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RESUMO

Mudancas no estilo de vida da populacdo contribuem na busca de consumo e
producdo de alimentos mais saudaveis. Neste meio podem-se destacar 0s
produtos carneos, como os de origem ovina adicionados de cultura probiética,
pois apresentam compostos benéficos a salde, sendo considerados
funcionais. O objetivo do trabalho foi produzir dois embutidos fermentados tipo
salame de carne ovina, um inoculado com o probidtico Lactobacillus casei e
outro inoculado com o probidtico Lactobacillus paracasei, acompanhar,
padronizar e garantir a qualidade dos mesmos, bem como avaliar
matematicamente o crescimento dos microrganismos comparando o de melhor
eficiéncia para agdo bioconservante e probibtica. Foram realizadas analises
fisico-quimicas de pH, acidez titulavel, umidade, cinzas, lipideos e proteinas,
analises de textura e cor. Os ensaios microbiolégicos e a contagem das
bactérias acido-lacticas (BAL). A modelagem matemaética foi feita pelo software
MicroFit para obter os ajustes pelas equacfes dos modelos Baranyi e Roberts
(BAR) e Gompertz (GOM). Os resultados microbiologicos obtidos estavam
dentro dos padrfes vigentes pela legislacdo as Boas Préticas de Fabricacéo
(BPF), armazenamento adequado, bem como a presenca de probidticos,
contribuiram para esses resultados. A contagem de BAL foi realizada em 84
dias, no qual os embutidos fermentados apresentaram ao fim deste prazo
valores acima de 107 UFC/mL, suficiente para apresentar atividade probiotica
segundo a legislacdo. A aplicacdo dos modelos mateméaticos propostos
mostrou-se eficiente apenas para o modelo Baranyi e Roberts durante a vida
atil dos embutidos fermentados, apresentando as curvas das BAL totalmente
ajustavel e aplicavel para o modelo BAR. Diante da adequacdo do modelo,
pode-se garantir que os produtos mantiveram viabilidade das cepas probidtica
por 84 dias, acfes bioconservantes sem a presenca de contaminantes
patdogenos, bem como apresentou qualidade microbiolégica assegurada e
condicbes de consumo adequadas uma vez que estdo dentro dos padrées
definidos pela legislagéo.

Palavras-chave: produto carneo, bactérias acido-lacticas, modelagem preditiva.



ABSTRAT

Changes in the population's lifestyle contribute to the search for consumption
and production of healthier foods. In this medium, meat products, such as those
of sheep origin, added with probiotic culture, can be highlighted, as they present
beneficial compounds to health, being considered functional. The objective of
this work was to produce two fermented sausages, one inoculated with the
probiotic Lactobacillus casei and the other inoculated with the probiotic
Lactobacillus paracasei, monitor, standardize and guarantee their quality, as
well as mathematically evaluate the growth of microorganisms comparing the
one with the best efficiency for biopreservative and probiotic action.
Physicochemical analyzes of pH, titratable acidity, moisture, ash, lipids and
proteins, texture and color analyzes were performed. Microbiological assays
and lactic acid bacteria (LAB) counting. Mathematical modeling was performed
using MicroFit software to obtain the adjustments by the equations of the
Baranyi and Roberts (BAR) and Gompertz (GOM) models. The microbiological
results obtained were within the standards in force by the legislation on Good
Manufacturing Practices (GMP), adequate storage, as well as the presence of
probiotics, contributed to these results. The BAL count was performed in 84
days, in which the fermented sausages presented values above 107 CFU/mL at
the end of this period, sufficient to contain probiotic activity according to the
legislation. The application of the proposed mathematical models proved to be
efficient only for the Baranyi and Roberts model during the shelf life of the
fermented sausages, presenting the BAL curves fully adjustable and applicable
to the BAR model. In view of the adequacy of the model, it can be guaranteed
that the products maintained the viability of the probiotic strains for 84 days,
biopreservative actions without the presence of pathogenic contaminants, as
well as presented assured microbiological quality and adequate consumption
conditions since they are within the defined standards. by legislation.

Keywords: meat product, lactic acid bacteria, predictive modeling.
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1. INTRODUCAO

A qualidade de vida esta diretamente ligada ao tipo de alimentacdo de
cada ser humano. Assim, ao longo dos anos uma das prioridades da
populacdo sdo as mudancas no estilo de vida e habitos alimentares, buscando
incessantemente desta forma uma saude melhor e 0 aumento da expectativa
de vida. Considerando que alimentacdo saudavel é aquela que atende todas
as exigéncias do corpo, com a presenca de nutrientes e sem excessos que
causam maleficios a longo prazo (LIMA JUNIOR, 2020). Este fator tem
contribuido na busca de alternativas do consumo e producdo de alimentos
mais saudaveis que possam trazer beneficios a salde. Neste meio,
encontram-se o0s produtos chamados de alimentos funcionais, 0s quais vém
assumindo um grande espaco na vida dos consumidores (PINHEIRO et al.,
2013)

Os beneficios relacionados aos alimentos funcionais apresentam o0s
seguintes aspectos: saude do trato gastrintestinal, aumento da imunidade,
prevencado das doencas cardiovasculares; prevencédo de cancer, sensibilidade
a insulina e controle da diabetes; salde dos 0ssos e prevencdo da
osteoporose além da performance mental e fisica O mercado dos alimentos
funcionais é denominado por produtos que influenciam positivamente a saude
intestinal e, dentro destes, os produtos adicionados de cultura probiética, os
guais contém uma elevada aceitabilidade (AMBALAM et al., 2016; DUBEY et
al., 2016).

Dentro deste contexto, admite-se que a ingestao de bactérias acido
lacticas, fazendo parte da alimentacdo funcional, proporcione resultados
benéficos ao longo do tempo de consumo. Esses microrganismos, chamados
probioticos, quando presente nos alimentos, classificam-no em “alimentos
funcionais” e, devido suas agdes benéficas ao organismo humano, contribuem
para a prevencao de infeccOes e intoxicacdes intestinais, reducdo da taxa do
colesterol LDL, bem como efeito anticarcinogénico. Estes ainda melhoram a
digestdo e absorcdo dos nutrientes pelas células intestinais do consumidor
(VIEGAS et al., 2010).
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Existem muitos os géneros de bactérias com alegacfes probidticas,
dentre eles, os Lactobacillus e Bifidobactérias que estdo relacionados com a
reducao do risco de alergias de origem alimentar. Estes sdo capazes de induzir
a quebra de proteinas alergénicas no organismo na regido do trato
gastrointestinal, diminuindo assim os riscos de desenvolvimento de alergias na
populacdo (MORAIS; JACOB, 2006). As bactérias acido-lacticas (BAL) também
agem na bioconservacao e tem grande influéncia nas caracteristicas sensoriais
de varios alimentos, contribuindo para melhora de sua textura, sabor, odor e
estabilidade de produtos fermentados atravées da sintese de
exopolissacarideos, como por exemplo, os derivados de leite e carnes (SOUZA
et al., 2007).

Dentre as principais indastrias de alimentos, a industria de carnes e
derivados vem se mostrando aberta a desenvolver produtos neste ramo
buscando uma maior competitividade no mercado. A carne de ovino e seus
derivados constituem um grupo de alimentos de alto valor nutricional, tendo em
vista que sdo fontes ricas em proteinas, apresentando um elevado valor
bioldgico, contendo diversas vitaminas, minerais, boa relagcdo 6mega-6:6mega-
3 e um pouco de vitamina C (BERCHIELLI et al., 2011). Além disso, contém
diversos beneficios ao organismo humano, como o fortalecimento do sistema
imunoldgico, que esta diretamente relacionado a reducdo de doengcas como o

cancer e a anemia (BURIN et al., 2016).

Os produtos derivados de carnes podem ser facilmente contaminados
e deteriorados por bactérias por apresentarem caracteristicas intrinsecas e
extrinsecas, como elevado teor de nutrientes, temperatura, pH e atividade de
agua favoraveis ao crescimento de microrganismos (SADE, 2011). Dentre os
mais comumente consumidos, tém-se os embutidos fermentados tipo salame,
0s quais além de apresentar condi¢des ideais para o desenvolvimento de
patdogenos, também apresentam caracteristicas adequadas para a
multiplicacdo de bactérias acido-lacticas, que podem estar presentes
naturalmente neste produto, ou podem ser inoculadas durante a formulacdo
com o intuito de transforma-lo em um alimento funcional, visto que

normalmente séo utilizados na formulacéo, aditivos quimicos como nitrito e
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nitrato que ao longo do tempo podem ser cancerigenos ao organismo
(BRASIL, 2001).

Diante disso, ao inocular as BAL, podem apresentar funcao
bioconservadora devido a producdo de bacteriocinas que inibem
microganismos indesejaveis, como Salmonella spp., Yersinia enterocolitica,
Escherichia coli enteropatogénica e Campylobacter jejuni; caso permanegcam
em quantidade viavel e suficiente para estarem ativas durante todo o processo
de fabricacdo e durante a passagem pelo trato gastrointestinal (SEBRANEK;
BACCUS, 2007; GOVENDER et al., 2014; CASTRO et al., 2015). Podendo
apresentar atividade antagonista contra microrganismos indesejaveis, 0 que
permite uma importante perspectiva tecnoldgica na utilizacdo desses
microrganismos na conservacdo e controle de patdégenos em alimentos
(FERNANDES et al., 2015; GASPAR et al., 2013).

Como auxilio na conservacao existe alguns métodos, como a utilizacédo
da fermentacdo durante o processamento, o qual se caracteriza por diversas
alteracdes bioquimicas, biofisicas e microbiolégicas, tendo como complemento
na garantia da qualidade do produto final, O processamento desses produtos
tem como principio béasico a utlizagdo de métodos combinados de
preservacao, permitindo a obtencdo de um produto estavel a temperatura
ambiente (MACEDO et al., 2011). Além disso, 0 uso de probiéticos permite a
reducado dos sais de cura (nitritos e nitratos), diminuindo, assim, a possibilidade
de formacdo das nitrosaminas, que sdo substancias potencialmente
carcinogénicas (SEBRANEK; BACUS, 2007). Com isso existe cada vez mais a
necessidade de entender a incorporacdo dessas bactérias em produtos

alimenticios e seu efeito ao longo do seu crescimento.

E através do campo da microbiologia preditiva que se estuda o
crescimento microbiano do alimento por meio das condi¢cdes ambientais, sendo
uma das principais ferramentas responsaveis por mensurar a seguranca
alimentar (HUANG, 2014). Sendo assim, a disponibilidade de diferentes
modelos matematicos para representar o crescimento microbiano deve ser
considerada para a escolha do modelo mais adequado para um uso especifico,

bem como faz-se necessario o uso de modelos simples para que ndo haja
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comprometimento na exatiddo dos ajustes e aplicacdo de validacéo
matematica para garantir a viabilidade e qualidade assegurada do alimento

inoculado de cepas microbianas a ser estudado (CEPEDA et al., 2013).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Elaborar um embutido fermentado “tipo salame” de ovino e avaliar a
inoculacdo e o desenvolvimento de Lactobacillus casei e Lactobacillus
paracasei na qualidade nutricional, fisico-quimica, microbiolégica e tempo de

vida atil de um embutido fermentado tipo salame de ovino.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver um embutido fermentado a base de carne de cordeiro
inoculado com bactéria &cido-lactica com provavel alegacéo
probidtica;

e Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas do embutido;

e Avaliar as caracteristicas microbiol6gicas dos embutidos;

e Avaliar o tempo de vida atil das formulacdes realizadas com a
variacdo dos probidticos inoculados;

e Analisar através de modelos matematicos o crescimento microbiano
e da viabilidade dos probi6ticos durante a vida util dos produtos;

e Validar através equacfes matematicas aplicadas nos modelos, o
tempo de vida util dos produtos.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. CARNE DE OVINO

7

No Brasil, a ovinocultura de corte é uma atividade considerada
promissora, ndo apenas devido ao aumento de carne dessas espécies para
consumo, mas também pela possibilidade de producdo para o comércio
nacional e internacional (GARCIA; LEOPOLDINO JUNIOR, 2018). A criagéo de
ovinos se sobressai principalmente na economia do Nordeste do Brasil, devido
a elevada capacidade de adaptacdo desses animais as condi¢cdes climaticas do
semi-arido, bem como a ampla diversidade de produtos que podem ser
explorados comercialmente (carne, pele, leite e derivados). Além disso, a
demanda de carne ovina e caprina nos paises em desenvolvimento vem
evoluindo ao longo dos anos pelo crescimento demografico, urbanizacdo e

variacfes das preferéncias e dos habitos alimentares do consumidor.

O crescimento dos rebanhos no Brasil ocorre principalmente pelo
aumento da demanda interna da carne ovina, como produto substituto para
carnes mais comumente consumidas como de frango e bovina, por exemplo.
Entretanto, a importacdo dessa carne ja esta em alta desde 2000 com volume
crescente ao longo dos anos (VEINA et al.,, 2015). Atualmente no Brasil o
consumo de carne de ovinos se mantem em média de 0,6 kg por pessoa por
ano, bem como produz em média cerca de 93.000 toneladas do produto sendo
necessaria a importacdo de mais 7.000 toneladas para atender o mercado
interno (ESTURRARI, 2017).

Essa atividade ainda constitui um fator de geracédo de renda, além de
fonte de proteina na dieta alimentar da populacdo da zona rural (NOGUEIRA
FILHO et al., 2010). Devido aos novos habitos alimentares que estdo sendo
adquirido pelos consumidores, o crescimento da demanda pela carne ovina e

seus derivados vém sendo favorecido (SANUDO et al., 2013).

Para que esta pratica evolua mais, a qualidade e caracteristicas
sensoriais das carnes que chegam ao consumidor € um fator primordial. Carne
de cordeiro vem sobressaindo ao longo do tempo, por apresentarem

caracteristicas sensoriais como sabor e aroma diferenciados e atrativos, bem
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como por seu valor nutricional, alcancando assim um maior valor de mercado
(LIMA, 2009). Sua maior aceitabilidade no mercado consumidor ocorre devido
a sua caracteristica mais macia e rosada, textura lisa, consisténcia firme e
menor teor de gordura (OSORIO et al., 2009). Entretanto, alguns fatores
podem influenciar na composicao centesimal da carne, as quais podem ocorrer
variacbes em virtude do sexo, raca, idade, tipo de musculo e a nutricdo
fornecida (MORENO et al., 2016).

A qualidade nutricional da carne de ovino se caracteriza por ser um
produto rico em proteinas, apresentando um elevado valor biolégico, contendo
todas as vitaminas lipossoluveis (A, D, E e K), além das hidrossollveis do
complexo B (tiamina, riboflavina, nicotinamida, piridoxina, &cido pantoténico,
acido félico, niacina, cobalamina e biotina), minerais, acido linoléico conjugado,
boa relacdo 6mega-6:0mega-3 e um pouco de vitamina C (BERCHIELLI et al.,
2011). Além disso, contém diversos beneficios ao organismo humano, os quais
sdo proporcionados ao longo do consumo deste tipo de carne, como o
fortalecimento do sistema imunoldgico, que estad diretamente relacionado a

redugéo de doengas como o cancer e a anemia (BURIN et al., 2016).

Diante disso, uma forma de diversificar, difundir e agregar valor a carne
ovina seria a producdo de produtos tipo embutidos fermentados. O
processamento da carne de cordeiros é uma pratica que agrega valor ao
produto, na medida em que sdo utilizados cortes ndo aproveitados para o
consumo in natura, gerando maiores alternativas de comercializacdo. Isso
possibilita o desenvolvimento da industrializacdo de produtos derivados,

aumentando a receita e as op¢des de compra do consumidor.

3.2. EMBUTIDO FERMENTADO TIPO SALAME

Segundo o Regulamento de Inspecéo Industrial e Sanitaria de Produtos
de Origem Animal (RIISPOA), embutidos s&o os produtos carneos elaborados
com carnes ou com 6rgdos comestiveis, curados ou nao, condimentados,
cozidos ou ndo, defumados e dessecados ou nado, tendo como envoltério a

tripa, a bexiga ou outra membrana animal (BRASIL, 2017).
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As caracteristicas de qualidade e a identidade dos salames séo
regulamentadas também pela Instrucdo Normativa n° 22 (BRASIL, 2000). As
caracteristicas sensoriais de textura, cor e odor dos embutidos devem ser
considerados caracteristicos e as principais caracteristicas fisicas e quimicas
sdo: atividade de agua maxima de 0,92; umidade maxima de 40%; gordura
méaxima de 35%; carboidratos totais no maximo de 1,5% e proteina minima de
20%. Em relacdo a qualidade microbiolégica, a legislacdo vigente que se aplica
compreende as seguintes andlises: Salmonella: auséncia em 25 g de produto;
Escherichia coli: 5X10%/g de produto e Staphylococcus coagulase positiva:
5X103/g de produto (ANVISA, 2019).

Os embutidos fermentados utilizam o processo de fermentacdo como
meio de conservacdo, podendo apresentar adicdo de condimentos,
antioxidantes e sais de cura para prolongar a vida util dos mesmos. O processo
de fermentacdo se caracteriza por diversas altera¢des bioquimicas, biofisicas e
microbiolégicas, os quais sdo responsaveis pela preservacdo do alimento,
melhorando a seguranca microbiolégica e promovendo estabilizacdo da cor e
texura, bem como retardamento da oxidacdo (CARVALHO, 2010; CHAVES,
2013; MAFRA et al., 2020;). Estes produtos carneos se caracterizam pelo baixo
teor de umidade, atividade de agua e quando comparado com os demais
embutidos, se diferenciam devido ao alto indice de acido latico, o qual
proporciona sabor forte e caracteristico aos produtos (SANTA et al., 2014). No
produto final, para garantir a qualidade deve-se manter uma temperatura
inferior a 26°C, pois a temperatura muito elevada pode ocasionar problemas
relacionados a seguranca microbiolégica do produto, fusdo das gorduras e
excessiva acidificacdo (MACEDO et al., 2008).

Este tipo de produto apresenta elevada estabilidade quando
comparados a outros produtos derivados carneos, isto se deve a diversos
fatores durante o processamento dos embutidos que tem a capacidade de
atuar como obstaculos ao desenvolvimento microbiano indesejado. Os
embutidos carneos fermentados sdo produtos que passam uma fermentacéo
rapida seguida de uma desidratacéo parcial, o qual ocorre devido a acidificacédo
que induz as proteinas miofibrilares da carne a atingir o ponto isoelétrico,
ocorrendo desta forma a liberacao de agua (BIASI, 2010; CASSOL, 2018).
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A utilizacdo de culturas starters na fabricacdo dos embutidos
fermentados é fundamental, pois as mesmas sdo responsaveis por uma
fermentacdo mais rapida e eficaz, producdo de acido latico a partir dos
acucares presentes na massa carnea, que a partir disso, consequentemente
reduzem o pH e solubilizacdo das proteinas, proporcionando um produto com
melhores caracteristicas sensoriais, quimicas e microbiolégicas. A partir das
diversas alteracfes associadas, o produto final se obtém de forma mais segura
e maior qualidade (ERTURKMEN et al., 2016; KNAPIK et al., 2017).

Alguns fatores contribuem para as caracteristicas sensoriais do
embutido, sdo eles: o tipo de matéria-prima, condimentos, cultura iniciadora,
processo de defumacdo, secagem e adicdo de sais de cura. Durante o
processo de fermentacdo, € onde ocorre a liberacdo do acido latico, que é o
principal responsavel do sabor do salame, juntamente com os produtos
resultantes da acao de enzimas proteoliticas e lipoliticas. A partir das reacdes
quimicas e enzimaticas que também ocorrem durante a fermentacdo e
maturacdo do embutido, degradam proteinas em aminoacidos e lipidios em
acidos graxos, sendo os aminoacidos descarboxilados em compostos
aromaticos e os acidos graxos sdo oxidados e transformados em aldeidos,
alcoois e cetonas, os quais sao compostos volateis que contribuem ainda mais
para o sabor e aroma caracteristicos do salame (LEROY; VERLUYTEN; DE
VUYST, 2006; VEDOVATTO et al., 2019; SANTA et al., 2014).

Os embutidos carneos no geral sdo vistos como produtos que
apresentam elevado teor de gordura animal e presenca de diversos aditivos
combinados, constituindo um problema para consumidores cada vez mais
preocupados com a saude. Entretanto, a gordura contribui para o sabor, textura
e aparéncia de embutidos céarneos, por este motivo, a reducdo desse
ingrediente pode alterar as caracteristicas sensoriais e a aceitagdo do produto
final (MUGUERZA et al., 2002). Nesse sentido, introduzir microrganismos
probiodticos no processo fermentativo auxilia no processo de conservagao além
de aumentar os beneficios presentes no produto final, como producédo de
compostos antimicrobianos, redugcdo de substancias toxicas dos patdgenos e

beneficios a saude do consumidor, transformando assim, o0 mesmo em um



18

alimento de fonte mais saudavel considerado funcional ao organismo humano
(LEROY; VERLUYTEN; DE VUYST, 2006; BEM SLIMA et al., 2017).

3.3. PROCESSAMENTO DO EMBUTIDO FERMENTADO TIPO SALAME

Os processos de fermentacdo além de manter a durabilidade dos
produtos carneos, aumentam a seguranca do alimento pela degradacdo de
compostos téxicos como aflatoxinas e cianogénio ou pela produgcdo de
substancias antimicrobianas, tais como acido lactico, bacteriocinas, dioxido de
carbono, peréxido de hidrogénio e etanol, que auxiliam na inibicdo ou
eliminacdo de microrganismos patogénicos presentes nos alimentos
(HOLZAPFEL, 2002; MOTARJEMI, 2002).

O fluxograma de fabricacdo de embutido fermentado tipo salame é

formado por 6 etapas, conforme a Figura 1:

Recebimento das matérias-
primas e insumos

Moagem das matérias-
primas

|

Mistura dos temperos e
condimentos

Adicao da cultura starter

|

Embutimento

Fermentag¢do e Maturagdo

Embalagem e Estocagem

Figura 1 - Fluxograma do processo produtivo do embutido fermentado tipo salame
Fonte: (CASSOL, 2018)
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O processo de fabricacdo do embutido fermentado tipo salame consiste
de 3 principais etapas: elaboracdo do salame, fermentacdo e maturacdo. A
primeira etapa, a elaborac&o, ocorre por meio da selecdo dos ingredientes,
pesagem, mistura e embutimento da massa. Os ingredientes comumente
adicionados sdo a carne, toucinho, sal de cura, antioxidante e especiarias. O
carboidrato (glicose, sacarose e maltodextrina) também deve ser parte dos
ingredientes para servir como substrato para a fermentacdo realizada pelas
culturas starters (HAMES; HALLER; GANZLE, 2008; HOLCK et al., 2011). Esta
cultura adicionada pode ser composta de uma Unica espécie ou uma mistura
de bactérias. Além disso, na massa de embutido apds culturas starters, podem
ser adicionadas de novas cepas bacterianas, como por exemplo, probioticos a
fim de promover beneficios extras. A mistura dos ingredientes é embutida em

tripa e submetida ao processo de fermentacao.

Nas etapas de fermentacdo e maturacdo ocorrem reacdes bioquimicas
e fisicas, devido acdo das bactérias, as quais sdo heterofermentativas
facultativas, que produzem acido latico a partir de hexoses, bem como a
reducado do pH a valores de aproximadamente 5,0, durante os primeiros dias de
processamento. Ao longo do processo a quantidade de acucar se torna
escassa ha carne, portanto, a adicdo de glicose ou lactose se faz necessaria
para garantir substrato suficiente para a fermentacdo (TYOPPONEN; PETAJA;
MATTILA-SANDHOLM, 2003). Esta fase deve ser realizada com temperatura e
umidade controladas, para que o desenvolvimento das bactérias acido-lacticas
ocorra de forma adequada (HOLCK et al., 2011). Além disso, nesta etapa
ocorrem mudancas significativas que garantem uma melhor seguranca e
caracteristicas sensoriais. Sendo algumas dessas mudancas: reducéo do pH e
de cepas microbioldgicas patogénicas, aceleracdo do tempo de fermentacéo,
estabilizacdo da cor desejavel, melhoria do sabor e aroma, bem como
retardamento da oxidacdo, permitindo um produto mais uniforme para
comercializacdo (MAFRA et al., 2020).

