominadas por serem formadas pela acdo de microrganismos vivos com
capacidade de producio de descarboxilases (CHANDER et al, 1989; SAGUES
et al, 1998). As aminas biogénicas mais importantes que ocorrem em alimentos
sdo a histamina, putrescina cadaverina, tiramina, triptamina, [3-feniletilamina,
espermina e espermidina (SHALABY, 1996).
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Aminas biogénicas tm sido implicadas em intoxicagdes por alimentos
geralmente fermentados como queijo, produtos cameos e vinho tinto (LIANO et
al, 1998). Altas concentragoes de histamina tém sido encontradas em salame
fermentado pela fermentacdo natural durante o periodo de maturacido (BERWAL
e KUMAR, 1998). Os embutidos fermentados oferecem condigdes favoraveis
para a formagdo de aminas biogénicas uma vez que os fatores principais
requeridos estdo presente, como, por exemplo, crescimento de microrganismos €
reacoes de protedlises, resultando na liberagdo de aminoécidos, que s3o os
precursores para a formagdo de aminas  biogénicas, e, finalmente, a existéncia de
um ambiente 4acido que pode favorecer a atividade de descarboxilagio dos
aminodcidos pelos microrganismos (BOVER-CID et al, 1999a). Culturas de
bactérias do 4cido latico sdo extensivamente usadas como starter para
fermentacdo de cames para que haja uma acidificagio rapida e garantia da
seguranca do produto. Por outro lado, as condigdes de processo podem afetar o
crescimento e a atividade de microbiota naturalmente presente ou adicionada,
resultando em maior atividade proteolitica, que rendera  aminodcidos precursores
e, consequentemente, aumentando a capacidade de formagdo de aminas
biogéncias (BOVER-CID, 1999b). Enzimas aminoacido descaboxilases tém sido
encontradas em representantes das Enterobacteriaceae, Clostridium,
Lactobacillus,  Streptococcus, Micrococcus e Pseudomonas, dentre outras
(SHALABY, 1996).

A formagdo de aminas em alimentos pode estar diretamente relacionada
com as condicoes de higiene da matéria-prima e suas condigdes de
processamento, ¢ a deteccao dessas pode servir como indicador de qualidade em
produtos cémeos fermentados (EEROLA et al; 1998). A presenga de aminas
biogénicas pode ser controlada em salames fermentados pelo rigido emprego de
boas condicoes de higiene, tanto na matéria-prima, quanto no ambiente de
processamento, ¢ pelo uso de fermentagdo rapida empregando culturas starter
livres de aminoacido descarboxilases (SMITH e PALUMBO, 1983).

A presenca de aminas biogénicas em alimentos constitii uma preocupacao

de saide plblica devido a seus efeitos fisiologicos e toxicologicos (BOVER-
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CID, 1999b). Algumas aminas formadas s3o vasoconstritoras, desencadeando
crises hipertensivas e também causam alteragdes no sistema nervoso, dentre
outros sintomas. Outras, por reagirem com o nitrito e formarem nitrosaminas, s3o

consideradas potencialmente carcinogénicas (SHALABY, 1996).
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2. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado nos laboratorios do Departamento de
Microbiologia (DMB/UFV) e no Departamento de Tecnologia de Alimentos
(DTA/UFV) da Universidade Federal de Vigosa (UFV), Minas Gerais.

3.1. Microrganismos

Foi utilizada uma cultura mista de Staphylococcus xylosus e Pediococcus
pentosaceus (SPX), gentilmente cedida pela empresa Christian Hansen na forma
liofilizada. Essa cultura foi escolhida por apresentar maior producio de acido em caldo
APT na presenga de condimentos, segundo demonstrado por CARMO (1999).

A cultura de Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi obtida do Laboratério de
Microbiologia de Alimentos (DMB/UFV) e Salmonella enteritidis var. Typhimurium
utilizada ¢ de origem humana, isolada na Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED, Belo
Horizonte, MG). As culturas foram mantidas em agar Infusdo de Cérebro e Coragdo -

BHI (Difco) semi-solido, sob refrigeracdo, com renovacéo mensal.
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3.2. Preparo do inoculo

A cultura mista de S. xylosus ¢ P. pentosaceus (SPX) foi ressuspendida em
agua estéril e adicionada a massa do salame, conforme recomendagdes do fabricante.

Antes do inicio de cada repeticdo as culturas de S. aureus e S. enteritidis foram
ativadas em 4 mL de caldo Triptcaseina e Soja - TSB (Merck) a 35°C, por duas vezes
consecutivas, com intervalo de 18 horas. Apos esse periodo, 50 pL de cada cultura
foram transferidos para um mesmo frasco Erlenmeyer contendo 50 mL de solugdo
salina 0,85%, para se obter nimero de células de, aproximadamente, 10° UFC/mL de

cada um dos patogenos.

