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RESUMO

ESPIRITO SANTO, Milton Luiz Pinho. Efeito da bacteriocinogenicidade do Lactobacillus sakei 2a
na qualidade microbiolégica da sardinha-verdadeira (Sardinella brasiliensis) fermentada. 2003.
Tese (Doutorado em Ciéncia dos Alimentos) — Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncia dos
Alimentos, UFSC, Floriandpolis.

Produtos de peixe obtidos por fermentagao latica sdo muito comuns no sudoeste da Asia. A
composicdo e a qualidade variam consideravelmente apesar de serem produzidos em pequena
escala; a fermentacado da mistura peixe - sal - carboidrato € dependente da microbiota natural. Neste
trabalho, a mistura peixe (Sardinella brasiliensis) - NaCl - glicose foi usada para avaliar os fatores que
favorecem a rapida fermentacao latica, o rapido decréscimo do pH (< 4,5) e uma rapida multiplicagcao
das bactérias laticas (BL) com reducdo dos microrganismos deterioradores. Foram avaliados as
caracteristicas da fermentagdo latica e os principais fatores antimicrobianos produzidos pelo
Lactobacillus sakei 2a. O principal fator antimicrobiano identificado foi a habilidade do Lactobacillus
sakei 2a para produzir acidos organicos e reduzir o pH do peixe (Sardinella brasiliensis) fermentado.
Outro fator, como a produgéo de bacteriocinas pode ter contribuido para a segurancga alimentar, mas
sua participagéo é secundaria. A bacteriocina produzida pela cepa (Lactobacillus sakei 2a), isolada a
partir de “linglica frescal” (embutido de carne tipicamente brasileiro) foi ativa contra Listeria
monocytogenes. A deteccado das bacteriocinas foi realizada utilizando o sobrenadante, obtido por
centrifugagéo do meio de cultivo, pelo método da difusdo em pogos, usando Listeria monocytogenes
Scott A como microrganismo indicador. As colbnias circundadas por uma zona clara de inibi¢ao,
indicaram a presencga de bacteriocinas no meio de cultivo a partir de 4 horas de fermentacao, quando
0 microrganismo encontrava-se na fase exponencial de crescimento. A producao de bacteriocinas foi
maxima apos 7 horas de incubagdo e a cultura neste momento apresentou uma carga equivalente a 5
x 10" UFC mL™. Apds este tempo, ndo houve mais producdo de bacteriocinas. A relacdo de
fermentacdo aumentou na faixa entre 2 e 4% glicose (p/p), ao passo que, com o aumento da
concentragédo de NaCl, de 2 para 6%, houve somente uma pequena relagéo de redugéo do pH. De
acordo com os objetivos, ndo houve dificuldades na redugéo do pH para valores inferiores a 4,5 nas
primeiras 48 horas de fermentagao. A glicose foi fermentada rapidamente, mas a redugao do pH (3,9)
foi lenta na sardinha suplementada com 4% glicose e 6% NaCl. A acidez titulavel (% acido latico),
apos 21 dias de fermentacgao, atingiu 2,55% (2% glicose) e 2,76% (4% glicose) com 2% NaCl. Com a
inoculacao do starter (Lactobacillus sakei 2a), foi mantida a qualidade microbiolégica (produto); as
bactérias deterioradoras reduziram significativamente, provavelmente por causa do baixo valor do pH.
Vérias pesquisas, relacionadas com a avaliagdo de microrganismos patogénicos em alimentos; como
Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Clostridium sporogenes e Escherichia coli, indicam
que estas bactérias desaparecem rapidamente durante a fermentagdo. A contagem de bactérias em
PCA mostrou um aumento até o 7° dia e posteriormente foi reduzindo gradualmente até o final da
fermentag&o para 1,4 x 10° UFC g'1 com 6% NaCl e 2% glicose. Na suplementagéo com 6% NaCl e
4% glicose, a maior redugao foi 6,5 x 10° UFC.g'1. O aumento, no comego da fermentagao se deve a
presenga de bactérias ndo formadoras de acidos que gradualmente desaparecem durante o
processamento pela transformagdo do meio em um substrato bastante acidificado. As bactérias
laticas ou formadoras de acidos (FA) predominaram durante todo o periodo de fermentagdo e as
bactérias ndo formadoras de acidos (NFA) permaneceram presentes, apenas, no reduzido estagio
inicial da fermentacao. Durante os 21 dias de fermentacido, houve um aumento na relacdo entre os
teores de nitrogénio protéico e nitrogénio sollveis total, evidenciando a autdlise, indicando a
formacao de diferentes aminas e bases nitrogenadas volateis. A extensdo da protedlise durante a
fermentacdo depende ndo s6 da natureza da microbiota como dos pardmetros de processamento,
com influencia direta na atividade das proteases e peptidases envolvidas no processo.

Palavras-chave: bactérias laticas, Lactobacillus sakei, bacteriocinas, peixe fermentado.



ABSTRACT

ESPIRITO SANTO, Milton Luiz Pinho. Efeito da bacteriocinogenicidade do Lactobacillus sakei 2a
na qualidade microbiolégica da sardinha-verdadeira (Sardinella brasiliensis) fermentada. 2003.
Tese (Doutorado em ciéncia dos Alimentos) — Programa de Pés-Graduagcdo em Ciéncia dos
Alimentos, UFSC, Florianépolis.

Lactic fermented fish products are common in South East Asia. The composition and quality of
the products vary considerably since they are usually produced on a small scale and the fermentation
of the fish - salt — carbohydrate mixtures depends on the natural microflora. This study, fish (Sardinella
brasiliensis) — NaCl — glucose system was used to evaluate the factors that favour a rapid lactic
fermentation, i.e. a rapid decrease in pH (< 4,5) within the first 48 hr; a rapid proliferation of lactic acid
bacteria (LAB) with concomitant decrease in spoilage micro-organism count. The characteristics of
lactic acid bacterial fermentation and the principal antimicrobial factors produced by Lactobacillus
sakei 2a are reviewed and assessed. The principal anti-microbial factor identified is the ability of
Lactobacillus sakei to produce organic acids and decrease the pH of fish fermentation process. Other
factor such the production of bacteriocin may play a contributory role in assuring the safety alimentary
but their contribution is secondary. The bacteriocin produced by strain (Lactobacillus sakei 2a),
isolated from “lingliica” (typical Brazilian meat product) was active against Listeria monocytogenes.
Bacteriocins detection was accomplished using the supernatant obtained by centrifugation of
cultivation medium in the well diffusion method using Listeria monocytogenes Scott A as in indicator
microorganism. From 4 hours on of fermentation, presence of colonies surrounded by a clear zone of
inhibition indicated bacteriocins production in cultivation medium when the microorganism was in the
exponential growth phase. With 7 hours incubation, the bacteriocins production was highest
concentrations and the microorganisms count were below 5 x 10" UFC mL™". After this time,
bacteriocins were not detected. The fermentation rates increase in the range 2 — 4% w/w of glucose,
whereas increasing the salt concentration from 2 to 6% slows the rate of pH decrease. The objective
of reducing the pH to below 4,5 within the 48 hours was not difficult to achieve. Glucose was
fermented rapidly, whereas pH decreased only very slowly in sardine supplemented with 4% glucose
and 6% NaCl. The % titrable acidity obtained after 21 d of fermentation were 2,55% (2% glucose) e
2,76% (4% glucose) with 2% NaCl. Inoculation with the Lactobacillus sakei starter culture strains
maintained the microbiological quality of the product; the spoilage microorganisms are not tolerant to
low pH. Preliminaries studies with the common food pathogens Staphylococcus aureus, Salmonella
typhimurium, Clostridium sporogenes and Escherichia coli indicated that these microorganisms rapidly
disappear during the fermentation. A sharp increase was observed on the seven day (PCA), reduced
until the end of the fermentation period for 1,4 x 10° UFC g'1 with 6% NaCl e 2% glucose. With 6%
NaCl and 4% glucose, the reduction great was 6,5 x 10° UFC g'1. The shart increase could be due to
the presence of non-acid producing colonies that gradually disappeared as the environment becomes
more acidic. The lactic acid bacteria or acid formers (AF) predominated almost throughout the twenty
one-day fermentation period while the non-acid formers bacteria (NAF) were present only at the early
stages of the fermentation. Increase in the ratio of amino nitrogen to total soluble nitrogen during the
fermentation period, indicating the occurrence of autolysis; different amines and volatile nitrogen
bases are formed. The extent of proteolysis during fermentation varies with several factors including
the nature of microflora and conditions during processing with effects on muscle proteases and
peptidases.

Key words: lactic acid bacteria, Lactobacillus sakei, bacteriocins, fish fermentation.
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1 INTRODUGAO

O consumo de carne e seus derivados tém uma grande importancia
econdmica e nutricional e, as bactérias laticas representam um papel relevante na
elaboragdo de produtos fermentados. Os alimentos carneos, e o0 pescado sao
incluidos nesta classificacdo; sado ricos em proteinas altamente pereciveis,
possuindo uma vida-de-prateleira reduzida com a utilizagdo dos processos
convencionais de preservacdo. Desde o periodo Neolitico, estes métodos tém sido a
fermentagdo, a salga e a secagem. Mais recentemente, o enlatamento, o
congelamento e os aditivos quimicos tém sido utilizados na extensao da durabilidade
destes alimentos. Devido a tendéncia generalizada na redugdo da utilizacdo de
aditivos quimicos nos produtos alimenticios, a atengdo comega a se concentrar nos
alimentos minimamente processados, mais saudaveis, associados a producao de
metabdlitos que ocorrem naturalmente, produzidos por bactérias especificas,
inibindo o crescimento de microrganismos indesejaveis.