O embutido deve-se permanecer em camaras de fermentacdo e
maturacdo durante 21 a 28 dias, controlando a variagdo da temperatura e
umidade ao longo deste processo de forma adequada, devendo obter a

temperatura entre 24 a 43°C e umidade relativa de 85% a 95 % até que o pH
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do produto alcance o valor desejado, em torno de 5,0 a 5,4, onde a capacidade
de retencdo de agua é reduzida, favorecendo a secagem e a reducéo de peso
do produto. Durante esta secagem, os embutidos perdem de 30 a 40% do seu
peso inicial, sendo a perda gradual para evitar 0 ressecamento excessivo
(BARBOSA et al., 2015; DE CARVALHO et al., 2017).

Na maturacdo, o embutido deve atingir atividade de agua por volta de
0,87 e sua umidade deve ficar em torno de 25-35%, proporcionando a textura
caracteristica do produto (HOLCK et al., 2011, KIM et al., 2012). As culturas
iniciadoras também apresentam um papel de desenvolver compostos
aromaticos durante a maturacdo, a partir da conversao de peptideos gerados
pela protedlise muscular na fermentagdo em aminoécidos. Além disso, a
lipdlise auxilia no desenvolvimento de aroma e sabor através da liberacdo de
acidos graxos (LEROY; VERLUYTEN; VUYST, 2006). A transformacdo da
formacédo da cor ocorre de forma gradativa principalmente durante a maturacéo
do produto carneo fermentado, quando ocorre a reducdo do nitrato e nitrito a

nitrosomioglobina, pigmento responséavel pela cor vermelha do embutido.

Ao final do processamento, embutidos fermentados tipo salame devem
apresentar baixo valor de pH (4,8-6,2) e baixa atividade de agua (< 0,9)
(HOLCK et al.,, 2011, KIM et al.,, 2012). Ap6s as etapas de producdo, no
embutimento, o consumo de oxigénio torna o ambiente microaerdfilo e
anaeroébio, os quais apresentam condi¢cdes que favorecem o crescimento das
bactérias lacticas que sao capazes de produzir substancias conservadoras na
carne (MONFORT, 2002). Além disso, o produto deve conter caracteristicas
sensoriais adequadas e caracteristicas, sendo o0s principais fatores que
contribuem para o sensorial do embutido: tipo de matéria-prima, condimentos,

cultura iniciadora, processo de defumacéo e secagem e adicéo de sais de cura.

3.4. ALIMENTOS FUNCIONAIS

Segundo a Resolugcdo n° 19 de 30 de abril de 1999 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os alimentos podem apresentar
alegacdo de propriedade funcional ou alegacdo de propriedade de saude.
Neste caso, a propriedade funcional se refere a funcdo metabdlica ou

fisiologica que o nutriente ou ndo nutriente tem no crescimento,
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desenvolvimento, manutencdo e outras atividades normais do organismo
humano. Estes alimentos apresentam capacidade de melhorar as condi¢des do
corpo, reduzir ou prevenir o risco de algumas doengas e consequentemente,
melhorar o bem-estar do consumidor (TUFARELLI; LAUDADIO, 2016).

Diante dos beneficios, nas ultimas décadas, a busca por alimentos
funcionais aumentou consideravelmente pelos consumidores, visto que esses
alimentos passaram sao considerados ndo somente fontes de nutrientes, mas
também promotores de bem-estar e saude, devido a prevencdo de doencas,
como diabetes, hipertensdo, dislipidemias e neoplasias. Diante disso, estes
alimentos também estdo relacionados a saude cardiovascular e a saude
intestinal, ocorridas por meio de modificagcdes no sistema imunoldgico, com sua
funcionalidade relacionada aos componentes bioativos (CRUZ et al., 2017,
ASHAOLU, 2020; DIAZ; FERNANDEZ-RUIZ; CAMARA, 2020).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) apresenta a lista
de algumas substancias presentes em alimentos com alegacdo de
propriedades funcionais e ou saude, sao eles: &cidos graxos, como
eicosapentaendico (EPA) e docosaexaenoico (DHA), que auxiliam
positivamente na manutencdo dos niveis normais de triglicerideos;
carotenoides como licopeno e luteina, com alegacdo de acao antioxidante,
protegendo as células de danos oxidativos promovidos por radicais livres; fibras
alimentares, que auxiliam no funcionamento intestinal, proteina de soja e
fitoesterdis, que auxiliam na reducdo de colesterol; probidticos e prebibticos
como a inulina e frutooligossacarideos (FOS), que contribuem para o equilibrio
da microbiota (ANVISA, 2008).

Para que estas substancias dos alimentos funcionais sejam eficazes é
preciso que seu uso seja regular e também esteja associado ao aumento da
ingestao de frutas, verduras, cereais integrais, carne, leite de soja e alimentos
ricos em O6mega-3 (VIDAL et al.,, 2011). Com a introducdo deste tipo de
alimentos a imunidade se fortalece, aumentando a expectativa de vida da
populacdo ao longo dos anos. Por esta razdo, e a fim de evitar doengas
cronicas e graves, 0s consumidores vém adotando habitos alimentares mais

saudaveis, buscando um equilibrio alimentar. Além disso, o interesse a busca
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por uma alimentacdo equilibrada composta por alimentos funcionais mostrou-
se cada vez mais necesséaria, com a intencdo de suprir as necessidades

bésicas do organismo melhorando a qualidade de vida.

Neste contexto, o0 mercado de alimentos funcionais &
predominantemente de produtos contendo bactérias acido-lacticas probidticas,
em func@o da imagem positiva dos probi6ticos entre os consumidores devido
aos beneficios ao trato gastrointestinal, bem como das caracteristicas
intrinsecas dos alimentos. Por este motivo, a demanda por alimentos funcionais
€ crescente para desenvolvimento de produtos funcionais com adicdo de
probiéticos nas industrias, 0os quais apresentam atribuicbes benéficas a saude
e propriedades organolépticas satisfatorias aos consumidores (BARCELLOS;
LIONELLO, 2011; BIGLIARDI; GALATI, 2013).

3.5. BACTERIAS ACIDO-LACTICAS

As bactérias acido-lacticas (BAL) sdo 0s microrganismos responsaveis
pela producado de acido lactico a partir da fermentacédo de acucares. Elas tém
sido utilizadas por milhares de anos para producdo de alimentos como queijo,
leites fermentados, embutidos céarneos fermentados, vinhos, cervejas e
iogurtes, pois contribuem na biopreservacdo dos alimentos, melhoram as
propriedades nutricionais e sensoriais como sabor, odor e textura, sendo
selecionados de acordo com o carboidrato a fermentar, os quais normalmente
sdo a glicose, sacarose ou lactose. Obtém a capacidade de conferir textura ao
produto, pois como funcdo a producdo de flavour diferenciado e a
desnaturacdo das proteinas, o que resulta na expulsdo da agua, a qual € a
principal responsavel pela textura. Além disso, sdo muito utilizadas em
industrias e pesquisas com funcao probidtica a fim de proporcionar melhoria na
salide do consumidor e melhorar a vida til do produto final (RAMIREZ, 2011;
AZNAR; ZUNIGA, 2017).

Estas bactérias apresentam a habilidade de melhorar a vida util do
produto devido efeito inibitério do desenvolvimento de microrganismos
deterioradores e patogenos, o qual € atribuido a acdo conjunta de diversos
metabdlitos antimicrobianos que sdo produzidos durante o processo de

fermentacdo. Entre esses metabdlitos, os principais séo: acido latico, acético e



23

propidnico, sendo eles responsaveis pela acidificacdo do meio, interferindo na
manuteng¢ao do potencial de membrana e consequentemente reduzindo o pH
intracelular, dessa forma, € capaz de inibir o desenvolvimento de muitos
microrganismos patogénicos e esporulados. Ao longo do processo fermentativo
sdo produzindo outros compostos que também apresentam atividade
antibacteriana, os quais incluem o diéxido de carbono, peréxido de hidrogénio,
etanol, diacetil, antibidticos e bacteriocinas. Devido a esta atividade
antimicrobiana, as BAL permitem uma importante perspectiva tecnolégica na
aplicacdo das mesmas em diversos produtos fermentados (GASPAR et al.,
2013; FERNANDES et al., 2015).

As bactérias mais utilizadas como &cido-lacticas em alimentos séo do
género.  Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Lactobacillus e
Bifidobacterium (RAMIREZ, 2011; AZNAR; ZUNIGA, 2017). Esses géneros de
bactérias sdo as mais utilizadas devidas sua predominéancia na microbiota
intestinal, pois quando se encontram em condi¢gdes adequadas e suficientes,
atingem aproximadamente 20% a 40% de sobrevivéncia ao passar pelo trato
gastrointestinal, dessa forma, consequentemente, essas bactérias sdo capazes
de oferecer ao consumidor uma melhora nas suas acdes funcionais
(FERREIRA, 2012).

Em produtos alimenticios, as BAL podem ser adicionadas tanto na
matéria-prima, quanto durante o processo de fermentacdo, agindo como
bioprotetor ou bioconservante. Entretanto, sua aplicacdo apresenta limitacdes
para produtos ndo fermentados e/ou que passam por processos com
temperaturas muito elevadas (MESSAOUDI et al., 2013; PEHRSON, 2013).

Sao classificadas como bactérias gram-positivas, ndo formadoras de
esporos, se apresentam na forma de cocos ou bacilos, asporogénicos, nao
redutores de nitrato a nitrito, gelatinase negativos e incapazes de utilizar o
lactato. Fazem catalase negativa, sdo tolerantes a acidos, bem como sao
anaerobicas, sacaroliticas, por atuarem nos hidratos de carbono, sao
fermentativas produzindo grande quantidade de &cido lactico no caso das
homofermentativas e, dioxido de carbono, etanol e acetato, no caso das

heterofermentativas, apresentam também um pobre metabolismo biossintético,
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OuU seja, para que ocorra um crescimento o numero de nutrientes precisa ser
elevado. Por fim, sdo divididas em mesoéfilas e termdfilas, com temperaturas
otimas em 30°C e 50°C, respectivamente (SALMINEN et al., 2004; FERREIRA,
2005).

As principais caracteristicas para serem consideradas bactérias-acido
lacticas necessarias sdo: ndo serem patogenas, facil crescimento,
geneticamente estavel, viavel, abundante, ativas e sobreviver a baixo pH, pois
precisa se manter viva no nosso organismo, tendo em vista o pH do estdbmago
proximo a 2. Possuem a capacidade de inibir culturas indesejaveis e/ou
patdgenas também por meio da competicAo por oxigénio e proteinas
antimicrobianas (DE MARTINS et al., 2003). Além disso, contribuem no valor
nutricional e seguranca microbiolégica e, por este motivo sdo amplamente

utilizadas em produtos alimenticios (VIEGAS et al., 2010).

Essas bactérias acido-lacticas (BAL) podem ser encontradas em uma
grande variedade de alimentos fermentados, principalmente os derivados de
carnes. Apresentam status GRAS (Generally Recognized as Safe) -
“Geralmente Considerados Seguros”, bem como por proporcionar o beneficio
de aumentar a seguranca e o prazo de validade dos mesmos. Sua acgéo
antagonista frente a microrganismos patdégenos ocorre principalmente com os
as principais bactérias encontradas em alimentos e perigosas para saude como
Clostridium Botulium, Staphylococcus aureus e Salmonella (RAMIREZ et al.,
2011). Dentre estes microrganismos, Staphylococcus aureus e Salmonella sé&o
encontrados facilmente em produtos carneos, pois apresentam a capacidade
de deteriorar facilmente estes alimentos e apresentar toxicidade ao organismo
humano no momento do consumo. Isto acontece, pois as carnes contém
caracteristicas intrinsecas, como nutrientes, atividade de agua e pH favoraveis

para desenvolvimentos destes microrganismos (SADE, 2011).

As BAL apresentam também outras caracteristicas importantes para
saude, como a reducdo dos riscos de intoxicacdo, reducdo da intensidade de
tratamentos fisicos e reducdo de conservadores sintéticos. As mesmas, ao
entrarem em contato com o intestino, colonizando-o, constituem um grupo

conhecido das bactérias probidticas, cujas atividades sdo largamente
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conhecidas quanto aos diversos beneficios proporcionados a saude do
consumidor (FERREIRA, 2012; COSTA, 2016).

3.6. CULTURAS INICIADORAS

Desde a antiguidade produzem-se alimentos fermentados, entretanto,
0os primeiros alimentos fermentados foram obtidos por fermentacéo
espontanea, a partir do desenvolvimento da microbiota presente naturalmente
na matéria-prima utilizada para cada produto. Porém, ao longo dos anos e
devido a evolugcdo cientifica e tecnoldgica, a fabricacdo atual de produtos
fermentados envolve a utilizagdo de culturas iniciadoras especificas,
previamente selecionadas de acordo com a especificidade de cada uma, bem
como a e habilidade de promover seguranca alimentar ao produto, aumentando
a vida util e melhorando a qualidade do produto final (BEM SLIM et al., 2017).

As culturas desses microrganismos, puras ou mistas, sao preparacdes
de microrganismos vivos, compostos normalmente por bactérias &cido lacticas,
as quais desenvolvem uma atividade metabolica desejavel no produto. As
mesmas estdo disponiveis comercialmente, especialmente nas formas
congelada ou liofilizada, que sao selecionadas de acordo com a finalidade de
utilizacdo. Quando introduzidas na formulagcdo de produtos fermentados,
permitem uma maior uniformidade, reduzem o tempo de fermentacéo,
aumentam o tempo de conservacdo e conferem caracteristicas sensoriais
desejaveis (TABANELLI et al., 2012).

Os cultivos usados consistem, comumente, de microrganismos
acidificantes como Lactobacillus spp ou Pediococcus spp, que ao serem
utilizados, tem como finalidade acelerar o processo de fermentacao e producao
do sabor e textura, bem como promover a reducao do nitrato a nitrito, em caso
de produtos contendo esses componentes, como embutidos carneos. O uso
destes microrganismos auxilia na estabilidade da cor, acidifica 0 meio e produz
um aroma desejavel, permitindo a otimizacdo do processo devido a alguns
fatores, como por exemplo, producao de bacteriocinas, reducao do pH inicial de
5,1 para 4,5 e do teor de nitrito residual (LYOCARNI, 2013; MAFRA et al.,
2020).
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Os microrganismos das culturas iniciadoras devem apresentar como
principais caracteristicas, o crescimento elevado em concentracdes de 6% de
cloreto de sbédio e de 100 mg/ kg de nitrito, sendo a temperatura 6tima de
multiplicacdo entre 20 a 43° C, bem como nado deve possuir atividade
patogénica ou produzir substancias téxicas. Estas culturas podem ser utilizadas
em diversos tipos de produtos fermentados, como embutidos carneos,
normalmente acidificantes como, por exemplo, Lactobacillus, cuja funcédo é
estabilizar o produto de maneira biologica (PINTO; PONSANO; HEINEMANN,
2001)

Estes microrganismos devem passar por uma selecdo prévia
apresentando producdo de enzimas hidroliticas durante a fermentacéo,
promovendo desta forma, melhora na qualidade dos alimentos fermentados,
proporcionando controle de fermentacdo e padronizacdo do produto final
(KWON, 2018; TAMANG, 2014). Deve-se também levar em consideracao as
caracteristicas da matéria-prima, a formulagcdo, atividades metabdlicas,
tecnologia aplicada e as caracteristicas finais do produto. Entretanto, fatores
ambientais também influenciam diretamente no desenvolvimento da cultura
iniciadora, como a temperatura, umidade relativa, pH, NaCl e quantidade de
oxigénio, por exemplo (BULTOSA 2015; YAO et al.,, 2020). Para culturas
destinadas a industria de embutidos carneos, deve ser tolerante ao sal e ao
nitrito, com crescimento em temperatura entre 27 e 30°C, bem como a pH em
torno de 5,0. Além disso, ndo devem produzir sabores nem odores que néo
sejam caracteristicos do produto e nem descarboxilar os aminoacidos
reduzindo a formacdo de aminas biogénicas (ORDONEZ et al., 2005;
LYOCARNI, 2013).

Os microrganismos atuam sobre o carboidrato, sendo o agucar o
principal ingrediente utilizado para a inicio da fermentacéo, cuja queda de pH
depende da quantidade de acucar utilizado na producdo, considerando que
quanto maior a quantidade deste acucar, menor o pH final do produto e mais
acentuada a acidificacdo (CIROLINI, 2010). Quando associa-se 0 agucar a
temperatura de fermentacédo, determina-se a taxa de formacéo de acido latico,
consequentemente, eleva-se as chances de desenvolvimento de

microrganismos responsaveis por promover o sabor, pH e acidez, devido a
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isso, estas culturas devem apresentar elevada tolerancia a altas concentracfes
acidas PRISCO; MAURIELLO, 2016).

A producdo do acido latico no inicio da fermentagdo confere aos
produtos melhor qualidade sanitaria, devido a inibicdo de microrganismos
indesejaveis como Salmonella spp, Yersinia enterocolitica, Escherichia coli
enteropatogénica e Campylobacter jejuni; bem como conferem sabor
caracteristico aos produtos (AOAC, 2000; BRASIL, 2000). As culturas séo
capazes de acelerar o processo de fermentagcdo e maturagdo, assegurando
baixo residual no teor de nitrato e nitrito, bem como desenvolver atividade
metabdlica desejavel, com a finalidade de melhorar sua conservacao,
seguranga e caracteristicas sensoriais do produto final (TYOPPONEN et al.,
2003; CIROLINI, 2010).

3.7. PROBIOTICOS

De acordo com a resolucdo RDC n°2/2002, probidticos séao
microrganismos vivos capazes de melhorar o equilibrio microbiano intestinal

produzindo efeitos benéficos a saude do individuo (BRASIL, 2002).

Segundo a Legislacdo Brasileira, os microrganismos considerados
probidticos que podem ser agregados aos alimentos para contribuir para o
equilibrio da microbiota sdo: L. acidophilus, L casei shirota, L casei variedade
rhamnosus, L casei variedade defensis, L paracasei, loctococcus lactis, B.
bifidum, B. animalis, B. longum e E. faecium (BRASIL, 2007).

Para que sejam considerados probidticos, incialmente recomenda-se
que contenha no minimo 107 a 10° UFC/g de produto, além disso, estes
microrganismos devem ser resistentes ao pH acido, ter capacidade de aderir a
mucosa do intestino humano, sobreviver as condigbes do tubo digestivo,
capacidade de produzir substancia antimicrobianas que possam inibir o
crescimento de microrganismos indesejavel e colonizar o intestino (BRASIL,
2007; SAAD et al., 2013; GOVENDER et al., 2014).

Os probioticos apresentam alguns mecanismos de ac¢des, como por
exemplo: competicdo por sitios de ligacdo, competicdo por nutrientes,

antagonismo direto e estimulo do sistema imune pela ativacdo dos macréfagos.
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Durante a competicdo por sitios de ligacéo, as bactérias das cepas probidticas
ocupam sitios de ligacdo presentes na mucosa do intestino que poderiam ser
ocupados por bactérias patogénicas, com isso, possibilita a eliminagcdo dos
microrganismos patogénicos do trato gastrointestinal. No caso da competicéo
por nutrientes, as mesmas cepas probibticas se nutrem a partir de nutrientes
quebrados e disponiveis no lumen intestinal, dessa forma, promove a reducéo
de nutrientes disponiveis para as bactérias patogénicas consumirem, limitando
sua sobrevivéncia (FREITAS; RABELLO; WATANABE, 2014; SANTOS;
MORAES et al., 2018).

Dentre os beneficios oferecidos pelos probidticos, inclui a acao
anticancerigena que inibe a formacdo de tumores na regido gastrointestinal,
diminuicdo do colesterol e alivio em alergias alimentares e ainda melhora na
intolerancia a lactose (ZACARIAS et al., 2011). Este ultimo fato ocorre, pois, a
lactose presente no leite é reduzida gradativamente durante o processo de
fermentacao pelos principais tipos probidticos: Lactobacillus e Bifidobacterium,
as quais também apresentam enzimas digestivas e capacidade de proliferacdo
ao atingir o intestino (SHAH, 2007; TRIPATHI; GIRI, 2014). Além disso, quando
as culturas estdo em condi¢des adequadas de concentracédo inicial, o controle
da microbiota intestinal acontece de forma facilitada. Manter o equilibrio da
microbiota resulta em fatores positivos relacionados a efeitos antagbnicos,
imunoldgicos e resisténcia a patdgenos, ou seja, a partir do desenvolvimento
de bactérias benéficas, existe a estabilizacdo da microbiota intestinal apos o
uso de antibiéticos, bem como a estimulacdo do sistema imunoldgico, alivio da
constipagcdo e aumento da absor¢cdo de minerais e vitaminas, apresentando
também, propriedades antimutagénicas e anticancerigenas (HUGO et al., 2016;
HUANG et al., 2016; CARVALHO et al., 2017).

As bifidobactérias fermentam os acucares, produzindo acido acético e
lactico. Essas bactérias sdo mais comumente encontradas no intestino e suas
propriedades possibilitam a prevencdo de colonizacdo de bactérias
patogénicas. As espécies mais utilizadas séo Bifidobacterium bifidus, B. longus,
B. animalis e B. infantis (BARBOSA et al, 2005; SONG et al., 2018). No caso
do género Lactobacillus, sdo colonizadores que estdo presentes na boca, trato

intestinal e alguns alimentos de origem vegetal e animal. Além disso, sdo
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bactérias gram positivas que ndo possuem citocromos, ndao formam esporos e
sdo estritamente fermentativas e anaerobias, sendo 0s mais utilizados na
industria alimenticia: Lactobacillus casei, L. bulgaricus, L. lactis e L. plantarum
(GOLDSTEIN; TYRREL; CITRON, 2015).

Culturas probidticas normalmente s&o utilizadas nos processos
alimenticios, pois promovem um melhor sabor nos produtos finais devido a
reducdo da acidez durante o armazenamento e estocagem do mesmo
(MACEDO et al., 2011, FREITAS et al., 2014). No caso de embutidos carneos
fermentados, as culturas podem ser adicionadas como parte integrante da
cultura starter ou como cultura adicional durante a mistura da massa no
processo (MACEDO et al.,, 2011). Entretanto, para atingir os beneficios
desejados devem-se manter vivas até o prazo final de validade do produto
contendo uma concentracdo minima final de 107 UFC/mg ou mL e a porgao
diaria deve ser indicada no rétulo (BRASIL, 2007). Tendo em vista que a
concentracdo de microrganismos presentes e viaveis no alimento influencia na

promocéao dos beneficios a serem oferecidos.

Para o desenvolvimento destas bactérias com viabilidade celular ao
longo do tempo, o produto também deve atender alguns parametros que
melhorem a sobrevivéncia desses probidticos, como: faixas de pH e
temperatura adequadas, embalagens com barreira de oxigénio, adicdo de
ingredientes antioxidantes, bem como os probiéticos devem se mostrar
resistentes as operacdes de processamento e viabilidade no decorrer do
armazenamento (SILVA, 2016; MELO et al., 2016; SOUZA et al., 2019). Além
disso, a composi¢cdo de uma matriz alimentar utilizada para a fabricagédo de um
produto com probidticos € complexa e também apresenta influéncias na
sobrevivéncia destes microrganismos durante o processamento do produto e
nas condicdes gastrointestinais. O teor de gordura, por exemplo, a
concentracdo de proteinas e carboidratos, bem como as propriedades fisico-
guimicas, como atividade de agua e a acidez do alimento, também séo fatores
que afetam o crescimento e sobrevivéncia destes microrganismos. Por este
motivo faz-se necessario o controle da qualidade, caracterizacdo fisico-
guimicas e microbiolégicas, na matéria-prima, durante o processamento € no

produto final, a fim de garantir um produto de qualidade e com probidticos
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ativos para atuacdo de seus efeitos benéficos durante o consumo
(RANADHEERA et al., 2012).