3.3. Condimentos

Os condimentos alho, pimenta branca e noz moscada foram adicionados ao
salame na forma de p6 e foram fornecidos pela Tripominas Comércio de Tripas e
Salgado Ltda., representante comercial da Doremus Industria ¢ Comércio Ltda. em Belo
Horizonte-MG. O cravo-da-india moido foi fornecido pela DANN Alimentos (Sao
Paulo, SP).

3.4. Processamento do salame tipo italiano

O salame tipo italiano foi processado no Departamento de Tecnologia de
Alimentos (DTA/UFV). Para a fabricagdo do embutido foi obedecida a seguinte
formulagdo: 65% de came suina (pernil) congelada; 20% de toucinho congelado e 15%
de carne bovina congelada (acém). Em relacdo a esta massa cérnea, foram utilizados os
seguintes ingredientes ndo carneos: 3,0% de leite em pod; 2,5% de NaCl; 1,25% de
glicose; 140 ppm de nitrito (NaNO,); 100 ppm de nitrato (NaNOs); 540 ppm de acido
ascorbico; 0,2% de alho; 0,4% de noz moscada; 0,2% de pimenta branca e, quando
mencionado, 0,2% de cravo.

As cames bovina, suina ¢ o toucinho foram moidas em moedor de bancada,
tipo agougue (Skywseml]) com discos de 8 milimetros; a carne bovina e iina por duas
vezes consecutivas € o toucinho, uma vez. As cames foram transferidas para uma
misturadeira  (Christiano  Arthur Frederich & Cia Ltda) e, em seguida, foram
adicionados os ingredientes ndo-cameos, misturando-se por, aproximadamente, trés

minutos.
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O experimento consistit de um tratamento controle, sem adicdo de cravo
na mistura de condimentos, ¢ um tratamento contendo 02% de cravo em sua
formulacdo, ambos adicionados de culturas starter. Antes da inoculacio da
massa do salame com os patogenos, foram coletadas amostras de 25g para
andlise de Salmonellae S. aureus

No Laboratério de Microbiologia de Alimentos/DMB, a massa do
embutido foi incorporada de 50 mL de uma suspensdo contendo uma mistura de
células de Salmonmella ¢ S. aureus, de modo que cada patogeno alcangasse uma
populacio de cerca de 10° a 10" UFC/g do embutido. Adicionou-se também, a
cultura starter ressuspendida em 15 mL de agua estéril para que se alcangasse,
aproximadamente, 10’ UFC/g do produto, como recomendado pelo fabricante. A
mistura das culturas bacterianas na massa do salame foi feita manualmente,
usando-se luvas estéreis por um tempo aproximado de dez minutos. A mistura
foi, entdo, refrigerada por, aproximadamente, 24 horas para facilitar a interagdo
entre os componentes. Apds este periodo de pré-maturacdo, a massa do salame
foi embutida em tripa de celulose I Back 45  (Clariant Comercial) de 60
milimetros de diametro, originando embutidos de cerca de 300 gramas.

O experimento foi conduzido em quatro repeticdes. Para cada repeticdo,

foram processados, aproximadamente, 15 kg de salame tipo italiano.

3.5. Maturacio do embutido

Os embutidos processados foram transferidos para uma cémara incubadora
BOD, modelo 347 CD (Fanem) a uma temperatura entre 22 ¢ 24°C e com uma umidade
relativa (UR) entre 80 e 90%, para que ocorresse a fermentacdo. Considerou-se a fase
de fermentagdo o tempo correspondente ao abaixamento do pH para valores menores ou
proximos a 5,0. O pH foi medido durante os primeiros dias de processamento do
salame. A partir do 3° dia, a temperatura foi gradativamente reduzida para 12 a 13°C ¢ a
umidade foi abaixada para 70 a 75%. A maturagdo foi completada em,
aproximadamente, 20 dias. A umidade foi controlada com silica e agua destilada, e
estimada usando-se um termdémetro de bulbo Umido e bulbo seco tipo JIZ Z8806
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(ASAHI). O salame foi considerado maturado quando esse apresentou  umidade
estimada de aproximadamente 49,1%.

3.6 Determinacoes fisico-quimicas

As andlises de pH, acido latico, atividade de 4agua (aw) e umidade foram
realizadas nas amostras de embutidos coletadas na segunda, terceira e quarta repeti¢oes.
Os dados foram submetidos & Andlise de Variancia (ANOVA) e as médias comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para determinagdo do pH foram adicionados 10 gramas do produto em
20 mL de 4gua destilada. Apdés a homogeneizagio em “Stomacher” (Laboratory
Blender 400, Seward), foi feita a leitura em potenciometro Digimed DM 20.