Atualmente, bactérias laticas sdo amplamente utilizadas na producédo de
queijos e leites fermentados, incluindo o iogurte, produzindo efeitos bioquimicos e
biolégicos sobre estes alimentos, resultando em produtos com definigbes
organolépticas, nutricionais e probitticas, de elevada importancia. Na Europa, os
Lactobacillus sdo encontrados em diferentes alimentos carneos fermentados,
conferindo e assegurando uma melhoria na qualidade sensorial e uma apropriada
formacdo de cor. Os mais importantes sao os salames fermentados em que as
bactérias laticas sdo os principais agentes envolvidos, convertendo carboidratos em
acidos organicos com consequente reducao do pH. As bactérias laticas crescem e
se multiplicam naturalmente nos produtos protéicos, produzindo substancias
antimicrobianas como: acido acético, latico, diacetil, perdxido de hidrogénio e
determinados peptidios como as bacteriocinas, com capacidade para atuarem de
forma letal ou inibitéria sobre espécies Gram - positivas. Nas ultimas décadas, varios
estudos tém sido direcionados no isolamento e caracterizagdo de bactérias laticas
para serem utilizadas no controle de microrganismos patogénicos como Listeria

monocytogenes.
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O pescado fermentado pode ser produzido com alto teor salino (20%) em que
a contagem microbiana decresce durante a cura e, aquele caracterizado por um
baixo teor em que carboidratos especificos sdo adicionados para que ocorra a
fermentacdo propriamente dita. Esta ultima categoria apresenta um aumento da
microbiota durante a fermentacdo com predominancia das bactérias laticas.
Produtos pesqueiros fermentados e acondicionados em embalagens a vacuo
apresentam uma microbiota dominada predominantemente por bactérias laticas
ap6s uma ou duas semanas de estocagem sob refrigeracdo. Muito pouco se
conhece sobre as caracteristicas das bactérias laticas presentes nos produtos
fermentados, relacionadas com as propriedades antibacterianas. Determinadas
atividades como a producdo de acidos organicos, a formacéo de bacteriocinas, a
competi¢do por nutrientes e a associagdo com outros microrganismos sao os fatores
que mais influenciam esses processos fermentativos, condicionando o consumo
destes alimentos. O efeito antimicrobiano destas bactérias nos alimentos
fermentados € importante para a seguranca destes produtos através da atividade
antagbnica com a microbiota patogénica in situ. A utilizagdo da
bacteriocinogenicidade destas cepas laticas € considerada um poderoso instrumento
na prevengao de contaminantes externos. O espectro de aplicabilidade das bactérias
laticas é vasto e, as culturas de Lactobacillus sao altamente eficientes neste efeito
de biopreservacdo. E apropriado considerar que, estas culturas poderdo ser
incluidas na elaboragdo de novos produtos alimenticios com valor agregado; filé de
peixe fermentado € apenas um exemplo destes alimentos.

A proposta para o presente trabalho teve como objetivo geral a avaliagéo da
bacteriocinogenicidade do cultivo iniciador formado pelo Lactobacillus sakei 2a e o
seu efeito na qualidade microbiolégica da sardinha - verdadeira (Sardinella
brasiliensis) fermentada, com particular referéncia para a sua atividade antagbnica
contra as bactérias deterioradoras associadas ao processo fermentativo.
Especificamente foi avaliada a qualificacdo da cepa quanto a sua potencialidade
para a producdo de bacteriocinas, a otimizagdo dos parametros envolvidos na
producao de acido latico utilizando glicose como substrato fermentescivel, a
estabilidade do produto e o catabolismo de aminoacidos pela formagao de aminas

biogénicas associadas com a atividade aminopeptidase.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Alimentos produzidos por fermentagao

As fermentacdes sdo métodos de preservagao alimentar caracterizadas por
importantes modificagdes quimicas das matérias - primas, com formagéo de agentes
conservadores através da agdo de microrganismos como resultado de alteragdes
dirigidas. O valor nutricional, textura e aroma das matérias - primas e dos alimentos
mudam, como efeito da fermentagdo. Nos alimentos carneos e, o pescado
exemplifica isso, ha uma conversdo das proteinas insoluveis em formas soluveis.
Nestes processos fermentativos ocorre uma degradacao gradual da actomiosina em
peptidios e aminoacidos que sao soluveis em baixas concentragdes ibnicas
(ROBINSON, 1991; FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS - FAO, 1995).

Durante o processamento para a obtencao de molhos fermentados de peixe,
o teor de nitrogénio soluvel no liquido formado com a desintegracdo das fibras
musculares aumenta com o tempo. Este nitrogénio soluvel passa para a forma
insoluvel e essa conversao atinge o0 maximo, ou seja, cerca de 56%, apos 120 a 130
dias de fermentacdo, de modo que, as proteinas degradadas na carne de pescado
se difundem na salmoura. H4 um aumento de nitrogénio aminico e de nitrogénio néo
- protéico no pescado, enquanto fragées de nitrogénio total e de nitrogénio protéico
passam para a salmoura. A contribuicdo dos aminoacidos livres formados, para o
aumento do nitrogénio aminico € da ordem de 66 a 67% (AQUARONE et al., 1983;
MULLER e TOBIN, 1991).

Coadjuvante da fermentacao, a salga auxilia na seletividade de uma desejavel
microbiota, eliminando geralmente a multiplicagdo de microrganismos responsaveis
pela putrefacdo. Entretanto, varias espécies de microrganismos ou enzimas,
decompdem o produto, solubilizando por¢des protéicas e elevando o teor dos sais
minerais nestes alimentos (GRAIKOSKI, 1973).

A decomposicdo que se manifesta no pescado pode ser produzida por

enzimas proteoliticas, proprias das espécies, pelo resultado de atividades
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bacterianas ou, ainda, consistir em uma combinagao dos dois processos metabdlicos
(LINDEN e LORIENT, 1994).

Varios trabalhos de pesquisas (BORGSTROM, 1965; CHEFTEL et al., 1977;
MULLER e TOBIN, 1991; ROBINSON, 1991) comprovaram o metabolismo
bacteriano relacionado com o desenvolvimento de odores, produzido através de
micrococos, clostridios e pediococos.

As proteinas do pescado, pela propria caracteristica, se comparada com
outras proteinas animais, apresentam uma conservagdo quase sempre
acompanhada de uma dificil contengédo das alteracbes deterioradoras. Mas, quando
estas deterioragdes sao controladas, passam a ser benéficas, produzindo flavour e
odores apropriados, mascarando o sabor indesejavel de algumas espécies e
aumentando a aceitabilidade de outras. E o papel da fermentacdo (ROBINSON,
1991).

Estudos (LISTON, 1979) atestaram que, a introducdo de uma fermentagao
anaerdbica se mostra capaz de interromper temporariamente o0s processos
bioquimicos oxidativos e a deterioracdo microbiana putrefativa.

Na elaboracdo de produtos fermentados de pescado, o peixe pode ser
processado de varias maneiras: inteiro e apenas lavado, somente eviscerado ou,
eviscerado e descabegado, influenciando o metabolismo das cargas microbianas
naturais ou contaminantes, presentes nestes produtos alimenticios (MULLER e
TOBIN, 1991).

De acordo com AQUARONE et al. (1983), a agao das enzimas no processo
fermentativo é essencial para a textura do produto, o que € desejavel. Porém,
dependendo dos habitos regionais, 0 amolecimento ou a parcial liquefagdo da carne,
conduz a uma depreciagao do alimento.

Em certos paises, os produtos fermentados sdo elaborados nas mais variadas
formas e, o processamento tem a finalidade de conferir textura, sabor e odor a estes
alimentos; geralmente o efeito conservador € considerado um beneficio secundario
(BERTULLO, 1975; MORZEL et al., 1997).

Na Asia, produzem-se molhos e pastas de pescado. Nas Filipinas a
fermentagdo deve levar a desintegracdo do pescado. Tradicionalmente, o peixe é
inicialmente salgado e a seguir, disposto em containeres. Estes acondicionadores
sado fechados e mantidos em ambientes refrigerados por periodos que variam entre

uma semana e dezoito meses. A fermentagao se processa, produzindo solubilizados
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liguidos ou produtos semiliquidos com caracteristicas especificas de sabor,
aparéncia e odor. O liquido é geralmente drenado ou posteriormente eliminado por
filtracdo, conforme o habito de consumo (BERTULLO, 1975).

Conforme CRISAN e MILLER (1975), citados por WHEATON e LAWSON
(1985), o valor nutricional e a digestibilidade do produto sofrem modificacbes que
dependem do tipo de fermentacdo produzida, consumo e necessidade de
comercializagéo.

Pescados tradicionalmente ndo comercializaveis s&o utilizados ou convertidos
em alimentos com elevado valor nutricional. No Oriente, pequenas espécies de
peixes tém sido utilizadas para produzir molhos e pastas de facil aceitagcao
(WHEATON e LAWSON, 1985).

Segundo ROBINSON (1991), a fermentacéo é uma operagao, através da qual
se potencializa deliberadamente o crescimento de microrganismos para consumirem
uma determinada quantidade de substrato e, com isso, enriquecer 0 meio com
produtos de seu metabolismo.

Existem centenas de produtos fermentados de pescado, mas a maioria ndo
tem sido estudada cientificamente e muitos sdo elaborados através de
processamentos artesanais que se baseiam em experiéncias e praticas totalmente
empiricas (MORZEL et al., 1997).

Por possuirem uma base alimentar insuficiente, desenvolvida com dietas
apoiadas no consumo de cereais, o Leste Oriental tem nestes produtos fermentados
uma grande fonte alternativa de proteinas. Porém, devido ao elevado teor de sal, a
aceitagcao destes produtos se realizou de uma forma gradual e, a introdugéo na dieta
alimentar se desenvolveu conjuntamente com alimentos mais tradicionais como o
arroz ou outros produtos com condimentagdo mais suave (WHEATON e LAWSON,
1985).

De um modo geral, os produtos pesqueiros fermentados s&o caracterizados
através do nuoc - mam, do shiokara, e das silagens de pescado. O nuoc - mam & um
molho fermentado produzido a partir de uma variedade muito grande de peixes,
usualmente das espécies de pequeno porte. A maior produgao se situa no Vietn3,
Tailandia, Malasia e outros paises Indo - Chineses. Baseado em técnicas primitivas,
as espécies sdo amassadas e prensadas manualmente. A seguir, sdo salgadas e
acondicionadas em potes de barro que posteriormente seréo selados e enterrados

no piso, estabilizando os efeitos negativos provocados pela elevagdo da
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temperatura. Alguns meses depois, os potes sao abertos, o liquido sobrenadante &
decantado e o nuoc - mam estara pronto para o consumo (WEATON e LAWSON,
1985).

Alguns processamentos, em escala comercial, utilizam o peixe fresco inteiro.
As espécies sao misturadas com NaCl (6:4) e, posteriormente empilhadas em
grandes cubas para a realizagdo da fermentagao que podera durar até 3 dias. Neste
processamento ha o desenvolvimento de uma grande turbidez da solugdo formada
pela exudacdo da agua de constituicdo do pescado. O excesso de solugéo é
esgotado e o0 peixe € acomodado para uma posi¢cdo mais inferior da cuba. Uma
parte da secrecdo aquosa € extraida e, em sequéncia, uma nova salmoura é
adicionada de maneira que todo o pescado permanecga submerso por uma camada
de 10 cm com este liquido de cobertura. A duragao da fermentagcdo é variavel em
funcdo do tamanho do pescado; poucos meses para as espéecies menores e até
dezoito meses para aquelas de maior tamanho. Com a finalizagdo da hidrdlise, o
nuoc - mam é drenado e oferecido ao consumo (WEATON e LAWSON, 1985).