3.7.1. Lactobacillus

Os Lactobacillus sdo bastonetes gram-positivos, ndo esporulados, que
ndo possuem citocromos, imoveis, anaerobios ou anaerdbios facultativos,
mesofilos, acidos (com pH 6timo entre 5,5 e 6,2), e ainda, necessitam de
nutrientes complexos e presengca de CO, para auxiliar em seu crescimento
(CARDARELLI et al., 2008; BUTEL, 2014). Este género compde o0 grupo das
bactérias acido-lacticas, responséaveis pela fermentacéo dos carboidratos tendo
como principal produto metabdlico o acido latico, bem como € considerado
heterogéneo, englobando mais de 50 espécies, comumente utilizado para
promover beneficios a saude do consumidor por meio das cepas probidticas
(BURITI; SAAD, 2007; BERNADEAU et al., 2008; RAIZEL et al., 2011). Além
disso, podem ser encontradas em diferentes ambientes, como cereais, frutas,
vegetais, alimentos fermentados, bem como no corpo humano, principalmente

nas mucosas oral, intestinal e vaginal (PITHVA et al., 2012).

Estas bactérias apresentam sobrevivéncia influenciada por fatores
ambientais como pH, interaces com outros microrganismos e teor de oxigénio
presente no meio, apresentam aerotolerancia, ou seja, também séo capazes de
se desenvolver na presenca de oxigénio (RAIZEL et al.,, 2011; ASHRAF;
SHAH, 2011; SANCHEZ et al., 2019). Algumas espécies desse grupo tem a
capacidade de estimular o espessamento da barreira intestinal pela producao
de mucina, colaborando na protecdo a infeccbes e alergias (NOGUEIRA;
GONCALVES, 2011).

Ao serem aplicadas em produtos alimenticios para consumir, deve-se
levar em consideracdo a composicdo da matriz alimentar, a qual também
influencia na viabilidade e na atividade dessas bactérias, o que sao
consideradas importantes tendo em vista que as mesmas necessitam
sobreviver durante todo o processo do alimento, no produto final até que o
prazo de validade encerre, deve resistir a degradacdo de enzimas hidroliticas e
sais biliares, bem como durante todo o trato gastrointestinal (VASILJEVIC;
SHAH, 2008; CARVALHO, 2015).
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Dentre os Lactobacillus mais utilizados na industria alimenticia tem-se
os Lactobacillus casei e Lactobacillus paracasei devido o poder de
sobrevivéncia e multiplicacdo no trato gastrointestinal ap6s a ingestédo
garantindo efeito benéfico ao consumidor (NOVAK et al., 2001; BURITI; SAAD,
2007). Este grupo de Lactobacillus é geneticamente heterogéneo e capaz de
manter o equilibrio de véarios ambientes, bem como € facultativamente
heterofermentativos e comp0de aqueles que fermentam hexoses e pentoses em
acido-latico, além de produzir gas a partir de gliconato (HOLZAPFEL;

SCHILLINGER, 2002; AXELSSON, 2004; VASQUEZ et al, 2005).

Devido a ampla variedade de alimentos que estes grupos podem ser
incorporados no processo de fabricagéo, apresentando elevado valor comercial
para novos produtos, pois tem como finalidade conferir aroma, sabor, textura,
bem como auxiliar na bioconservacdo dos alimentos pelo processo de
acidificacdo, a qual ocorre a reducdo do pH na matéria-prima, a partir da
producdo do acido lactico (BURITI; SAAD, 2007; TERPOU et al., 2019). Além
disso, sdo classificados por diversas caracteristicas, como o fato dessas
bactérias possuirem atividade antimicrobiana contra microrganismos
patégenos, contaminantes e deteriorantes em alimentos (SHOKRYAZDAN et
al., 2017).

3.7.1.1. Lactobacillus casei

O Lactobacillus casei € uma espécie amplamente conhecida, devido a
popularizacdo de leites e outros produtos fermentados contendo estas
bactérias, desta forma, 0 mesmo passou a ser estudado para ser inoculado em
produtos fermentados de diversas matrizes alimentares, como derivados de
leites, carnes e frutas (NIKBAKHT et al.,, 2016). Na producédo e aplicacdo de
produtos fermentados inovadores, 0 mesmo pode ser utilizado tanto de forma
profilatica como de forma terapéutica para as afec¢cdes associadas ao
desbalanco da microbiota intestinal (HILL et al., 2018).

Esta espécie apresenta elevada aplicacdo em alimentos,
principalmente na fermentacdo, sendo a mesma amplamente aplicada em
iogurtes, leites, queijos, salames, sorvetes, geleias e, bebidas de frutas, devido

a uma habilidade natural de sobreviver a choques térmicos aplicados em
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diversos métodos conservativos (RANADHEERA et al., 2012; GARCIA-CEJA et
al., 2015; REALE et al, 2015; DIMITRELLOU et al., 2016; XU et al., 2016).
Algumas cepas desta espécie sao capazes de produzir substancias
bacteriocinas termoestaveis e biossurfactantes, promovendo a possibilidade de
aplicacdo como bioconservante em alimentos durante o prazo de validade,
podendo inibir principalmente bactérias gram negativas patogénicas devido a
reducdo do pH (ANNUK, 2003; SHARMA; SAHARAN, 2014). Além disso, ao
ser aplicada em alimentos, também apresentam como vantagem a elevada
resisténcia ao pH acido, principalmente na fabricacdo de produtos fermentados,

bem como ao suco gastrico e entérico do estomago (LI et al, 2013).

O L. casei tem aplicacdo como probidtico utilizado na fermentacgéo
principalmente como culturas responsaveis pela aceleracdo do
desenvolvimento do sabor em determinadas variedades de alimentos. Além
disso, ao serem ingeridos de forma continua e regular, mostrou-se eficaz
contra tumores de bexiga e contra metastases, podendo inibir o aumento da
atividade mutagénica. Esta espécie também beneficia 0 aumento da microbiota
intestinal presente naturalmente, impedindo a proliferacdo dos microrganismos
nocivos no trato digestivo. A mesma pode ser indicada para tratamento da
diarreia e fezes amolecidas, obstipacéo, restauracdo da microbiota intestinal e
controlar o excesso de gases, além de apresentar melhorias na digestédo e
reduzir a intoleréncia ao leite (REINERT, 2000).

As espécies de Lactobacillus casei sdo mais efetivas quando
comparadas com muitas outras bactérias em diversos alimentos, pois
apresentam capacidade de sobrevivéncia e multiplicacdo durante a passagem
pelo trato intestinal, afim de colonizar de forma efetiva o trato digestivo e
balancear a microflora intestinal, devido a resisténcia ao acido gastrico e bile,
aderindo a mucosa do intestino, sendo assim, eficientes na luta contra
patdgenos potenciais, tais como: E. coli, Streptococci, Clostridium, Salmonella
e Shigella. Além disso, apresentam efeitos benéficos ao consumidor, bem
como conferemaroma, sabor e textura aos alimentos (REINERT, 2000; SIDIRA
et al., 2015).

3.7.1.2. Lactobacillus paracasei
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As culturas probioticas presentes em um alimento compostas por L.
paracasei é capaz de inibir o crescimento de Listeria durante a passagem pelo
trato gastrintestinal, bem como um possivel efeito protetor presente na massa
do salame sobre a mucosa intestinal durante o consumo, responsavel por
formar uma cépsula e envolver a bactéria patogénica, impedindo a adeséo e
colonizacdo da mesma no intestino humano, podendo haver a eliminacdo do
patégeno atraves das fezes. Além disso, esta capsula protege este probiotico
das acdes adversas do trato digestivo, mantendo vivo por mais tempo no
organismo humano e atuando nos processos inflamatérios (BENGOA et al.,
2018; BENGOA et al., 2019).

Em geral, estas bactérias sdo utilizadas na fermentacdo de produtos
lacteos e carneos, como o salame, para isso, as mesmas devem produzir &cido
latico e provocar reducdo do pH proximos a 5,0 durante os primeiros dias de
processamento. Entretanto, a carne apresenta insuficiéncia de acucares, por
este motivo a adicdo de glicose ou lactose se faz necessaria para garantir
quantidade suficiente de substrato para a fermentagdo (TYOPPONEN;
PETAJA; MATTILA-SANDHOLM, 2003).

O L. paracasei se caracteriza por se desenvolver em temperaturas
entre 15 e 45°C, nado apresentar motilidade e produzir acido lactico
principalmente a partir de frutose, galactose, glicose, maltose (SCARIOT,
2020). Além disso, sao capazes de apresentar defesa contra compostos
oxidantes, contendo dessa forma acdo antioxidante, a qual pode ser utilizada
para diminuir os efeitos maléficos de radicais livres no organismo, bem como
apresentam também atividade inibitoria contra bactérias patogénicas, com acgéo
efetiva ao longo de todo trato gastrointestinal, principalmente devido a camada
protetora que formam no intestino impedindo o desenvolvimento dos patégenos
e processos inflamatoérios, mostrando também um crescimento estavel sob
diferentes condi¢cdes de disponibilidade de oxigénio (ANNUK et al., 2003;
BENGOA et al., 2019).

As cepas de Lactobacillus paracasei obtém elevadas propriedades de
acOes benéficas a saude, a nivel intestinal, como fortalecimento e equilibrio da

mucosa e barreira a atuacdo de microrganismos patogénicos, por este motivo
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sdo comumente aplicados como probidticos em produtos fermentados lacteos
ou carneos, principalmente (DI CERBO; PALMIERI, 2013; OLIVEIRA et al.,
2014). Além dos beneficios gastrointestinais, o0s mesmos podem atuar contra
Staphylococcus aureus coagulase positiva, um dos principais patdégenos dos
derivados carneos, atuando também na prevencdo de diarreias ou de outros
transtornos intestinais (BENDALI et al., 2011). A cepa também apresenta
capacidade de sobrevivéncia a baixo pH, tolerando inclusive altas
concentracfes da bile, bem como eficacia no tratamento contra hipertensao e
hipercolesterolemia. Diante desses diversos beneficios, a aplicacdo dessas
bactérias esta sendo cada vez mais utilizadas matrizes alimentares (CHIANG;
PAN, 2012; PROVEDA et al., 2015).

3.8. MODELAGEM PREDITIVA DE CRESCIMENTO MICROBIANO

O comportamento dos microrganismos, bem como seu crescimento,
sobrevivéncia e morte, deve-se através das propriedades dos alimentos e
parametros que os mesmos podem afetar o desenvolvimento microbiano, tanto
por meio de fatores intrinsecos, como a atividade de agua, potencial oxi-redutor
e pH, quanto pelos fatores extrinsecos dados pela temperatura, umidade
relativa e atmosfera (PEREZ-RODRIGUEZ; VALERO, 2013).

Estudar os comportamentos microbianos se torna fundamental frente
as mudancas dos parametros ambientais, pois, por meio disto, € possivel obter
maiores conhecimentos sobre 0os microrganismos e seu desenvolvimento. Com
iSSO, inicia-se a microbiologia preditiva, a qual pode ser classificada como uma
area de pesquisa que utiliza modelos matematicos para descrever o processo
de crescimento e sobrevivéncia dos microrganismos que podem ser
submetidos a diversas mudancas fisicas, quimicas e biolégicas durante o
processamento, transporte, distribuicdo e armazenamento dos alimentos
(HUANG, 2014). A partir da utilizacdo e aplicacdo da microbiologia preditiva,
torna-se mais facil a explicacdo do comportamento microbiano diante das
modificacdes de fatores ambientais, como temperatura, pH, Aw e a variedade
genéticas dos microrganismos, tendo como finalidade analisar o aumento da

multiplicagdo microbiana, garantindo a qualidade do produto e, desta forma,
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evitar riscos a saude do consumidor (PEREZ-RODRIGUEZ; VALERO, 2013;
VASCONCELOQS, 2017).

O crescimento microbiano em sua maioria apresenta fases distintas.
Na fase inicial, a velocidade especifica do crescimento se inicia com um valor
préximo de zero, aumentando gradativamente apds certo tempo para um valor
maximo. E entdo esta velocidade decresce gradativamente até se aproximar
novamente de zero, quando se atinge um valor assintotico no crescimento
microbiano. Quando a curva de crescimento é apresentada através do
logaritmo da contagem microbiana em funcdo do tempo, as variagcbes da

velocidade resultam em uma curva sigmoidal (ZWIETERING et al., 1990).

Nas Figuras 2 e 3 estdo apresentadas, respectivamente, uma curva
tipica de crescimento microbiano, e a respectiva curva da velocidade especifica

de crescimento em relagéo ao tempo.

(1)

Logaritmo da contagem microbiana
[In(N{t))]

Tempo

Figura 2 - Curva tipica do crescimento microbiano em relagao ao tempo
Fonte: (ZWIETERING et al., 1990)
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(2)

[d(In(N(t)))/dt]

Velocidade especificade crescimento

Tempo

Figura 3 - Curva da velocidade especifica de crescimento em relagdo ao tempo
Fonte: (ZWIETERING et al., 1990)

No crescimento microbiano em alimentos sdo observadas 4 fases que
séo analisadas nos modelos preditivos: a fase lag, na qual o microrganismo
estd se adaptando ao meio, a fase exponencial, na qual o microrganismo ja
esta adaptado ao ambiente em que estd exposto e direciona todo o seu
metabolismo para a reproducdo, a fase estacionaria, cuja comecam a
apresentar escassez de nutrientes e a taxa de reproducédo é equivalente a taxa
de mortes, e por fim, a fase de declinio, cuja os microrganismos produzem
toxinas e o numero de mortes se sobrepde a quantidade de novos
microrganismos (ROBAZZA, 2010; SCHLEI, 2018). Sendo o processo de
deterioracdo dos alimentos decorrente da multiplicacdo de microrganismos,
sendo demonstrada em maior escala durante as fases lag e exponencial. Estas

fases sdo mostradas na Figura 4.
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Figura 4 - Curva de crescimento tipica de microrganismos em alimentos.
Fonte: (ROBAZZA, 2010)

Além das 4 fases, os modelos preditivos também compreendem: (l)
duracdo da fase lag; (M) velocidade especifica maxima de crescimento
(velocidade que a populacdo duplica dentro da fase exponencial) e (A)
densidade populacional méxima de crescimento final (maior contagem
microbiana, na fase estacionéaria) (BATY; DELIGNETTE-MULLER, 2004). O
crescimento microbiano apresenta uma integracdo de habilidades da
microbiologia tradicional com a matematica, estatistica e sistemas de
informacédo, sendo que este espectro de habilidades faz com que avancos em
qualguer uma destas areas oferecam oportunidades para aumentar a utilidade
e aplicabilidade dos modelos preditivos (SCHLEI, 2018).

Através das curvas de crescimento geradas pode-se explicar como 0s
microrganismos se proliferam nos alimentos, bem como prever a vida de
prateleira deste alimento maximizando este tempo através da modificacdo das
condicbes de estocagem, indicando assim ao consumidor um prazo de
validade suficiente sem promover riscos a satde (ARROYO-LOPEZ et al.,
2014). Pois o0s microrganismos apresentam diferentes comportamentos
microbiolégicos e a compreensdo desses comportamentos é de extrema
importancia para a promo¢do da seguranca de alimentos. Diante disso, o
campo cientifico da microbiologia preditiva fornece ferramentas a fim de
prevenir e estimar as mudancas promovidas através das operagbes de
manipulagdo, processamento e armazenamento de alimentos sobre o

crescimento, sobrevivéncia e inativagcdo de microrganismos (USDA, 2016). A



38

abordagem da modelagem preditiva pode ser explicada por um processo de 3

etapas: modelagem primaria, secundaria e terciaria (ROBAZZA, 2010).

O modelo primario prediz o crescimento bacteriano a partir do tempo
como fungdo em condigbes ambientais constantes, tais como temperatura, pH,
Aw e oxigénio. Ao longo do tempo, estes modelos descreveram o tempo entre
a inoculacdo e a multiplicacdo microbiana, além disso, podem definir as fases
de crescimento e inativacdo, a partir de parametros cinéticos como maxima
taxa de crescimento, fase lag, taxa de inativacdo em fungdo do tempo de
tratamento (FORSYTHE, 2013; PEREZ-RODRIGUEZ; VALERO, 2013). No
caso do modelo secundario, descreve as mudancas realizadas nos parametros
dos modelos primérios com os efeitos das condicdes ambientais a partir de
fatores fisico-quimicos e bioldgicos, sendo eles modelos comumente
desenvolvidos e utilizados. J& os modelos terciarios sdo normalmente
baseados em programas de computador que oferecem uma correlacao entre a
matematica e o operador, 0s quais permitem que os dados inseridos de
modelos primarios e secundérios sejam estimados e observados baseados em
graficos, predicbes e comparacbes. Devido um conjunto de regras
determinadas no software e dados inseridos, o programa é capaz de formar
correlagcdes e fornecer informacdes para promover tomadas de decisdes de um
individuo (ROBAZZA, 2010).

Diante disso, a microbiologia preditiva permite a investigagcdo e
avaliacdo dos processos de conservacdo de alimentos, também proporcionam
um caminho rapido e beneficios econémicos, pois sdo aplicados a diversos
alimentos reduzindo testes microbiologicos, para obtencdo de informagdes
confiaveis sobre crescimento, inativacdo e sobrevivéncia durante o
desenvolvimento microbiano (McMEEKIN et al., 2002; SARMENTO, 2006). A
aquisicao de tais informacdes proporciona a formagédo de uma base de dados,
a qual torna-se uma ferramenta Util para a elaboracdo de sistemas de
informagdo para monitorar a qualidade do alimento em diversas situagdes
(ROBAZZA, 2010).

Quando estes dados sao tratados permite-se que uma equacao

matematica seja utilizada para prever o tempo de ajuste ao meio e uma
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velocidade de crescimento (ANASTACIO, 2009). Contudo, o modelo preditivo
pode apresentar algumas limitagcdes, como por exemplo, observa-se que os
mesmos ndo podem ser extrapolados para condigbes nas quais os intervalos
de temperatura e atividade de agua esteja fora das condi¢cbes de que foram
derivados, entretanto, podem ser replicados para produtos de diversas matrizes
alimentares e ambientes semelhantes com base nas multiplicacbes dos
microrganismos aos fatores ambientais que afetam seu crescimento e
sobrevivéncia (FAKRUDDIN et al., 2011). Dentre os modelos preditivos, 0s
mais utilizados em alimentos sdo os primarios de Gompertz ou Gompertz

modificado e modelo de Baranyi e Roberts.

3.9. MODELO MATEMATICO DE BARANYI E ROBERTS

Os modelos matematicos tém a finalidade de representar uma curva de
crescimento, em uma ou mais fases, utilizando equacdes que possuem uma
parte deterministica, representando as variaveis que obtenha um
comportamento esperado, e uma parte estocastica, que pode ou ndo existir no
modelo, cujo comportamento é aleatério e desconhecido (DANNENHAUER,
2010).

O modelo de Baranyi e Roberts é considerado primario, os quais sao
modelos matematicos que descrevem alteracées na populacdo microbiana em
funcdo do tempo, sob um conjunto de condicbes (HUANG, 2014). Estes,
também podem ser utilizados para descrever a curva de crescimento e de
inativacdo dos microrganismos, por exemplo (FAKRUDDIN et al., 2011). Neste
contexto, apresentam uma estimativa de parametros, como a populacéo inicial
de crescimento (y0), a fase de adaptagdo ou fase lag (A), a velocidade
especifica maxima de crescimento (umax) e a populagdo maxima de
crescimento atingida (ymax), os quais podem ser realizados de diferentes

formas pelas equacdes (LONGHI, 2016).

Equacbes ou funcbes matematicas descrevem a mudanca das
respostas em questao em relacdo ao tempo, fornecendo desta forma, um grupo
caracteristico de valores e parametros (FERREIRA, 2004; LONGUI et al.,
2014). Sendo assim, por meio deste modelo pode-se obter a taxa de

crescimento a populacéo e estimar o tempo de adaptacdo dos microrganismos,
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validando assim um produto probiético, cujo se faz necessario a atividade e
com isso adaptacdo do mesmo no alimento (JAGANNATH; TSUCHIDO, 2003;
SUBRAMANIAM; WAREING, 2016).

O modelo de Baranyi e Roberts € classificado como empirico, cinético
e primario, além disso, € amplamente utilizado na microbiologia preditiva. Este
modelo propBe prever o0 crescimento dos microrganismos submetidos a
diferentes temperaturas, sendo o mesmo muito utilizado devido algumas
razBes: facil de usar; aplicAvel a condicdes com variacbes dindmicas no
ambiente; apresenta uma boa capacidade de ajuste e as maiorias dos
pardmetros do modelo s@o biologicamente interpretaveis (VAN IMPE et al.,
2011).

A representacdo deste modelo estd demonstrada na Figura 5.

InN (=)

o=

time
Figura 5 - Simulagéo do modelo de Baranyi e Roberts (1994)
Fonte: (GIBSON et al., 1994)

Baranyi e Roberts propuseram um modelo que inclui a fase de
crescimento exponencial linear (Hx) e uma fase lag determinada por uma
funcdo de ajuste. A funcdo de ajuste deste modelo descreve basicamente os
mecanismos biolégicos da evolucdo do crescimento da populagdo dos
microrganismos e o estado fisiolégico das células dos mesmos ao novo

ambiente, a partir da equacgéao 1.

q(t) (1)

Hag = T
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Sendo q(t) uma funcdo que representa a evolucdo de uma substancia
critica, cuja esta4 relacionada as reacdes enziméticas que envolvem o0s
microrganismos. Esta mesma funcdo q(t) é obtida através da equacdo

diferencial 2.

dq (t)
dt

= vq(t) (2)

Onde a velocidade especifica da substancia critica v, pode ser

considerada igual & velocidade especifica méaxima de crescimento da cultura

(H ..)» no gual a razéo € a caracteristica do ambiente atual.
max

A funcdo de inibicdo v(t) pertence a familia de curvas de Richards
(1959), mostrada na equacao 3, tendo em vista que ndo ha mecanismo

bioldgico envolvido.

N ()™

Pest =1 — [ )

Nomax

Tendo m como um parametro da curvatura e N & populacao
a

microbiana maxima.

Quando consideramos as equacdes para e , € as condi¢cdes
p—lag Uest

ambientais, pode-se ent&o construir a equagéo 4.

R P S O

qo+exp(—Umaxt) Nmax

Esta tem solucdo explicita, apresentada na equacao 5.

1 exp(Mumax F()) -1
D(t) = x A®) — || In (1 ) 5
( ) yO + .umax ( ) m n + exp(m [yméx_ }’0]) ( )
Onde D(t) é o diametro da colbnia e a funcédo A(t) é dada pela equacéo
6 a seguir, a qual descreve o mecanismo biologico envolvido na evolugdo do

estado fisiolégico das células..

A(E) = t + [ 1 ]ln (CIo‘l'eXp(_#méxt)) 6)

Hmax 1+ qo
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Sendo o’ o estado fisiolégico inicial da célula. Entretanto, o parametro

m ndo melhora significativamente em relacdo a qualidade dos ajustes em
alguns casos, por este motivo pode-se considera-lo como sendo igual a um
(LONGHI, 2016).

Para que haja melhor ajuste do modelo aos dados experimentais, 0s

autores do mesmo recomendam a transformacao do parametro em p,, por

do
meio da equacgédo 7, com a finalidade de deixar o ajuste da equacédo mais

estavel.
ho =In (q—lo) )
Sendo assim, a equacao 6 pode ser transformada na equacéao 8.
AW® = t+ || In(exp( —Hmixt) + exp(=ho) = exP( ~Hmax = ho)) ®)

Por fim, a duragéo da fase lag (A) pode ser obtida pela equagéo 9.