A concentracdo de 4cido latico no embutido fermentado seco foi acompanhaca
durante todo o processo. As amostras foram diluidas, numa propor¢ao de 1:10, com
agua deionizada (Sistema Miliqui, Millipore), para obtengdo de concentragdes entre os
valores de 5 ¢ 25 mmolL" de é4cido latico, filtradas em papel filtro, centrifugadas por
duas vezes em centrifuga refrigerada (Sorvall RT 6000 D) por 7,5 minutos a 20°C a
2200 g. O sobrenadante foi, entdo, filtrado em membrana (Schleicher & Schull) com
poros de 0,2 pm de diametro.

A determinacdo de 4cido latico foi conduzida, por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC), em aparelho Hewlett Packard (HP) Serie 1050M, utilizando-se
uma coluna Aminex HPX — 87H (BioRad Laboratories, Richmond, Calif), a 60°C. O
tempo de andlise de cada amostra, contando a partir da inje¢do de 20 ML no aparelho,
foi de 17 minutos. A coluna foi eluida com H,SOy4 0,005M, num fluxo de 0,7 mL/min.

A determinacdo da aw foi baseada na determinacdo da umidade relativa de
equilibrio (URE) em analisador automatico Aqualab, modelo CX; (Decagon Devires
Inc.), pré-calibrado com solugdes de cloreto de litio (LiCl) com ay de 0,500, cloreto de
sodio com aw de 0,760 e agua destilada com ay 0,998 na faixa de 22° a 24°C.

A umidade foi estimada, durante o processamento, pela perda de peso do
salame, considerando-se que a carre possui, em média, 75% de umidade (JUDGE et al.,
1989) e que a perda de peso se originou, exclusivamente, pela remogdo de agua do
salame.

A concentragdo do eugenol, o principio ativo do cravo-da-india, foi

determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), em aparelho
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Shimadzu LC-10Ai, equipado com um detector de ultravioleta de 220 nm. Amostras de
10 gramas do cravo, em ftriplicata, foram misturadas individualmente com 100 mL de
etanol 95% e colocadas em agitador rotatério por um periodo de, aproximadamente, 18
horas, segundo WENDAKOON e SAKAGUCHI (1995). O extrato alcoolico foi
centrifuigado por trés vezes em centrifuga refrigerada (Sorvall RT 6000 D), por 10
minutos a 20°C e 2200 g. O sobrenadante foi, entdo, filtrado em membrana (Schleicher
& Schull) com poros de 0,2 pm de diametro ¢ aplicado a coluna. Utilizou-se uma coluna
Shimpack CLC-ODS (M), com a fase movel constituida de 1000 mL de K,HPO, a
0,005 M adicionado de 10 mL de acido ortofosforico 8,5%, acetonitrila € metanol
(9:6:1, v/v). O fluxo de eluigdo foi de 1 mL/min (FISCHER e DENGLER, 1990) com
modificacdes.

Para célculo da concentracdo de eugenol foi preparada uma solugdo padrio de

eugenol (Sigma) em concentragdes de 2; 2,5; 3,0; 5,0 e 10 pg/mL.

3.7 Analises microbioldgicas do salame

A determinacio de Salmonella e S. aureus na massa do salame antes da
inoculagdo com os patogenos foi feita seguindo-se a metodologia recomendada pela
Portaria n°100 do Ministério da Agricultura ¢ do Abastecimento ¢ da Reforma Agraria
de 10.08.1993 (BRASIL, 1993).

O efeito do cravo sobre Salmonella e S. aureus foi acompanhado durante a
fermentacdo e maturacdo do embutido fermentado seco. Foram coletadas amostras nos
dias: 0 (processamento), 5, 10, 15 e 20 apds o processamento.

As andlises microbiologicas foram realizadas no  Departamento de
Microbiologia/DMB da UFV, nas amostras de embutidos produzidos nas quatro
repeticdes do experimento. Os dados foram submetidos a Andlise de Variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para a determinacdo de Salmonella, foram pesadas 50 gramas da amostra e
maceradas em “Stomacher” em 450 mL de caldo lactosado. Aliquotas das dilui¢des
sucessivas foram plaqueadas em superficie em agar Xilose-Lisina-Desoxicolato - XLD
(Merck) e agar Verde Brilhante Vermelho-Fenol Lactose e Sacarose — BPLS (Merck)
adicionados de 0,4% de novobiocina (Sigma), seguindo-se incubagdo a 37°C por 24
horas. Nos tempos de amostragem correspondentes ao 5°,10° e 20° dias de