No Japédo, o shiokara generaliza varios tipos de pastas produzidas por
fermentagdo com diversas espécies de peixes. Tradicionalmente, o produto é obtido
com postas de peixes frescos com visceras, misturadas com NaCl (10:4).
Inicialmente, a matéria - prima & disposta em barris e, por alguns dias, realizam-se
periddicas agitagcdes de forma manual. Posteriormente, o barril € selado e promove-
se uma fermentacgao parcial que devera estender - se durante algumas semanas e
até 1ano. Apds o término da hidrdlise, adiciona-se malte de arroz na proporgéo de
30% (p/p) e promove-se uma fermentagdo adicional por mais 2 ou 3 dias. A
fermentagdo é completada e o shiokara estara pronto para o consumo (WEATON e
LAWSON, 1985).

Existem, portanto, diferentes tipos de produtos fermentados e, o processo é
essencialmente variavel em fungdo do tempo operacional. De um modo geral, estas
operacdes envolvem um baixo custo, comumente praticado no sul da Asia e oeste
da Africa através de técnicas extremamente populares que se mantiveram ao longo
dos anos, principalmente a partir da década de 50, na regiao de Gambia (THE
UNITED NATIONS DEVELOPMENT FUND FOR WOMEN - UNIFEM, 1988).

Nos paises asiaticos, a fermentagao envolve diferentes tipos de produtos; os
produzidos com peixes salgados, os formulados que incluem os molhos

condimentados e pastas, como o patis e o0 bagoong e, os produzidos por
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fermentagao latica através de misturas de varias espécies de peixes, NaCl e
carboidratos, como o burong isda e o balao-balao, originarios das Filipinas (UNIFEM,
1988).

No sueste asiatico, o bagoong é produzido por fermentagdo de anchovas
(Engraulis encrasicholus) e sardinhas (Clupea pilchardus). O processamento inicia
com a lavagem do pescado e posterior salga utilizando NaCl (3:1). As espécies
salgadas sao transferidas para tambores, cobertas com gazes de algodao e
mantidas durante 5 dias nestas condigbes. A seguir, o pescado é dessecado ao sol
durante 7 dias e, posteriormente fermentado durante 3 a 12 meses. O produto
acabado € uma pasta consistente de cor avermelhada que pode ser conservada por
muito tempo (AQUARONE et al., 1983).

O balao - balao, produzido nas Filipinas, é obtido através da fermentagao
latica do camarao - vermelho (Hymenopenaeus miilleri) apés uma operagao de salga
com concentracdao de NaCl entre 15 e 20% e, permanéncia nestas condi¢des
durante 3 a 6 horas. Apds este periodo, é misturado com arroz salgado cozido na
proporgao 1:4. A seguir, o composto é fermentado durante 7 a 10 dias (UNIFEM,
1988).

O sul da india produz o colombo cure, produto obtido por fermentacdo de
sardinhas (Clupea pilchardus) com baixo teor de gordura. As espécies sé&o
misturadas com NaCl (3:1) e, posteriormente dispostas em tanques com polpas de
tamarindos para favorecer a fermentagao pelo aumento da acidez do composto. O
processamento dura de 3 a 4 meses. O colombo cure € um produto fermentado
produzido com o peixe inteiro, apresentando acentuado odor de frutas e textura
fibrosa, podendo ser conservado por mais de 24 meses sem perder as
caracteristicas iniciais de producado (AQUARONE et al., 1983; UNIFEM, 1988).

Em Burma, sueste da Asia, é produzido o ngapi, alimento fermentado a partir
de anchovas de pequeno porte (Engraulis encrasicholus). Os peixes, apds secarem
ao sol durante 48 horas, sao salgados na proporcéo de 6 partes de peixe seco para
1 parte de NaCl. A seguir, sao transformados em pastas com posterior
acondicionamentos em tanques para a fermentacdo, que devera durar durante 7
dias em condi¢des anaerdbicas. Posteriormente, o produto é dessecado ao sol
durante 5 horas e novamente fermentado por mais 30 dias. O ngapi é uma pasta
com elevada consisténcia, adicionada ou ndo de corantes artificiais, podendo ser

consumida em até 2 anos. Paises como a Indonésia, produzem o keropok, um tipo
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de salsicha produzida com varias espécies de sardinhas ou camardes. Removem-se
as visceras e as espinhas do peixe fresco (os camardes sao descascados) e efetua-
se uma mistura com amido de mandioca (1:1). A seguir, realiza-se uma
homogeneizagdo com varios ingredientes: glutamato de sodio, NaCl, sacarose e,
opcionalmente corantes vermelhos. Apdés a homogeneizagdo, as salsichas séo
moldadas e cozidas em vapor saturado ou agua aquecida. Posteriormente, as pecas
séo resfriadas, dessecadas ao sol durante 24 horas e acondicionadas em filmes de
polietileno (UNIFEM, 1988).

Na regido oeste da Africa e especificamente em Ghana, é produzido o
mamone ou O bomone, utilizando varias espécies de peixes: a cavala branca
(Thyrsitops lepidopodea), a bicuda (Sphyraena barracuda) ou badejos (Mycteroperca
spp.). O método de processamento difere entre as regides, mas geralmente envolve
a escamagem, evisceragao e lavagem das espécies em 4agua salgada. Em
determinados processamentos, as guelras sao removidas e o NaCl (1:9) é aplicado
internamente na cavidade abdominal. O peixe salgado devera ser fermentado entre
1 e 7 dias e posteriormente dessecado até 72 horas. O produto final possui sabor
suave e podera ser utilizado para condimentar sopas e alimentos cozidos
(WHEATON e LAWSON, 1985).

Em paises como Gambia e Senegal, também se fabricam diversos produtos
de pescado fermentado e, entre eles, o gaedja, utilizado como condimento. O peixe
€ lavado, aberto no dorso e eviscerado. Apds uma rapida fermentagéo, se processa
uma desidratagao vagarosa por varios dias e posteriormente uma lenta dessecagem
ao sol até adquirir uma textura adequada, propria para o consumo. O gaedja pode
ser consumido junto com o yate; caracois marinhos fermentados e dessecados,
constituindo-se num prato tradicional (UNIFEM, 1988).

Ao norte da Africa, o Egito produz o fasikh, a partir da fermentagdo de
pequenos pelagicos, utilizando processamentos semelhantes aqueles empregados
na fabricacdo do gaedja (AQUARONE et al., 1983).

No Japéao, peixes e moluscos, juntamente com cereais ou vegetais, séo
utilizados para a preparagao de produtos fermentados, como o i - sushi, através do
envolvimento de determinadas espécies de bolores e bactérias laticas. Um produto
oriental com bastante aceitacdo e que envolve a fermentacdo produzida por bolores

€ 0 katsuobushi. Sua produgao envolve a fermentagédo controlada de filés de peixe
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(Sarda sarda), com posterior aquecimento, defumagem e dessecagem ao sol. Sua
maior aplicagao € na elaboracao de sopas. (AQUARONE et al., 1983)

Conforme CONNELL (1979), um produto semelhante, conhecido como koji-
zuki, é obtido com arroz fermentado e recortes de peixes ou ovas, por meio do
Aspergillus oryzae. Varias enzimas, particularmente as proteinases, contribuem para
a formacgao do odor caracteristico e variagdes na textura deste produto.

LISTON (1979) menciona que, a maioria dos bolores que se desenvolvem em
produtos dessecados por aquecimento solar, pertencem ao género Aspergillus ou
Penicillium. Estes fungos séo importantes na medida em que auxilia a operagao de
desidratacdo do produto, redugao do teor de gordura e melhoria do sabor. Espécies
de Penicilllum sdo também recomendadas para a produgdo de determinados
produtos fermentados de carne, bastante populares no sul da Europa.

Conforme DJIEN (1988), no Meéxico, o pozol é produzido através da
fermentagao natural da massa de pao de milho. Leveduras, bactérias e algumas
espécies de fungos crescem na superficie deste substrato para produzir varios
produtos alimenticios. Entretanto, nenhuma cepa se torna dominante, assim como
ndao se sabe que espécie de fungo é essencialmente requerida para esta
fermentacao.

O Quadro 1 mostra algumas espécies de bactérias e fungos utilizados em
alimentos fermentados e, entre eles, alguns produtos de pescado. E conveniente
especificar que, produtos similares sdo conhecidos por nomes diferenciados,
dependendo do pais de origem.

Na América do Sul, paises como Peru, Chile e Argentina, desenvolveram
fermentagdes a base de anchovas (Pomatomus saltator). Os peixes sdo misturados
com sal na proporcéo de 30% e processados por fermentagées que podem durar até
4 meses. Os processos enzimaticos conferem odor e cor rosada, caracteristica
destes produtos anchovados (UNIFEM, 1988).

MORZEL et al. (1997), compararam produtos asiaticos com europeus e
descreveram sobre a qualidade sensorial destes fermentados. Os produtos asiaticos
adquirem variagdes significativas devido ao alto teor de NaCl utilizado, com adi¢des
superiores a 300g NaCl kg”' de peixe e elevada protedlise que se desenvolve
através das elevadas temperaturas de fermentac&o, proximas de 30 °C. A protedlise
desenvolvida é devida a atividade enzimatica, originaria das visceras e enzimas

bacterianas, provenientes da microbiota natural ou contaminante, considerando a
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espontaneidade da fermentagdo. Estes processamentos sao realizados em poucas
semanas ou alguns meses, produzindo alimentos com texturas liquidas ou
semiliquidas, com acentuado odor a queijo e sabor salgado.

Na Europa, os exemplos de produtos pesqueiros fermentados sé&o
encontrados na Escandinavia. Entre as espécies utilizadas, encontra-se o arenque
(Clupea harengus ), o salmao (Salmo salar ) e a truta (Salmo truta), que produzem
fermentados como o gaffelbi ou o tidbits, o gravilax e o rakgrett, respectivamente. Na
produgao do tidbits, os arenques inteiros sdo misturados com NaCl (150 a 170 g kg™
), sacarose (60 a 70 g kg"' ) e especiarias. Posteriormente sdo fermentados
espontaneamente durante 12 a 18 meses. A seguir, os peixes sao filetados e
acondicionados em embalagens de vidro. Produtos, como o gravlax e o rakgrett
possuem um tempo menor de fermentagcdo. O processamento envolve a adigao de
NaCl e sacarose aos peixes ja filetados. A duragcado da operagao atinge 2 semanas
sob condicdes de refrigeracdo. E importante ressaltar que existe um efetivo controle
durante toda a fermentacgao, incluindo avaliagées microbioldgicas, necessarias para
a manutengao da qualidade do produto final (AQUARONE et al., 1983).