1= Lo )

HUmax

O fato deste modelo considerar em sua equacao o estado fisiolégico
inicial das células, torna-se 0 mesmo importante para ser utilizado em alimento.
Caso a adaptacao do microrganismo ao ambiente que se encontra for lenta, a
fase lag ser& estendida, com isso, assim que as células se adaptarem ao novo
ambiente, elas crescerédo de forma exponencial até atingir a fase estacionaria,
que serd alcancada quando houver restricdbes no meio de crescimento
(BARANYI; ROBERTS, 1994).

Diante do exposto, o modelo de Baranyi e Roberts, apresenta uma
elevada popularidade principalmente em matrizes alimentares, a qual deve ser
atribuida a sua flexibilidade e facilidade de utlizacdo devido ao
desenvolvimento de softwares que colaboram com os célculos do mesmao,

como MicroFit, DMFit e macro do software Microsoft Office Excel.



43

3.10. MODELO MATEMATICO DE GOMPERTZ

O modelo de Gompertz e o modelo de Baranyi e Roberts séo
comumente citados na literatura como as principais equagdes que se ajustam
ao crescimento em nivel primario (ARROYO-LOPEZ et al., 2012).

O modelo de Gompertz € um modelo priméario ndo-linear e isotérmico,
Ou seja, as temperaturas sao constantes, sendo uma funcdo exponencial dupla,
gue descreve uma curva sigmoide assimétrica. A ideia do modelo € representar
a limitacdo de espaco e/ou nutrientes, com uma curva sigmoidal produzida com
quatro fases comparaveis as curvas de crescimento microbiologico: lag,
aceleracdo, desaceleracdo e estacionaria, bem como a producdo de
metabdlitos téxicos, com 40 velocidades de crescimento evoluindo até um
maximo e nao diminuindo depois também se assemelhando as fases do
crescimento microbiano (ZHOU et al., 2012; FORSYTHE, 2013).

Este tem sido utilizado comumente para descrever o comportamento
microbiano em diferentes alimentos, com matrizes carneas, lacteas e de
vegetais. Além disso, utiliza uma taxa de inibicdo da variavel de estado
proporcional ao logaritmo desta mesma variavel. O que significa que a taxa de
crescimento € grande no inicio do processo, mudando rapidamente para um
crescimento mais lento, o que se torna bastante adequado em casos de
crescimentos celulares, como plantas, bactérias e tumores (BASSANEZZI,
2011).

A utilizacdo tem sido um sucesso para descrever o comportamento
microbiano em diversos alimentos. Este modelo sofreu uma nova
parametrizacdo da funcdo de Gompertz, a qual foi proposta para que fosse
possivel a inclusdo dos parametros biolégicos na equacéo e a nao necessidade
de equacdes auxiliares para definir determinados parametros, podendo ser
representados por: velocidade especifica maxima de crescimento (.Umax)’
tempo de duracdo da fase lag (1) e o aumento logaritmico da populacao (A),
surgindo assim o modelo de Gompertz modificado (ZWIETERING et al., 1990).
Este apresenta os parametros microbioldgicos incluidos na equacéo, porém ha
mais estabilidade numérica da otimizacdo destes par@metros quando utilizados

o modelo tradicional de Gompertz.
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Os parametros inclusos de crescimento microbiano podem ser
aplicaveis aos probioticos, sendo Uteis para identificar as etapas da curva de
crescimento (fase lag, exponencial e estacionaria), e consequentemente as
principais condi¢cdes cujo crescimento é mais adequado para garantir
guantidade suficiente de microrganismos para obtencdo do efeito probidtico
durante o prazo de validade do produto. O modelo de Gompertz modificado
promove ajuste aos dados experimentais para bactérias &cido laticas nos
alimentos, por isso sua utilizacdo vem crescendo ao longo dos anos (SLONGO
et al., 2009; GEITENES et al. 2013; KALSCHNE et al. 2014).

O modelo de Gompertz foi inicialmente utilizado para descrever o

crescimento microbiano conforme a equacéo 10.
y (t) = a + c exp(—exp(—b[t — d])) (10)
Sendo:
y(t) = logaritmo da contagem microbiana no tempo t;
E a, b, c e d = pardmetro empiricos do modelo.

Estes parametros estdo relacionados com o0s parametros
microbiolégicos de crescimento A (duragdo da fase lag), o (velocidade
d

especifica maxima de crescimento) e A (aumento logaritmico da populacéo)

pelas seguintes equacoes:

1
A=dy (11)

b.
w=_ (12)

Onde:
u= velocidade especifica maxima de crescimento;

A = Duracéo da fase lag;

exp=e=2,7182
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Com a nova parametrizacdo do modelo, foi proposta a substituicdo dos
parametros empiricos pelos parametros de significado bioldgico, o que se
resultou no modelo modificado segundo a equagéo 13.

Y (t) = Aexp (— exp (W [A—t] + 1)) (13)
Sendo:
N
Y (t) = logN—o (14)

Y (t) = razéo logaritmica entre a contagem microbiana no tempo e a

contagem inicial;

T velocidade especifica maxima de crescimento;
da

A = duragdo da fase lag;
A = amplitude da curva sigmoidal.

A representacdo do modelo de Gompertz modificado pode ser

observada na Figura 6.
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Figura 6 - Parametros associados com a equacdo de Gompertz modificada
Fonte: (ZWIETERING et al., 1990)

Tanto o Modelo de Gompertz original quanto o modificado, tém sido

testados em variedade de espécies de microrganismos e apresentado bons
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ajustes. Entretanto, o ajuste do Modelo de Gompertz é afetado pelo nimero de
observacdes utilizado na construgdo da curva para um bom ajuste da fungéo.
Desta forma, torna-se possivel caracterizar um problema se o crescimento é
muito rapido, se a duracdo da fase lag € muito curta ou se o experimento
termina antes que se atinja a fase estacionaria (AZEVEDO et al., 2020).
(LABUZA; FU, 1993).

3.11. VALIDACAO DOS MODELOS MATEMATICOS

A validacdo permite ao pesquisador testar a eficacia do modelo
utilizado na predicdo do comportamento do probidtico no alimento. A validacdo
€ uma etapa fundamental na modelagem matematica de processos de
fenbmenos fisicos, quimicos e bioldgicos, para que seja possivel a aplicacao
dos modelos, avaliando desta forma a eficiéncia. Quando héa aplicacdo técnica
estatistica adequada, pode-se avaliar a capacidade de predicdo do modelo que
sera validado e futuramente utilizado a partir do comportamento de
microrganismos patdgenos ou probiéticos em alimentos, bem como a qualidade
e confiabilidade dos mesmos (JUNEJA et al., 2014). Por este motivo que 0s

indices estatisticos séo tao utilizados para avaliar e comparar estes modelos.

A validagdo pode ser realizada de duas formas, a primeira quando
ocorre nas mesmas condi¢cdes do experimento que foram retirados os dados
para elaborar o0 modelo matematico, neste caso, a mesma denomina-se
validacdo interna e objetiva determinar se 0 modelo é capaz de descrever os
dados do experimento. A segunda quando a comparacdo € feita entre
predicbes e dados independentes que foram retirados de outros Testes de
Desafios ou dados da literatura, conhecida como validagdo externa (PEREZ-
RODRIGUEZ; VALERO, 2013).

Uma das principais e mais utilizadas formas de avaliar o modelo
escolhido é através da validacdo interna, utilizando a comparagcdo entre o0s
valores preditos no modelo e os valores obtidos experimentalmente (PEREZ-
RODRIGUEZ; VALERO, 2013). Para a validacdo, faz-se necessario a

avaliacdo que devera ser realizada a partir dos seguintes indices: erro meédio
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quadratico (MSE), fator bias, fator de exatiddo e coeficiente de determinacéo
(R?) (ROSS, 1996).

O coeficiente de determinacdo ou regressao, R2, € usado como uma
meédia global da predicdo obtida, medindo a fracdo de variacdo explicada pelo
modelo, cujo seu valor pode variar entre 0 e 1, sendo quanto mais préximo de
1, melhor a predigdo do modelo. O MSE é um indice que avalia o desvio médio
existente entre os modelos preditos e obtidos experimentalmente, quanto
menor o valor de MSE, melhor o ajuste do modelo nos valores experimentais
(NUNES et al., 2021).

O MSE fornece um comparativo para o erro entre diferentes modelos
considerando a soma dos quadrados residuais e o grau de liberdade, conforme
descrito na equacao 15.

MSE = RSS (Valorobservado_'17‘1107”1)1*edito)2

= (15)

nx n—-p

Onde RSS = soma dos quadrados residuais

n* = nimero de grau de liberdade (n — p = numero de pontos

experimentais — nimero de parametros do modelo).

RMSE ¢é o erro quadratico médio da raiz, calculado a partir da equacao

16 a sequir.

RMSE = |———|/Svar(pd; — 0b))? (16)

Dois indices sdo propostos para avaliar o desempenho dos modelos:
fator bias e o fator de exatiddo. Estes permitem uma maior confiabilidade e
ajudam no processo de validacdo dos mesmos (CHOWDHURY et al., 2007;
ZHOU et al., 2008; SAUCEDO-REYES et al.,, 2009; ZIMMERMANN et al.,
2011).

O fator bias demonstra a estimativa da diferenca entre os valores
preditos e observados. O mesmo é um desvio relativo médio, fornecendo

informacéo sobre o tipo de desvio, pois procura dar o mesmo peso na média



48

dos valores que sobre-estimam e subestimam a média. Entretanto, quando o
fator bias é igual a 1 indica um acordo perfeito entre os valores preditos e
observador. Para curvas de crescimento microbiano, um fator bias menor que
1, significa um valor predito acima do observado, ou seja, uma falha de forma
segura, e um fator bias menor que 1, o valor predito esta abaixo do observado,
indicando assim uma falha perigosa (TREMARIN, 2013). Este valor € medido
através da equacao 17.

1 (”alorobservado

loTyredi
fator bias =10 | X, 22 predito (17)

nx

O fator de exatiddo expressa uma medida para obter a diferenca
absoluta entre os valores preditos e observados. Conforme o fator aumenta,
menos exato na média se torna, tendo que os valores positivos e negativos
tendem a se anular. Por se tratarem de valores absolutos, o calculo € sempre
maior que 1 (SARMENTO et al., 2013). Este valor € obtido a partir da equacéo
18.

I (”alorobservado
Z valoTpredito

fator exatidao = 10 (18)

nx

Onde n* = nimero de grau de liberdade.

Este indice nao indica o sentido do desvio do modelo. Quando ambos
os fatores, bias e de exatiddo, apresentam valor igual 1, demonstra uma
perfeita concordancia entre os valores preditos e observados (TREMARIN,
2013).

O coeficiente de determinagéo ou regressao corresponde a proporcao
da variagdo explicada pela equacdo de regressdo em relagdo a variacao total
das respostas. O valor obtido torna-se melhor ajustado quanto mais proximo de

1. Este coeficiente é encontrado pela equacao 19.
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SQRL
2 = Sa, (19)

Sendo que:
SQT, = Soma quadratica total corrigida;
SQRL = Soma guadratica de regressao linear.

Para que o R? seja ajustado, deve-se basear no coeficiente de
correlacao de Pearson elevado ao quadrado, nimero de pontos experimentais

e variaveis significativas, calculando conforme a equacéo 20.

[ num-—1 ] [1 _ [Z(pdi-pd] [Obi_Ob])]z]

2
Raj = Y(pd;—pd)? ¥(ob;—ob)? (20)

num—-var+1
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4. MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado de acordo com as seguintes etapas:
preparacdo do salame de ovino, andlise fisico-quimica, analise microbioldgica,
andlise de conservacdo durante a vida de prateleira e avaliagdo do crescimento
microbiano através da aplicagcdo de duas modelagens matematicas com o
auxilio de um Software computacional. As etapas foram realizadas no
Laboratério de Tecnologia de Origem Animal (Carnes) do Departamento de

Engenharia Quimica (DEQ) na Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

4.1. PREPARO DO MATERIAL

Foram executados todos os procedimentos de higiene, assepsia e
preparos recomendados das vidrarias e recipientes; e do ambiente do
laboratorio, seguindo os procedimentos de Boas praticas de Laboratério (BPL),
e Boas Préaticas de fabricacdo (BPF), de modo que pudessem garantir e
atender aos padroes de identidade e qualidade do alimento ao final do

processo.

Os meios de cultura utilizados no presente trabalho foram preparados a
partir das instrucdes fornecidas pelo fabricante, garantindo meios estéreis em

todas as etapas a fim de evitar contaminacoées.

4.1.1. Obtencéo da carne de cordeiro e toucinho

As amostras de pernil de carne de cordeiro foram adquiridas em
comércio local da cidade Recife - PE. As amostras de toucinho foram

fornecidas pela empresa Frigomalta da cidade de Igarassu — PE.

4.1.2. Obtencédo das amostras Bacterianas de Referéncia

As cepas das culturas iniciadoras e dos probioticos Lactobacillus casei
e paracasei utilizadas foram adquiridas da empresa COANA PROBIOTICAL
cepa probidtica liofilizada L. casei (LC0O3) e L. paracasei (LPC00) na

concentracéo de 10 UFC/mL.

4.1.3. Ativagéo dos In6culos
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Anteriormente a inoculacdo no embutido fermentado tipo salame,
realizou-se lentamente o0 descongelamento das cepas pelo processo
“overnight” em geladeira a temperatura entre 8°C e 4°C. Em seguida, as cepas
puras liofilizadas de L. casei e L. paracasei, foram pesadas 0,300g de cada e
inoculadas em 300 mL de caldo MRS cada cepa, a fim de pré-ativa-las. As
mesmas foram incubadas por aproximadamente 24 horas em estufa
Incubadora B.O.D. a 36 + 1°C.

ApOGs a pré-ativacdo dos Lactobacillus, introduziu-se o caldo MRS de
cada cepa em tubo Falcon e entdo procedeu-se a centrifugacéo refrigerada
para ambas as culturas ativada a 15 £ 1°C em 4000 rpm por 15 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado adicionado a massa dos
embutidos apds a adicdo de todos os demais ingredientes e da cultura starter,
a qual também necessitou de ativacdo em agua adicionada de sacarose por 30
minutos. Paralelo & producdo do embutido, retirou-se do volume total do
precipitado de cada cultura 1mL para a contagem do numero de células viaveis
dos in6culos em placas de petri com &gar MRS, incubando-se por

aproximadamente 48 horas em estufa Incubadora B.O.D. a 36 + 1°C.

A concentracdo celular de L. caseiobtida apds centrifugacdo e
adicionada a Formulagédo 2 foi estimada de 7,5 x 107 UFC. mL™! de in6culo; e

para L. paracasei na Formulacéo 3 de 7,5 x 10’UFC. mL™! de in6culo.

4.2. PRODUCAO DO EMBUTIDO FERMENTADO TIPO SALAME

Foram elaboradas trés formulacdes de embutido fermentado de ovino,
0S quais serdo caracterizados como S1, S2 e S3, sendo eles: embutido
fermentado de ovino com sais de cura, embutido fermentado de ovino com
adicado de Lactobacillus casei e embutido fermentado de ovino com adi¢cao de
Lactobacillus paracasei, respectivamente. O primeiro refere-se ao produto
padrdo usado como referéncia para os resultados, apresentando sais de cura
para manter o prazo de vida util, jA o segundo e o terceiro, se referem aos
produtos de estudo, a fim de compreender a cepa probiotica ira apresentar a
curva de crescimento com células viaveis ao longo do processo produtivo até o

produto final, bem como qual se manterq até o encerramento da vida de
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prateleira de 84 dias do embutido sem crescimento de microrganismos

patégenos.

Inicialmente ao processo de fabricac&o, realizou-se toda a etapa de
higienizacdo dos materiais e ambientes utilizados para produzir o embutido,
seguindo-se para isto as Boas Praticas de Fabricacdo (BPF). Todos os
colaboradores do processo de producdo fizeram uso de todos os
Equipamentos de Prote¢céo Individual (EPI) de forma adequada, dentre eles:
luvas; touca; mascara; sapato fechado e jaleco, garantindo desta forma a
biosseguranca. Com intuito de assegurar as caracteristicas higiénico-sanitarias
do produto final foram adotados protocolos de controle de qualidade de

matéria-prima e processos.

As formulacfes dos embutidos fermentados produzidos estdo descritas
na Tabela 1, estando representadas, para cada ensaio, as cepas de
Lactobacillus utilizadas.

Tabela 1 - Composicao das formulagfes de embutidos fermentados com inoculacéo
de Lactobacillus.

Quantidades (%)
Ingredientes
Ensaio S1 | Ensaio S2 | Ensaio S3

Pernil de cordeiro 77,50 77,50 77,50
Toucinho 20,00 20,00 20,00
Sais de cura 0,25 - -

Sacarose 0,50 0,70 0,70
Pimenta 0,10 0,10 0,10
Alho 0,13 0,13 0,13
Antioxidante 0,25 0,25 0,25
Cloreto de sédio 1,25 1,25 1,25
Cultura Starter 0,02 0,02 0,02
Lactobacillus casei - 0,05 -

Lactobacillus paracasei - - 0,05

Fonte: Autor, 2022
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Os embutidos foram pesados em uma balanca analitica (BEL
ENGINEERING) seguindo as proporc¢des da Tabela 1. O pernil de cordeiro foi
cortado e moido em um cutter (Becker modelo MBI-98P) por 15 minutos até
gue a massa carnea se tornasse homogénea, adicionando o toucinho para que
fosse possivel obter uma massa homogénea e emulsionada. Em seguida,
foram adicionados os demais ingredientes, sendo por Ultimo a adi¢cdo das
cepas probidticas Lactobacillus casei para o ensaio S2 e Lactobacillus
paracasei para o0 ensaio S3 (COANA) homogeneizando-os por
aproximadamente 2 minutos de forma manual até a obtencdo de uma emulsao
carnea homogénea. Os salames foram embutidos com o auxilio de uma
embutidora mecanica (CAF Maquinas) em tripas celuldsicas, amarradas
manualmente e levadas a estufa de fermentacdo e maturacdo B.O.D. com
umidade e temperatura controlada de forma diferente de acordo com o tempo
de maturacdo até completar 30 dias, como descrito na Tabela 2.

Tabela 2 - Condi¢des operacionais de processo de fermentacdo e maturacéo de
embutidos fermentados carneos.

Tempo (Dias) Temperatura °C | Umidade Relativa do ar (%)
Fermentacao
1 25 89
2 24 89
3 23 88
4 22 88
5 21 87
6 20 86
7 18 80
Maturagéo
8-30 15 75
Armazenamento
31-90 4 N&o controlada

Fonte: MACEDO, 2008
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Apbés o processo de maturacdo, os embutidos fermentados foram
submetidos a um armazenamento em camara fria entre 7 e 4°C, sendo
avaliados durante o prazo de validade de 84 dias a cada 14 dias, realizando as
analises microbiol6gicas estabelecidas pela legislacdo e avaliando o
crescimento dos Lactobacillus casei e Lactobacillus paracasei, bem como
realizando analises fisico-quimicas no tempo 0 apds a maturacdo a contar da
vida atil do produto.

O processamento do embutido fermentado tipo salame seguiu o

fluxograma da Figura 7 a seguir.

Figura 7 - Fluxograma do processamento do embutido fermentado tipo salame de
carne de ovino.

Fonte: Autor, 2022
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Carne de ovino Toucinho Adicionar no Cutter Triturar até pasta
homogénea

Centrifugacéo dos
Lactobacillus

Adicao dos ingredientes

Adicionar da Cultura Mistura dos ingredientes
Starter com a massa

Produgéo do embutido fermentado
Adicédo dos Introdugdo da massa na formato no de salame
Lactobacillus Embutideira

Incubacgédo dos embutidos
para fermentagédo e
maturaga@o

Figura 8 - Etapas do processamento do embutido fermentado tipo salame de carne de
ovino probidtico.

Fonte: Autor, 2022.

4.3. PREPARACAO DAS AMOSTRAS MICROBIOLOGICAS E SUAS
DILUICOES

Foram pesadas aproximadamente 25g de cada uma das amostras de
embutido, transferidas assepticamente para frascos adicionados de 225mL de
solucdo salina peptonada estéril preparada a 0,85% de NaCl e 1% de peptona
microbiolégica, obtendo diluicdo de 10~ de diluicéo inicial. A partir da mesma

foram preparadas as diluicdes seriadas posteriores até 10719,

4.4. CONTAGEM DAS BACTERIAS ACIDO-LACTICAS
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O controle do crescimento dos probiéticos Lactobacillus paracasai e
Lactobacillus casei, foi realizado a partir da contagem total em placas de petri
das bactérias acido-lacticas viaveis por meio da técnica de plagueamento em
profundidade (Pour plate) e sobrecamada em meio agar MRS (suplementado
com 2% de glicose p/v) a partir de aliquotas de 1mL de cada uma das 10
diluicbes de solugbes salinas preparadas. Apés a solidificacdo do meio em
temperatura de 18°C, as placas foram incubadas em jarra de anaerobiose na
estufa a 36°C £ 1°C por 72 horas e as colonias foram expressas em UFC/mL
ou UFC/g.

Para analisar o crescimento dos probioticos, a contagem das bactérias
foi realizada em um intervalo de 14 dias, num periodo total de 84 dias para 0s
ensaios S2 e S3 que continham probidticos na formulagao.

4.5. ANALISES FiSICO-QUIMICAS

As andlises fisico-quimicas realizadas foram: pH, acidez titulavel,
umidade, lipideos, proteinas, cinzas, carboidrato, valor calérico, atividade de
agua, e analises fisicas: texturbmetro e colorimetria. Todas as andlises
seguiram os métodos analiticos oficiais para controle de produto de origem
animal segundo a Instru¢gao Normativa n°68 (BRASIL, 2006). As mesmas foram
realizadas apds a producdo do embutido fermentado tipo salame, inoculacdo
dos probidticos, fermentacdo e periodo de maturacdo do mesmo, sendo
algumas andlises realizadas no tempo 0 apés maturacao e outras no tempo 84,
no fim do prazo de validade

4.5.1. pH

Para a determinacdo do pH, foi transferido 10,000g + 0,001g das trés
amostras de embutido fermentado de carne de ovino para um béquer de
100mL que sera agitado com um bastdo de vidro para melhor
homogeneizagcdo. Em seguida foi realizada a devida calibragdo do
equipamento pHmetro com solugcbes tampdo de pH 4 e 7, apdés este
procedimento iniciou-se a medida do pH da amostra em triplicata nas trés
formulagbes. As andlises de pH foram realizadas nas primeiras horas apés a

producdo do embutido fermentado, afim de identificar se o pH estava ideal para
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0 crescimento das culturas Starters e probiéticas, e a partir disso, a afericdo

passou-se a ser feita a cada 15 dias durante 84 dias (BRASIL, 2006).

45.2. Acidez Titulavel

Foi utilizado para esta determinacdo o método que consiste em
transferir 5,000g + 0,001g da amostra do salame macerado para um béquer de
100 mL, homogeneizando com bastdo de vidro por 5 minutos. Em seguida as
amostras foram filtradas transferidas para um baldo volumétrico de 100 mL
adicionando 5 gotas de fenolftaleina a 1% que foi titulada com uma solucao de
hidroxido de soédio 0,1N até a obtenc&o de coloracdo résea persistente. Este
procedimento foi realizado em triplicata tanto logo ap6s as etapas de
fermentacdo e maturacdo do embutido fermentado tipo salame, quanto em

seguida, apés 84 dias de vida de prateleira do produto (BRASIL, 2006).

O teor de acidez foi calculado utilizando-se a equagéo 21.