processamento, a contagem de Sal/monella foi feita também em 4gar Rambach (Merck).
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Nas amostras correspondentes ao 15° ¢ 20° dia de maturagdo a determinagdo de
Salmonella foi feita pela técnica do Numero Mais Provavel descrita por D’AOUST
(1985), com modificagbes. Como meio de pré-enriquecimento, preparou-se um
homogenato de 50 g do embutido com caldo lactosado e volumes em triplicata de 100,
10; 1, 0,1; 0,01 e 0,001 mL do homogenato foram em caldo lactosado. Esse volumes
utilizados corresponderam a 10, 1, 0,1, 0,01, 0,001 e 00001 g do produto
respectivamente. O meio Rappaport-Vassiliadis (Merck) foi usado como caldo de
enriquecimento seletivo, com incubagdo a 42°C. O plaqueamento em superficie de agar
XLD e agar BPLS adicionados de 04% de novobiocina (Sigma) foi feito para a
deteccdo de wlonias tipicas. Além da analise por NMP, a presenca de Salmonella nas
amostras de embutidos coletadas no 20° dia foi pesquisada utilizando-se a técnica de
Enzyme Linked Fluorescent Assay (ELFA) em analisador miniVidas[] (biolab-
Meérieux). Aliquotas de 1 mL e 0,1 mL do homogenato pré-enriquecido por 18 horas a
37°C  foram inoculadas em caldo  selenito-cistina e  RappaportVassiliadis,
respectivamente. A incubacdo do caldo selenitocistina foi a  37°C e do caldo
Rappaport-Vassiliadis a 42°C. Apos 24 horas, as culturas foram submetidas a um
tratamento térmico por 15 minutos a 100°C e aliquotas de 500 UL de cada um dos
caldos seletivos foram usadas para inocular as barretes apropriadas para a imunoanalise.

Para a contagem de S. aureus foram retiradas, assepticamente, amostras de 25
gramas de embutidos, as quais foram maceradas em “Stomacher” com 225 mL de agua
peptonada a 0,1%, adicionada de Tween 80 a 0,1%, utilizado com surfactante. DiluicGes
sucessivas foram feitas e aliquotas foram plaqueadas em superficie de agar Baird-
Parker, enriquecido com gema de ovo e telurito de potassio, seguindo-se de incubagio a
37°C por 48 horas, segundo a técnica descrita por LANCETTE e TATINI (1991). Nas
terceira e quarta repeticdes foi verificada a necessidade da adicdo de 50 pg de

cycloheximida (Sigma) ao agar Baird-Parker com o objetivo de inibir o crescimento de
fungos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Concentracio de eugenol no cravo-da-india

O cravo utilizado neste experimento apresentou uma concentracdo de
eugenol de 32,62 mg/g. Portanto, a adicdo de 0,2% do condimento na massa do
salame tipo italiano resultou na incorporacdo de 65 pg de eugenol por g de massa
do embutido. Optou-se por avaliar esta concentracdo de cravo baseando-se nos
resultados obtidos por SCHEID (2001). Esse autor conduziu andlises sensoriais
descritivas do salame tipo italiano produzido com concentragdes entre 0,1 e 0,6%
de cravo e constatou que a adicdo de 0,1 ou 0,2% desse condimento permitia a
manutengdo de caracteristicas sensoriais semelhantes ao do produto controle,

fabricado sem a adi¢do de cravo.

4.2 Variac¢ao do pH no salame tipo italiano

Uma reducdo do pH de 58 para 4,6 foi constatada no periodo de
fermentacdo  correspondente  aos  primeiros dias apds  processamento, nas
amostras adicionada ou ndo de 02% de cravo (Figura 1). Verificou-se que a
adicdo de 02% de cravo resultou em um produto final com um pH mais baixo e,
significativamente ~ diferente  (p<0,05) daquele do tratamento controle. Resultados

semelhantes foram observados por CARMO (1999) em salames tipo italiano
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adicionados de 0,1 e 0,2% de cravo que apresentaram pH final entre 4,7 ¢ 49 e
significativamente mais baixos, do que nos salames sem cravo. SCHEID (2001)
também registrou valores de pH entre 48 e 50 nos salames tipo italiano
formulados com a presenca de concentragoes de 0 a 0,6% de cravo.

Para RACCACH (1992), uma queda rdpida do pH ¢ fundamental para
mativacdo efetiva da microbiota indesejavel. Esse declinio observado no estadio
de fermentacdo ¢ devido a metabolizagdo dos agucares pelas culturas starter, cuja
presenca assegura um menor tempo de fermentagdo (BACUS e BROWN, 1981;
VIGNOLO et al., 1989; MENDONCA, 1992; PROLLER, 1994).

4 T T T 1
0 5 10 15 20

Tempo (dias)

Figura 1 - Variagdo do pH no salame tipo italiano adicionado de 0,2% de cravo
( ® )esemadigdo de cravo ( O ).