De um modo geral, os fermentados asiaticos e escandinavos sao elaborados
pelo processo de fermentagdo exponténea. Além de n&o conferir consisténcia aos
produtos, ocasionam a incidéncia de patogénicos, com elevado risco a saude
publica. Salmonella sp., Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum e Escherichia
coli estdao implicados em toxinfecgdes pelo consumo de alimentos fermentados de
carnes vermelhas e frangos, similarmente, produtos fermentados de pescado estédo
sujeitos ao mesmo risco (AQUARONE et al., 1983; GELLI, 1994).
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Fungo Coadjuvante Substrato Produto | Natureza Uso Pais
Bactérias/Levedur | Principal
Actinomucor Coalhode | Tufu Torta Condimento | China
elegans soja tou-fu-ju |semi-
sélida

Amylomyces | Endomycopsis Mandioca Peuyeum Torta Refeicéo Indonésia
rouxii tapé sing- |semi—

kong solida
Amylomyces | Endomycopsis Arroz Brem Torta Adocante Indonésia
rouxii sélida
Amylomyces | Endomycopsis Arroz Brem Bali Liquido Bebida Oriente
rouxii Mie - chiu

Sato

Tapai

Tupuy

Yakju
Amylomyces | Endomycopsis Arroz Chiu - ping |Torta Indculo Oriente
rouxii Bubod sélida

Look-pang

Nuruk

Ragi

Levedura

Chinesa

Chiu - ping

Bubod

Look - pang

Nuruk

Ragi
Amylomyces | Endomycopsis Arroz Lao-chao |Torta Refeicéo Oriente
rouxii Hansenula Chiu - niang | semi —
Rhizopus Saccharomycopsis Khao - mak | sdlida
chinensis Tapé ketan

Tapé pulut
Aspergillus Tané koji P6 Inéculo Japao
oryzae
Aspergillus Pediococcus Soja Hamanattot | Graos Condimento | Japao
oryzae Streptococcus oU - shih China

Tao - si




Quadro 1 continuacgao
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Fungo Coadjuvante Substrato Produto | Natureza Uso Pais
Bactéria/Levedura | principal
Aspergillus Lactobacillus Soja Molho de Liquido Flavorizante | Oriente
oryzae Pediococcus (aquecida) |soja
Rhizopus Hansenula Chiang - yu
oryzae Saccharomyces Shoyu
Torulopsis Kecap
Si-ieu
Toyo
Kanjang
Aspergillus Pediococcus Soja c/arroz | Miso Pasta Flavorizante | Oriente
oryzae Streptococcus e cevada Chiang
Rhizopus Saccharomyces Doenjang
oligosporus Torulopsis Taoco
Aspergillus Peixe Katsuobu - | Sdlido Condimento | Japao
glaucus shi
Monascus Arroz Angkak Gréos Corante China
purpureus
Neurospora Torta Oncom Torta Iguaria Indonésia
sitophila (amendoim
N. crassa prensado)
N. intermedia
Penicillium Candida Leite curado | Queijo Torta Ocidente
roqueforti roquefort,
gorgonzola
Penicillium Bacillus Leite curado | Queijo Torta Ocidente
camemberti | Candida camembert
P. candidum | Kluyveromyces
P.caseicolum | Saccharomyces
Torulopsis
Penicillium Carne Bauerns - Pernil Iguaria Europa
nalgiovense peck embutido
A. chryso- salame
genum
B.
Soja Tempe Torta Iguaria Indonésia
Rhizopus bongkrek
oligosporus
Rhizopus torta tempe Torta Iguaria Indonésia
oligosporus (cbco bongkrek
prensado)

Fonte: DJIEN, 1988
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2.2 Bioquimica da deterioragao do pescado

2.2.1 Evolugao post mortem

A primeira mudanga sensorial do peixe apos a captura e durante a estocagem
se relaciona com a aparéncia e a textura. A caracterizagado do sabor das espécies &
normalmente desenvolvida nos primeiros 2 dias de conservagao sob refrigeragdo em
gelo, mas a maior mudancga acontece no estado do rigor mortis (HUSTIN, 1991).

LINDEN e LORIENT (1994), ao estudarem o0s processos bioquimicos
envolvidos na deterioragdo do pescado, verificaram que, imediatamente apds a
morte, o musculo se apresenta totalmente relaxado, com uma textura flacida e
elastica, usualmente persistindo por algumas horas, quando entdo, o musculo se
contrai. E, quando isto acontece, todo o corpo se apresenta bastante rigido; o peixe
entra no estado de rigor mortis. Normalmente, estas condi¢des podem durar até 12
horas. A seguir, o rigor se modifica € um novo estado mostra o musculo relaxado e
flacido, mas, muito diferente da elasticidade apresentada anteriormente ao rigor.

Segundo KORHONEN e LANIER (1990), a relagdo entre estes fendmenos
varia com as espécies e é afetada pela temperatura, manipulagdo, tamanho e
condigdes fisicas do peixe (Tabela 1). O efeito da temperatura no rigor mortis nao é
uniforme para todas as espécies. Assim que, para o bacalhau (Gadus morhua), as
temperaturas mais elevadas provocam de uma sO vez a rigidez muscular,
ocasionando um rigor mortis mais estavel e duravel. Esta manutencdo da rigidez
podera se explicada através da maior ou menor fragilidade do tecido conectivo e
pela ruptura das fibras musculares.

IWAMOTO et al. (1987), com base na atividade metabdlica envolvida com a
musculatura do pescado, mencionam que, geralmente a entrada no estado de rigor
mortis € mais rapida e com um tempo de duragcdo maior nas temperaturas mais
elevadas; peixes tropicais mostram o efeito oposto. Isto fica bastante evidente
quando determinadas espécies apresentam a entrada neste estado muito mais
rapida na temperatura de 0 °C do que a 10 °C, mostrando uma boa correlagdo com a
estimulacao das trocas bioquimicas nesta temperatura mais reduzida.

Na publicagdo da FAO (1995), é encontrado considera¢des de ABE e OKUMA

(1991) sobre pesquisas com carpas (Cyprinus carpio), mostrando que, a rapida
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entrada no estado de rigor mortis depende da diferenca entre a temperatura da agua
do mar e aquela em que imediatamente o peixe for conservado. Quanto maior a
diferenca, mais rapida é a entrada no rigor e vice - versa.

Ao considerar os efeitos relacionados com a manutencdo da qualidade do
pescado apos a captura, WHEATON e LAWSON (1985) descreveram que, 0 inicio
imediato do estado de rigor mortis dependera de varios fatores: estado nutricional,
reserva de glicogénio e o estresse no momento da captura. O atordoamento e morte
por hipotermia (agua resfriada) proporcionam um aumento do tempo no estado de
rigor mortis e, se o peixe for eviscerado e descabecado imediatamente, este tempo
podera se estender até 18 horas.

Segundo BERTULLO (1975), o rigor mortis € de grande importéncia quando o
peixe é filetado. No rigor mortis, o corpo do peixe esta rigido e a operagdo de
filetagem podera se processar desuniformemente, causando fendas ou cortes
irregulares no filé.

Por outro lado, trabalhos da FAO (1995) mencionam que, se o peixe for
cozido no estado de pré-rigor, a textura final podera se apresentar amolecida e
pastosa. Contrastando, a textura se apresentara mais rigida quando o peixe for
cozido no estado de rigor mortis. No post-rigor, 0 musculo devera se apresentar
firme, suculento e elastico. O peixe inteiro e os filés congelados no pré - rigor podem
fornecer bons produtos se forem descongelados sob baixas temperaturas e de forma
lenta, no estado de rigor mortis.

Varios trabalhos (PINHEIRO, 1979; MACHADO, 1984; WHEATON e
LAWSON, 1985; IWAMOTO et al., 1987; BEIRAO, 1988; OSCAR et al., 1989;
KORHONEN e LANIER, 1990) mostraram que, a qualidade do pescado in natura e a
importancia de uma adequada avaliagao sensorial no momento do recebimento ou
descarga, nado sao determinadas somente pela aparéncia, textura e odor. Os
atributos sensoriais envolvem outras caracteristicas como; estado das visceras,
coluna vertebral, peritbnio, cavidade abdominal, guelras, olhos e musculos do
abdome. A maioria das tabelas que relacionam uma classificagdo por pontuacgao
com a deterioragdo do pescado esta baseada nas mudangas da qualidade que se

verificam durante a estocagem sob resfriamento em gelo.
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Tabela 1: Duragao do rigor mortis de varias espécies de peixes

Tempoentrea Tempo entre a
morte e inicio do morte e final do
rigor mortis (h)  rigor mortis (h)

Espécie Condicdes Tem%eratura
de captura ("C)

Badejo Nao estressado 2 2 18
(Epinephelus malabaricus)

Tilapial azul Estressada 0 1 -
(Areochromis aureus) Nio estressada 0 6 )
Tilapia N&o estressada 0-2 2-9 26
(Tilapia mossambica)
Merluza de cola Estressada 0 <1 35-55
(Macruronus magellanicus)
Anchoita Estressada 0 20-30 18
(Engraulis anchoita)
Carpa 0 8
(Cyprimus carpio) 10 60
20 16
Estressada 0 1
N&o estressada 0 6

Fonte: NAZIR e MAGAR, 1963; PAWAR e MAGAR, 1965; PARTMANN, 1965; TRUCCO et al., 1982;
IWAMOTO et al.,, 1987; KORHONEN et al., 1990; HWANG et al., 1991; NAKAYAMA et al., 1992,
citados pela FAO, 1995.

A FAO (1995) preconiza que, a caracterizagdo da deterioragdo do peixe seja
dividida em quatro fases:

- na primeira, o estagio caracteriza o peixe fresco (até 3 dias apos a captura),
apresentando odor de algas marinhas e sabor especifico para cada espécie;

- na segunda, ha uma diminui¢cdo do odor e do sabor caracteristicos;

A carne apresenta uma certa neutralidade relacionada com as caracteristicas
sensoriais de cada espécie. A textura se apresenta, ainda, bastante aceitavel,

- na terceira fase, ha evidéncias da formacao de substancias volateis. O odor
se torna desagradavel. Este efeito dependera da espécie microbiana envolvida no
metabolismo, atuante como microbiota natural ou contaminante, na forma aerdbica
ou anaerobica;

Segundo BERTULLO (1975), um dos compostos volateis desenvolvidos, é a

trimetilamina (TMA), derivada da redugdo microbiana do 6xido de trimetilamina
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(OTMA). A formacao da TMA é uma caracteristica propria do pescado e, nesta fase
de formacao de bases volateis, ha uma gradual produgao de odores desagradaveis
que lembram frutas acidas e odor a rango, principalmente para as espécies com
maior teor de lipidios. No final deste estagio, € evidenciada a presenga de odores
amoniacais, sulfurosos ou rangosos, semelhantes a repolho apodrecido. A textura
podera se apresentar bastante flacida e umida ou rigida e dessecada, dependendo
do tipo da deterioracéo,

- na quarta fase, o peixe é considerado deteriorado. O processo € sempre

irreversivel.

