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Resumo

Os probidticos tém sido largamente utilizados em produtos lacteos. Recentemente, seu uso em produtos carneos tem despertado interesse,
principalmente em embutidos fermentados consumidos na forma crua e sem aquecimento prévio. Verificou-se a influéncia da utilizagdo de
Lactobacillus casei, L. paracasei e L. rhamnosus sobre as caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais de embutido fermentado, bem como o
desenvolvimento e a viabilidade das culturas no produto carneo. Os embutidos foram processados em quatro tratamentos, sendo o primeiro
tratamento usado como controle, enquanto os demais receberam a adi¢ao de uma espécie de Lactobacillus probiético, seguindo procedimento
de fabricac¢do descrito para salame italiano por um periodo de 25 dias. A presenca das culturas probioticas promoveu redugio mais rapida
do pH dos embutidos em relagdo ao tratamento controle, proporcionando gosto acido mais intenso na avaliagdo sensorial, principalmente
para cepa de L. rhamnosus. O crescimento de Staphylococcus xylosus da cultura starter sofreu redugao com a adi¢ao dos probidticos, porém
o desenvolvimento de Pediococcus pentosaceus nao foi afetado. Os probiéticos testados mostraram crescimento durante o processamento
e permaneceram viaveis no produto final. Ficou demonstrada a viabilidade da utilizacdo das culturas probidticas em embutido carneo
fermentado, principalmente L. casei e L. paracasei, preservando suas propriedades tecnoldgicas e sensoriais.
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Abstract

Probiotic Lactobacillus strains have been widely used in dairy products. Recently, attention has been directed to the use of probiotics in meat
products, mainly in fermented sausages. The effect of the utilization of Lactobacillus casei, L. paracasei and L. rhamnosus strains on physical-
chemical, microbiological and sensory quality of fermented sausage was evaluated. The sausages were processed in four batches: one was used
as the control, while the other three batches received one of the probiotic strains each. The manufacturing procedure described for Italian
salami with 25 days of fermentation and ripening was followed. The presence of probiotic Lactobacillus resulted in a faster pH decrease, which
affected the taste of the probiotic sausages. There was an increase in acid notes, mostly in the sausage containing L. rhamnosus. The lactobacilli
strains also decreased the growth of Staphylococcus xylosus; however, they did not affect the number of Pediococcus pentosaceus and the
acceptability of the sausages in the sensory evaluation. All Lactobacillus strains showed an increase in viable cell count during manufacturing
and this parameter remained high until the end of ripening. The viability of the utilization of probiotic Lactobacillus, especially L. paracasei
and L. casei, in fermented sausage, maintaining the quality characteristics of the product, was demonstrated.

Keywords: probiotic; Lactobacillus paracasei; Lactobacillus casei; Lactobacillus rhamnosus; fermented sausage.

1 Introdugao

ISSN 0101-2061

A crescente preocupagio dos consumidores em conhecer as
caracteristicas dos alimentos que consomem tem conduzido ao
desenvolvimento de produtos que promovem a saude e o bem-
estar, além de sua funcio de nutrigio (TYOPPONEN; PETAJA;
MATTILA-SANDHOLM, 2003). Esses alimentos que geram
efeitos benéficos a saude humana, aliados a a¢do nutricional
sdo denominados funcionais. Seu efeito deve-se a adigdo de
ingredientes ativos a remocdo ou substitui¢do de substincias
indesejéveis em sua composicdo (ERKKILA et al., 2001b).

Os probidticos sdo definidos como microrganismos vivos
capazes de melhorar o equilibrio microbiano intestinal produ-

zindo efeitos benéficos a saude do individuo (BRASIL, 2002).
Segundo Leroy, Verluyten e Vuyst (2006) e Ammor e Mayo
(2007), os probidticos necessitam ser ingeridos em quantidades
suficientes para exercerem efeito benéfico sobre a fisiologia e
satde do hospedeiro. Ao consumo de probidticos estdo asso-
ciados varios efeitos benéficos a saude, como o melhor transito
intestinal dos alimentos, facilitando a digestéo, o alivio dos
sintomas de intolerancia a lactose, aumento da resposta imune,
reducdo dos episodios de diarréia, prevengdo ou supressio de
cancer de cdlon e redugao do colesterol sangiiineo (HEENAN
etal., 2002).
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Desenvolvimento de embutido probidtico

Os microrganismos benéficos tém sido aplicados princi-
palmente em bebidas lacteas, mas também em produtos a base
de cereais, férmulas para alimenta¢io infantil, sucos de frutas
e sorvetes, sendo ainda incipiente sua utilizagdo em produtos
carneos (ERKKILA et al., 2001b; PAPAMANOLI et al., 2003;
BEJDER, 2004).

Na industria cdrnea, o uso de probidticos mostra-se mais
promissor nos produtos crus fermentados, haja vista serem fa-
bricados com carne crua e consumidos sem prévio aquecimento,
0 que causaria a morte dos microrganismos (ERKKILA et al.,
2001a; AMMOR; MAYO, 2007). Os embutidos carneos, como o
salame, sdo muitas vezes considerados produtos menos sauda-
veis devido ao seu contetdo de gordura, aditivos e especiarias.
Nesse sentido, a adigdo de probidticos a esses alimentos poderia
trazer os beneficios a satide associados as bactérias lacticas e
contribuir para o aumento do consumo desses produtos por
uma parcela da populagdo preocupada com a manutengédo da
saude.

Os embutidos fermentados, devido as suas caracteristicas de
baixo pH e atividade de 4gua, além da presenga de sais de cura e
de outros microrganismos competidores, poderiam representar
um ambiente desafiador para a sobrevivéncia de probidticos
durante seu processo de fabricagdo (LEROY; VERLUYTEN;
VUYST, 2006). Porém, diversos estudos tém demonstrado a
viabilidade do uso de lactobacilos probidticos em produtos car-
neos fermentados. Arihara et al. (1998) estudaram a aplicagdo de
Lactobacillus gasseri para aumentar a seguran¢a microbioldgica
de produto carneo fermentado.