A menor variagdio no pH observada ao longo do periodo de maturagio
provavelmente se deve a fatores como inibicdo da microbiota fermentadora pelo
proprio 4cido produzido, exaustdo de carboidratos, abaixamento da temperatura,
a, entre outros. Segundo LUCKE (1986a), variagdes no pH podem ocorrer ao
longo da maturagdo e os aumentos observados podem ser atribuidos a producido
de aminas e amonia.
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4.3 Concentraciio de acido latico no salame tipo italiano

A concentragdo média de 4cido latico no salame produzido aumentou de
63,64 mmolL” (0,59%) no dia do processamento a 254,48 mmolL” (2,24%) de
acido latico ao final do processo de maturacdo (Figura 2). A concentragdo inicial
de 4cido latico encontrada nos salames antes do processo de fermentagdo ¢€
semelhante aquelas registradas por outros autores. PEREZ-ALVAREZ et al.
(1999) verificaram  concentragdes de 04% de 4cido latico no inicio do
processamento no tempo 0, de salame seco espanhol. FONSECA (1999),
produzindo salames adicionados de culturas starter ou n3o, encontrou uma
percentagem de 4cido latico em tormo de 0,5% no inicio do processo e de 5% ao

final do periodo de maturagio.
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Figura 2 - Concentragdo de 4cido latico no salame tipo italiano adicionado de
0,2% de cravo (® ) e sem adi¢do de cravo (O ).
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Concentragoes finais de acido latico mais elevadas também foram
observadas por CARMO (1999), com valores de 518,06 mmolL"' no salame tipo
italiano processado sem adicdo de cravo e de 525,62 e 674,32 mmolL™ naqueles
produzidos com 0,1% e 02% de cravo, respectivamente. Esta diferenca nas
concentragdes finais de 4acido latico podem ser atribuidas ao uso de culturas
starter ativadas e a um periodo maior de processamento adotado por CARMO

(1999).

4.4 Atividade de 4gua no salame tipo italiano

Durante o processamento do salame tipo italiano ocorreu uma redugio
gradativa da a, do produto, que variou de 0,96, no inicio do processo, at¢ 0,91,
ao término da maturagdo (Figura 3), ndo sendo detectada diferenca entre os
tratamentos. Os valores de a, final encontrados nesse estudo estio na faixa
para salame citada na literatura  consultada, que varia entre 0,79 e 092
(HOLLEY et al, 1988; MARCHESINI et al, 1992 e¢ PAPA et al, 1995.
SIQUEIRA (1992) constatou valores de a, variando entre 0,82 a 0,88, quando
avalion trés diferentes marcas comerciais de salame tipo italiano produzidos no
Brasil. FONSECA (1999) registrou valores de a, para salame tipo italiano
variando de 0,97 no inicio para cerca de 0,81 a 091 ao final do processo. Ao
término do processo de maturacio do salame tipo italiano, em tomo do 28°dia,
CARMO (1999) observou uma a, em torno de 0,85 para os tratamentos com e
sem a adicdo de cravo. Valores de a, mais baixos para salame fermentado tipo
italiano foram encontrados por SCHEID (2001), ao final de 25 dias do processo
de fabricacdo de salames contendo de 0 a 0,6% de cravo, que apresentaram a,,

entre 0,77 ¢ 0,83.
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Figura 3 - Variagdo da a, no salame tipo italiano adicionado de 0,2% de cravo
(® ) e sem adigdo decravo ( O ).

4.5 Umidade estimada no salame tipo italiano

A redugdo gradativa da umidade estimada dos salames resultou em um
produto final com, em média, 49,1% de umidade (Figura 4). Segundo LUCKE
(1986b) salames com valores de umidade abaixo de 50% sdo considerados como

SCCOS.
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Figura 4 - Variagdo da umidade estimada no salame tipo italiano, ao longo do
periodo de processamento.

45 Efeito de 0,2% de cravo-da-india sobre Salmonella em salame tipo
italiano

Nas andlises microbiologicas da massa do salame antes da inoculagdo
dos patogenos nao foi detectada a presenga de Salmonella, ressaltando assim a
qualidade microbioldgica da carne e condimentos utilizados neste estudo.

Foi constatado que, tanto nos salames tipo italiano fabricados com a
adicdo de 0,2% de cravo, como nos salames do tratamento controle, sem cravo,
houve um decréscimo no nimero de células vidveis de Salmonella de 1 a 2 ciclos
logaritmicos durante o periodo de fermentacdo (Figura 5). Esta redugdo ocorreu,
provavelmente, em funcdo do declinio de pH (Figura 1) e da associagdo de outros
fatores presentes no embutido. VALLADARES et al. (1993) demonstraram, pela
adicdo de 4cidos organicos na massa do salame, a importincia da acidificagdo
rapida, jA que as temperaturas utilizadas na fase de fermentacdo sdo proximas a
25°C, e favorecem a multiplicagdo de Salmonella. Para SMITH e PALUMBO

(1981) a produgdo de 4cido pela cultura starter com a concomitante reducdo do
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pH em salames fermentados também parece, ser o principal fator responsavel
pela inativagdo de Salmonella.