VxNxfxPM N

Acidez (mM) = 100 (21)

V = Volume gasto da base

N = Normalidade da Base (0,1N)

F = Fator de correcao

PM = Peso molecular do acido lactico

M = Peso da amostra

4.5.3. Lipideos

Para determinacdo de lipideos no embutido, fez-se necessario a
utiizacdo do método de Bligh-Dyer (1959), que €& um processo de

determinacao de lipideos a frio.

De inicio, pesou-se aproximadamente 3 g da amostra, homogeneizou-
se a mesma e transferiu-se para um béquer. Adicionou-se 50mL de cloroférmio
e 100mL de metanol. Ap6és um pequeno intervalo de tempo adicionou-se
novamente 50mL de cloroférmio e 50mL de 4gua. A solucéo foi agitada, com o
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auxilio de um agitador mecanico, por um periodo de 15 minutos. O material
homogeneizado foi filtrado utilizando um funil de vidro com papel filtro. Apos
completa separacgéo e clarificacdo, foi recolhida a camada de cloroférmio com o
auxilio de uma pipeta. Levou-se a solucdo para uma chapa aquecedora dentro
de uma capela quimica e esperou-se até que houvesse a evaporacao completa
do solvente. Aguardou-se entdo o resfriamento até temperatura ambiente em
dessecador e pesou-se o volume que restou. Por fim, foi necessario repetir a

operacdo até peso constante.

O teor de gordura foi calculado utilizando-se a equacéo 22.

PB—PBS

Lipideos (%) = * 100 (22)

PB = Peso do becker vazio
PBS = Peso do becker seco

PA = Peso da amostra

45.4. Umidade

Inicialmente foi colocada a capsula em estufa a 105°C %= 1°C
aproximadamente durante 4 horas. Esperou-se que esfriasse em dessecador e
pesou-se para o calculo final. Posteriormente, foram pesados 5,000g + 0,001g
das amostras previamente preparadas, cuja foram levadas a estufa a 105°C
aproximadamente durante 4 horas, esperou-se esfriar em dessecador e pesou-
se também para calculo final. A operacéao foi repetida até uma massa constante

ser alcancada (IAL, 1985). Este procedimento foi realizado em triplicata.

Célculo para determinacdo de Umidade (%) de acordo com a equacéao
23.

100xN
P

Umidade (%) = (23)

N = n° em gramas de umidade (perda da amostra)

P = n° em gramas de amostra

4.5.5. Atividade de agua
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A atividade de agua foi determinada utilizando-se um medidor
especifico para atividade de 4gua modelo AquaLab CX2 (Decagon Devices
Inc.®,Pullman, Estados Unidos). Os trés ensaios dos salames foram fatiados e
triturados para serem dispostos em recipientes proprios para a analise, o qual o
mesmo foi introduzido dentro do equipamento em triplicata para cada ensaio.
ApOs o equipamento atingir o equilibrio, foi dado o valor da atividade de agua

de forma automatica.

O aparelho foi previamente calibrado com agua destilada, que possui
atividade de agua de 0,99, a temperatura ambiente (20 a 25°C) (BRASIL,
1999). A determinacdo da atividade de agua foi feita logo apés a elaboracdo do
salame, apOs o processo de maturacdo e, ao final da vida de prateleira, nos
tempos 0 e 84 dias de armazenamento. Foi analisada uma peca de cada
tratamento, escolhida aleatoriamente em cada tempo de analise para cada

repeticao da triplicata.

45.6. Cinzas

Primeiramente necessitou-se colocar o cadinho em mufla a 500°C
aproximadamente durante 4 horas. Esperou-se em dessecador o resfriamento
e pesou-se para calculo final. Em seguida, pesou-se 5,000g + 0,001g da
amostra previamente preparada e foi levada a mufla a 500°C aproximadamente
durante cerca de 6 horas, quando a amostra apresentou aparéncia
esbranquicada, esperou-se entao esfriar em dessecador e pesou a amostra. A
operacéo foi repetida até massa constante (IAL, 1985). Este procedimento foi

realizado em triplicata.

Célculo para determinacdo de Cinzas (%) de acordo com a equacéo
24.

100xN
P

Cinzas (%) = (24)

N = n° em gramas de cinzas

P = n° em gramas de amostra

45.7. Proteinas
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O percentual de proteina foi obtido a partir do conteido de nitrogénio

total da amostra, utilizando-se o método de Kjeldahl.

A principio realizou-se a primeira etapa, a digestdo, na qual pesou-se
1,000g + 0,001g de mistura catalitica digestora (KZSO4eCuSO4), 1,000g +
0,001g da amostra no tudo de Kjeldahl e adicionou-se por fim 7mL de &cido
sulfirico. Em seguida, foi aquecido lentamente o0 mesmo em bloco digestor,
mantendo uma temperatura de aproximadamente 50 + 1°C por uma hora,
elevando gradativamente a temperatura até atingir cerca de 400 + 1°C. Ao
apresentar um liquido limpido e transparente, a amostra foi retirada do
aquecimento e adicionada 100mL de 4gua destilada a mesma.

Posteriormente, a segunda etapa foi realizada, a destilagdo, cuja
acoplou-se ao destilador o tubo de Kjeldahl com a amostra digerida, um
Erlenmeyer contendo 20mL de solucdo de acido bodrico a 4% (m/v) com 5
gostas de indicador misto. Adicionou-se entdo hidroxido de sédio a 50% (m/v)
ao destilador até que o contetido do tubo se tornasse escuro. Por fim, durante o

processo de destilacdo, coletou-se 100mL em um béquer do destilado.

Por fim prosseguiu-se entdo para a terceira etapa, a titulagdo, onde
titulou-se com uma solucédo de acido cloridrico 0,1N os 100mL de material
coletado, até que percebesse o ponto de viragem. Anotou-se 0 volume gasto
neste processo e foi realizado os célculos necessarios (1AL, 1985).

Este procedimento foi realizado em triplicata.

Célculo para a determinacdo de Proteina (%) de acordo com a

equacao 25.

Proteina (%) = % (25)

Sendo:
V = volume de acido cloridrico gasto na titulagcao
P = n° de grama da amostra

f = fator de conversao
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4.5.8. Carboidrato e valor calérico

Os carboidratos foram obtidos por diferenca, através do somatorio das
determinacdes de umidade, proteina, lipideos, fibras e cinzas, subtraidas de
100, realizados em triplicada para as trés amostras (AOAC, 2005). O valor

caldrico foi calculado pela equacgéao 26.

Valor calorico (%) = proteina * 4 + lipideos * 9 + carboidratos * 4 (26)

4.5.9. Determinacgéo de cor

As trés amostras submetidas a diferentes tratamentos e formulacoes,
foram cortadas e as analises foram realizadas em triplicata, apds o periodo de
maturacdo no tempo 0 de armazenamento. A cor das amostras foi avaliada
utilizando um colorimetro Konica Minolta, modelo CM700d/600d (sistema CIE
L* a* b*), cujo sistema considera as coordenadas L* Iluminosidade
(preto/branco), a* teor de vermelho (verde/vermelho) e b* teor de amarelo-
azul/amarelo (ABULARACH.; ROCHA; FELICIO, 1998). As leituras foram feitas
para as trés amostras do embutido fermentado para cada tratamento e assim
determinar os parametros de cor. A analise dos resultados foi submetida ao
teste de comparacdo de médias pelo método de Tukey (p<0,05), utilizando
ANOVA.

45.10. Anédlise de textura

Para a andlise de textura os embutidos foram cortados em cilindro de 4
cm, comprimidos com dois ciclos de compressao, utilizando-se texturémetro
TA. A velocidade do teste de 1,5mm/s e para o pré e pos teste 10mm/s, os
quais foram analisados os parametros de dureza (N), adesividade (N.s),
resisténcia (%), coesividade, elasticidade (%), gomosidade e mastigabilidade.
Para a Forca de Cisalhamento foi utilizada a lamina Warner Bratzler
(HDP/BSW) para realizar a avaliagdo (BOURNE, 1978). Essa avaliagédo foi
realizada em triplicata, ap0s as etapas de fermentacdo e maturacdo para que o
embutido obtenha textura adequada para iniciar a analise, no tempo 0 de

armazenamento.

4.6. ENSAIOS MICROBIOLOGICOS



62

As formulacbes dos embutidos fermentados de carne ovina
desenvolvidos foram submetidas as andalises microbioldégicas sendo
pesquisados 0s seguintes microrganismos de acordo com a Resolugao RDC n°
60, de 23 de dezembro de 2019, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) (BRASIL, 2019), seguindo a metodologia descrita na American
Public Health Association — APHA, que oficializa os Métodos Analiticos Oficiais
para Analises Microbiolégicas para Controle de Produtos de Origem Animal:
Staphylococcus aureus; Salmonella sp; Clostridium Perfringens e Eschericha
coli (APHA, 2005).

4.6.1. Salmonella

A andlise de Salmonella foi feita segundo metodologia recomendada
pela APHA. No pré-enriguecimeno, um volume de 25 mL das amostras foi
adicionado a 225 mL de caldo lactosado. Esses homogenatos foram incubados
a 37 = 1°C por 24 horas. Desses caldos de pré-enriqguecimento foram
transferidas duas aliquotas de 1 mL para tubos contendo 10mL dos caldos
Selenito Cistina e Rappaport, seguindo-se pela incubacdo a 37 + 1°C por 24
horas. A partir dos tubos inoculados de caldo Selenito Cistina e caldo
Rappaport, foram feitas estrias compostas, com auxilio de uma al¢ca de platina,
em placas contendo &gar Salmonella-Shigella (SS) e Bismulto Sulfito. As
placas foram incubadas a 37 £ 1°C, por 24 horas, para isolamento de colonias

tipicas de Salmonella spp.

4.6.2. Clostridium perfringens

Inicialmente foi necessario realizar diluicbes seriadas da amostra,
tomando 25 mL da amostra para 225mL de solucao diluente em frasco de vidro
com tampa de rosca, semando a aliquota de 0,1mL (100uL) da amostra em
superficie do PERFRINGENS AGAR BASE (TSC/SFP) solidificado, espalhando
com alca de Drigalski estéril e apds aproximadamente 5 minutos, distribuiu-se
sobrecamada do Agar, aguardando a solidificacdo do meio, e entdo incubou-se
as placas, sem inverter, em jarra de anaerobiose a temperatura de 35 + 1°C
por 24h-48h.
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Posteriormente, selecionou-se placas com contagem entre 20-200
colénias tipicas para Clostridium sulfito redutor (negras, com tamanho variavel),
contou-se e registrou-se o resultado para realizar o calculo do resultado
considerando a aliquota semeada 0,1mL. O resultado presuntivo corresponde
ao numero de Clostridium sulfito redutor presente por grama da amostra e €

expresso como UFC/g da amostra.

ApGs realizar estes procedimentos, foi feito os testes para confirmagéo
do Clostidium Perfringens, o pode ser escolhido dois dentre os trés principais,
sendo eles, o teste de coloracdo de gram como o primeiro. Neste teste
escolheu-se 10 colbnias isoladas, incubando em 10 tubos contendo o meio
tioglicolato fluido e em banho-maria a 46 + 1°C por cerca de 24 horas. Apés o
periodo de incubacao, realizou-se o teste de coloracdo de Gram para confirmar
a presenca de bastdo Gram positivo. Por fim, realizou-se o segundo teste,
sendo ele, a prova de gelatinase. Nesta prova, semeou-se para 0 meio lactose-
gelatina o in6culo em meio tioglicolato fluido, usando golpe em profundidade
com agulha de niquel-cromo, incubou-se a 35 + 1°C por 24 horas, em
anaerobiose. Observou-se a producdo de gas no meio e mudanca de coloracéo
de vermelho para amarelo, indicando que houve fermentacdo da lactose com
producdo de acido. Os tubos com mudanca de coloracdo para amarelo foram
incubados em geladeira por cerca de 1 hora. C. perfringens é gelatinase

positiva, portanto, o0 meio permaneceu-se liquido.
4.6.3. Staphylococus coagulase positiva

Inicialmente as placas foram inoculadas com 0,1mL de cada diluicdo
pela técnica do espalhamento, as mesmas foram incubadas a 35-37 + 1°C por
48h e apOs esse periodo, as colbnias presuntivas tipicas e atipicas de
estafilococos coagulase positiva foram contadas, considerando-se como
tipicas, aquelas circulares, lisas, convexas, negras com textura umida, bordas
esbranquicadas e rodeadas por uma zona opaca e frequentemente com um
halo transparente e como colbnias atipicas, aquelas negras ou acinzentadas

com um ou dois halos e também aquelas sem os halos.
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Trés a cinco colbnias tipicas e atipicas de estafilococos coagulase
positiva por placa foram selecionadas e transferidas para tubos contendo Agar
TSA (Tryptic Soy Agar) e incubados a 35-37 + 1°C por 24h. Apos esse periodo,
as culturas foram repicadas para caldo BHI (Brain Heart Infusion) e incubadas
a 35-37 = 1°C por 24h. Seguidamente, a partir dos tubos de caldo BHI, foi
realizado o teste de coagulase e a partir dos tubos de &gar TSA foram

realizados os testes de Gram, aglutinacdo em latex e catalase.

Para o teste de coagulase, 0,1mL da cultura em caldo BHI adicionou-se
a um tubo contendo 0,3mL de plasma de coelho com EDTA reidratado.
Seguindo-se a incubacdo a 35-37°C e observando a formacdo dos coagulos
por 6h. Foram considerados positivos os coagulos +3 e +4. No caso do teste de
aglutinacdo em latex (Staphytect Plus), uma alcada carregada da cultura obtida
em agar TSA foi misturada ao reagente de latex contido no cartdo de reacao e
também submetido ao teste com o reativo controle. Foram consideradas
positivas as colonias que produzirdo aglutinacdo no reagente de latex em até

vinte segundos

O numero de UFC/g ou mL foi calculado em fungdo do numero de
colénias tipicas e/ou atipicas obtidas, fator de diluicdo e porcentagem de

coldnias confirmadas.

4.7. ANALISES ESTATISTICAS

As analises fisico-quimicas, microbiolégicas e a avaliacdo do
crescimento das bactérias acido lacticas probi6ticas, foram realizadas ao longo
do periodo de 90 dias de vida util dos trés ensaios, a cada 15 dias. Com base
nos resultados que foram obtidos essas analises, fez-se necessario a
comparacao entre os ensaios em relacdo aos valores finais obtidos, utilizando
para isso a ferramenta estatistica de desvio padréao a fim de avaliar e verificar a
existéncia significativa de variacao entre os resultados dos ensaios, a partir dos

diferentes parametros avaliados.

O desvio padrao foi calculado a partir da Equacgao 27.
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DP ’Z(Xl nMa) 27)

> = Somatdrio de todos os termos da posicéao inicial (i=1) a final (n);

Onde:

Xi = Valor da posicéo inicial (i) do conjunto de dados;
Ma = Média aritmética dos dados;

n = Quantidade de dados.

4.8. CURVA DO CRESCIMENTO MICROBIANO

As curvas de crescimento microbiano foram encontradas, a partir da
contagem do crescimento das bactérias 4cido-lacticas (BAL) durante os 84 dias
de vida util das amostras, as quais foram observadas e analisadas em um

periodo de 15 em 15 dias.

Para obter as curvas de crescimento destes microrganismos, as quais
foram aplicadas para o ajuste das modelagens mateméticas, foram realizadas
varreduras de diferentes concentragdes em diluicdes de 107! a 1071° na
contagem das bactérias acido-lacticas (BAL) para os Lactobaccilus casei e
Lactobaccilus paracasei, a fim de estabelecer a melhor diluicho no qual
ocorresse a fermentacdo e crescimento mais adequados aos ajustes

matematicos.

4.9. MODELAGENS E VALIDACOES MATEMATICAS

A partir das contagens das bactérias acido-lacticas pode-se fazer
algumas curvas de crescimento microbiano para o crescimento das mesmas
contadas quinzenalmente ao longo dos 84 dias totais de vida util.
Posteriormente, utilizou-se as curvas para aplicar em dois modelos
matematicos escolhidos para este trabalho, os quais sdo muito eficientes para

validar e ajustar crescimento microbiano em produtos alimenticios.

Dois modelos matematicos selecionados para a modelagem e
obtencdo de alguns parametros importantes diante do crescimento do
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Lactobacillus paracasei e Lactobacillus casei na salsicha: o modelo de Baranyi
e Roberts (BAR) e de Gompertz (GOM).

Os ajustes das curvas do crescimento foram feitos no software MicroFit
(Instituto  Nacional da  Propriedade Industrial,  protocolo  geral
(BR51201550002023), tornando possivel o ajuste automatico de dados
experimentais a modelos microbioldgicos de crescimento tedrico, possibilitando
a criagcdo, o ajuste e validacdo matematica através de célculos estatisticos de
novos modelos de forma facil e rapida. O mesmo foi utilizado para que possa
contribuir para a melhoria da seguranca alimentar de produtos pereciveis como
derivados de carnes, ou predizer o tempo de vida dos produtos com ou sem
adicdo de conservantes quimicos. As curvas foram geradas neste software
para que fosse possivel testar e validar o experimento obtendo uma
concentracdo dos microrganismos em funcdo do tempo e pH na fase de
crescimento dos mesmos. Para isto, selecionou-se o perfil dos dados
necessarios para que o programa exibisse o resultado dos ajustes e valores
dos parametros desejados através das equacdes anteriores ja mencionadas no
presente trabalho (SIQUEIRA et al., 2014).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. PRODUCAO DO EMBUTIDO FERMENTADO TIPO SALAME

Durante o processo de producdo do embutido fermentado, foram
acompanhadas as contagens iniciais para inoculacéo dos Lactobacillus casei e
Lactobacillus paracasei, bem como o pH das amostras.

A analise inicial do pH foi realizada em quintuplicata e a contagem
inicial dos Lactobacillus realizada antes de inocular o0s mesmos nos ensaios S2
e S3 dos salames, sendo introduzidos na formulacdo niamero de células viaveis

de 107 UFC e 10° UFC, para o L. paracasei e L. casei, respectivamente.
O parametro pH esta representado na Tabela 3.

Tabela 3 - Valores do pH durante o processamento dos salames

_ pH inicial do pH final do
) Tipo do )
Ensaio Salame antes da Salame depois da
Salame . .
fermentacéao maturacgao
S1 Padrao 5,822 + 0,14 5,192 + 0,03
S2 L. casei 5,85% + 0,03 5,022 + 0,02
S3 L. paracasei 5,752 + 0,01 5,042 + 0,01

Médias seguidas de mesma letra minlscula nas colunas ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Fonte: Autor, 2022.

No inicio da producdo percebeu-se que os valores de pH entre as
formulacbes apresentaram valores préximos, indicando padronizacdo da
metodologia e qualidade das matérias-primas que foram utilizadas para a
producdo dos embutidos fermentados. Os resultados iniciais de pH obtidos
estavam de acordo com estudos apontados de Ordoiies et al., 2005; Andrade,
2006; Carvalho, 2014, sobre este mesmo produto 0s quais também
introduziram probidticos na massa carnea, sendo nestes estudos contendo pH
inicial entre 5,7 e 6,0 Esses resultados indicam que o pH do salame esta de

acordo com o valor da carne de cordeiro que se encontra entre 5,3 e 6,0. Além
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disso, valores acima desta taxa podem indicar problemas futuros para o

consumo, devido ao aparecimento de deteriorantes quimicos ou biolégicos.

Apo6s o processo de maturacéo, percebe-se um declinio nos valores de
pH obtidos ap6s a etapa de fermentacdo. Nesta etapa a cultura starter
desempenha importante funcéo, pois é responsavel por fermentar as fontes de
carboidratos do meio, no caso das formulagcbes desta pesquisa utilizou-se a
sacarose, liberando acido latico e reduzindo o pH do meio nos primeiros dias,
bem como podem produzir metabdlitos que auxiliam no desenvolvimento das
caracteristicas tecnolégicas e sensoriais e na qualidade microbiologia do
produto (INO et al., 2021).

A queda do pH nos embutidos fermentados, de 6,0 para 5,5 nos
resultados de In6, 2021 e Downes, 2001, ocorre durante e apés a fermentacao,
condizendo com os resultados obtidos na Tabela 3 deste estudo para os
Ensaios S1, S2 e S3, sendo esta queda responsavel por tornar o meio mais
protegido principalmente contra a acdo de bactérias gram negativas
indesejaveis constituindo a base para seguranca microbiolégica do salame.
Nas formulacdes dos Ensaios S2 e S3 por apresentarem Lactobacillus, durante
0 processo de fermentacdo, os valores de pH apresentaram uma reducéo
ainda maior quando comparado com o Ensaio padrdo S1 que estava utilizando
apenas cultura starter. Este declinio do pH durante os primeiros dias de
fermentacdo e maturacdo promove a garantia de qualidade dos salames devido
a inibicdo de microrganismos indesejaveis, como E. coli e S. aureus, bem como
a conversao, estabilizacdo da cor e formacdo de compostos desejaveis, 0s
quais fornecem sabor e aroma ao produto (FIEIRA, 2014; LIMA et al., 2011).

O processo de maturacao foi realizado durante 22 dias mantendo a
umidade e temperatura controladas, sem variacdo ao longo do tempo para
finalizar a fabricagdo dos salames. Nessa etapa, a ativacdo do processo
aconteceu devido as culturas starters que promovem a reducdo de nitrato em
nitrito, na formulacéo S1, a qual foi a Unica que foi acrescida de nitrito e nitrato,
devido ao potencial antimicrobiano destes compostos, a fim de serem
substituidos por cepas probidticas bioconservantes nas formulacbes S2 e S3.

O ponto 6timo para essa reacao estd em pH 5,6 a 6,0, enquanto que em pH
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abaixo de 5,4, o processo comeca a inativar-se, por iSso a mesma acontece
logo nos primeiros dias da maturacdo, sendo adequado ocorrer em uma
temperatura entre 15 e 18° C, devido a integridade e qualidade da gordura que

pode ser comprometida e degradada em caso de temperaturas mais elevadas.

No final da maturacéo, a acidificacdo se permanece atingindo niveis de
pH de 5,0 a 5,3 coincidindo com o ponto isoelétrico das proteinas da carne, 0
qual acontece a liberacdo mais rapida da agua do produto, proporcionando
reducdo na capacidade de retencdo de agua da carne, o que facilita a secagem
do produto final (MENDES et al., 2014).

Por fim, no processo de armazenamento, ocorre uma mudanca no
produto, segundo os resultados apresentados a qual depende principalmente
da acidez inicial do produto que se encontra adequada aos resultados
esperados como pH inicial antes da fermentacdo, considerando que 0 mesmo
ird sofrer uma queda nas etapas de fermentacdo e maturacdo, esta mudanca
também depende da temperatura de armazenamento sendo indicada de
preferéncia em ambiente resfriado, bem como do poder acidificante da cultura
starter e do resfriamento do produto, o qual é responsavel por cessar a
atividade fermentativa em casos inadequados (COELHO et al.,, 2009; DA
SILVA et al., 2013).

5.2. ANALISES MICROBIOLOGICAS

As analises foram realizadas no tempo 0 apds maturacao, inicio da
vida util do produto, bem como no tempo 84, ao encerrar 0 prazo de validade.
As mesmas apresentaram resultados de acordo com o0s preconizados na RDC
n°60 (BRASIL, 2019), como descritos nas Tabelas 4 e 5.
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Tabela 4 - Resultados da avaliagcdo microbioldgica realizada na amostra de embutidos
fermentados tipo salame de carne ovina no tempo 0 apds maturacao

o ) Staphylococcus
) Escherichia coli . Salmonella em
Ensaio coagulase positiva
(UFCl/g)* 259 (UFC/25g)**
(UFCl/g)*

S1 <1,00 x10t <1,00 x 10! Auséncia***

S2 <1,00 x10?t <1,00 x 10! Auséncia***

S3 <1,00 x101t <1,00 x 10! Auséncia***

Legislacao**** <2,00 x10? <1,00 x 107 Auséncia***

Ensaio 1: Salame padréo sem probidtico.
Ensaio 2: Salame com Lactobacillus casei.
Ensaio 3: Salame com Lactobacillus paracasei.