A utilizagdo de L. rhamnosus e L. paracasei subsp. paracasei
para a fermentagdo de produtos carneos foi estudada por
Sameshima et al. (1998). Erkkila et al. (2001a) realizaram ex-
perimentos utilizando cepas probidticas de L. rhamnosus GG
e cepas potencialmente probidticas de L. rhamnosus LC-705
e VIT-97800 para a fabricacdo de salames. Andersen (1998)
demonstrou a possibilidade de fermentag¢io de produto carneo
pela mistura de uma cultura starter tradicional Bactoferm T-SPX
(Chr Hansen) e uma cultura potencialmente probidtica de
L. casei LC-01 e pela mistura da mesma cultura starter com uma
cultura de Bifidobacterium lactis Bb-12. Estudos relatados por
Erkkili et al. (2001a) mostram o potencial efeito probiético de
cepas de L. gasseri, L. rhamnosus, L. paracasei subsp. paracasei,
L. casei e Bifidobacterium lactis utilizadas para a fermentagao
de salame.

A inibi¢do da colonizagdo e viruléncia de Listeria
monocytogenes no trato intestinal de ratos pelo consumo de
produto cirneo fermentado adicionado de culturas starter,
culturas probidticas e L. monocytogenes foi testada por Mahoney
e Henriksson (2003). Os resultados mostraram que a cultura
starter composta por Pediococcus pentosaceus e Staphylococcus
xylosus e as culturas probidticas compostas por L. acidophilus,
L. paracasei e bactérias do género Bifidobacterium foram capazes
de inibir o crescimento de Listeria durante sua passagem pelo
trato gastrintestinal. Verificou-se também um possivel efeito
protetor da massa do salame sobre a mucosa intestinal, por
envolver a bactéria patogénica em sua matriz, nao permitindo
a adesdo e colonizagdo do intestino, havendo eliminagdo do
patdgeno nas fezes.
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O objetivo do presente trabalho foi verificar a influén-
cia da adigdo das espécies probidticas de Lactobacillus casei,
Lactobacillus paracasei e Lactobacillus rhamnosus sobre as
caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais de embutido fer-
mentado, bem como seu desenvolvimento e viabilidade no
produto cérneo.

2 Material e métodos

2.1 Microrganismos

Nos embutidos fermentados produzidos no presente
trabalho utilizou-se como cultura starter a cultura comercial
Bactoferm T-SPX contendo os microrganismos Staphylococcus
xylosus DD-34 e Pediococcus pentosaceus PC-01 (Chr Hansen,
Dinamarca).

Como culturas probidticas foram testadas as seguintes es-
pécies de Lactobacillus: L. casei (LC 01 Chr Hansen, Dinamarca)
obtida sob a forma liofilizada, L. paracasei ssp. paracasei (ATCC
10746/ CCT 0566) e L. casei ssp. rhamnosus (ATCC 7469/CCT
6645) obtidas sob a forma reativada em agar MRS da Colegao de
Culturas Tropicais da Fundagao André Tosello, Campinas-SP.

De acordo com o catalogo de culturas da American Type
Culture Collection (ATCC, 2005), a cultura de L. casei ssp.
rhamnosus ATCC 7469 esta classificada como L. rhamnosus e
foi descrita neste trabalho como uma subespécie de L. casei, pois
foi fornecida pela Colegdo de Culturas Tropicais da Fundagao
André Tosello com a referida denominagao.

2.2 Processamento dos embutidos fermentados

Para a fabrica¢do dos embutidos carneos utilizou-se a for-
mulagdo descrita na Tabela 1.

Para a formulagdo dos embutidos, a quantidade de matéria-
prima, cloreto de sddio, agucares e condimentos baseou-se
em formulag¢des descritas por Terra (1998) e Terra, Fries e
Terra (2004). Para a adi¢do do fixador utilizou-se a dosagem

Tabela 1. Formulag¢do basica utilizada na fabricagido de embutido
carneo adicionado de culturas probidticas.

Matérias-primas e ingredientes Quantidade
Carne suina 56,31%
Carne bovina 19%
Toucinho 19%

Sal (cloreto de sodio) 3,0%
Glicose 0,5%
Sacarose 0,5%
Alho em po 0,3%
Pimenta branca 0,2%
Noz moscada 0,02%
Nitrito de s6dio 0,015%
Nitrato de sédio 0,005%
Fixador (acelerador de cura) 1%
Cultura starter comercial TSPX 0,15%

(Chr Hansen)

Cultura probidtica Variavel para cada tratamento
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recomendada pelo fabricante. A quantidade de cultura starter
utilizada baseou-se no numero de células vidveis presentes na
cultura comercial liofilizada necessario para atingir na massa
do embutido o valor minimo de 1 x 108UFC.g™".

O preparo da massa iniciou-se pela moagem das matérias-
primas carneas em disco de ago inox de 5 mm para a carne
bovina e em disco de 8 mm para a carne suina. A carne bovina
deve ser moida em chapa mais fina, pois suas fibras apresen-
tam maior espessura e resisténcia em comparagio as fibras
da carne suina. O toucinho congelado foi picado em cubos
com tamanho de 0,5 cm. Procedeu-se a mistura manual das
matérias-primas carneas e de parte do cloreto de sddio para a
obtencao de consisténcia pastosa e promogao de liga na massa,
obtida pela extragdo completa das proteinas miofibrilares que
respondem pela unido dos fragmentos de carne no produto
final. Posteriormente, foram adicionados & massa toucinho,
pimenta branca, alho em pd, noz moscada, glicose, sacarose e
o restante do cloreto de sodio. Os sais de cura, nitrito e nitrato
de sédio e o fixador foram adicionados a massa previamente
diluidos em 4agua destilada para facilitar sua mistura, sendo o
fixador adicionado em seguida aos sais de cura (TERRA, 1998;
GARCIA; GAGLEAZZI; SOBRAL, 2000).