O sal e o nitrito adicionados a massa do salame também podem ter
contribuido para afetar a viabilidade de Salmonella. BACUS (1986) relatou que
bactérias Gram-negativas, como Salmonella sio geralmente inibidas pela adicdo
de mais que 2% de sal e pelo nitrito. A associagio da a, com outras
caracteristicas presentes nos embutidos fermentados foi ressaltada também por
outros autores. SILLIKER e GABIS (1986) consideraram que a temperatura de
incubagdo, competicdo da microbiota ¢ pH combinado com a a, influenciam no

crescimento de Salmonella.
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Figura 5 - Numero de ciclos logaritmicos reduzidos na contagem de células viaveis de

Salmonella em salame tipo italiano adicionado de 0,2% de cravo (simbolos
fechados) e sem adi¢io de cravo (simbolos abertos) determinado em meio
BPLS (M, 0) e no meio XLD(® ,O).
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O numero de ciclos logaritmicos reduzidos na populagdo de Salmonella
foi significativamente maior (p<0,05) no salame adicionado de 0,2% de cravo,
quando utilizou-se o 4gar BPLS para a contagem de colonias tipicas. Este
resultado confirma os dados obtidos por CARMO (1999) que constatou uma
reducdo maior na populagio de c€lulas vidveis de Listeria innocua em salames
fermentados secos contendo 0,1% e 02% de cravo. Embora nao tenha sido
possivel detectar este efeito antimicrobiano do cravo quando se utilizou o égar
XLD, pode-se perceber que a detecdo de colonias tipicas foi facilitada pela
morfologia caracteristica e maior inibigho da microbiota contaminante no meio
XLD.

A atividade inibitoria do cravo ou de seu principio ativo contra
Salmonella ¢  registrada na  literatura, com  resultados  contraditdrios.
KARAPINAR e AKTUG (1987) demonstraram que Salmonella foi inibida numa
concentragdo de eugenol de 50 mg/l. Entretanto deve-se ressaltar que essa
concentragdo de eugenol foi determinada em meio de cultura. ARORA e
KAUER (1999) avaliaram a eficiéncia de extratos de alho e de cravo sobre S.
typhi e verificaram a inibicdo desse patdgeno pelo extrato de alho, mas ndo pelo
extrato de cravo.

Os resultados de contagem de colonias tipicas de Salmonella em meio
seletivo Rambach, utilizado apenas nas amostras correspondentes aos tempos 3,
10 e 20 dias de processamento, foram semelhantes aos encontrados nos meios
BPLS e XLD.

A partir do 15° dia de processamento, ndo foi possivel recuperar
Salmonella por plaqueamento direto e a quantificacdo do patdogeno foi feita por
NMP. Ao final do periodo de 20 dias de processamento do salame tipo italiano
nao foi possivel detectar a presenca de Salmonella no produto adicionado de
0,2% de cravo, pela técnica do NMP nem por imunoandlises em imunoanalisador
miniVidasL]. Em apenas uma, das quatro repeticdes do tratamento controle, sem
a adicdo de cravo, pode ser constatada a presenca de Salmonella nos embutidos
pela técnica de imunoandlise. Os resultados encontrados sio semelhantes a outros

relatos  encontrados na literatura. TURANTAS e UNLUTURK (1993)
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constataram uma inibicdo de Salmonella até niveis ndo detectaveis, inoculada
numa populagio de 2,5x10° UFC/g, apos 12 dias de fabricagio do salame
fermentado Turkish Soudjuk adicionado de cultura starter. NISSEN e HOLCK
(1998) observaram a inibigdo de S. kentuchi durante a fermentagdo de um
embutido tipico noruegués e essa redugdo foi verificada quando o pH e a a,
também diminuiram, mas a bactéria foi ocasionalmente detectada aos 16 dias do
processo de maturacdo e apdés 46 dias de estocagem. Smith et al. (1975) citados
por SMITH e PALUMBO (1981) demonstraram que em "pepperoni”, com uma
populagio inicial de Salmonella de 10° UFC/g, houve uma ligeira reducdo na
populacdo inicial durante o periodo de fermentagdo, quando foi usada cultura
starter. E, no periodo de maturacdo, células viaveis de Salmonella nao foram
encontradas. Reducdo na populacdo de S. #yphimurium inoculada em numeros de
44 x 10" UFC/g em "pepperoni", foi observada por IHNOT et al. (1998), sendo
registrado um decréscimo de 1,3 ciclo logaritmico na fase de fermentacdo a 36°C

e de 1,6 ciclo logaritmico na fase de maturagdo, a 13°C.