* Valores expressos em unidades formadoras de coldnia por grama (UFC/g);

** VValores expressos em unidades formadoras de col6nia por 25 gramas (UFC/259);

*+* Resultado expresso representa auséncia de crescimento considerando o limite do método;
**+* Resolucdo RDC n°60 de 2019 (BRASIL, 2019).

Fonte: Autor, 2022

Tabela 5 - Resultados da avaliacdo microbiolégica realizada na amostra de embutidos
fermentados tipo salame de carne ovina no tempo 84.

o . Staphylococcus
_ Escherichia coli o Salmonella em
Ensaio coagulase positiva
(UFClg)* 25¢g (UFC/25g)**
(UFC/g)*

S1 <1,00 x10? <1,00 x 10t Auséncia***

S2 <1,00 x101t <1,00 x 101! Auséncia***

S3 <1,00 x10?t <1,00 x 10! Auséncia***

Legislacao**** <2,00 x101t <1,00 x 10?2 Auséncia***

Ensaio 1: Salame padréo sem probidtico.
Ensaio 2: Salame com Lactobacillus casei.
Ensaio 3: Salame com Lactobacillus paracasei.

* Valores expressos em unidades formadoras de colénia por grama (UFC/q);

** Valores expressos em unidades formadoras de coldnia por 25 gramas (UFC/259);

*** Resultado expresso representa auséncia de crescimento considerando o limite do método;
*+* Resolugcdo RDC n°60 de 2019 (BRASIL, 2019).

Fonte: Autor, 2022

Nos ensaios microbiolégicos realizados no presente trabalho, a
presenca de Escherichia coli, Staphylococcus coagulase postiva e Salmonella
nao foram detectadas em nenhuma amostra para nenhum dos tempos

avaliados, representando ndo contaminacao microbiana durante todo o prazo
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de validade dos produtos. Esta percepcdo também esta presente na baixa
alteracdo do pH do produto, que apesar do salame apresentar elevada
umidade e atividade de agua, com pH acido variando entre 5,3 e 5,0, € possivel
evitar a deterioracdo do alimento, controlando estes fatores para melhorar sua
qualidade e ndo promover um risco a saude publica dos consumidores devido a
producdo de micotoxinas (FRANCO; LANDRAF, 2008; GOMES, 2020).

O Staphylococcus coagulase positivo quando presente em alimentos é
identificado como um indicador de contaminacdo a partir de pele, boca e das
fossas nasais dos manipuladores, bem como representa uma insatisfatoria
limpeza e sanitizacdo dos equipamentos utilizados na fabricacdo (SIQUEIRA,
2004). Diante disso, segundo os resultados dos trés ensaios terem se mostrado
abaixo do minimo exigido na legislacédo vigente, demonstrou-se que 0 processo
de fabricacdo dos embutidos fermentados seguiu de forma adequada as Boas
Praticas de Fabricacdo e Manipulacdo, mantendo a higiene, limpeza e cuidado
dos manipuladores, bem como boas condigcbes de armazenamento durante o
periodo de vida util, assegurando desta forma a qualidade e seguranca do
produto final. Além disso, este género Staphylococcus pode apresentar uma
queda de crescimento conforme a presenca dos géneros Lactobacillus se
desenvolvendo no mesmo meio do patdégeno e também devido ao pH abaixo
de 5,3, tendo em vista seu pH étimo de crescimento entre 7,0 a 7,5; com isso,
pode-se avaliar que ao longo do tempo de vida util principalmente nos Ensaios
S2 e S3, a possibilidade do surgimento de Staphylococcus coagulase postiva é

minima.

Em relacdo a determinacdo de Salmonella spp, todas as amostras
analisadas apresentaram auséncia em 25 gramas, estando em acordo com o
preconizado pela legislacdo. Esta bactéria quando presente em alimentos €&
responsavel por uma fonte potencializadora de surtos alimentares em seres
humanos, o0s quais s&o conhecidos como salmonelose. Resultados
semelhantes foram encontrados em outros estudos de embutidos fermentados
apresentando ndo so cultura starter na composicdo como também acrescidos
de culturas probidtica, as quais apresentam a capacidade de competir

nutrientes do meio com as microbiotas patogénicas, reduzindo assim a
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possibilidade de desenvolvimento de bactérias como a Salmonella (RUIZ,
2011; CARVALHO, 2014).

Diante do exposto, as culturas starters quando adicionadas em
embutido fermentado apresentam a funcao de inibir microrganismos patégenos
aumentando a vida de prateleira, devido a reducdo de pH, por isso séo
denominadas protetoras. Porém, tem se utlizado juntamente as starters,
culturas probidticas também com funcdo protetoras, sendo chamadas de
funcionais, pois além de contribuir para qualidade nutricional e microbiol6gica,
as mesmas apresentam a capacidade de auxiliarem na promocao da saude do
consumidor, bem como influenciam na inibicdo dos microrganismos patégenos
em conjunto com as culturas starters durante todo o tempo de armazenamento
dos embutidos fermentados, promovendo a garantia de um alimento mais
seguro (MACEDO, PFLANZER, GOMES, 2011).

Como indicativo das condi¢des higienicosanitarias de processamento
dos embutidos e da acdo inibitéria das culturas bacterianas adicionadas aos
embutidos sobre a flora contaminante tem-se a contagem de Escherichia coli.
Dentre outras pesquisas de salames acrescidos de Lactobacillus e
Bifodobacterium também houve a constatacdo da inibicdo da Escherichia coli,
como no presente trabalho o qual o resultado se mostrou abaixo da legislacao
vigente, demonstrando desta forma que a presenca de cepas probidticas
influencia na inibicdo deste patégeno, mantendo um produto final integro com
garantia de qualidade e seguranca para o consumo. Além disso, o pH baixo no
processo de fermentacdo e maturacdo também auxiliam na reducdo da
deterioragdo do alimento por microrganismos indesejaveis promovendo uma
melhor conservacgao ao produto (BIS-SOUZA et al., 2019; GOMES, 2020).

5.3. ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Os resultados obtidos das caracteristicas fisicas e fisico-quimicas dos
embutidos fermentados tipo salame de carne ovina estdo descritos na Tabela 6
e 7. As mesmas foram comparadas com valores estabelecidos na legislagcéo IN
n° 22 (BRASIL, 2000).
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Tabela 6 - Composicao fisico-quimicas de embutidos fermentados tipo salame de

carne ovina

Carboidratos

Amostra Lipideos (%) | Proteina (%) totais (%) Cinzas (%)

S1 30,692 + 0,00 | 35,05% + 1,66 9,622 2,982+ 0,00

S2 33,852 +0,08 | 33,192 + 1,89 11,592 2,652 + 0,00

S3 29,722 +£0,03 | 31,142 +1,94 8,062 2,642 + 0,00
Legislacéo Méax. 35,00 Min. 20,00 Max. 4,00 -

Médias seguidas de mesma letra sobrescrita nas colunas nao diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
*Ensaio 1: Salame padrdo sem probiético.
*Ensaio 2: Salame com Lactobacillus casei.
*Ensaio 3: Salame com Lactobacillus paracasei.
Todas as analises foram realizadas em triplicata, retirada a média e acrescida do
desvio padrdo, por fim, os valores foram comparados a legislacdo IN n°22 (BRASIL,

2000).

Fonte: Autor, 2022.
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Tabela 7 - Composicdes fisicas e fisico-quimicas de embutido fermentado tipo salame
de carne ovina

_ _ Textura Valor Caldrico _
Amostra Colorimetria Acidez (g/mL)
(KgF) (Kcal)
L=41,26 +0,53 | 6,532 + 1,63 454,89 9,42a + 0,01
S1 a*=12,71 +0,95
b*=10,98 + 0,66
L=3562+0,83 | 425%8+1,41 483,76 14,14a + 0,00
S2 a*= 10,82 £ 0,94
b*=7,88 £ 0,71
L=49,97+£0,57 | 9452+ 1,42 427,27 7,48a = 0,01
S3 a*=9,04 + 0,27
b*= 11,53 £ 046

Médias seguidas de mesma letra sobrescrita nas colunas nao diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

*Ensaio 1: Salame padrdo sem probiético.

*Ensaio 2: Salame com Lactobacillus casei.

*Ensaio 3: Salame com Lactobacillus paracasei.

Todas as analises foram realizadas em triplicata, retirada a média e acrescida do

desvio padrao, por fim, os valores foram comparados com outros estudos, visto que

ndo ha parametros estabelecidos para estas analises nas legislacdes.

Fonte: Autor, 2022

Segundo a legislacdo vigente, o teor de gordura do salame é no
méaximo 35,00%, o que demonstra coeréncia nos valores médios encontrados
dos 3 ensaios produzidos. Nestes valores deve-se considerar a utilizagdo de
toucinho nas formulagcdes que contém alto teor de lipideos, porém
principalmente a carne de origem ovina utilizada para a producdo dos salames,
a qual apresenta baixo teor de lipideo na carne in natura entre 2,00 e 6,00%
segundo alguns estudos, 0 que se correlacionam com os resultados obtidos no
produto final que se mantiveram mais baixos que o padrao da legislacao
(BRASIL, 2000; FERRAOQ, 2006; ZEOLA, 2004).

Alguns estudos de embutidos fermentados tipo salame também
indicam resultados dentro dos padrbes para o teor de lipideos, com valores
meédios entre 25 e 32 %. Quando comparados com embutidos fermentados

acrescidos de Lactobacillus nas formulacdes, mostram-se valores médios
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maiores, entre 34 e 35%, 0 que condiz com os resultados obtidos neste
trabalho, demonstrando um elevado teor lipideos, porém se mantendo dentro
dos padrées exigidos pela legislacdo (RDSELOND et al., 2018; INO, 2021).

O teor de lipideo pode variar na carne ovina devido alguns fatores,
como a racga, alimentacao fornecida ao animal, idade e sexo. Apresentam como
principais funcdes as alteracdes na fracédo lipidica sendo esta a hidrélise dos
triglicerideos pelas lipases liberando &cidos graxos livres, os quais s&o
responsaveis pela contribuicdo do sabor, textura e aparéncia dos produtos. Sob
o ponto de vista fisiol6gico, sdo fonte de vitaminas, acidos graxos essenciais e
de energia (TABENELLI et al., 2012; VEDOVATTO et al., 2019). Além disso, a
gordura da carne apresenta caracteristicas tamponantes, pois protege o0s
microrganismos probioticos nos salames das condi¢cbes adversas do trato
gastrintestinal, bem como apresenta uma importante funcdo tecnoldgica de
determinar a vida de prateleira do produto devido ao controle da oxidacdo
lipidica na forma de conservacdo adequada, podendo levar a producdo de
substancia como o malonaldeido, prejudicial a saude (VEDOVATTO et al.,
2019; LUCKE, 2000).

De acordo com a Tabela 6, os valores encontrados em relagéo ao teor
de proteina apresentaram-se condizentes em relacdo aos padrbes minimos
exigidos pela legislacdo IN n°22/2000 em no minimo 20,00%, sendo os valores
médios obtidos nas analises dos trés ensaios, 35,05%; 33,19% e 31,14%
(BRASIL, 2000).

A possivel causa dos valores elevados de proteina pode ser atribuida a
origem da carne utilizada na producdo dos ensaios, iSSO porque a carne ovina
in natura apresenta maior teor de proteina quando comprada com a carne
bovina ou suina, se mantendo entre 19,1% a 20%. Além disso, durante a
producdo do salame acrescentam-se outros ingredientes, como por exemplo,
toucinho, cujo também apresenta percentual de proteina em sua composi¢ao,
permitindo que o produto final derivado desta formulacdo aumente o resultado
médio deste macro nutriente. As proteinas sdo 0s principais componentes
funcionais e estruturais de carnes processadas, sendo a partir da degradacao

das mesmas, a transformacdo em peptideos e aminoacidos, durante o
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processamento dos salames, o qual provoca alteracdes benéficas, contribuindo
com a formacéo do flavour caracteristico do produto final (VEDOVATTO et al.,
2019).

O salame quando comparado pela Tabela de composicdo dos
alimentos (TACO, 2011), apresenta o resultado de proteina em média 25,9%.
Valores elevados ocorreram com as analises realizadas em outro trabalho de
embutido fermentado com inoculacdo de Lactobacillus, sendo estes entre
30,88% e 38,48% em um estudo, e 33,99% a 36,82% e um segundo estudo,
estando estes resultados compativeis aos analisados no presente trabalho para
produtos prontos para consumo (DEL NOBILE et al., 2009; ROSELINO, 2016).

O teor de carboidratos avaliados é de grande importancia, pois compde
a formulacdo carnea dos embutidos fermentados e sdo responsaveis pela
producdo de &cido lactico das bactérias, visto que, as mesmas utilizam esta
fonte de energia para realizar essa reagdo. Além disso, auxilia na garantia da
seguranca e qualidade dos produtos finais, pois possui efeito protetor contra
diversos microrganismos indesejaveis como o0 Staphylococcus aureus
(TOMHE, et al., 2014).

Diante disso, em relagédo a este parametro os resultados encontrados
neste trabalho se mantem acima do permitido pela legislagéo vigente (BRASIL,
2000). J4 na Tabela TACO o valor encontrado como padrdo mostra-se como
2,90%, o que confirma o resultado (TACO, 2011). Este fato deve-se
principalmente pela adicdo complementar de sacarose aos ensaios de
embutidos devido a inoculacdo de Lactobacillus, os quais necessitam de fonte
de carboidrato para se desenvolver a longo do tempo de vida util do produto

final.

Considerando os ingredientes obrigatorios como a carne, toucinho e 0s
ingredientes adicionais como sacarose para cultura starter e cepas probioticas,
os resultados de carboidratos das diferentes formulagbes podem apresentar
valores diferentes entre elas, bem como devem reduzir ao longo do tempo
devido a utilizagdo deste macro nutriente como fonte de energia para a
producado de acidos lacticos dos Lactobacillus. Resultados semelhantes com os

encontrados neste estudo sdo demonstrados em embutidos fermentados que
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também apresentaram adicdo de cepas probioticas, cujos valores sédo entre
6,70% a 7,19%. Estes valores quando foram comparados com embutidos néo
acrescidos de cepas bacterianas, demonstraram valores menores entre 4,81%
a 6,26%, o que pdde-se confirmar que a presenca de maior teor de sacarose
introduzida na massa devido aos probidticos eleva consideravelmente o teor de
carboidrato no produto final logo apds o processo de maturagdo (ROSELINO,
2016).

Em relagdo as cinzas foi possivel analisar os resultados obtidos na
Tabela 7, valores médios de 2,98%; 2,65% e 2,64%, 0s quais apesar da
legislacdo ndo apresentar um valor padrdo para esta analise, foram
comparados com a Tabela de composicdo dos alimentos (TACO, 2011),
podendo-se encontrar o valor padrao de até 5,90%, o que condiz com 0s
valores encontrados no presente estudo. Assim como os carboidratos, para o
teor das cinzas também sdo avaliados os ingredientes obrigatorios e néo
obrigatorios na adicdo da massa do salame, como carne, toucinho, sacarose,
sal, antioxidantes e sais de cura, demonstrando a importancia do impacto que
estas substancias causam no valor de cinzas obtido no produto final
(ROSELINO, 2016). Outros estudos que obtém cepas probibdticas na
composicdo do salame apresentam valores em média entre 5,48% e 6,58% de
cinzas acima dos encontrados neste trabalho (RECH, 2010; FELDMAN, 2015).
Os principais motivos da quantidade de cinzas no produto podem estar

relacionados as variacdes de umidade e quantidade de sal adicionado.

A partir das caracteristicas € possivel determinar o valor cal6rico, cujo
ndo apresenta valores padrfes estabelecido pelas legislagbes, porém
comparando com a TACO, encontra-se um valor de 1665kcal, enquanto nos
tratamentos Sl, S2 e S3, tem-se 454,89; 483,76; 424,27kcal, respectivamente,
0 que demonstra uma baixa caloria nos produtos desenvolvidos para este
trabalho, consequentemente mais aplicaveis em uma dieta mais controlada
para os consumidores que controlar a quantidade de caloria ingerida por dia
(TACO, 2011).

A acidez titulavel tem como principal funcéo conferir aroma e sabor,

bem como manter a acido caracteristico no produto final. Este parametro nao
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apresenta valores estabelecido pela legislacdo, entretanto pode-se avaliar
entre os 3 ensaios que o inoculado de Lactobacillus casei apresenta a maior
acidez, o que indica uma maior producdo de &cido lactico potencializada por
este probidtico durante as etapas de fermentacdo maturacdo. Em contrapartida
o resultado obtido pelo Ensaio S2 contendo Lactobacillus paracasei obteve o
menor valor de acidez, demonstrando desta forma, que esta bactéria ndo
auxiliou as culturas iniciadoras na producdo de &cido lactico para o produto
final. Com isso, compreende-se que a cepa de Lactobacillus casei apresenta

maior facilidade de desenvolvimento e multiplicacdo em meios carneos.

Estudos de embutidos com adicdo de probidticos na composicao
mostraram valores os quais aumentaram ao longo do processo de fermentacao
e manteve-se em ascensdo até o 28° dia de armazenamento, o que condiz
com os resultados no presente trabalho, que apresentou acidez elevada nos
tratamentos S1, S2 e S3 antes de 28 dias de armazenamento. Nestes estudos,
ao final do processamento, a acidez se manteve entre 3 e 5 mL de NaOH/mL,
sendo a acidez maior para embutidos com a presenca de probibticos
Lactobacillus, sendo resultados mais elevados quando comparados com os da
pesquisa em questdo, 0 que pode ter acontecido devido ao tempo e
temperatura de maturacdo, bem como o género do Lactobacillus inoculado
(ROSELINO, 2016). Entretanto, todos os ensaios demonstraram atividade

fermentativa eficiente das culturas probiéticas sobre os aclUcares do meio.

A forca de cisalhamento é avaliada para medir a textura dos salames,
parametro importante para a avaliagcdo sensorial do produto. ApGs 0 processo
de maturacédo, os salames tendem a apresentar maior forca de cisalhamento
devido ao processo de secagem e reacdo bioquimicas que ocorrem durante
esta etapa. Diante disso, como pode-se perceber nos resultados obtidos, os
valores encontrados foram 6,54kgF; 4,25kgF e 9,45kgF. Os mesmos estao
diferentes entre si, pois estado relacionados com a diferenca de umidade e
atividade de agua entre eles, sendo o ensaio 2 com menor forca de
cisalhamento e menor atividade de agua e umidade, o que condiz com o

resultado esperado.
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A queda de umidade pode interferir negativamente na textura do
salame, implicando em maior protedlise e consequentemente, maior maciez do
produto final, caracteristica ndo desejada para o salame, ou seja, quanto maior
a forca aplicada, mais rigida a textura do produto e consequentemente menos
umidade e atividade de agua presente (TERRA, 2005; HORITA et al., 2011).

Lima (2009), avaliando salames obtidos com carne de cordeiro obteve
forca de cisalhamento entre 3,56 kgf e 5,38 kgf, resultados préximos aos
encontrados nos Ensaios S1 e S2. Nos estudos de Savoldi (2019),
perceberam-se valores entre 1,5 e 2,9 kgf, demonstrando salames menos
rigidos, o que pode ser influenciado pelo tipo de carne e de salame. Para a
andlise instrumental do perfil de textura algumas propriedades devem ser
consideradas em um alimento, tais como dureza, adesividade, fraturabilidade,
coesividade, elasticidade, gomosidade e mastigabilidade (HLEAP; VELASCO
2010). A dureza pode ser caracterizada como a forca necessaria para que o
alimento seja partido pelos dentes e estd diretamente relacionada com as
propriedades de coesividade e fraturabilidade, ou seja, quanto mais duro o
alimento, maior tende a ser a for¢ca necessaria de compressao dos dentes para
qgue ocorra o rompimento do alimento (coesividade) e maior a forca exigida
para que o alimento se quebre (fraturabilidade) (HERRERO et al., 2008;
SAVOLDI et al., 2019).

A determinacdo de cor apresenta a finalidade de avaliar as alteragcbes
de cor do salame diante dos tratamentos no inicio do tempo de
armazenamento. A analise foi feita ao final da maturacdo dos salames, com
medic¢des realizadas diretamente sobre as amostras, em que “L*” corresponde

*0

ao brilho, “a*” ao indice de cor vermelha e “b*” ao indice de cor amarela. Com
isso, ao avaliar o resultado do presente trabalho encontrou-se valores de L*
sendo 41,26; 35,62 e 49,97 para o0 ensaio sem probiotico, com L. casei e L.
paracasei, respectivamente. Os valores demonstram coeréncia com a
determinacdo de umidade e atividade de agua dos ensaios, visto que quanto
mais agua presente no produto maior a luminosidade do mesmo, pois a perda
de agua também pode ocasionar escurecimento, devido a isto, os valores
encontrados para L. casei apresenta menor luminosidade quando comparados

aos outros dois ensaios (FELDMAN, 2015).
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Estes resultados foram compativeis com estudos de Ruiz (2011) que
durante o processo de armazenamento no inicio e no final de 150 dias obteve
valores para L* entre 41,1 e 44,7, com leve reducdo apdés 30 dias de
armazenamento, o que deve ter ocorrido provavelmente a decorréncia da
heterogeneidade do produto, porém sem diferenca significativa entre os tempos
Outros estudos apresentaram analises referentes até o dia 30 de
armazenamento para 3 tratamentos, sendo eles também contendo culturas
probioticas, sendo estes com uma média para o valor de L* dos tratamentos de
45,70, considerando que o resultado para o0s ensaios contendo cepas
bacterianas foram maiores demonstrando maior luminosidade, o que corrobora
com o valor encontrado para L. paracasei no presente estudo (FELDMAN,
2015).

Em relacédo aos valores de a*, observou-se um maior resultado para o
ensaio sem adicdo de probidticos, seguido do ensaio com L. casei e L.
paracasei. Considerando que o parametro a* representa o indice da cor
vermelha, demonstram que o Ensaio S1 apresentou menor escurecimento da
cor natural vermelha da carne. A literatura mostra valores proximos quando
avalia-se salames italianos, encontrando valores baixos, o que pode ser
atribuido ao efeito do acido latico nos diferentes estagios quimicos da
mioglobina (mioglobina, nitrosomioglobina e oximioglobina), pois este &cido
pode desnaturar parcial ou totalmente o grupo prostético heme, além disso, a
oxidacdo do pigmento nitrosomioglobina se transforma em metamioglobina,
responsavel pela queda da intensidade da cor vermelha na carne (WOJCIAK et
al.,, 2012; FEINER, 2016). Diante do exposto, valores menores para 0 a*
também podem estar relacionados ao pH, que quanto menores,
consequentemente maior producdo de &cido latico. Sendo assim, entende-se
que a cepa probidtica causa uma diminuicdo no valor de a*, pois aumenta a
producdo de acidos lacticos principalmente nas etapas de fermentacédo e
maturacdo (SIRINI et al., 2020). Os resultados deste experimento também
demonstraram coeréncia quando comparados a estudos do mesmo parametro
em embutidos fermentados, com valores entre 11,20 no primeiro dia de

estocagem, e 13,07 apos 90 dias de estocagem, tempo proximo do presente



81

estudo, avaliando que o armazenamento também aumentou a intensidade do
vermelho (KIM et al., 2012).