2.2.2 Reagoes autoliticas

Os musculos dos peixes vivos sdo estéreis. Imediatamente apds a captura, a
flora bacteriana se encontra em trés localiza¢des principais: na superficie ou no limo
externo, nas guelras e nas visceras. Em fungdo do tempo e da temperatura de
conservagao, dois tipos de deterioragdo poderao se desenvolver, uma enzimatica e
outra bacteriana (JAY, 1978).

UCHYAMA e EHIRA (1974), citados pela FAO (1995), mostraram que, para o
bacalhau (Gadus morhua) e o atum (Thunnus thynnus), o metabolismo enzimatico
influencia o frescor destas espécies e nao se relaciona com as qualidades
microbiolégicas. Em determinadas espécies, a autdlise enzimatica predomina
imediatamente apds a captura, somando-se aos processos microbioldgicos que
acontecem logo em seguida, acelerando a deterioragdo do peixe resfriado. Apds a
morte, o suprimento de oxigénio nos tecidos musculares é interrompido porque o
sangue nao é mais bombeado pelo coracdo e, ndao atinge as guelras (6rgaos
importantes na manutengdo da respiragdo dos peixes e de alguns anfibios). Nao
somente o oxigénio tem importancia na manutengao da respiragdo, mas também a
produgao de energia proveniente da ingestao de nutrientes.

Segundo BRAVERMAN (1976), o glicogénio, as proteinas ou o lipidio sao
oxidados por meio de enzimas tissulares numa série de reagdes aerdbicas ou
anaerdbicas para produzirem produtos finais como: CO,, ATP e H,O. Apesar de

muitos crustaceos manterem a respiragao fora d’agua por absor¢cao do oxigénio



35

atmosférico, mesmo que por um periodo limitado, o processo aerdbico sempre
dependera da presenga continua do oxigénio, utilizando o sistema circulatério. Sob
condigbes anaerodbicas, a adenosina tri - fosfato (ATP) pode ser sintetizada para a
obtencdo de energia por duas importantes vias: a creatina fosfato e a arginina
fosfato, restrita ao muasculo dos vertebrados (peixes teledsteos). Alguns
invertebrados como os cefalépodes mostram caracteristicas relacionadas com a
segunda via, a arginina fosfato. Mas, em ambos os casos, a produgdo de ATP é
interrompida quando a creatina ou a arginina fosfato sdo consumidas. Para a maioria
dos teledsteos, a glicolise é a unica via possivel para a produgédo de energia quando
0 coragao para de bater. E este fenbmeno tem como produtos finais, o acido latico e
o piruvico. Normalmente, 2 moléculas de ATP s&o produzidas na via glicolitica por
molécula de glicose oxidada, se comparada com as 36 de ATP produzidas por
molécula de glicose quando os produtos finais sdo oxidados aerobicamente na
mitocondria, no peixe vivo. Apos a morte, quando a anaerobiose muscular nao
consegue manter o nivel de ATP ou quando este indice intracelular se reduz de 7 ou
10 pmoles para menos de 1 umol.g™" de tecido, o mUsculo entra no rigor mortis.

Segundo WHEATON e LAWSON (1985), a glicdlise post mortem resulta na
acumulacao de acido latico com uma redugao no pH muscular.

Para o bacalhau (Gadus morhua), a redugéo do pH pode variar de 6,8 para
6,1 e, em outras espécies a redugao pode até ser mais acentuada. Para a cavalinha-
de-reis (Decaptereus macarellus), o pH pode atingir 5,8 a 6 e, para o atum (Thunnus
thynnus), 5,4 a 5,6. Entretanto, conforme varios trabalhos (BERTULLO, 1975;
WHEATON e LAWSON, 1985; KAl e MORAIS, 1988; FAO, 1995), estes valores no
post mortem n&o s&o comuns para a maioria dos teledsteos marinhos, assim como
para os musculos dos mamiferos. No processo metabdlico, o conteudo de acido
latico produzido & proporcional ao teor de carboidrato (glicogénio) disponivel no
tecido vivo. O musculo dos peixes apresenta um reduzido teor de glicogénio
comparado com o dos mamiferos, gerando menos quantidade de acido latico apds a
morte.

Segundo JAY (1978), pelos niveis relativamente altos de glicogénio, a
deterioracdo de moluscos é basicamente fermentativa e, indica a determinagao do
pH como referencial para estabelecer a qualidade microbiolégica deste pescado.
Aparentemente, a medida do pH é mais significativa que a determinagdo de bases

volateis nitrogenadas, para detectar alteracbes na maioria dos moluscos.



36

O estado nutricional do peixe e o estresse na captura tém um grande efeito no
residual de glicogénio acumulado e consequentemente no pH do post mortem.
CHIBA et al. (1991) comprovaram que alguns minutos de estresse antes da captura
resultam em uma diminuicdo de 0,5 unidade de pH em 3 horas, para 0,1 unidade no
mesmo periodo, relacionado a uma captura nido estressada. A redugao do pH do
peixe no post mortem tem um efeito sobre as propriedades fisicas do musculo.
Quando o pH reduz, ha uma desnaturacéo parcial das proteinas com a diminuigao
da capacidade de absorgao de agua.

Somente a ATP nao supre a necessidade energética exigida para a contragao
muscular. Esta contragdo é controlada por ions Ca*? e por algumas enzimas, como
as ATPases que podem ser encontradas em muitas células musculares. Quando o
valor da concentracdo dos fons Ca*? intramuscular é maior que 1umol, estes ions
ativam as ATPases, reduzindo o conteudo de ATP livre no musculo, resultando em
uma interagao entre as proteinas actina e miosina, causando a contracao. Isto tem
como resultado, o encurtamento das fibras com posterior rigidez muscular (FAO,
1995).

A passagem pelo estado de rigor mortis € uma operagao rapida, resultando
no relaxamento do tecido muscular, causado pela ativagao de uma ou mais enzimas
tissulares que digerem componentes complexos de forma continua. A flacidez
muscular apos o rigor mortis e, eventualmente a deterioragdo, coincide com as
variagdes autoliticas. Entre as transformacg¢des metabdlicas que se desenvolvem
apos a morte, uma das primeiras a serem reconhecidas foi a degradagcéo da ATP
para a formar adenosina di - fosfato (ADP), adenosina mono - fosfato (AMP), inosina
mono - fosfato (IMP), inosina (Ino) e hipoxantina (Hx). O catabolismo da ATP se
processa da mesma maneira para todos os peixes, mas a velocidade individual de
cada reagao, de um catabdlito para outro, varia entre as espécies e esta progresséo
coincide com as caracteristicas da deterioragdo. De acordo com a FAO (1995), o
frescor do peixe, baseado nestas mudancas autoliticas, pode ser definido pela

expressao:
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[Ino] + [HXx]
K (%) = x 100
[ATP] + [ADP] + [AMP] + [IMP] + [Ino] + [Hx]

Assim que, [ATP], [ADP], [AMP], [IMP], [Ino] e [HX] representam a
concentracdo média destes compostos no musculo do peixe, medida em varios
tempos no periodo de conservagao. O valor K ou indice de frescor tem por base as
trocas autoliticas que acontecem no post mortem durante a estocagem do musculo.
Um alto valor de K significa um baixo frescor. A degradacéo de nucleotideos é
apenas coincidente com as trocas percebidas em relagcdo ao frescor e nao
necessariamente relatam a causa da deterioragcdo. Apenas a concentragdo de
hipoxantina pode ser considerada como responsavel, com efeito, na producdo de
odores do peixe deteriorado, assim como, é normalmente aceito que a inosina
mono-fosfato € a responsavel pelo desejavel sabor presente nos produtos de boa
qualidade.

SURETTE et al. (1988), citados pela FAO (1995), estudaram a autdlise do
bacalhau (Gadus morhua) submetido a uma operagdo de esterilizacdo e a
relacionaram com o catabdlito ATP. As relagdes de formagao e redugao da IMP para
ambas as amostras, esterilizadas ou nao, indicam que a via catabdlica para a
degradacgao da adenosina tri — fosfato, através da inosina, é exclusivamente devido
as enzimas autoliticas. A conversdo da inosina para hipoxantina é acelerada, em
mais ou menos 2 dias para as amostras nao esterilizadas, sugerindo que a enzima
bacteriana nucleotideo fosforilase € a maior responsavel pela producdo de
hipoxantina no post mortem, da amostra refrigerada. Existe uma variacdo na
degradagao dos varios nucleotideos entre as espécies de pescado, indicando uma
variagao no conteudo de hipoxantina. Entretanto, a determinacédo de hipoxantina nao

apresenta valores iguais para espécies semelhantes.



38

2.2.3 Enzimas proteoliticas

Muitas proteases tém sido isoladas dos musculos de varias espécies de
peixes e os efeitos proteoliticos relatados estdo sempre relacionados com a flacidez
dos tecidos. Um dos exemplos mais notaveis de protedlise autolitica € a incidéncia
do abdome rompido em espécies pelagicas, como o arenque (Clupea harengus).
Este tipo de flacidez muscular é predominante nos meses de verdo quando estas
espécies se alimentam melhor, particularmente acima do normal. O baixo peso
molecular dos peptidios e a produgdo de aminoacidos pela autdlise de proteinas,
nao somente reduz a aceitagdo comercial dos pelagicos, mas também acelera o
crescimento de bactérias deteriorantes. A deterioragcdo bacteriana através da
autdlise resulta na descarboxilagdo de aminoacidos com producdo de aminas
biogénicas, reduzindo o valor nutritivo (FAO, 1995).

BOTTA et al. (1992), sugere que a autolise da cavidade visceral estd mais
relacionada com as praticas inadequadas de manipulagdo do que com os fatores
biolégicos como; o tamanho do peixe, presenga do conteudo estomacal ou espécies

ovadas.

2.2.3.1 Catepsinas

Varias enzimas proteoliticas estdo presentes nos musculos dos peixes e
percebe-se que as catepsinas sdo mencionadas como as mais importantes com
relacdo aos seus efeitos (LINDEN e LORIENT, 1994). As catepsinas s&o usualmente
consideradas como proteases acidas, encontradas no interior das células, nas
microscopicas organelas (lisossomos). Nos tecidos vivos, as proteases lisossomais
sao responsaveis pela quebra das proteinas em situagdes de injuria. Estas enzimas
se mostram inativas nos tecidos vivos, mas sao liberadas nos sucos celulares pelo
abuso fisico, como em situagdes de congelamento e descongelamento do musculo
no post mortem.

De acordo com HUSTIN (1991), as catepsinas D e L sdo as mais relacionadas
com a degradacéo autolitica dos tecidos musculares.