A cultura starter composta de P. pentosaceus e S. xylosus
foi adicionada a massa em concentragdo celular superior a
3,2 X 10" UFC.g! de indculo, ao final da mistura, apds prévia
ativagdo em dgua ndo clorada por 30 minutos. As culturas pro-
bidticas foram adicionadas a massa ap6s a adi¢do da cultura
starter.

O embutimento das massas foi realizado em embutideira
manual (JAMAR) utilizando tripa artificial de colageno re-
constituido com calibre de 45 mm previamente embebida em
solu¢do de acido lactico a 1% por 15 minutos para promover de-
sinfeccdo e facilitar sua aderéncia a massa (NASSU; BESERRA;
GONCALVES, 2002; TERRA; FRIES; TERRA, 2004).

No presente trabalho, foram realizados quatro tratamentos
que variaram quanto ao tipo da cultura bacteriana adicionada ao
embutido carneo. O Tratamento 1, denominado de tratamento
controle, recebeu adi¢do apenas da cultura starter comercial,
enquanto que nos demais tratamentos, os embutidos recebe-
ram além da cultura starter, a adi¢ao de diferentes espécies
de Lactobacillus potencialmente probioticos, de acordo com a
seguinte descrigéo:

o Tratamento 1 (controle): cultura starter TSPX contendo
Pediococcus pentosaceus e Staphylococcus xylosus;

o Tratamento 2: cultura starter TSPX + cultura pura de
Lactobacillus casei;

o Tratamento 3: cultura starter TSPX + cultura pura de
Lactobacillus casei ssp. rhamnosus; e

o Tratamento 4: cultura starter TSPX + cultura pura de
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei.

Preparagdo dos inéculos de culturas probidticas

Considerando-se que o numero de células vidveis das cul-
turas bacterianas recomendado para adigdo a massa carnea seja
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dois ciclos logaritmicos superior ao niumero de células da micro-
biota contaminante da carne e que o nimero maximo aceitavel
de microrganismos contaminantes na carne é de 10° UFC.g™!
(TERRA, 1998), a quantidade de culturas probiéticas adicionada
a massa dos embutidos deve ser de no minimo 10* UFC.g™".
Obedecendo a essa propor¢io e considerando a quantidade
total de 3.000 g de massa cérnea utilizada para cada tratamento,
o numero de células viaveis das culturas probidticas necessario
paraainoculagdo da massa carnea seria 3 X 10" UFC. Para obter
areferida quantidade de células viaveis de bactérias probidticas
no indculo tornou-se necessdria a utilizagdo do volume inicial
de 1.000 mL de indculo, haja vista que na contagem do nimero
de células viaveis das cepas probidticas puras em caldo MRS
obteve-se valor de 3 X 10° UFC.mL™". Devido ao grande volume
de indculo necessario, as células bacterianas foram concentradas
por centrifuga¢io previamente a inoculagdo na massa carnea.

As cepas puras de L. casei, L.casei ssp. rhamnosus e
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei foram pré-ativadas em
10 mL de caldo MRS com incubagio a 37 °C por 48 horas. Ap6s
a pré-ativagdo, aliquotas de 3 mL de cada cultura foram seme-
adas em 1.000 mL de caldo MRS com posterior incuba¢do em
estufa bacterioldgica a 37 °C por 48 horas. Apos esse periodo,
procedeu-se a centrifuga¢do do volume total de caldo contendo
as culturas ativadas em centrifuga refrigerada (EPPENDORF
5810 R) a 15 °C com rotagdo de 3.500 rpm por 15 minutos.

O sobrenadante foi descartado e o precipitado adicionado
amassa dos embutidos ap6s a adi¢éo de todos os demais ingre-
dientes e da cultura starter. Do volume total de precipitado de
cada cultura, tomou-se 2 mL para a contagem do nimero de
células vidveis dos indculos. A concentragdo celular de L. casei
obtida apos centrifugagio e adicionada ao Tratamento 2 foi de
7,5 X 10" UFC.mL™" de indculo. Para L. casei ssp. rhamnosus
obteve-se niimero de células vidveis de 6,5 X 10 UFC.mL™"
(Tratamento 3) e para L. paracasei 7,5 X 10'° UFC.mL"!
(Tratamento 4).

Condigoes de temperatura e umidade relativa
do ar na cimara de maturagdo

Para cada tratamento obteve-se em média 20 pecas de
embutido carneo, com comprimento aproximado de 12 cm. Os
embutidos foram maturados por 25 dias em cAmara de incuba-
¢30 B.0.D. (FANEM, MDL 347 CD) com temperatura inicial de
25 °C e umidade relativa do ar de 89%, as quais sofreram redugao
gradativa para permitir a secagem do produto (Tabela 2).

A temperatura inicial de fermentagdo dos embutidos
influencia sua qualidade final. Temperaturas acima de 26 °C
podem ocasionar problemas relacionados a seguranga micro-
bioldgica do produto, além de excessiva acidificagdo e fusdo das
gorduras (NASSU; BESERRA; GONCALVES, 2002).

2.3 Andlises fisico-quimicas, microbioldgicas e sensoriais

As modificagdes fisico-quimicas e microbioldgicas ocorri-
das nos embutidos durante a maturagio foram avaliadasno 1, 3,
5,7,11, 14,21 e 25° dias. As analises fisico-quimicas realizadas
nas amostras coletadas para cada tratamento foram: atividade
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Tabela 2. Condi¢oes de temperatura e umidade relativa do ar utili-
zadas na camara de incuba¢iao durante o periodo de maturagdo dos
embutidos fermentados.

Tempo de maturagiao Temperatura (°C) Umidade relativa do

(dias) ar (%)
1 25 89
2 24 89
3 23 88
4 22 88
5 21 87
6 20 86
7 18 80
8 18 77
9 18 75
d l d
25 18 75

de agua, acidez titulavel, umidade, pH, perda de peso e perda
de diametro. Para verificar a viabilidade das culturas bacterianas
adicionadas foi realizada a contagem de Lactobacillus para os
Tratamentos 2, 3 e 4 e a contagem de P. pentosaceus e S. xylosus
para todos os tratamentos. A avaliagdo sensorial foi realizada
para todos os tratamentos apds 25 dias de maturagio dos em-
butidos carneos.