4.6 Efeito de 0,2% de cravo-da-india sobre Staphylococcus aureus em
salame tipo italiano

Nao foi detectada a presenca de S. aureus, na massa do salame antes da
inoculagdo desse patogeno.

Foi observada uma grande variabilidade entre as repetigdes dos dados de
contagem de colonias de S. aureus inoculado na massa do salame tipo italiano.
Os resultados médios, entretanto, indicaram uma reducdo em tomo de 0,5 ciclo
logaritmico no numero de células vidveis ocorrida principalmente, no periodo de
fermentacdo (Figura 6). Esta menor redugdo no numero de células pode ser
atribuida a maior resisténcia dessa bactéria a fatores como o sal presente nos
embutidos fermentados e também a baixa ay, ja que S. aureus € capaz de crescer
em meios com a,, t3o baixos quanto 0,83 (BERGDOLL, 1990).

Nao foi verificada diferenca significativa no nimero de UFC/g de S.
aureus nos embutidos do tratamento com adi¢do de 0,2% de cravo ¢ tratamento
controle, sem adicdo de cravo, em nenhum dos tempos de amostragem. Embora
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ndo tenha sido evidenciada uma atividade antibacteriana do cravo sobre S. aureus
no salame tipo italiano, existem resultados in vitro que confirmam a sensibilidade
dessa bactéria ao cravo ou ao seu principio ativo. Nkanga e Urahi (1981) citados
por SHELEF (1983) verificaram que, o crescimento de S aureus foi inibido em
homogenato contendo 10% de came, 1% de cloreto de sodio e 1% de cravo.
Quando a concentracdo de cravo foi aumentada para 10% verificouse um efeito
bactericida. KARAPINAR e AKTUG (1987) demonstraram que S. aureus foi
inibido na presenca de 75 mg/L de eugenol em testes in vitro.

Namero maior de ciclos logaritmicos reduzidos na populagio de S.
aureus foi encontrado por MENDONCA (1992). Essa autora verificou uma
reducdo de quase dois ciclos logaritmicos na populacdo de S. aureus inoculada na
massa do salame tipo italiano. Deve-se ressaltar  que as culturas starter

utilizadas ndo foram as mesmas.
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Figira 6 - Numero de ciclos logaritmicos reduzidos na contagem de células
viaveis de S. aureus em salame tipo italiano adicionado de 02% de
cravo (® ) e sem adigdo de cravo( O ).
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A maior resistncia de S. aureus que se estabelecem durante o
processamento de embutido fermentado ¢ também registrada por outros autores.
HOLLEY et al. (1988) observaram uma queda brusca de pH na fase de
fermentacdo de dois salames tipo italiano seco adicionados de cultura starter,
mas essa queda ndo foi suficiente para o controle do crescimento estafilococico.
Entretanto, PETCHSING ¢ WOODBURN (1990), estudando o comportamento
de S. aureus em embutido de porco fermentado tipo Thai, sem a adicdo de
cultura starter, verificaram a multiplicacgdo lenta de S. auwreus durante a
fermentacdo. Nesse estudo, quando foi adicionado 0,75% de cultura starter, S.
aureus ndo foi detectado apds 48 horas e na presenca de 1,5% de cultura starter,
esse patogeno ndo foi detectado apos 36 horas. A inibigdo de S. aureus em
salame fermentado tipo Milano também foi registrada por PAPA et al. (1995)
que utilizaram uma concentracgdo de aglcar relativamente baixa e fermentacdo
rapida; porém, adicionaram bactérias laticas competitivas, que promoveram uma
reducdo rapida de pH. SAMESHIMA et al. (1998) observaram que culturas
de  Lactobacillus, isoladas do trato intestinal de humanos, quando utilizadas
como starter em salames fermentados, inibiram o crescimento e produgdo de
enterotoxina por S. aureus durante a etapa de fermentagdo em temperaturas de
20° e 30°C.

A manutengdo do nimero de S. aureus observada ao longo do
processamento (Figura 6), confirma que o pH baixo e as temperaturas baixas ao
qual o salame ¢ submetido durante o periodo de maturagdio impede o seu
crescimento, como observado por INCKE (1998), mas a queda de pH e a a,
reduzida ndo foram suficientes para a inativagdo completa de S. aureus no salame
tipo italiano. Isto demonstra a importincia do controle de qualidade da matéria-
prima e do processo de elaboracao dos salames.