YAMASHITA e KONOGAYA (1990), citados pela FAO (1995), mostraram que

a catepsina L tem implicagbes com a flacidez muscular do salméo (Salmo salar)
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durante a migracdo para a desova. Foram as enzimas (catepsinas L) que mais
contribuiram para a autolise do musculo, acelerando a digestdo das proteinas
miofibrilares do tecido conectivo. A evidencia da implicacdo das catepsinas L, ficou
demonstrado através da eletroforese das miofibrilas tratadas com esta enzima; elas
apresentaram padroes idénticos aquelas encontradas no musculo do salmao
durante a desova. A atividade da catepsina L tem relagdo com a textura muscular. A
habilidade autolitica determinada por medicdo da atividade desta enzima, sempre foi
mais elevada nos tecidos que sofreram congelamento e posterior descongelamento,
do que no peixe fresco. O congelamento com posterior descongelamento tem efeito
na diminuicdo da resisténcia das membranas celulares, permitindo uma maior
atividade autolitica através de reacdes enzimaticas com os substratos naturais. Por
um outro lado, as catepsinas podem ser induzidas intencionalmente para
promoverem trocas autoliticas, como em determinadas operacdes utilizadas para a
obtencdo de alimentos fermentados. No Japao, produtos fermentados de lulas
(Omnastrephes sp.) e carpas (Mylopharyngodon piceus) tém as catepsinas como

responsaveis pelas alteracdes na textura destes alimentos.

2.2.3.2 Calpainas

Segundo HUSTIN (1991), as calpainas fazem parte do segundo grupo das
proteases intracelulares denominadas fator - calcio - ativado (FCA) associadas com
a autdlise muscular e encontradas em musculos, barbatanas ou nadadeiras de
peixes e em determinados crustaceos.

A maior parte das calpainas é ativada pelo pH fisiolégico que, por
decorréncia, influenciam a flacidez do pescado durante a conservagcao sob
refrigeragdo. As calpainas dos musculos dos vertebrados sdo conhecidas pela suas
especificidades, como: digestdo da troponina - T, desmina, titina e nebulina, mas
com fraca atividade sobre a actina e a miosina. Contrastando, as calpainas do
pescado digerem a miosina e, em especial a miosina de cadeia longa para formar
fragmentos com peso molecular equivalente a 150.000 D (FAO, 1995). Mais ativas
na baixa temperatura (em comparacdo com as calpainas dos mamiferos), elas
apresentam reagdes de clivagem (fragmentacéo), especificas para cada espécie de

pescado, com elevada atividade sobre a miosina que possui baixa estabilidade.
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Peixes adaptados em ambientes aquaticos com baixas temperaturas s&o mais

suscetiveis a autolise do que aqueles oriundos de aguas tropicais.

2.2.3.3 Colagenases

Segundo WHEATON e LAWSON (1985), os musculos dos teledsteos estao
divididos em blocos de células musculares, separados em miotomos (midémeros) e
isolados pelo tecido conectivo conhecido por miocomata. Os miotomos se
caracterizam por laminulas de miofibrilas com comprimento igual ou inferior a 3 cm.
E, cada fibra, é envolvida com tecido conectivo que se liga a miocomata através de
terminais celulares por meio de fibrilas colagenosas.

Trabalhando com determinadas espécies, BREMNER e HALLETT (1985)
determinaram que durante a estocagem resfriada, estas fibrilas se deterioram.
Outros pesquisadores (LINDEN e LORIENT, 1994), estudando o colageno de
determinadas espécies de peixes e identificaram que, a proporcdo deste
componente € menor no musculo do pescado do que no dos mamiferos e, apresenta
uma débil resisténcia, com efeito, de gelatinizagédo a partir de temperaturas entre 35
e 40 °C. O colageno bovino gelatiniza somente em temperaturas proximas de 60 °C.

Baseado nestas consideragdes, SATO et al. (1991), citados pela FAO (1995),
comprovaram a diminui¢do da textura do musculo de algumas espécies de peixes a
medida que o conteudo de colageno (tipo V) se reduzia por solubilizagao.
Presuntivamente, ambos os efeitos resultaram da acado autolitica das enzimas
colagenases. Séo elas, as causadoras do gaping, promovendo o rompimento dos
miotomas durante a estocagem prolongada do peixe resfriado ou durante as curtas
estocagens a altas temperaturas. Para o bacalhau do Atlantico (Microgadus tomcod),
a manutengdo em uma temperatura acima de 17 °C induz a formacédo do gaping,
devido a degradagdo do tecido conectivo e do rapido encurtamento das fibras
musculares. A origem destas enzimas colagenosas € sempre o hepatopéancreas

(6rgao de digestao).

2.2.4 Redugao do OTMA
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HUSTIN (1991) descreveu que, a reducao do oxido de trimetilamina (OTMA),
um composto osmoregulador presente nos teledsteos marinhos € usualmente devido
a agao bacteriana, mas se algumas enzimas estiverem presentes, podera haver uma

ativacdo para a redugcédo do OTMA em dimetilamina (DMA) e formaldeido (FA):

(CH3)s NO = (CHs)2 NH + HCHO
(OTMA) (DMA) (FA)

E importante observar que o conteldo de FA produzido é equivalente ao
conteudo de DMA formado. O formaldeido induz a formagao de pontes cruzadas
entre as proteinas musculares, aumentado a rigidez muscular e reduzindo a
capacidade de absor¢cao de agua. As enzimas responsaveis pela formacao do FA
sdo chamadas de OTMA - ases ou OTMA dimetilases, regularmente encontradas
nos gadideos. Os musculos escuros ou vermelhos possuem uma atividade
enzimatica maior do que os musculos mais claros, entretanto outros tecidos como o
baco, bexiga e vesicula biliar, possuem uma quantidade significativa destas
enzimas, as OTMA - ases, precursoras na formacdo do formaldeido. E importante
que a carne cominutada ou o minced fish esteja completamente livre do tecido
destes 6rgaos no momento do congelamento para evitar possiveis contaminagdes e
o desencadeamento desta atividade metabdlica. O aumento do teor de formaldeido
€ sempre decorréncia da falta das Boas Praticas de Manipulagdo (BPM) durante a
captura, da excessiva demora no resfriamento e das flutuagcées da temperatura de
estocagem. Na pratica, varias medidas evitam a autdlise para a produgédo do
formaldeido, como a conservacéo do peixe a -30 °C, a minimizacdo das variacdes
de temperatura durante a estocagem, o cuidado com a pressdo durante o
congelamento e o excesso de manipulagdo. O mais importante dos fatores que
originam a autolise € o rompimento fisico das células musculares (BREMNER e
HALLETT, 1985).

As atividades autoliticas que afetam a estabilidade do peixe fresco estédo
resumidas na Quadro 2. Comparando os compostos quimicos que se desenvolvem
naturalmente na deterioragdo do pescado, podemos observar que a maioria € volatil,

produzidos por bactérias (Quadro 3). Estes compostos incluem: trimetilamina,
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sulfurados volateis, aldeidos, cetonas, ésteres e hipoxantina. Os substratos para a
producao destes volateis sdo: carboidratos, nucleotidios (IMP e Ino) e aminoacidos

(KORHONEN e LANIER, 1990; HUSTIN, 1991).

Quadro 2: Atividades autoliticas relacionadas com a estabilidade do peixe fresco

Enzima Substrato Reacao Prevencao
Glicoliticas Glicogénio - Produgéo ac.latico =& - Temperatura de 0 °C
baixo pH (tecidos)=> (rigor mortis)
reduz retencao de agua
- Estresse
- Temperatura alta no rigor (pré-rigor)
= gaping
Autoliticas sobre os | ATP - Perda de sabor do - Estresse
nucleotidios ADP peixe fresco = - BPM
AMP amargor =» formagao de |- Compressdo muscular
IMP Hx
Catepsinas Proteinas e - Flacidez dos tecidos = - BPM
peptidios dificuldade operacional
Tripsinas, Proteinas e - Autdlise (cavidade visceral) |- Cong. = desc.
carboxi-peptidases | peptidios p/pelagicos - Estocagem
Calpainas Proteinas - Flacidez (crustaceos) - Remover Ca?
miofibrilares
Colagenases Tecido conectivo |- Gaping - Degradacéao do tecido
conjuntivo relacionado
¢/ tempo x temperatura
de estocagem
OTMA - dimetilases | OTMA - Formaldeido =» rigidez - Estocagem a - 30 °C
(gadideos congelados) - Nao cong. x desc.
- >FA = >rigidez

Fonte: FAO, 1995.

O desenvolvimento inicial dos microrganismos na superficie do peixe se
processa de forma aerdbica, utilizando substratos como os carboidratos e o oxigénio
(receptador de elétrons), com produgcédo de CO,; e H;O. O grande consumo de
oxigénio pelos microrganismos resulta na formagdo de nichos anaerdbicos ou
microaerdfilos, indicando a existéncia de concentragdes de contaminantes. Porém,
este processo necessariamente nao favorece o crescimento de bactérias anaerdbias
(HUSTIN, 1991).
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De acordo com LISTON (1980), a melhor conservagao do peixe proveniente
de aguas tropicais, seria devido a presenga de uma microbiota tipicamente
mesofilica, pouco adaptada as temperaturas de refrigeracdo. Além disso, esta
microbiota teria atividade metabdlica diversa da psicrotréfica, com menor producao
de compostos de degradagdo. Em climas tropicais ha sempre uma consideravel
lavagem da superficie do peixe pelo degelo durante a armazenagem sob
refrigeragdo com gelo em escamas.

De acordo com a FAO (1995), o teor de trimetilamina encontrado no peixe
fresco que poderia ser rejeitado pela analise sensorial € variavel entre as espécies e
é fixado entre 10 e 15 mg TMA - N/100 g musculo (estocagem aerébica).

Com relacao a atividade microbiana, a redu¢cao do OTMA pode ser associada
a varios microrganismos, tipicos do meio, como: Alteromonas, Photobacterium,
Vibrio e Shewanella putrefaciens. Varios estudos (RINGO et al., 1984; GIBSON,
1991) sobre os processos fermentativos, relacionam a reducdo do OTMA por
bactérias anaerodbicas facultativas como a E. coli, Proteus sp. e espécies nao
fermentativas como Shewanella putrefaciens. O OTMA é um composto caracteristico
dos peixes marinhos, mas pode ser encontrado em conteudos elevados em

determinadas espécies de agua doce.