Os valores de pH foram determinados por processo eletro-
métrico em potencidémetro digital devidamente calibrado com
solugdes tampao de pH 7,0 e 4,0, com sonda de perfuragdo, me-
diante leituras diretas nos embutidos, evitando-se o contato da
sonda com a gordura das amostras (TERRA; BRUM, 1988).

O teor de 4cidos livres nos embutidos fermentados foi de-
terminado pelo método titulométrico com soluc¢do de hidréxido
de sodio 0,1 N (TERRA; BRUM, 1988).

A atividade de d4gua dos embutidos foi verificada utilizando-
se aparelho medidor de atividade de agua (AQUALAB CX-2)
por medida direta nas amostras previamente trituradas e man-
tidas a temperatura ambiente de 21 °C.

A umidade dos embutidos fermentados foi determinada
pelo método gravimétrico com dessecagdo em estufa a 105 °C,
conforme metodologia descrita pela AOAC (2000).

A perda de peso dos embutidos durante a maturagio e
secagem foi determinada pelo método gravimétrico, mediante
a pesagem de duas pegas de embutido de cada tratamento antes
da maturacio e apos cada tempo de amostragem até o momento
do envase a vacuo. Os resultados foram expressos em porcen-
tagem de perda de peso.

O diametro de duas pecas de embutido de cada tratamento
foi medido com uso de régua graduada antes da maturagio e
apos cada tempo de amostragem até o final da secagem, sendo
os resultados expressos em porcentagem de reducdo de dia-
metro.

O procedimento de preparo das amostras de embutidos
para as contagens microbioldgicas foi realizado conforme a me-
todologia descrita por Brasil (2003), recomendada para controle
de produtos de origem animal e dgua. Seguindo os procedi-
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mentos, as amostras foram diluidas em dgua peptonada a 0,1%,
acondicionadas em sacos plasticos estéreis e homogeneizadas
em homogeneizador stomacher por 60 segundos, executando-se
diluicdes subseqiientes até a concentracio desejada.

A contagem de P. pentosaceus, bactéria lactica da cultura
starter adicionada aos embutidos, foi realizada pela semeadura
em profundidade das amostras homogeneizadas e diluidas em
agua peptonada estéril a 0,1% até a concentragdo desejada em
placas de Petri com agar MRS adicionado de 10 mg de tetra-
ciclina (SIGMA Chemical Co) por litro do meio para inibigdo
do crescimento de Lactobacillus.

Apds a semeadura, as placas invertidas foram incubadas
em estufa bacterioldgica a 37 °C por 48 horas e o resultado da
contagem expresso em UFC.g™' de amostra (SWANSON et al.,
1992; SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA, 2001).

A contagem dos Lactobacillus adicionados como culturas
probidticas aos embutidos fermentados foi realizada em 4gar
MRS (DE MAN; ROGOSA; SHARPE, 1960; CARR; CHILL;
MAIDA, 2002) com incubagdo a 37 °C por 48 horas. Essas
condi¢bes de composi¢io do meio de cultura e incubagio
permitem o crescimento concomitante de Lactobacillus e de
Pediococcus da cultura starter. Dessa forma, o resultado da
contagem de Lactobacillus foi calculado como a diferencga entre
a contagem total de bactérias lacticas em agar MRS puro e a
contagem de Pediococcus em agar MRS adicionado de 10 mg.L™!
de tetraciclina.

A contagem de S. xylosus, bactéria integrante da cultura
starter, foi realizada pela semeadura das diluiges decimais das
amostras em placas de Petri com agar Baird Parker incubadas a
37°C por 48 horas e o resultado expresso em UFC.g ™' (ERKKILA
et al., 2001a; ERKKILA et al., 2001b).

Como indicativo das condi¢des higiénico-sanitarias de
processamento dos embutidos e da agdo inibitdria das culturas
bacterianas adicionadas aos embutidos sobre a flora conta-
minante foram realizadas a contagem de coliformes totais e a
contagem de Escherichia coli.

As contagens foram executadas pelo método Petrifilm
Coliformes (SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA, 2001) em placas
Petrifilm (3M) com incubagio a 37 °C por 48 horas, onde as
colonias de coliformes totais mostram-se vermelhas associadas a
bolhas de gas, e as coldnias de Escherichia coli mostram-se azuis
ou vermelho-azuladas com bolhas de gés. A principal vantagem
das placas de Petrifilm em relacdo aos métodos convencionais
¢ a sua conveniéncia, pois estdo prontas para o uso, eliminan-
do as etapas necessarias de preparagdo dos meios de cultura e
vidrarias, ocupam menos espago em incubadoras, geladeiras,
armarios, autoclaves, tém descarte mais facil, ndo quebram, ndo
derramam e podem ser congeladas para contagem posterior ou
reandlise (SANT’ANA; CONCEICAO; AZEREDO, 2002).

A opgio pela contagem de Escherichia coli como indicador
de contaminagéo fecal e ndo pela contagem de coliformes ter-
motolerantes baseou-se no fato de que a contagem especifica de
Escherichia coli permite determinagdo mais exata da incidén-
cia de contaminagdo fecal (SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA,
2001).
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As amostras para avaliagdo sensorial foram preparadas me-
diante o corte transversal das pecas de embutidos, em forma de
fatias finas com espessura média de trés milimetros, descartan-
do-se as extremidades. As amostras de cada tratamento foram
apresentadas a uma equipe de 18 provadores semitreinados,
habituados ao consumo de embutidos fermentados, distribu-
idas em pratos de polietileno codificados aleatoriamente com
nimeros de trés digitos.