A intensidade da cor amarela é representada pelo parametro b*, sendo
encontrado valores elevados e préximos entre si neste estudo para os 3
ensaios. Estes valores elevados podem ser correspondentes a oxidacao
lipidica, que aumenta a intensidade do amarelo através do nivel de rancidez
(RUIZ, 2011). A rancidez € uma anomalia caracteristica do uso de BAL também
como cultura iniciadora, ja que estas bactérias sdo capazes de produzir
peréxido de hidrogénio, acelerando os processos de oxidacdo lipidica e a
descoloracdo do salame, tornando-os amarronzados pela formacdo de
metamioglobina (GAO; LI; LIU, 2014). Os valores obtidos neste trabalho foram
maiores quando comprados a literatura, nos quais € possivel observar uma
variacdo grande dos resultados. Alguns estudos ao analisar o parametro b*
para salames sem cultura iniciadora adicionada e salames com a adicdo de
cultura iniciadora, puderam encontrar valores sendo 6,70 e 11,87,
respectivamente (SAVOLDI et al., 2019). Para embutidos fermentados com a
inoculagdo de L. casei encontram-se também valores proximos aos
mencionados, entre 6,85 e 7,08 para o parametro b*, sem apresentar diferenca
estatistica (GAO, LI; LIU, 2014).

Comumente, a luminosidade e variacdes de cores ao longo do periodo
de estocagem reduzem, diante disso, alguns fatores sdo importantes para
estabilidade destes pardmetros, como a embalagem a vacuo, a qual obtém
uma elevada importancia na cor do produto, sendo este fator importante na
aceitabilidade do produto para o consumidor (GAO; LI; LIU, 2014).

5.3.1. Determinag&o de umidade e atividade de agua

Os resultados das analises de umidade e atividade de agua nestes
periodos estdo descritos na Tabela 8.
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Tabela 8 - Analises de umidade e atividade de &gua realizada nas amostras de
embutidos fermentados tipo salame.

) Umidade (%) — ) Umidade (%) —
Amostras Aw - Dia 0 _ Aw - Dia 84 _
Dia 0O Dia 84
S1 0,952 + 0,00 40,902 + 0,03 0,932 +0,00 | 43,912 +0,01
S2 0,94° + 0,00 41,892 + 0,04 0,90° +0,00 | 32,46° +0,03
S3 0,962 + 0,00 44,562 + 0,04 0,922+ 0,00 | 38,66°+ 0,02
Legislacéo Max. 0,92 Méax. 40,00 Max. 0,92 Max. 40,00

Médias seguidas de mesma letra sobrescrita nas colunas nao diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

*Ensaio 1: Salame padrdo sem probiético.

*Ensaio 2: Salame com Lactobacillus casei.

*Ensaio 3: Salame com Lactobacillus paracasei.

Todas as analises foram realizadas em triplicata, retirada a média e acrescida do

desvio padréo, por fim, os valores foram comparados a legislacdo IN n°22 (BRASIL,

2000).

Fonte: Autor.

Ao avaliar os resultados do teor de umidade no dia 0, observou-se que
nenhum dos resultados apresentou-se conforme os padrées minimos exigidos
pela legislacdo em no minimo 40,00% (BRASIL, 2000). Diante disto, o
resultado também foi comparado ao valor de 34,7% encontrado na Tabela de
composi¢cdo dos alimentos, o que também mostrou diferenca com a umidade
presente neste trabalho (TACO, 2011).

Pode-se avaliar que os valores para os tratamentos S2 e S3 contendo
Lactobacillus mantiveram o teor de umidade ainda mais elevado, condizendo
com resultados obtidos em estudos com salames contendo cepas probiéticas,
estando entre 32 e 35% no produto acabado (RDSELOND et al., 2018). Outro
estudo contendo diferentes marcas de salame no mercado também pode-se
identificar variagdo de umidade estando entre 29 e 40, valores proximos aos
encontrados no final da maturacdo do salame deste estudo (TOMHE et al.,
2014). Sabendo-se que os valores de umidade de carne ovina sdo em meédia
73,6-78,51% e diante de novas pesquisas de salames sem adi¢cdes de
Lactobacillus, percebe-se que outros resultados constataram que trés marcas

ja vendidas no mercado avaliadas, também apresentaram valores superiores
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aos estabelecidos pela legislacdo. Estes resultados assemelham-se aos
encontrados em Salames Tipo Coloniais onde 12 amostras foram avaliadas e
83,3% obtiveram valores de umidade acima dos indicados na legislacao
(STOLBERG, 2006), compreendendo que os principais fatores que influenciam
a elevada umidade, pode-se ter como origem o teor de umidade da carne in
natura acima de 70% impactando nos produtos derivados, o controle dos
parametros fisicos no processo de maturacdo e conservacdo do produto ao
longo da vida util, bem como a presenca dos Lactobacillus mostrou impactar

em um maior teor de umidade nos produtos finais.

Apos 84 dias de armazenamento, péde-se avaliar nos resultados de
umidade que os valores encontrados foram 43,91%, 32,46% e 38,66% nos
Ensaios S1, S2 e S3 do salame, sendo dentre eles apenas 0 ensaio 2 e 3,
contendo probidtico na composicao apresentou valores menores que 0 maximo
estabelecido pela legislacdo de 40,00%, bem como proximos ao encontrado na
TACO de 34,7% (TACO, 2011; BRASIL, 2000).

Diante do exposto, avaliou-se que os valores de umidade obtiveram
uma queda nos Ensaios S2 e S3 e uma elevagdo no Ensaio S1 ao logo dos
dias de estocagem no final da vida de prateleira do produto, compreendendo
gue a presenca de cepas probioticas diminui a absorcao de umidade relativa do
ar, visto que o meio de conservacao foi realizado de maneira adequada, com
embalagem a vacuo sob refrigeracdo entre 5 a 10°C, além de reduzir a
probabilidade de desenvolvimento de patégenos com a queda de umidade
aparente. Alguns estudos sem cultura de Lactobacillus na composicao de
embutidos fermentados de carne ovina obtiveram como resultado valores de
42,44% para umidade, o qual condiz com o encontrado nesta pesquisa para o
ensaio 1 (MANUEL, 2014). Entretanto outros trabalhos que avaliaram a
umidade comparando amostras com e sem cultura bacteriana demonstraram
resultados de 32,16% e 35,17%, sendo compativel aos valores obtidos para os
Ensaio S1 e S2 do presente trabalho também para embutidos fermentados de
carne ovina (CASSOL, 2018).

Paralelo a umidade, um dos principais parametros a serem avaliados

em derivados carneos é a atividade de agua, o qual segundo a Tabela 8 os



84

resultados obtidos foram 0,95; 0,94 e 0,96 para os Ensaios S1, S2 e S3 no dia
0. Esses valores estdo acima do exigido como maximo pela legislacdo, o que
condiz com os resultados de umidade encontrados, visto que, quanto maior a
umidade maior a agua livre avaliada pela atividade de &agua em valores
elevados, tornando também o meio mais favoravel ao crescimento microbiano
(BRASIL, 2000).

Alguns estudos demonstraram valores acima do estabelecido pela
legislacé@o, observados em lotes de marcas ja vendidas no mercado, também
condizendo com os altos indices de umidade observados (THOME, 2014).
Percebeu-se que os resultados de carne de ovino in natura podem ser
encontrados entre 0,96 e 0,97, 0 que gera um impacto direto na alta atividade
de agua em produtos derivados desta matriz alimenticia. Roselino (2016)
também avaliou salames com inoculagdo de Lactobacillus e obteve-se valores
superiores aos padroes das legislacbes, sendo eles entre 0,93 e 0,97,
mostrando coeréncia nos resultados encontrados no presente trabalho,
indicando que a presenca de cepas probidticas podem interferir no aumento da

atividade de agua do produto final.

De acordo com a legislacédo brasileira de embutidos fermentados, os
valores de atividade de agua devem ser iguais ou inferiores a 0,92, pois
indicam o término do processamento e estabilidade do produto, garantindo a
qualidade até o final do prazo de validade do mesmo, entretanto quando se
obtém valores muito baixo de aw, pode-se gerar problemas na textura dos
embutidos, assim como aw muito elevada pode-se reduzir a vida uatil do
alimento devido a facilidade de proliferacdo de patdgenos nestas condiges
(TOMHE et al., 2014). Muito fatores podem influenciar na elevada atividade de
agua deste trabalho, como a relagdo da diminuigdo do pH que por se aproximar
do ponto isoelétrico das proteinas (entre 5,0 e 5,2) diminuem a capacidade de
retencdo de agua facilitando a desidratacéo do produto, a elevada umidade, a
presenca de cepas probioticas, condicbes da maturacdo e armazenamento
(MAURIELLO et al., 2004; PISACANE et al., 2017).

Ao longo do tempo, apods 84 dias de estocagem, o cenario de atividade

de agua no produto se modificou, tornando os resultados dos Ensaios S2 e S3
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dentro dos padrdes exigidos pela legislacdo de no maximo 0,92. Este resultado
promove uma maior garantia da qualidade e seguranca dos salames,
demonstrando que ao longo do tempo a presenca dos Lactobacillus reduz a
presenca de agua disponivel no meio o qual os microrganismos patégenos

utilizam para se desenvolverem (BRASIL, 2000).

Estudos de embutidos fermentados contendo Lactobacillus na
formulagcédo também apresentaram queda ao longo do tempo de estocagem em
relacdo a atividade de agua, sendo valores encontrados entre 0,86 a 0,91 apds
30 dias de armazenamento, resultados condizentes com os observados nesta
pesquisa. A reducdo nesse parametro ocorreu durante o periodo de
armazenamento sem nenhum ajuste na temperatura ou condicdo de
armazenamento, mantendo sob refrigeracdo e embalagens a vacuo conforme
recomendacdes (ROSELINO, 2016). Em trabalhos realizados com carne ovina
para embutidos fermentados e culturas selecionadas com cepas probiéticas,
também observaram resultados menores para as formulacdes acrescidas de
culturas microbianas quando comparadas a formulacdo padrdo sem cultura,
sendo valores encontrados 0,90 e 0,92, respectivamente para embutidos sem
cultura e com cultura (CASSOL, 2018). Estes valores encontram-se

compativeis com os avaliados nesta pesquisa.

5.3.2. Determinacgéo de pH

Os resultados das analises de pH estédo descritos na tabela 9.
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Tabela 9 - Evolucéo do pH realizada nas amostras de embutidos fermentados tipo

salame
pH
Amostra/Dias S1 S2 S3 Legislacédo
0 - Antes 5,822+0,14 | 5,85°+0,03 | 5,752+ 0,01 -
0 - Depois 5,192+ 0,03 | 502°+0,02 | 5,042+0,01 -
14 5,352+ 0,01 | 5,13°+0,03 | 5,202+ 0,01 -
28 6,042+0,02 | 511°+0,01 | 6,142+ 0,05 -
42 6,022+ 0,09 | 5,36°+0,06 | 6,44%+0,10 -
56 6,232+0,10 | 5,28°+0,01 | 7,478+0,04 -
70 6,472+ 0,06 | 537°+0,03 | 7,64%+0,08 -
84 7,142+ 0,06 | 553°+0,03 | 8,09%+0,03 -

Médias seguidas de mesma letra sobrescritas nas colunas nao diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
*0 — Antes: Valores de pH na massa produzida antes da fermentagédo e maturagéo.
*0 — Depois: Valores de pH no salame logo apés a maturacgao.
*Ensaio 1: Salame padrdo sem probidtico.
*Ensaio 2: Salame com Lactobacillus casei.
*Ensaio 3: Salame com Lactobacillus paracasei.

Fonte: Autor.

Como pode-se observar a partir da Figura 9, todas as amostras apos
maturacdo demonstraram pH caracteristico de salames, apresentando uma
queda no valor ocorrido conforme o tempo de maturacdo de um més, sendo
apos esse tempo no primeiro més de armazenamento, o pH dos ensaios se
elevou para acima de 6, exceto para o Ensaio S2. Isto demonstra coeréncia a
partir do fato que o salame se acidifica ao longo do tempo devido a presenca
de &cido lactico produzido pelas bactérias acido-lacticas, sendo este fato
perceptivel principalmente para o Lactobacillus casei se mantendo além do
primeiro més de estocagem, o0 que percebe-se que este probidtico se encontra
em periodo de desenvolvimento em sua fase lag neste periodo de tempo do
produto, o que ndo ocorre para 0 ensaio padrdo e nem para 0 ensaio que
contém Lactobacillus paracasei, demonstrando que este probidtico né&o

apresenta o mesmo tempo de fase lag no meio carneo que o Ensaio S2.
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Valor pH x Dias de estocagem
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Figura 9 - Curva de pH durante o tempo de armazenamento dos embutidos
fermentados

Fonte: Autor.

O pH final dos embutidos pode variar entre 4,6 a 5,5, 0 que pode
depender de alguns fatores, como a velocidade de acidificacdo das culturas
iniciadoras e da presenca de leveduras que sdo capazes de elevar o pH do
produto. Valores mais altos de pH, podem ser indicios de que o processo de
fermentacdo pode ndo ter sido efetivo na producdo de acido latico e séo
responsaveis por formar peptideos, aminoacidos e compostos nitrogenados
(SONG et al., 2018; GOMES, 2020).

A carne de cordeiro apresenta um pH entre 5,3 a 6,0, 0 que condiz com
os resultados obtidos na massa dos embutidos no dia da producéo (SANTOS
JUNIOR, 2007). Apoés a fermentacédo e maturacdo dos embutidos fermentados
o pH tende a cair devido a producéo do &cido-latico pelas culturas iniciadores,
cujo os probidticos inoculados auxiliam nessa queda principalmente nos
primeiros dias apds a maturacdo. Estes resultados estdo coerentes com 0s
valores obtidos na analise de acidez, sendo antes do dia 28 de armazenamento
a maior acidez encontrada no Ensaio S2, de acordo com o menor pH
encontrado no mesmo periodo. O acompanhamento do pH é de extrema
importancia para avaliar a estabilidade do produto, visto que sua queda
depende da acidificagdo das bactérias acido-lacticas, o qual pode proporcionar

perda de agua e reducdo na capacidade de retencdo de &gua da carne,
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facilitando a secagem do produto e reduzindo sua atividade de agua (PRADO
et al., 2019; GOMES, 2020).

Estudos utilizando Lactobacillus na composicdo de embutidos
fermentados obtiveram resultados que variaram entre 4,98 e 5,26 no dia 30 de
armazenamento, proximo aos encontrados nos Ensaios S1, S2 e S3 desta
pesquisa. Isto ocorreu durante o primeiro més de armazenamento sem
diferenca significativa entre os valores encontrados, indicando que a utilizagcdo
das cepas probidticas ndo alterou o processo fermentativo de forma elevada
neste periodo. Os valores de pH foram comparados no final do tempo de
armazenamento de 84 dias com o final do periodo de maturagdo, as
formulagbes dos Ensaios S1 e S3 apresentaram as maiores médias,
demonstrando o quanto se elevaram a longo da vida util, e consequentemente
obtiveram uma queda na producéo de acido lactico a partir do primeiro més de
estocagem, o que nédo favorece o crescimento de bactérias probidticas. Isto
indica que o Lactobacillus paracasei presente no Ensaio S3 ndo auxiliou na
atividade fermentativa de forma eficiente por mais de 28 dias. O mesmo
aconteceu em outro estudo de embutidos fermentados que elevaram seu pH
durante o processo de armazenamento por 120 dias (ROSALINO, 2016). O
eventual aumento do pH pode ser atribuido ao aparecimento de compostos
basicos oriundos da degradacédo de proteinas e da diminuicdo de eletrélitos,
bem como podem estar relacionados com o processamento inadequado ou
auséncia de controle da temperatura durante o armazenamento (DA SILVA et
al., 2013).

7

A verificagcdo do pH nos embutidos carneos é realizada afim de
identificar um dos critérios de sua qualidade. Diante disso, quando tem-se
valores de pH inferiores a 6,2 os produtos carneos tornam-se mais protegidos
contra a acdo de microrganismos indesejaveis. Os valores de pH apresentados
pelos produtos finais apdés 84 dias de armazenamento encontram-se acima
deste limite recomendado para os Ensaios S1 e S3, os quais ndo pode-se
garantir a seguranca e qualidade empregada a estas formulagdes, mesmo
somados ao fator temperatura baixas e a presenca de cloreto de sédio, tendo
em vista que o Ensaio S3 também nao sais de cura que auxilia na conservacéo

e promove sua estabilidade microbioldgica (BIASUZ, 2018). Em pesquisas
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realizadas utilizando culturas probidticas Lactobacillus casei, Lactobacillus
paracasei e Lactobacillus rhamnosus no processamento de embutido
fermentado, demonstram que apresentam os menores valores de pH quando
comparados com o processamento com a utilizacdo apenas da cultura starter,
sendo valores entre 4,5 e 5,0 no inicio e final do processo de maturacéo, os
quais se encontram proximos ao resultado obtido no mesmo periodo para este
trabalho, indicando que de fato a presenca de culturas probiéticas auxiliam as
culturas iniciadoras na reducdo do pH através da maior producdo de &acido
lactico, melhorando a garantia da qualidade dos produtos (MACEDO et al.,
2008).

O periodo de shelf-life destas amostras foi de 84 dias totais. E ao longo
deste tempo pode-se observar a diminui¢cdo do pH até o 28° dia e adequacéao
destes valores para com o produto final, finalizando com pH mais elevados no
84° dia principalmente no ensaio 3. A variacdo deste pH esta relacionado com
a multiplicacdo de BAL, sendo assim, pode-se afirmar que no periodo de 84
dias o0 ensaio S1 continuou apresentando pH reduzido, com pouca diferencga
significativa quando comparada com o final do periodo de maturacéao,
apresentaram desta forma, uma vida util para consumo das bactérias acido-
lacticas ainda ativas e vivas para promover beneficios do organismo humano
ao serem ingeridas, caso o produto seja mantido em locais e refrigeracéo

adequada.

5.4. CONTAGEM DAS BACTERIAS ACIDO-LACTICAS

Os resultados obtidos através das analises laboratoriais das bactérias
acido-lacticas presentes nos ensaios S2 e S3 de embutidos fermentados tipo

salame contendo probidticos estdo expressos nas Tabelas 10 e 11.
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Tabela 10 - Contagem de bactérias acido-lacticas ao longo do shelf-life dos embutidos
fermentados tipo salame até o dia 28 de estocagem

Contagem bactérias acido-lacticas (UFC/mL)

Amostras/Dias 0 - Antes | O - Depois 14 28
Ensaio 2 1,61 x 10%° (1,64 x 10*3|4,00 x 107 |1,35x 1015
Ensaio 3 3,37 x 101 |5,40 x 108 |4,30x10%°(4,52 x 1013

*0 — Antes: Viabilidade de BAL no momento da inoculagdo na massa produzida.
*0 — Depois: Viabilidade de BAL logo ap6s a maturacao do salame.

*Ensaio 2: Salame com Lactobacillus casei.

*Ensaio 3: Salame com Lactobacillus paracasei.

Fonte: Autor.

Tabela 11 - Contagem de bactérias 4cido-lacticas ao longo do shelf-life dos embutidos
fermentados tipo salame a partir do dia 42 de estocagem

Contagem bactérias acido-lacticas (UFC/mL)

Amostras/Dias 42 56 70 84
Ensaio 2 4,52 x1013 {1,20x 108 |1,82x 107 |2,3X 107
Ensaio 3 1,12 x 1013 (3,19 x 107 [6,8x 107 |1,1x 107

*0 — Antes: Viabilidade de BAL no momento da inoculagdo na massa produzida.
*0 — Depois: Viabilidade de BAL logo ap6s a maturacdo do salame.

*Ensaio 2: Salame com Lactobacillus casei.

*Ensaio 3: Salame com Lactobacillus paracasei.

Fonte: Autor.

Observou-se a partir das Tabelas 10 e 11 que os Ensaios S2 e S3 dos
embutidos fermentados tipo salame elaborados apresentaram contagens de
bactérias acido-lacticas viaveis e ativas durante todo o periodo de shelf-life de
84 dias de estocagem dos mesmos, demonstrando valores superiores a 108
UFC/mL, os quais conforme a legislacdo vigente da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2008), corresponde a quantidade
minima de microrganismos probidticos ativos e viaveis que devem ser entre
107 e 10°UFC/mL para que o produto tenha a alegacio de funcional e garanta
probidticos ativos no organismo humano afim de promover com eficiéncia seus

beneficios.

A inoculacao do género Lactobacillus nos embutidos fermentados pode

auxiliar na inibicdo do desenvolvimento de culturas bacterianas patogénicas.
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Alguns estudos observaram um crescimento exponencial da populacdo de
Enterobacteriaceae no tratamento sem adicdo de cultura iniciadora, entretanto
quando o embutido fermentado apresentava adi¢cdo de culturas probioticas L.
plantarum CMRC6 combinado com S. xylosus SX16, constataram uma queda
continua da populagdo de Enterobacteriaceae. Em outro estudo, cepas de
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei FERM P-15121 e uma cultura
comercial de Lactobacillus sakei inibiram a multiplicacdo e a producdo de
enterotoxina de Staphilococcus aureus. Percebeu-se também que Lactobacillus
casei e Enterococcus faecium foram capazes de inibir a multiplicagcdo de
Listeria monocytogenes em salames através da producdo de bacteriocinas.
(ROSS; MORGAN; HILL, 2002; MUTHUKUMARASAMY; HOLEY, 2007; CHEN
et al., 2020).

Antes da maturacdo, logo ap6s o embutimento, os salames
apresentaram contagem acima de 107 UFC/mL o que permitiu serem
considerados probiéticos e dar prosseguimento para 0 processo de
fermentacdo e maturacdo. Apds estas etapas o crescimento de Lactobacillus
casei aumentou consideravelmente e o Lactobacillus paracasei reduziu,
indicando que o mesmo nao se multiplicou de forma significativa durante a
fermentacao, entretanto ainda com células viaveis para o consumo humano. Ao
longo do tempo o crescimento de ambas as cepas probiéticas foram
percebidas a partir das contagens bacterianas, identificando que o
armazenamento e auséncia de sais de cura nao influenciaram negativamente
na evolucdo destes Lactobacillus. O decaimento destas bactérias iniciou
apenas a partir do dia 56 de estocagem, sendo mesmo ap0s esse prazo com
cepas viaveis acima de 107 UFC/mL, mostrando a viabilidade do produto até o
dia 84 e completando desta forma o shelf-life do produto final sendo

considerado funcional probiético.

Estudos de salames com inoculacdo de cepas probidticas,
demonstraram no 1° dia de embutimento valores de 6.52 log UFC/g e 8,25 log
UFC/g. Durante o processamento, no 15° dia, observou-se um aumento no
namero de células viaveis de 8,64 log UFC/g e 7,73 log UFC/g para os
diferentes tratamentos, o qual o segundo uma diminui¢cdo na contagem. Ao final

do periodo de armazenamento no dia 45, os dois tratamentos apresentaram
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crescimento das contagens, também se mantendo dentro dos valores
estabelecidos pela legislacdo para serem considerados salames probiéticos e
estando coerente com o crescimento encontrado no presente trabalho ao longo
do tempo de estocagem nos primeiros 45 dias (BRASIL, 2008; GOMES et al,
2020).

A contagem do numero de células viaveis dos microrganismos
probioticos L. casei e L. paracasei aumentou gradativamente ap0s a etapa de
maturacdo e apoOs os primeiros 14 dias produzido, demonstrando assim, a
atividade e acdo dos mesmos ao longo desse tempo em quantidades viaveis
para serem considerados alimentos com alegacbes funcionais. Nos 14
primeiros dias as amostras apresentaram uma contagem na ordem de 107 e
101° UFC/mL para L. casei e L. paracasei, respectivamente, apresentando-se
na fase lag, onde as bactérias ainda estdo em fase de adaptacdo ao novo
ambiente, sendo o pH e acidez os fatores de maiores influéncias para o
crescimento das mesmas ao longo do tempo de vida util dos embutidos.