Nos gadideos, a trimetilamina faz parte das bases volateis totais (BVT) que
surge com a deterioracdo do pescado. Quando o suprimento de OTMA é
decomposto e a TMA alcanga o maximo valor, as bases volateis podem originar a
formacdo de amébnia. Em espécies que ndo apresentam OTMA ou quando a
deterioracao € devida a microbiota nao redutora do OTMA, mesmo assim, durante a
estocagem podera haver a formagdo de uma pequena quantidade de BVT,
provavelmente resultante da desaminagdo de aminoacidos (FAO, 1995). Os volateis
sulfurados sao tipicos compostos da deterioracdo e muitas bactérias identificadas
como deterioradoras especificas, podem produzir um ou varios destes compostos. S.
putrefaciens e algumas Vibrionaceaes produzem gas sulfidrico a partir de
aminoacidos contendo enxofre na molécula, como a L - cisteina. Contrariamente,
Pseudomonas e P. phosphoreum nao sao capazes de produzir quantidades
significativas deste gas. Outros compostos como as metilmercaptanas e os
dimetilsulfetos também s&o produzidos a partir de aminoacidos contendo enxofre na

molécula, como a metionina (Quadro 3). Os compostos sulfurados volateis produzem
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odores desagradaveis e podem ser detectados em nivel de partes por bilhdo (ppb).

Minimas quantidades podem afetar consideravelmente a qualidade do pescado

(STENSTROEN e MOLIN, 1990).

Quadro 3: Substratos e compostos

responsaveis por odores e sabores

relacionados com a deterioragdo microbiana

Substrato Metabdlitos
OTMA TMA

Cisteina H.S

Metionina CH3SH, (CHj3)2.S

Carboidratos e lactatos

Acetato, CO,, H,O

IMP, Ino

Hx

Aminoacidos (glicina, serina, leucina)

Esteres, aldeidos, cetonas

Aminoacidos, uréia

NH3

Fonte: FAO, 1995.

Quadro 4: Compostos resultantes da deterioragdo do pescado na estocagem;

resfriado (aerdbica), resfriado (embalada) e a temperatura ambiente

Microrganismos

Metabolitos

Shewanella putrefaciens

TMA, H.S, CH3SH, (CHs).S, Hx

Photobacterium phosphoreum

TMA, Hx

Pseudomonas sp.

Cetonas, aldeidos, ésteres, sulfitos

Vibrionaceae

TMA, H2S

Deterioradores anaerobios

NHj3;, ac. acético, butirico, propiénico

Fonte: FAO, 1995.

Segundo EDWARDS et al. (1987), a decomposicédo de carnes resfriadas por

Pseudomonas sp. também pode produzir sabores e odores sulfidrilicos com
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formacgao de aldeidos, cetonas, ésteres e sulfitos volateis a partir da decomposicao
de aminoacidos monoaminicos ou monocarboxilicos. Para LISTON (1980), outros
compostos ainda podem ser formados, como etilmercaptanas, diacetil,
propionaldeidos, metanol, butanol e metilbutanol. O Quadro 4 caracteriza os

compostos resultantes da deterioragado do pescado por varios microrganismos.

2.2.5 Oxidacao de lipidios

A deterioracdo biolégica de aminoacidos pode seguir diferentes vias:
desaminagao oxidativa ou redutora, produgao de gas sulfidrico, formacao de indol a
partir do triptofano e reducdo do OTMA. Segundo BRAVERMAN (1976), a
desaminagao redutora é realizada por microrganismos estritamente anaerébios, que
produzem amoénia e acidos carboxilicos ndo substituidos (acidos graxos). A
producao de acidos graxos volateis de baixo peso molecular como o acido férmico,
aceético, propidnico e valérico, indicam a deterioragdo do pescado.

Para outros pesquisadores, como KAI e MORAIS (1988), durante a
estocagem resfriada das espécies gordurosas, as reagdes sobre as fragdes lipidicas
sdo causadas quase que exclusivamente por oxidagao quimica, mostrando que o
metabolismo bacteriano contribui muito pouco para a deterioragdo. As duas reagdes
(independentes) mais importantes envolvendo os lipidios, relacionadas com a perda
de qualidade sao: a oxidacao e a hidrdlise, resultando na produg¢ao de uma variada
quantidade de substancias que apresentam um desagradavel aroma e sabor a
ranco. As varias reagdes envolvidas podem ser de natureza ndo - enzimaticas ou
catalisadas por enzimas microbianas intracelulares ou digestivas da prépria espécie.
A relativa significancia destas reagbes dependera sempre da espécie e da
temperatura de conservagao (FAO, 1995).

As gorduras sao particularmente suscetiveis a degradagao e podem afetar a
qualidade do peixe durante a estocagem, mesmo em temperaturas inferiores a 0 °C.
Os lipidios presentes nos teledsteos podem ser divididos em dois grandes grupos:
os fosfolipidios e os trigliceridios. Os fosfolipidios sdo aqueles que integram a
estrutura das membranas celulares, também chamados de lipidios estruturais.
Juntamente com os fosfolipidios, as membranas possuem fragbes de colesterol e,

nos peixes magros, estas fragdes correspondem a aproximadamente 6 % do total
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dos lipidios, semelhante aos mamiferos. Os ftrigliceridios sao as reservas
energéticas situadas nos depdsitos de gorduras. Estas células gordurosas sao
circundadas naturalmente por membranas de fosfolipidios e por uma fragil rede
colagenosa. O musculo claro de um peixe magro contém cerca de 1% de lipidios e,
deste, 90% sao fosfolipidios. A fragao fosfolipidica nos musculos dos peixes magros
€ quase sempre constituida por 69% de fosfatidilcolina, 19% de fosfatidiletanolamina
e 5% de fosfatidil-serina (FAO, 1995). Um grande conteudo de acidos graxos
polinsaturados encontrados nos lipidios dos peixes sdo altamente suscetiveis a
oxidagdo por meio de mecanismos autocataliticos, como mostra a Figura 4. Com
relagdo a autoxidagéo, o processo inicia com a perda de um atomo de hidrogénio do
carbono central da estrutura pentadieno, encontrada na maioria das cadeias de
acidos graxos com mais de uma liga dupla. Considerando a molécula inicial, por
efeito contrario, o radical lipidico (L' ) reage com o oxigénio atmosférico (O)
formando um radical peréxido (LOO™ ), que agora pode receber um atomo de
hidrogénio (H ) de uma outra cadeia, resultando em um hidroperéxido (LOOH) e um
novo radical (L* ). Esta propagacéo continua até que um dos radicais seja removido
através de um antioxidante (AH), resultando num radical (A'), que € muito menos

reativo. O radical lipidico L é defnido pela expressao:

~CH=CH-CH,-CH=CH- > -CH=CH-CH-CH=CH; + H’

R

Os hidroperoxidos produzidos sao insipidos e surpreendentemente sao
utilizados como referenciais de qualidade, representado por um “indice de peréxido”
relacionado pobremente com as propriedades sensoriais. Os hidroperdxidos séo
facilmente decompostos por autoxidagédo catalisada por ions metélicos, produzindo
aldeidos, cetonas, alcoois ou acidos carboxilicos com formagdo de odores e
mudangas na coloracdo. A maioria dos aldeidos pode ser determinada
analiticamente por reacbes com o acido tiobarbiturico. Os hidroperdxidos também
podem ser produzidos por processos enzimaticos catalizados por enzimas
lipoxigenases, presentes nas guelras e na pele, em quantidades variaveis com a
espécie. Devido a fraca estabilidade, a enzima é importante apenas para a oxidagao

lipidica do peixe fresco. O simples cozimento ou o congelamento com posterior
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descongelamento, anula esta atividade. As células possuem mecanismos protetores
direcionados para a oxidagado lipidica, como a enzima glutationa peroxidase.
Semelhantemente, as membranas contém o composto fendlico a - tocoferol
(Vitamina E), considerado o mais importante antioxidante natural. O tocoferol pode
doar um atomo de hidrogénio para o radical (L") ou (LOO" ), funcionando como a
molécula (AH), conforme a Figura 4. A reagao entre o radical tocoferol com o acido
ascorbico (Vitamina C) na interface lipidio/agua, regenera uma molécula de
tocoferol. Outros compostos, como os carotendides e os fendis, também possuem a
funcao antioxidante (FAO, 1995).

LH (cadeia de acido graxo)

inicio
H - (antioxidante)
0, AH A
v | ¢
L LOO > LOOH

LOOH LH

(hidroperoxido)
“Produtos secundarios”

(aldeidos, cetonas, alcoois, acidos carboxilicos)

Figura 1: Autoxidacéo de lipidios polinsaturados
Fonte: FAO, 1995.
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2.3 Sardinha

O parque industrial pesqueiro € composto por aproximadamente 300
empresas que trabalham, sobretudo, com os recursos que apresentam uma maior
producao ou valor na pauta de exportagcao e com diversas linhas de processamento.
Dos peixes frescos, resfriados ou congelados, os principais produtos exportados,
tanto em quantidade quanto em valor, sdo oriundos das mais variadas espécies de
atuns (Katsuwonus pelamis, Thunnus obesus, Thunnus alalunga, Thunnus
albacares, Xiphias gladius) vindo em seguida a piramutaba (Brachyplatistoma
vaillanti), a sardinha (Sardinella brasiliensis), o pargo - rosa (Lutjanus purpureus), a
corvina (Micropogonia furnieri) e a castanha (Umbrina canosai), isto no tocante as
quantidades. Quanto ao valor comercial, a segunda espécie é o pargo - rosa
(Lutjanus purpureus) (INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS
RECURSOS NATURAIS RENOVAVEIS-IBAMA, 1994).

Um aspecto curioso a se registrar no processo de produgao, comercializagao
e distribuicdo da producdo nacional de pescado marinho do Brasil é que, a regido
Nordeste é pobre em recursos com biomassa individual elevada, destacando-se,
entretanto, por possuir produtos nobres, com elevado pre¢co no mercado
internacional, como a lagosta e o pargo - rosa. Ja no Sul/Sudeste (com maior renda
per capta), encontram-se cardumes com biomassa individual elevada, como a
sardinha com baixo preco de mercado, mais acessivel a populacdo do Nordeste.
Este ponto ilustra, em parte, o fluxo de mercado de alguns dos produtos pesqueiros
(NETO e DORNELES, 1996). Nas regides Norte e Nordeste predominam a linha de
congelados destinados ao mercado externo, beneficiando, majoritariamente o
camarao, a piramutaba, a lagosta e o pargo. Nas regides Sudeste e Sul, as
industrias apresentam uma infra - estrutura direcionada para a produgdo de
conservas de sardinha e bonito, e produtos resfriados/congelados voltados em sua
maior parte para o mercado interno. Esse parque possui uma estrutura de
beneficiamento superdimensionada em funcéo do restrito potencial das espécies ora
capturadas ou do potencial produtivo da area de abrangéncia e, atualmente, vem
operando com elevado nivel de ociosidade. O segmento industrial ainda apresenta
significativos indices de desperdicios, especialmente em decorréncia do inadequado

manuseio do pescado. Como exemplos, podem ser citados os impréprios
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acondicionamentos a bordo nas capturas de sardinha, resultando em perdas de 20%
da producdo total, e o ainda insignificante aproveitamento da chamada “fauna
acompanhante” da pesca de arrasto do camardo da costa Norte. A frota dos
chamados barcos industriais compde-se de cerca de 1.600 embarcagdes, em geral,
obsoletas ou com tecnologia de captura defasada, a exce¢gao da maior parte da frota
camaroeira da regidao Norte, de parte das traineiras (cerqueiros para sardinha) de
Santa Catarina e parte dos barcos de pesca de bonito com isca-viva (NETO e
DORNELLES, 1996).