As caracteristicas avaliadas foram cor, sabor, aroma, textura,
gosto acido e aspecto, utilizando escala hedonica de 9 pontos,
cuja pontuagdo 1 correspondia a denominagéo ruim, fraco ou
suave, a pontuag¢do 5 a denominagio indiferente e a pontuagiao
9 a denominagio bom, forte ou firme, dependendo do atributo
avaliado. Os valores obtidos nas amostras para cada caracte-
ristica avaliada foram analisados estatisticamente por andlise
de variancia (ANOVA) e teste de comparagdo de médias, utili-
zando nivel de significancia de 5% (MORAES, 1990; CHAVES;
SPROESSER, 1993; DUTCOSKI, 2007).

2.4 Andlise estatistica

Os valores obtidos nas analises realizadas nos embutidos
fermentados dos Experimentos 1, 2 e 3 foram submetidos ao cal-
culo de média, desvio padréo e analise de variancia, utilizando
fungéo especifica do programa Excel da Microsoft Corporation
e ao teste de Tukey para a compara¢do de médias com signifi-
cincia a 5% (GOMES, 1990).

3 Resultados e discussao

3.1 Determinagaes fisico-quimicas

Durante as diferentes fases do processamento dos embuti-
dos fermentados, trés grandes grupos de substancias presentes
influenciam os valores de pH: os acidos organicos oriundos da
fermentagao dos agticares, os compostos bésicos resultantes da
protedlise gerada pelos microrganismos ou pelas proprias enzi-
mas tissulares e os acidos organicos procedentes das gorduras
(CHAGAS, 1998).

A evolugio do pH e da acidez nos embutidos fermentados
durante o periodo de maturagio e secagem estd apresentada
na Figura 1.

Verificou-se que os embutidos pertencentes aos Tratamentos
2,3 e4, quereceberam a adi¢ao de culturas probiéticas, mostra-
ram menores valores de pH e maiores valores de acidez em re-
lagdo ao tratamento controle durante 25 dias de processamento,
havendo diferenca estatistica significativa de 5% para os valores
de pH entre o tratamento controle e os demais tratamentos. Para
aacidez nao foi verificada diferenca estatistica significativa entre
os tratamentos (p < 0,05).

O pH inicial (tempo 0) observado para os embutidos dos
Tratamentos 2, 3 e 4 foi ligeiramente inferior ao do tratamento
controle em decorréncia da acidez do caldo utilizado como
in6culo das culturas probioticas.

Sameshima et al. (1998) estudaram a queda do pH em sa-
lames adicionados de L. rhamnosus e L. paracasei ssp. paracasei
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Figura 1. Variacoes de pH e acidez dos embutidos fermentados adicio-
nados de culturas probidticas durante 25 dias de maturagio e secagem.
Tratamento 1: controle (starter); Tratamento 2: Lactobacillus casei +
starter; Tratamento 3: Lactobacillus casei ssp. rhamnosus + starter; e
Tratamento 4: Lactobacillus paracasei ssp. paracasei + starter.

e verificaram que apds 24 horas de fermentac¢do, o pH dos
embutidos situou-se entre 5,0 e 5,2. Esses valores mostram-se
semelhantes ao valor de 5,01 encontrado para o Tratamento 4
(adicionado de L. paracasei) e ligeiramente superior ao va-
lor de 4,89 encontrado para o Tratamento 3 (adicionado de
L. rhamnosus).

Nos primeiros trés dias de maturagdo verificou-se rapida
queda do pH dos embutidos com valores que variaram entre
5,08 € 4,40. Os embutidos adicionados de L. casei, L. rhamnosus e
L. paracasei mostraram valores de pH de 4,48, 4,42 e 4,40 no ter-
ceiro dia de fermentagio, respectivamente, apresentando resul-
tados proximos ao valor de pH 4,4 encontrado por Sameshima
et al. (1998) em salames adicionados de L. rhamnosus e
L. paracasei para o mesmo periodo de maturagéo. Os referidos
autores também verificaram que esses baixos valores de pH
produzidos pelas culturas de L. rhamnosus e L. paracasei foram
capazes de inibir o crescimento de Staphylococcus aureus nos
salames.

A queda do pH nos embutidos fermentados, para valores
préximos a 5,0 nos primeiros dias de fermentagéo, torna o
ambiente protegido contra a a¢do de bactérias gram negativas
indesejaveis; constituindo a base para sua seguranca microbio-
16gica (LUCKE, 2000; ERKKILA et al., 2001b; TYOPPONEN
et al., 2003).

513



Desenvolvimento de embutido probidtico

A redugdo do pH do salame para niveis proximos a 5,0
objetiva alcangar o ponto isoelétrico das proteinas miofibrilares
da carne, provocando perda de dgua e obtencéo de textura no
produto (CAMPOS, 2002).

A partir do sétimo dia de fabrica¢do, o pH observado
no tratamento controle sofreu ligeiro aumento, mantendo-se
proximo a 5,0 até o final da maturagio e secagem, enquanto
que os valores de pH dos embutidos com culturas probidticas
sofreram pequenas oscilagdes ao longo dos 25 dias de processa-
mento, variando entre 4,55 e 4,24. De acordo com Terra, Fries
e Terra (2004), a partir do sétimo dia de fabricagdo, os valores
de pH sofrem aumento devido as reagdes de descarboxilacio
e desaminagado de aminodcidos, que liberam aménia no meio,
alcalinizando-o. Porém, o pH pode sofrer nova reducdo devido
a lipdlise que libera dcidos graxos livres no meio.

Erkilld et al. (2001a) observaram que no sétimo dia de
maturagdo de salames fermentados com trés diferentes cepas
de L. rhamnosus, sem o uso de cultura starter, os valores de pH
variaram entre 4,9 e 5,1, situando-se acima do pH obtido para
o Tratamento 3 (starter + L. rhamnosus). O valor de pH obtido
no Tratamento 3 foi menor em decorréncia da presenca de
P, pentosaceus na cultura starter utilizada, que por tratar-se de
bactéria lactica, produz acido lactico no meio e, conseqiiente-
mente, provoca a queda de pH.