Nos dias 28 a 42 observou-se 0s maiores crescimentos populacionais
para ambos os embutidos, chegando a contagem na ordem de 10'° e 103
UFC/mL para L. casei e L. paracasei, respectivamente , sendo essa, devido ao
aumento de células presentes, considerada a fase log ou exponencial, onde as
cepas estdo em crescimento elevado no meio. Entretanto, observou-se uma
reducdo de um ciclo logaritmico para as amostras dos embutidos fermentados
funcionais a partir dos 70 dias de estocagem, chegando na fase de
estabilizacdo e declinio com 1,82 x 107 e 6,8 x 107 UFC/mL, onde os
probioticos param de se desenvolver e iniciam a etapa de morte celular. Estes
resultados cinéticos ao longo dos periodos de estocagem demonstram que as
células vidveis mais ativas encontram-se entre o 14° ao 70° dia de

armazenamento.

Dessa forma os embutidos garantem os probidticos ativos benéficos
para o organismo nos primeiros 84 dias de consumo, embora demonstre o
comeco do declinio a partir deste periodo, devido a contagem ainda elevada,
dentro dos padrdes exigidos para serem considerados ativos. Este fato é
perceptivel quando se avalia os parametros de acidez, pH, umidade e atividade
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de agua adequados para auxiliar no crescimento populacional das cepas
microbianas de Lactobacillus ao longo do tempo de armazenamento,

principalmente nos primeiros 28 dias.

Muito embora o género Lactobacillus apresente uma tolerancia em
relacdo a acidez, ocorreu um decréscimo no seu numero analisados sob
condicbes éacidas, porém ndo o suficiente para torna-los inativos de suas
funcbes probiodticas. A sobrevivéncia das bactérias probidticas em produtos
fermentados depende de diversos fatores, tais como interacdo entre as
espécies presentes no alimento, condi¢des de cultura, composicdo quimica do
meio, acidez final do produto, conteudo de sal, disponibilidade de nutrientes,
promotores e inibidores do crescimento, oxigénio dissolvido, quantidade
inoculada do probi6tico, temperatura de incubacédo e tempo e temperatura de
estocagem (SILVA, 2016).

Um dos principais influenciadores do crescimento microbiando € o pH,
seu aumento pode ocorrer devido as reacbes de descarboxilacdo e
desaminacdo de aminoacidos que liberam amobnia, com isso ao adicionar
culturas probioticas permite ainda uma melhor padronizacdo do produto final
(TABANDEH et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2021). Entretanto, mesmo com essa
variacdo os Lactobacillus se desenvolveram ao longo do tempo, e quando se
compara os resultados desta pesquisa com outros estudos na literatura, obtem-
se para embutidos acrescidos de Lactobacillus acidophillus no periodo do fim
da maturacdo valores de 10® UFC/mL, apds 90 dias de estocagem as
formulacgdes exibiram reducéo na populagcao de Lactobacillus spp (ROSELINO,
2016).

Macedo e colaboradores (2008) avaliaram trés cepas de Lactobacillus
spp., em associacdo com culturas iniciadoras comerciais, para a producao de
salame probiético., utilizando L. paracasei, L. rhamnosus e L. casei, as quais
no final do periodo de maturacdo foi de 9,50 x 107; 5,50 107 e 3,45 x 107
UFC/mL, respectivamente. Estudos com L. rhamnosus e L. paracasei
verificaram que estas cepas probidticas se desenvolveram em salames,
obtendo populacdo de células viaveis de 108 UFC/g no final do periodo de

armazenamento, resultados proximos ao encontrados no final do periodo de
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estocagem do presente estudo (COMAM et al.,, 2012). Valores semelhantes
foram encontrados também em cepas de L. rhamnosus, os quais foram
constatados que esta cultura foi capaz de dominar a microbiota natural da
carne em um salame fermentado espanhol, alcancando niveis de 108 UFC/g no
final dos periodos de maturacdo e armazenamento. J4 na avaliacdo de seis
cepas de Lactobacillus spp. (L. casei CTC1677, L. casei CTC1678, L.
rhamnosus CTC1679, L. plantarum 299v, L. rhamnosus GG, L. casei Shirota)
inoculadas em salames fermentados com reducdo de sédio e gordura,
observou-se que somente L. rhamnosus foi capaz de se multiplicar e alcancar
niveis de 108 UFC/g no final do periodo de maturacdo (RUBIO et al., 2013;
RUBIO et al., 2014).

Os resultados obtidos nesta pesquisa foram compativeis aos valores
encontrados nos estudos da literatura para embutidos fermentados carneo
inoculados de Lactobacillus, principalmente L. casei e L. paracasei. Além disso,
com os valores encontrados confirmou a resisténcia a variacdo de pH e
umidade e indicam que as cepas utilizadas na fermentacdo sdo capazes de
sobreviver e se multiplicar na matriz carnea utilizada. Apesar da reducéo
numérica na populagdo de microrganismos probidticos observada, uma
ingestdo diaria superior a 10 g dos embutidos fermentados probidticos seria
suficiente para respeitar as recomendacdes da ANVISA e para que o0s

possiveis efeitos benéficos a salude sejam observados.

5.5. APLICACAO DOS MODELOS MATEMATICOS

O modelo de Robert e Baranyi foi escolhido, pois envolve um foco
maior para explicacdes biolégicas, gerando o que mostra a equacdo 28 a
seguir. Este modelo apresenta uma equacgao considerada mais completa e
complexa que as outras, e por este motivo costuma ajustar os dados de forma

gue apresentem mais precisao.
Y=y, +mx+Ine ™ 4 e h - gmmx-h (28)

Onde y é a variavel de contagem de bactéria acido latica (logio) que

possui relacao direta com o tempo (x) medido em horas
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Os parametros de crescimento modelados séo:

Yo= valor inicial de crescimento médio de colénias no modelo;

m= Quantidade limite de crescimento médio de colbnias no modelo;
h= taxa maxima de crescimento do tempo da fase exponencial.

Da mesma forma, o modelo de Gompertz tem sido utilizado com
sucesso para descrever o comportamento microbiano em diferentes alimentos.
Este modelo foi introduzido na microbiologia de alimentos com intuito de
realizar a parametrizacdo de uma curva de crescimento especificamente do C.
botulinum, porém tem sido testado para outros microrganismos para avaliacao

de seu ajuste.

A reparametrizacdo da equacao de Gompertz foi proposta para obter a
representacdo direta dos parametros de interesse para a aplicacdo
mencionada, sdo estes: a velocidade especifica maxima de crescimento
microbiano e o tempo de duracdo da fase lag, resultando no Modelo de

Gompertz Modificado que esta descrito na equacéao 29.

_e—B(t-M)

() =Ae (29)

Com base na equacdo 29, o programa computacional MicroFit,
desenvolvido para ajustes de modelos matematicos, reescreveu a funcédo de

Gompertz como descrita na equagéao 30.
y=c.e (30)
Onde:
In (;—0) = logaritmo neperiano da densidade celular no tempo t;

X = a absorbancia final;

X0 = a absorbancia inicial, sendo e a absorbancia & proporcional a

concentracgéo celular;

A = 0 aumento logaritmo da populacdo
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B = a velocidade relativa maxima de crescimento no tempo M [h-1];

M = o tempo necessario para atingir a velocidade maxima de

crescimento [h].

Podendo perceber a partir as duas equacoes que:

n(2)=y

De acordo com as equacdes 25 e 27 anteriores aplicou-se os valores
do crescimento microbiano no software MicroFit para obtencédo dos resultados

das modelagens.

5.5.1. Cinética das bactérias acido-lacticas

Os dados durante o periodo de armazenamento obtido a partir
contagens das bactérias acido lacticas do probidtico Lactobacillus casei e
Lactobacillus paracasei nos embutidos fermentados tipo salame de carne
ovina, encontram-se nas Tabelas 12 e 13.

Tabela 12 - Cinética do crescimento populacional dos probiéticos até o dia 28 de
estocagem em horas

Contagem bactérias acido-lacticas (logm

UFC/mL)
Amostras/Horas 0 - Antes | O - Depois 336h 672h
Ensaio 2 10,206 13,215 7,602 15,130
Ensaio 3 11,528 8,732 10,633 13,655

*0 — Antes: Viabilidade de BAL no momento da inoculagdo na massa produzida.
*0 — Depois: Viabilidade de BAL logo ap6s a maturacéo do salame.

*Ensaio 2: Salame com Lactobacillus casei.

*Ensaio 3: Salame com Lactobacillus paracasei.

Fonte: Autor.
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Tabela 13 - Cinética do crescimento populacional dos probidticos a partir do dia 42 de
estocagem em horas

Contagem bacterias acido-lacticas (10810

UFC/mL)
Amostras/Dias 1008h 1344h 1680h 2016h
Ensaio 2 13,655 8,079 7,260 7,361
Ensaio 3 13,049 7,504 7,832 7,041

*0 — Antes: Viabilidade de BAL no momento da inoculagdo na massa produzida.
*0 — Depois: Viabilidade de BAL logo apés a maturacao do salame.

*Ensaio 2: Salame com Lactobacillus casei.

*Ensaio 3: Salame com Lactobacillus paracasei.

Fonte: Autor.

Com base nos valores das Tabelas 12 e 13 aplicou-se 0s mesmos ao
software MicroFit com o intuito de se obter os parametros das equacdes dos
modelos propostos para os dois Lactobacillus e utiliza-los para os demais
desenvolvimentos na validagcdo destes mesmos modelos futuramente. Os
principais parametros estéo descritos na Tabela 14 para o L. casei e na tabela
15 para o L. paracasei, bem como a comparacdo dos dados obtidos
experimentalmente e através das funcdes dos modelos estdo dispostos nas
Tabelas 16, 17, 18, 19.

Tabela 14 - Pardmetros estabelecidos a partir da equagdo do modelo de Baranyi e
Roberts e modelo de Gompertz para o L. casei

Parametros das equacdes

Modelo YO m h
Baranyi e Robert 7,847 6,316 -3,218
c b m
Gompertz 10,313 8,511 -2,859

Fonte: Autor.
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Tabela 15 - Parametros estabelecidos a partir da equacdo do modelo de Baranyi e
Roberts e modelo de Gompertz para o L. paracasei

Parametros das equacdes

Modelo YO m h
Baranyi e Robert 6,516 8,907 -4,617
c b m
Gompertz 9,996 19,607 -25,632

Fonte: Autor.

Tabela 16 - Dados experimentais e ajustados pelo modelo de Gompertz para L.

paracasei
X Y Y(Modelo) | Erro (%)
0-Antes | 11,53 9,997 15,32
0 - Depois | 8,732 9,997 12,65
336 10,63 9,997 6,36
672 13,66 9,997 36,59
1008 13,05 9,997 30,53
1344 7,504 9,997 24,94
1680 7,832 9,997 21,65
2016 7,041 9,997 29,57

Fonte: Autor.
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Tabela 17 - Dados experimentais e ajustados pelo modelo de Baranyi e Roberts para

L. paracasei
X Y Y(Modelo) | Erro (%)
0-Antes | 11,528 11,528 0,00
0 - Depois | 8,732 8,732 0,00
336 10,633 10,633 0,00
672 13,655 13,655 0,00
1008 13,049 13,049 0,00
1344 7,504 7,504 0,00
1680 7,832 7,832 0,00
2016 7,041 7,041 0,00

Fonte: Autor.

Tabela 18 - Dados experimentais e ajustados pelo modelo de Gompertz para L. casei

X Y Y(Modelo) | Erro (%)
0 - Antes | 10,206 10,314 1,04
0 - Depois | 13,215 10,314 28,13
336 7,602 10,314 26,29
672 15,130 10,314 46,70
1008 13,655 10,314 32,40
1344 8,079 10,314 21,67
1680 7,260 10,314 29,61
2016 7,361 10,314 28,63

Fonte: Autor.
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Tabela 19 - Dados experimentais e ajustados pelo modelo de Baranyi e Roberts para

L. casei
X Y Y(Modelo) | Erro (%)
0 - Antes | 10,206 10,314 0,00
0 - Depois | 13,215 10,314 0,00
336 7,602 10,314 0,00
672 15,130 10,314 0,00
1008 13,655 10,314 0,00
1344 8,079 10,314 0,00
1680 7,260 10,314 0,00
2016 7,361 10,314 0,00

Fonte: Autor.

ao observar os valores dos erros para o L. paracasei, analisando as
Tabelas 16 e 17, obteve-se resultados melhores para o modelo de Baranyi e
Roberts, o qual demonstrou o menor erro, sendo este com valor ideal igual a
zero, como desejados, indicando desta forma uma adequacdo eficiente do
modelo mateméatico em relacdo ao crescimento das bactérias acido lacticas.
Entretanto o0 mesmo n&o aconteceu para o0 modelo proposto de Gompertz, o
qual apresentou erros elevados distante de zero, identificado que o
crescimento microbiano ndo demonstrou uma boa adequacdo ao modelo

matematico neste estudo.

Para o L. casei, ao observar os valores dos erros a partir das tabelas
18 e 19, pode-se avaliar resultados também melhores para o modelo de
Baranyi e Roberts, os quais também demonstraram erro com valor igual a zero,
tornando-se ideal, o que indica e confirma uma adequacdao eficiente do modelo
matematico em relacdo ao crescimento das bactérias acido lacticas, e isso
pode ser afirmado para os dois Lactobacillus utilizados no presente estudo.
Contudo, para o L. casei, o modelo proposto de Gompertz também né&o
apresentou valores baixos de erros, o que demonstra erros elevados distante
de zero e identifica que o crescimento microbiano ndo obteve uma boa

adequacao a este modelo matematico primario.
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Essas divergéncias apontadas de adequacao podem ser percebidas a
partir das Figuras 10, 11, 12 e 13.

Dados e Modelos
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Figura 10 - Curva do ajuste do modelo matematico priméario de Gompertz para L.

paracasei

Fonte: Autor.

Onde o eixo x € o tempo em horas de processamento e 0 eixo y a contagem em log
10

UFC/mL.
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Figura 11 - Curva do ajuste do modelo matematico primario de Baranyi e Roberts para
L. paracasei.

Fonte: Autor.
Onde o eixo x é o tempo em horas de processamento e 0 eixo y a contagem em l0gyo
UFC/mL.
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Dados e Modelos
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Figura 12 - Curva do ajuste do modelo mateméatico priméario de Gompertz para L.

casei.

Fonte: Autor.

Onde o0 €eixo x é o tempo em horas de processamento e 0 eixo y a contagem em log
10

UFC/mL.

Fonte: Autor.
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Figura 13 - Curva do ajuste do modelo mateméatico priméario de Baranyi e Roberts para

L. casei

Fonte: Autor.

Onde o eixo x € o tempo em horas de processamento e 0 eixo y a contagem em log
10

UFC/mL.
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Para os ajustes feitos para as BAL a partir dos modelos propostos, os
resultados das curvas estdo apresentados nas figuras 10 e 11 para L.
paracasei e 12 e 13 para L. casei, nos quais nao foi possivel observar um bom
ajuste na fase lag, estacionaria ou de declinio para o modelo de Gompertz para
ambas as cepas probidticas, demonstrando que o modelo proposto ndo foi
adequado nem eficiente para este crescimento microbiano. Os pontos mais
dispersos ao longo do curso foram responsaveis por comprometerem a
exatiddo dos parametros do meétodo e consequentemente seu ajuste

matematico.

Para o modelo proposto de Baranyi e Roberts, os ajustes foram ideias
para os tipos de cepas inoculadas no produto, visto que 0S mesmos se
adequaram em todas as fases de crescimento de ambos 0s microrganismos,
compreendendo uma diferenca nas fases de crescimento entre os probioticos.
Avaliando os comportamentos dos microrganismos, pode-se perceber que para
o L. paracasei no tempo 0 antes da etapa de fermentacéo durante a producéo,
obteve uma queda na células viaveis até o tempo 0 apdés o periodo de
maturacado, as quais as fases dos probidticos seguiram um crescimento na fase
lag até o tempo 672, seguido da fase estacionaria que no tempo 1008 decaiu
iniciando a fase de declinio. Na avaliacdo para o L. casei, notou-se um
comportamento contrario no tempo 0 no momento da producdo da massa dos
embutidos, visto que as cepas iniciaram com menos células viaveis quando
comparado ao tempo O depois da maturacdo, entretanto as outras etapas de
desenvolvimento microbiano foram semelhantes ao L. paracasei, o qual iniciou
sua fase lag a partir do tempo 200, fase estacionario no tempo 672 e fase de

declinio no tempo 1008.

Diante do exposto, entende-se que o tempo de desenvolvimento para
ambos o0s microrganismos foram os mesmos, com um periodo de fase lag que
durou 336 horas, se mantendo ativos até o final do prazo de validade, porém
com inicio da fase de declinio no tempo 1008, que corresponde aos primeiros
42 dias. Sendo assim, este prazo seria o ideal para o inicio do consumo destes
embutidos fermentados para se obter de forma mais eficaz os beneficios que

0s probiodticos inoculados oferecem.
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De acordo com os valores das tabelas do modelo de Gompertz, os
erros elevados em relacdo aos dados experimentais confirmam a nao
adequacdo do modelo de Gompertz ao crescimento dos dois probidticos
adicionado aos embutidos fermentados, podendo ser justificado pela melhor
aplicacdo destes modelos em outras espécies diferentes de microrganismos
nao necessariamente presente em alimentos, podendo também vir a gerar uma
diminuicdo do valor do R? ao avaliar a validacdo matematica estatistica. O
contrario deve ocorrer com o modelo de Baranyi e Roberts, visto a excelente

adequacao do mesmo as cepas microbianas.

5.6. VALIDACAO DOS MODELOS MATEMATICOS

Os valores obtidos a partir das equacdes apresentadas neste trabalho,
foram ajustados a partir dos modelos primarios de Baranyi e Roberts e
Gompertz as curvas de crescimento microbiano dos probiédticos L. casei e L.
paracasei ao longo do tempo de 84 dias de estocagem dos embutidos
fermentados, e estao dispostos na Tabelas 20 e 21.

Tabela 20 - Pardmetros de validacdo matematicas dos modelos primarios as curvas
de crescimento do L. casei no periodo de armazenamento a temperatura de 4°C

Modelo Fator Bias Fator Exatiddo RMSE R2
Gompertz 1,173 1,173 9,148 -0,749
Baranyi e

1,128 1,128 0 1

Roberts

Fonte: Autor.

Tabela 21 - Pardmetros de validacdo matematicas dos modelos primarios as curvas
de crescimento do L. paracasei no periodo de armazenamento a temperatura de 4°C

Modelo Fator Bias Fator Exatidao RMSE R2
Gompertz 1,160 1,160 5,836 -0,750
Baranyi e

1,128 1,128 0 1

Roberts

Fonte: Autor.

Os valores dos indices estatisticos R? e RMSE, bem como os fatores
bias e exatidao resultantes dos ajustes dos modelos de Gompertz e Baranyi e

Roberts aos dados de crescimento microbiano de ambos probiéticos durante o
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tempo de vida de prateleira, totalizando 84 dias, estdo apresentados nas
tabelas 20 e 21. Os valores de R2 préximos a 1 indicam melhor desempenho do
modelo, bem como valores de RMSE proximos a 0 demonstram menor
diferenca entre valor observado (real) e predito pelos modelos matematicos
escolhidos, o que esclarece a adaptacdo dos mesmos (PERINI, 2014). Em
relacdo ao fator de exatiddo, no seu célculo se trata de valores absolutos, por
ISSO sempre serdo maior que 1, entretanto, quanto maior seu valor, menor a

exatidao estimativa da média, ou seja menos exato € o modelo (SILVA, 2013).

Analisando os dados dessas tabelas é possivel verificar através dos
indices estatisticos, principalmente pelo fator de exatiddo e R2, os quais devem
estar 0 mais proximo de 1 possivel, bem como a partir do valor de RMSE que
deve ser préximo a 0, que o modelo de Baranyi e Roberts apresentou melhor
capacidade de ajuste para ambos probidticos aos valores experimentais
guando comparado ao modelo de Gompertz para as mesmas condicfes de
armazenamento e diluicbes aplicadas. Confirmando as analises feitas nos

graficos das curvas dos modelos obtidos anteriormente neste mesmo estudo.

Um dos principais fatores responsaveis pela interferéncia dos ajustes
dos modelos mateméaticos € a diminuicdo da populacdo microbiana durante a
fase lag, como mostram as equacgOes desta pesquisa. No presente trabalho
percebeu-se uma queda desse crescimento, quando se passa da fase lag para
o inicio da fase de declinio, entretanto o0 modelo de Gompertz ndo descreve
muito bem essa diminuicdo em sua fungdo quando comparado ao modelo de
Baranyi e Roberts, o que pode justificar o baixo ajuste do modelo de Gompertz
aos dados experimentais. Além disto, a composicdo do alimento, condi¢cdes
ambientais, idade e estado das células no momento da inoculagcdo, podem
afetar o0 crescimento dos microrganismos, fazendo-o desviar-se do
comportamento tipico desejado, apresentando uma diminuicdo da fase lag,
afetando no momento ao se ajustarem em modelos matematicos (ANTWI,
2007).

Na literatura ha relatos que um dado modelo pode ser mais apropriado
que o outro para descrever a curva de crescimento de um microrganismo

especifico. Entretanto, o modelo BAR apresentou 0os menores desvios e
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valores mais ajustados de R2 e fator exatiddo. Estudos revelam testes dos
modelos de Baranyi e Roberts aos dados do crescimento de L. viridescense em
presuntos, sendo que os mesmos mostraram que o modelo representou de
forma adequada os dados experimentais, com resultados de Rz e fator de
exatiddo proximos a le valor de RMSE proximo a 0, sendo compativeis com

os resultados do presente estudo (SILVA, 2015).

Em geral, o modelo de Gompertz ndo se ajustou bem a nenhum dos
dados de crescimento de L. casei e L. paracasei durante todo o tempo de vida
de prateleira. Entretanto, observou-se um ajuste ideal quando se tratou do
modelo de Baranyi e Robert, encontrando o R2 com valor de 1, RMSE igual a 0
e fator de exatiddo mais proximo a 1. Quando a quantidade disponivel de
dados do crescimento microbiano € menor e a fase lag é mais longa, observa-
se que modelos com funcdo de ajuste podem ser mais complexos em

descrever esta curva de crescimento.
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6. CONCLUSAO

Os embutidos fermentados tipos salame de carne de ovino produzidos
apresentaram caracteristicas fisico-quimicas e fisicas, de acordo com a
legislacdo brasileira, caracterizando assim um embutido fermentado tipo
salame com caracteristicas adequadas para consumo, estando dentro dos
padrées de identidade e qualidade. Em relacdo as andlises de carboidrato e
atividade de &gua os resultados ndo se mantiveram dentro dos padrbes
exigidos pela legislagdo, principalmente devido a formulagdo do produto e
inoculacédo de Lactobacillus.

De acordo com os resultados microbioldgicos, todos os ensaios
apresentaram auséncia de microrganismos de acordo com a legislacéo vigente,
garantindo desta forma um alimento de qualidade e seguro para consumo,

isento de contaminacdes que podem causar risco a saude humana.

A contagem de BAL realizada durante o periodo de 84 dias demonstrou
que os embutidos inoculados de probiodtico L. casei e L. paracasei,
apresentaram células viaveis na ordem de no minimo 107 UFC/mL, atendendo
desta forma o requisito da norma IN n°46/2007, para probidtico vivo e ativo,
trazendo beneficios funcionais e acdo bioconservadora para o produto

alimentar.

A aplicacdo dos modelos matematicos, Baranyi e Roberts e Gompertz,
nos embutidos fermentados tipo salame de carne ovina mostraram um ajuste
mais adequado para ambas as situacdes apenas para a funcdo de Baranyi e
Roberts, devido os fatores R2 e fator exatiddo se encontrarem mais préximos
de 1, e RMSE igual a 0, garantindo o melhor ajuste e predicdo do modelo aos
dados encontrados.

Com o elevado ajuste das BAL para o modelo matematico proposto de
Baranyi e Roberts, pode-se concluir e garantir a viabilidade dos probidticos
inoculados ativos por 84 dias nos embutidos fermentados, pois apresentaram
valores acima de 107 UFC/mL, valor minimo para promover beneficio a satude

humana, conforme estabelece a legislacao brasileira.
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