Muitos outros patdgenos também s3o encontrados sobrevivendo em
embutidos fermentados (ICMSF, 1996). Embora o pH baixo (entre 4,6 ¢ 5,0) ¢ a
atividade de 4gua baixa, entre 0,87 e 0,90 iniba o crescimento de muitas bactérias
patogénicas (NISSEN e HOLCK 1998), esses parametros podem ndo ser
suficientes para elimina-las.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Avaliouse o efeito do cravo-da-india (Syzygium aromaticum) sobre
Salmonella e Staphylococcus aureus inoculados em salame tipo italiano na
concentracdo de, aproximadamente, 10° a 10 UFC/g do produto. O experimento
consistit de um tratamento onde se produziu o embutido adicionado de 0,2% de
cravo ¢ de um tratamento controle, sem adicdo de cravo, ambos adicionados de
uma cultura starter mista de Staphylococcus xylosus e Pediococcus pentosaceus
(SPX).

A concentragdo de eugenol no cravo-da-india foi determinada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Ao se adicionar 0,2% de cravo no
embutido, a concentragdo 32,62 mg/g de eugenol detectada no cravo, ficou em,
aproximadamente, 65 g por grama de massa do embutido.

A concentracdo de éacido latico, pH, atividade de agua (a,) e umidade
estimada foram avaliadas nas amostras do salame coletadas ao longo do
processamento.

O pH final do salame tipo italiano foi, em média, de 4,32 no salame
produzido com 0,2% de cravo e de 4,49 no controle, indicando que a adicdo de
cravo resulta em uma maior acidez do produto final. Esse pH mais baixo pode

contribuir para uma maior inibicao de microrganismos indesejaveis no produto.
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A andlise de acido latico dos embutidos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) evidenciou uma variagio de 659 mmolL’, no inicio do
processamento para 2494 mmolL" ao final de 20 dias nos embutidos de ambos
os tratamentos, nao havendo diferenca significativa entre os valores encontrados.

Os salames processados neste estudo resultaram num produto final com
a,, de, aproximadamente, 0,91 ¢ um percentual de umidade estimada de 49,1%.

A adicdo de 02% de cravo no salame ndo resultou em diferengas
significativas nas caracteristicas fisico-quimicas do produto, com excecao do pH.

Para deteccdo de Salmonella, aliquotas de diluicdes sucessivas do
homogenato foram plaqueadas em agar seletivo XLD, BPLS e Rambach e, nos
tempos de amostragem onde a contagem de Salmonella foi menor do que o limite
de sensibilidade da técnica, a sua quantificacdo foi feita pela técnica do Numero
Mais Provavel (NMP). Utilizou-se também, a técnica de detec¢do por
imunoanalise, no periodo correspondente ao 20° dia de processamento. Foi
constatado que, nos salames tipo italiano fabricados com a adicdo de 02% de
cravo ¢ naqueles salames do tratamento controle, sem cravo, houve uma redugdo
do numero de células viaveis de Salmonella que alcangou valores de até quatro
ciclos logaritmicos. Quando se usou o &gar BPLS para a contagem de colonias
tipicas, de Salmonella, o nimero de ciclos logaritmicos reduzidos na populacdo
desse  patdgeno  foi, significativamente  maior  (p<0,05) nos  embutidos
adicionados de 02% de cravo. Entretanto, pode-se perceber, entretanto, que, no
meio XLD a detecgdo das colonias tipicas foi facilitada pela morfologia tipica
das colonias e pela maior inibicho da microbiota contaminante. Ao final do
periodo de 20 dias de processamento do salame tipo italiano ndo foi possivel
detectar a presenca de Salmonella no produto adicionado de 0,2% de cravo pela
técnica do NMP ou pelo método imunoanalitico. Em apenas uma das quatro
repeticoes do tratamento controle, sem a adicdo de cravo a presenca de
Salmonella nos embutidos prontos foi constatada, pela técnica de imunoanélise.

A deteccdo de S. aureus foi feita em &gar Baird-Parker, plaqueando-se
diluicdes sucessivas do homogenato. A reducdo do nimero de células vidveis de

S. aureus ocorreu mais acentuadamente, no periodo de fermentacdo dos
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embutidos de ambos os tratamentos. Embora tenha sido observada uma grande
variabilidade na contagem de colonias tipicas de S. aureus inoculado na massa do
salame tipo italiano na fase de fermentacdo, os resultados indicaram uma reducdo
de meio ciclo logaritmico no nimero de células viaveis.

Os resultados mostraram que a adicdo de 0,2% de cravo no salame tipo
italiano, nas condicdes usadas, resultou em efeito inibidor adicional sobre

Salmonella, mas ndo sobre S. aureus em nenhum dos tempos de amostragem.
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