Os embutidos pertencentes aos quatro tratamentos mos-
traram aumento da acidez até o sétimo dia de fermentagdo. A
partir do décimo primeiro dia, observou-se redugao gradativa
da acidez, que assim permaneceu até o final da fabricacéo,
coincidindo com o ligeiro aumento de pH observado para o
mesmo periodo.

Ao final do processamento, o embutido controle obteve pH
proximo a 5,0 e acidez de 0,4 mL de NaOH.100 g, ao passo
que nos tratamentos com culturas probidticas os valores de
pH ficaram préximos a 4,5 e de acidez entre 0,8 e 0,9 mL de
NaOH.100 g*!, demonstrando atividade fermentativa das cultu-
ras probidticas sobre os agticares do meio. Muthukumarasamy
e Holley (2006) observaram que em salames adicionados de
L. reuteri com ou sem microencapsulagdo por alginato de so6-
dio, os embutidos alcancaram valores médios de pH de 4,74 e
atividade de agua de 0,89 apds 27 dias de processamento.

A porcentagem de umidade e a atividade de agua (Aw) sdo
determinagdes utilizadas para medir o teor de 4gua nos alimen-
tos e estdo relacionadas entre si. A atividade de 4gua indica a
quantidade de agua disponivel para as reagdes bioquimicas,
fisico-quimicas e enzimdticas necessérias para o desenvolvimen-
to de microrganismos, assim como para a produgio de toxinas
(JAY, 1994). Dessa forma, o teor de agua do produto constitui
um importante fator para sua conservagéo, pois a redu¢do no
teor de 4gua torna o ambiente desfavoravel ao crescimento e a
multiplica¢do de microrganismos deteriorantes e toxigénicos
(SIQUEIRA, 1995).

Ao final de 25 dias de processamento, observou-se que o
embutido controle mostrou a maior atividade de 4gua entre os
tratamentos (Figura 2), embora os valores de atividade de 4gua
tenham se apresentado proximos entre si, ndo havendo diferenga
estatistica significativa de 5%.
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Figura 2. Valores de atividade de dgua, umidade, perda de peso e
redugdo de didmetro dos embutidos fermentados em 25 dias de
processamento. Tratamento 1: controle (starter); Tratamento 2:
Lactobacillus casei + starter; Tratamento 3: Lactobacillus casei ssp.
rhamnosus + starter; e Tratamento 4: Lactobacillus paracasei ssp.
paracasei + starter.
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O tratamento controle obteve valor de atividade de dgua de
0,886, enquanto que os demais tratamentos mostraram valores
de 0,879, 0,878 e 0,860 para os Tratamentos 2, 3 e 4, respecti-
vamente. Esses valores encontram-se abaixo do valor maximo
de atividade de agua de 0,90, recomendado pela legislacdo
brasileira para o salame tipo italiano (BRASIL, 2000), proximos
ao valor de 0,88 encontrado por Garcia, Gagleazzi e Sobral
(2000) e ao valor de 0,87 citado por Terra (2003), para garantir
a seguranca microbioldgica do salame tipo italiano, visto que
a atividade de dgua mostra-se como o fator mais importante
para a conservac¢ao da majoria dos embutidos crus fermentados
(MONFORT, 2002).

Relacionando a atividade de dgua com a perda de peso e
a reducdo de didmetro, verificou-se que o tratamento contro-
le mostrou menores perdas de peso e reducdo de didmetro,
apresentando valores que diferiram estatisticamente a 5% de
significancia dos valores obtidos para os demais tratamentos.
Essa condi¢ao esta relacionada ao maior valor de pH encontrado
para o embutido do tratamento controle, que proporcionou
menor perda de agua do produto durante o processamento,
haja vista que o pH é um dos principais fatores que influenciam
na difusdo da 4gua do interior para a superficie do embutido
(PINTO; PONSANO; HEINEMANN, 2001).

Coelho et al. (2000) encontraram valores de umidade para
o salame tipo italiano de 42,29%, enquanto que Campos (2002)
obteve valores de umidade que variaram entre 38,7 a 43,6% e
Garcia, Gagleazzi e Sobral (2000) obtiveram teor de 36% para
o salame tipo italiano. Os valores de umidade obtidos para
os embutidos apds 25 dias de matura¢do foram 40,85, 41,47,
41,48 e 38,54% para os Tratamentos 1, 2, 3 e 4, respectivamen-
te, mostrando-se dentro da faixa de umidade encontrada em
salames tipo italiano.

A determinagéo da perda de peso é uma medida que mostra
indiretamente a quantidade de dgua eliminada pelo embutido
durante o periodo de secagem e depende da temperatura, umi-
dade relativa no interior da cimara de maturagéo e do tempo de
processamento (GARCIA; GAGLEAZZI; SOBRAL, 2000).

Coelho et al. (2000) citam que o salame tipo italiano pode
perder até 40% de seu peso durante o processamento. A perda de
peso encontrada para os embutidos dos Tratamentos 1, 2,3 e 4
foide 29,94, 33,04, 34,08 e 33,84%, respectivamente, mostrando
que os embutidos com culturas probidticas apresentaram per-
das de peso semelhantes, cujos valores mostraram diferenga
estatistica significativa em relagdo a perda de peso verificada
no tratamento controle (p < 0,05).

A maior perda de peso obtida para os tratamentos adiciona-
dos de culturas probioticas estd relacionada a acidificagdo muito
intensa da massa, que facilita a quebra de peso dos embutidos.
Garcia, Gagleazzi e Sobral (2000) obtiveram perda de peso de
44% para salame tipo italiano apds 20 dias de processamento.
Erkkild et al. (2001a) obtiveram perda de peso de 40% em sala-
mes fermentados por culturas de L. rhamnosus apds 28 dias de
processamento, cujo valor mostrou-se acima do valor encon-
trado para o Tratamento 3.

Para a redugdo de didmetro verificou-se que o menor valor
foi obtido para o tratamento controle. Embora o Tratamento 2
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(L. casei) tenha apresentado valores de perda de peso, umidade
e atividade de dgua proximos ao do Tratamento 3, sua redugao
de didmetro mostrou-se superior. Essa condi¢ao pode ter sido
causada pelo encolhimento desuniforme da superficie da peca
durante a secagem, ocasionando diferengas na medida do
diametro.

3.2 Andlises microbiolégicas

Asbactérias probidticas apresentaram crescimento no am-
biente carneo, com aumento no nimero de células viaveis nos
primeiros dias de fermentac¢do, como pode ser visualizado na
Figura 3. Sameshima et al. (1998) verificaram que o numero de
células vidveis de L. rhamnosus e L. paracasei em salame mos-
trou-se proximo a 1 X 108 UFC.g™" ap6s 3 dias de fermentagdo a
20°C. A contagem inicial verificada para L. casei, L. rhamnosus e
L. paracasei nos embutidos fermentados foi de 1 X 107, 1,1 X 108
e 1,6 X 10 UFC.g™!, observando-se o aumento desses valores
para 3,9 X 10%, 5,5 X 10° e 4,2 X 10° UFC.g™!, respectivamente,
no terceiro dia de fermentagao.

A partir do sétimo dia, os Lactobacillus mostraram ligeira
redu¢do no numero de células, porém mantendo valores acima
de 10° UFC.g™", minimo recomendado para efeito probiético,
até o final do processamento (FERREIRA, 2003). O nimero
final de células viaveis obtido para L. paracasei foi de 9,5 X 107,
para L. rhamnosus 5,5 X 107 e para L. casei 3,45 X 107, havendo
diferenga significativa de 5% entre os tratamentos.

A contagem de P, pentosaceus nos embutidos ndo sofreu in-
terferéncia negativa pela presenca das culturas probiéticas. Nos
embutidos que receberam a adigdo dos Lactobacillus probidticos,
o numero de células viaveis da bactéria lactica da cultura starter
mostrou-se superior ao valor encontrado para o tratamento
controle para a maioria dos periodos de tempo avaliados.

A presenca das culturas probidticas provocou intensa redu-
¢do no pH dos embutidos, gerando também redu¢éo no nimero
de células de S. xylosus da cultura starter, haja vista que valores
de pH inferiores a 5,7 afetam negativamente o desenvolvimento
desse microrganismo (STAHNKE, 1995). Na presenga dos lacto-
bacilos, a contagem de S. xylosus mostrou nimero de células via-
veis inferior a 10 UFC.g ™" a partir do sétimo dia de fermentagio,
enquanto que no tratamento controle a populagao de S. xylosus
manteve-se mais estavel, exibindo reducéo gradativa no numero
de células durante os 25 dias de processamento. Resultados
semelhantes foram obtidos por Papamanoli et al. (2003) em
embutido grego fermentado ap6s 27 dias de processamento, no
qual a contagem de microrganismos da familia Micrococcaceae
mostrou-se inferior a 10°UFC.g™!, devido ao baixo pH alcangado
pelo produto, com valores proximos a 4,5.

Os microrganismos da familia Micrococcaceae utilizados
na cultura starter auxiliam na coloragido, sabor e aroma dos
embutidos. Contribuem na coloragdo devido a atividade das
enzimas nitrato redutase e catalase, importantes para a for-
magao e estabilidade da cor, além de prevenirem a oxidagio
lipidica. Porém, em condi¢des de baixo pH, sua quantidade
¢ drasticamente reduzida, podendo haver morte das células
apos o inicio da fermentacdo (TERRA; FRIES; TERRA, 2004).
Pinto, Ponsano e Heinemann (2001) relatam que para que haja
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a formagao da cor tipica de produtos curados é necessario que
o nitrato adicionado & carne sofra reduc¢io a nitrito através
da acdo da enzima nitrato redutase. As bactérias da familia
Micrococcaceae tém papel fundamental na redugédo do nitrato,
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Figura 3. Contagem dos Lactobacillus probiéticos, Pediococcus pen-
tosaceus e Staphylococcus xylosus durante o processamento dos em-
butidos fermentados. Tratamento 1: controle (starter); Tratamento 2:
Lactobacillus casei + starter; Tratamento 3: Lactobacillus casei ssp.
rhamnosus + starter; e Tratamento 4: Lactobacillus paracasei ssp.
paracasei + starter. O nimero de células vidveis de Lactobacillus no
Tratamento 1 ndo foi determinado.
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porém sua a¢do é bastante reduzida em valores de pH menores
que 5,4. Dessa forma, uma redugdo muito rapida do pH no
inicio do processamento dos produtos cdrneos pode interferir
na obtengdo da cor avermelhada caracteristica. De acordo com
Terra, Fries e Terra (2004), valores de pH inferiores a 4,9 sdo
considerados prejudiciais para o desenvolvimento da cor nos
produtos carneos.

Apesar da importancia da familia Micrococcaceae na cor,
sabor e aroma dos embutidos, o reduzido nimero de células
viaveis de S. xylosus observado nos embutidos adicionados de
culturas probidticas pareceu ndo afetar sensorialmente essas
caracteristicas quando comparados ao tratamento controle, pois
as pontuagdes recebidas pelos embutidos dos Tratamentos 2, 3 e
4 ndo apresentaram diferenca estatistica significativa (p < 0,05)
para os atributos de cor, sabor e aroma em comparagao as pon-
tuagdes do tratamento controle.

3.3 Avaliagdo sensorial

Entre os atributos avaliados, verificou-se diferen¢a signifi-
cativa de 5% entre os tratamentos somente para o gosto acido.
As pontuagdes atribuidas pelos provadores para o gosto dcido
dos embutidos confirmam os resultados obtidos nas determi-
nag¢des de pH e acidez, que mostraram maior acidez para os
Tratamentos 2, 3 e 4. Para esse atributo, as notas mais proximas a
9,0 indicam maior acidez ao paladar, enquanto que as notas mais
proximas a 1,0 indicam pouca acidez do embutido (Figura 4).

O embutido controle apresentou gosto acido menos
pronunciado do que os embutidos adicionados de culturas

Gosto 4acido

Aspecto Sabor

Textura Aroma

Cor

—&— Tratamento 1 (controle)
—m— Tratamento 2 (L. casei)
—>— Tratamento 3 (L. casei rhamnosus)

—a— Tratamento 4 (L. paracasei)

Figura 4. Perfil de caracteristicas dos embutidos fermentados ap6s
25 dias de processamento.
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probidticas, verificando-se diferenca estatistica de 5% de sig-
nificAncia entre o controle e os tratamentos que receberam a
adi¢do de L. casei (Tratamento 2) e de L. casei ssp. rhamnosus
(Tratamento 3).

Entre os tratamentos que receberam as culturas probidticas,
o embutido contendo L. paracasei (Tratamento 4) apresentou
gosto acido menos pronunciado, obtendo para esse atributo
pontuagio préxima a do tratamento controle.

O embutido adicionado de L. rhamnosus (Tratamento 3)
mostrou intenso gosto acido, caracteristica que afetou também
sua pontuagio para o sabor, para o qual o referido tratamento
recebeu a menor nota, visto que o gosto dcido é um componente
importante do sabor total dos produtos carneos fermentados
(TERRA; FRIES; TERRA, 2004).

As maiores pontuacgdes para o sabor foram obtidas pelos
embutidos do tratamento controle e do tratamento contendo
L. casei. Este tltimo também obteve a maior pontuagdo para o
aroma, sendo que o tratamento controle recebeu a menor nota
para esse atributo (Figura 4). A sensagdo de sabor é causada
primariamente por compostos nao volateis interagindo com a
superficie da lingua, enquanto que a sensagao do aroma ¢é cau-
sada por volateis que evaporam do alimento durante o processo
da mastigagdo e alcancam a cavidade nasal, onde reagem com
receptores olfativos (TERRA; FRIES; TERRA, 2004).

O embutido adicionado de L. paracasei (Tratamento 4)
mostrou coloracio avermelhada mais intensa e textura mais
firme em comparagdo com os demais, apresentando também
menor pH final, menor teor de umidade e menor atividade de
agua. Essa condigdo proporcionou maior firmeza ao embuti-
do, permitindo uma estrutura solida propicia ao fatiamento
(CORETTI, 1971). A capacidade de fatiabilidade do embutido
carneo ocorre pela combina¢io da formagdo do gel, devido a
acidificagdo das proteinas solubilizadas pelo sal, seguida da
secagem (TERRA; FRIES; TERRA, 2004).

Observou-se que o Tratamento 3 (L. rhamnosus) recebeu a
menor pontuagio para a cor, seguido pelo Tratamento 2 e pelo
Tratamento 1. No entanto, a textura apresentada pelo embutido
adicionado de L. rhamnosus (Tratamento 3) mostrou-se mais
firme do que aquela apresentada pelo embutido adicionado de
L. casei (Tratamento 2).

A aparéncia geral ou aspecto representa o conjunto de
todas as demais caracteristicas avaliadas reunidas num tnico
atributo. Para o aspecto geral, os Tratamentos 1 e 4 receberam
as maiores pontuagdes, mostrando-se bem apreciados pelos
provadores, considerando que a escala utilizada apresentava
escore maximo de 9 pontos.

Embora tenham recebido menor pontua¢io do que os
Tratamentos 1 e 4, os Tratamentos 2 e 3 também foram consi-
derados agradaveis pelos julgadores, pois obtiveram pontuagdes
acima de 5,0.

Andersen (1998) verificou que a adi¢ao das culturas probi-
oticas L. casei, L. acidophilus e Bifidobacterium lactis ao salame
néo influenciou negativamente suas caracteristicas de sabor e
aroma, enquanto Pidcock, Heard e Henriksson (2002) relata-
ram que a adi¢do de L. acidophilus, L. paracasei e B. lactis em
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salame ndo mostrou impacto negativo sobre suas propriedades
sensoriais.

Na avaliagdo sensorial, o embutido adicionado de
L. paracasei apresentou caracteristicas bem apreciadas pelos
julgadores, mostrando as maiores pontuagdes para aspecto
geral, textura, cor e gosto acido pouco pronunciado. Por outro
lado, o embutido contendo L. casei apresentou melhor sabor e
aroma. Ammor e Mayo (2007) afirmam que as culturas probi-
Oticas ideais para uso em produtos cdrneos fermentados sdo
aquelas que ndo interferem negativamente nas propriedades
tecnoldgicas e sensoriais dos produtos.

4 Conclusoes

Os embutidos que receberam a adi¢do das culturas de
Lactobacillus mostraram redugdo mais rapida do pH durante
o processamento, devido a atividade fermentativa desses mi-
crorganismos associada a acidificagdo gerada pelas bactérias
lacticas da cultura starter. Essa maior reducédo de pH verificada
nos embutidos adicionados de culturas probidticas influenciou a
acidez sensorial dos produtos, que apresentaram gosto notada-
mente mais acido do que o tratamento controle, principalmente
o tratamento que recebeu a adi¢do de L. rhamnosus, sendo
essa a principal influéncia sensorial verificada pela adigdo das
culturas probidticas aos embutidos. Para os demais atributos,
o uso das culturas probidticas pareceu néo afetar positiva ou
negativamente as caracteristicas sensoriais dos embutidos, pois
estes se mostraram apreciados pelos provadores.

A adi¢do de L. casei, L. rhamnosus e L. paracasei aos embu-
tidos provocou redugdo no desenvolvimento de S. xylosus. Por
outro lado, a presenca das culturas probidticas ndo interferiu no
crescimento de P, pentosaceus que, para a maioria dos periodos
de avaliagdo, mostrou melhor desenvolvimento quando em
conjunto com os Lactobacillus.

No presente experimento, ficou demonstrada a viabilidade
da utilizagdo das culturas probioticas de Lactobacillus testadas
em embutido carneo fermentado, principalmente L. paracasei e
L. casei, preservando as caracteristicas tecnoldgicas e sensoriais

de qualidade do produto.
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