A sardinha - verdadeira, Sardinella brasiliensis (STEIDACHNER, 1879),
ocorre em uma area situada entre os estados do Rio de Janeiro (Cabo de Sdo Tomé
- 22 S) e Santa Catarina (ao sul do Cabo de Santa Marta Grande - 28 °S), com as
capturas restritas a estas areas e na profundidade de até 70 metros, havendo, no
entanto, registro de ocorréncia em profundidade de 100 metros
(SUPERINTENDENCIA DO DESENVOLVIMENTO DA PESCA - SUDEPE, 1985).

Sua disponibilidade a pesca, como a dos demais clupeideos em todo o
mundo, caracteriza-se por grandes flutuagdes. As capturas sdo diferentes de ano
para ano e, particularmente, de més para més, ndo obedecendo a um padrao
definido de comportamento. Este fato esta relacionado, principalmente, as
oscilagbes verificadas na estrutura oceanografica que podem determinar
pronunciados deslocamentos dos cardumes, mantendo - os ou nao, disponiveis a
pesca, bem como as oscilagbes na estrutura da populagdo, determinada por uma
boa ou ma desova e, em consequéncia, por um bom ou mau recrutamento (NETO e
DORNELLES, 1996).

Segundo a SUDEPE (1985), ndo ha registro quanto ao inicio da explotagao
de sardinha no Brasil, em nivel artesanal; sabe-se apenas que é bastante antiga. Em
termos industriais, comecgou a se desenvolver nos estados do Rio de Janeiro e Sao
Paulo, na década de 40, com a mecanizagao da frota pesqueira e, posteriormente
em 1964 em Santa Catarina. A pesca artesanal € executada com tarrafa em
Paranagua, Antonina e baia de Guaratuba (Parana) e por cerco flutuante nas
regides de Floriandpolis, Porto Belo e Camboriu (Santa Catarina) e Ubatuba (Sao
Paulo). Nos ultimos anos, vem sendo ampliada a pesca de sardinha jovem por
traineiras de pequeno porte, para servir de isca viva na captura do bonito (tunideos)
no Rio de Janeiro e Santa Catarina. A pesca industrial de sardinha é realizada

através de rede de cerco (traineira) retangular, de comprimento entre 700 e 900
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metros, altura entre 70 e 90 metros (esticada) e 50 a 60 metros em operagao e
malha de 12 mm, n6 a n6, em toda a rede (VALENTINI e CARDOSO, 1991).

Historicamente, a frota sardinheira sempre teve um comportamento
ascendente, chegando a contar com cerca de 500 barcos em meados da década de
80, apesar de a partir de 1976, o esforgo de pesca ter sido limitado as embarcacoes
entdo existentes (cerca de 200 barcos). Em 1990, esse numero baixou para 404
embarcagdes e em 1991, a frota esteve composta de 352 barcos. Nesse ano as
embarcagdes eram distribuidas da seguinte forma: 37% no Rio de Janeiro, 33% em
Sao Paulo e 30% em Santa Catarina. Se considerarmos a tonelagem bruta de
arqueacao (TBA) dessa frota, essa distribuicéo fica alterada, pois 43% daquela de
maior porte estava sediada em Santa Catarina; 33% em Sao Paulo e apenas 24%
no Rio de Janeiro. Em 1992 operavam 200 embarcagdes (IBAMA, 1992). Em face
dos baixos rendimentos registrados nesta pescaria, nos ultimos anos, somente as
embarcagdes de maior porte e, melhor equipadas, predominantemente de Santa
Catarina, mantém-se em atividade. Os barcos de porte médio e sem equipamentos
auxiliares estdo, em numero significativo, sendo desativados ou desviados para
outras atividades (inclusive recreio). Suas tripulagdes estdo saindo da pesca ou
sendo absorvidas na pesca de arrasto com parelha e na captura de cagdes. Esta
parece ser também a modalidade adotada pelas unidades menores da frota de
sardinha, notadamente em S&o Paulo. E importante ressaltar que a saida
momentanea desses barcos pode significar a existéncia de um esforgo potencial que
deve ser desativado, principalmente considerando que, em se percebendo uma
recuperacao do rendimento da pesca, voltara a atuar como antes, anulando todo um
trabalho dirigido a recuperagdao do recurso. Cabe evidenciar que, a sardinha
sustenta historicamente a pescaria mais importante, no tocante ao volume de
produgcdo, a qual se destina, na sua quase totalidade, ao mercado interno e com
precos acessiveis a populagcado de baixa renda, na forma de resfriada/congelada e
enlatada (NETO e DORNELLES, 1996).

Segundo NETO e MESQUITA (1988), citados por NETO e DORNELES
(1996), até 1982 o estoque de sardinha ja havia passado por varias avaliagoes,
sempre através de modelos de producgao, as quais indicavam uma captura maxima
sustentavel (CMS) entre 170.000 e 200.000 toneladas, pressupondo-se o estoque
em situacdo de equilibrio. A série histérica de produgcdo, de 31 anos,

correspondendo ao periodo de 1964 a 1994 (Tabela 2), mostra que os
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desembarques totais de sardinha apresentaram uma tendéncia ascendente até
1973, quando se registrou a produgdo maxima de 229.000 toneladas, obtidas por
uma frota de cerca de 200 barcos. A partir desse ano, a produg¢ao declinou de forma
alternada, contudo sempre apresentando patamares decrescentes de recuperagao
dos desembarques totais, chegando a ponto de, em 1990, a produgéao ter sido de
apenas 32.000 toneladas. Cabe evidenciar que as recuperagdes das produgoes
comprovadas pelos patamares observados nos periodos 77/80, 83/86 e 91/94,
respectivamente em torno de 145.000, 125.000 e 60.000 toneladas, dependeram, na
maioria das vezes, da tomada de medidas enérgicas de regulamentagdo da
pescaria, associada a um maior rigor da fiscalizagao nas suas implementagdes, com
destaque para o tamanho minimo e o defeso de reproducdo e de recrutamento,
especialmente apos 1990. Infelizmente, este reforco foi abandonado ao primeiro
sinal de recuperacao do recurso, o que, associado ao descontrole do tamanho da

frota que continuou crescendo chegando a atingir cerca de 500 barcos em 1989.

Tabela 2: Capturas anuais (em toneladas) de sardinha na costa brasileira

Ano Sardinha Ano Sardinha Ano Sardinha Ano Sardinha

1964 38.772 1972 170.076 1980 146.272 1988 65.139
1965 50.777 1973 228.037 1981 116.279 1989 78.107
1966 59.553 1974 177.069 1982 98.873 1990 32.080
1967 80.413 1975 136.104 1983 139.377 1991 64.294
1968 75.721 1976 105.276 1984 134.221 1992 64.842
1969 113.768 1977 145,576 1985 123.961 1993 53.365
1970 135400 1978 144.685 1986 126.180 1994 75.039

1971 161.027 1979 149.542 1987 91.797

Fonte: IBAMA E INSTITUTO DE PESCA/SP, citados por NETO e DORNELLES (1996).
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Cumpre registrar que esta foi uma das pescarias pioneiras no tocante a
adogao de medidas de regulamentacdo, ainda na década de setenta, tais medidas
eram relativas ao controle do esforco de pesca, que deveria ter-se limitado aos
atuais niveis. Posteriormente, adotou - se 0 tamanho minimo de captura e, por fim, o
estabelecimento de defesos. A fragilidade do poder publico e a falta de visdo ou de
consciéncia do setor produtivo, no seu conjunto, concorreram para constantes
modificacdes e desrespeito a essas medidas, ndo permitindo que os resultados
almejados fossem atingidos, ndo obstante os sempre significativos alertas sobre a
gravidade da situacgao, principalmente a que culminou com a grave crise de 1990. Do
exposto, fica facil antever que o setor empresarial ou produtivo, excluidos os
enlatadores que ndo atuam no segmento de captura, vem enfrentando graves
problemas de sobrevivéncia econémica, com significativos danos sociais aos que
dependem da pesca da sardinha. A excegao, para os enlatadores advém o fato de
que estes, nos anos de baixas producgdes e, inclusive nos periodos dos defesos,
importam sardinha de outros paises produtores, mantendo suas atividades com
certa tranquilidade (NETO e DORNELLES, 1996).

2.4 Bactérias laticas

2.4.1 Metabolitos

As bactérias laticas sdo microrganismos relacionados geneticamente,
possuidores de um numero de caracteristicas fisiolégicas e ecolégicas comuns,
porém, taxionomicamente indefinidas. Estas bactérias ocorrem naturalmente em
uma quantidade muito grande de matérias - primas alimentares, mas em algumas
circunstancias podem causar a deterioragao do alimento. Deliberadamente incluidas
na elaboragcdo dos processos fermentativos, elas podem conferir caracteristicas
sensoriais desejaveis, promovendo 0 aumento da qualidade e a seguranga sanitaria
destes alimentos (GOLBERG e WILLIAMS, 1991). Varios fatores contribuem para a
atividade antimicrobiana das bactérias acido laticas (Quadro 5), que tém sido objeto
de numerosos estudos (LINDGREN e DOBROGOSZ, 1990; RAY e DAESCHEL,
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1992; DAVIDSON e HOOVER, 1993; HOLZAPFEL et al., 1995), citados por ADAMS
e NICOLAIDES (1997). Estes pesquisadores confirmam que o principal efeito,
considerado antimicrobiano, se deve as atividades metabodlicas comuns a todas as
cepas. Esta apropriada e invariavel atuacdo nos processos fermentativos nao se
caracteriza somente pela geragcao de energia celular, mas também exerce uma
atividade para produzir acidos organicos, principalmente o acido latico com um

consequente decréscimo do pH do meio.

Quadro 5: Fatores antimicrobianos associados as

bactérias laticas

Baixo pH

Acidos organicos

Bacteriocinas

CO,

Peréxido de hidrogénio

Etanol

Diacetil

Baixo potencial de oxi - redugao
Esgotamento de nutrientes

Carga microbiana

Fonte: LINDGREN e DOBROGOSZ, 1990; RAY e DAESCHEL, 1992;
DAVIDSON e HOOVER, 1993; HOLZAPFEL et al., 1995, citados por
ADAMS e NICOLAIDES, 1997.

A concentragdo de acido latico pode exceder a 1% (p/v) para alguns
alimentos fermentados e dependendo da capacidade tamp&o do meio, o valor final
do pH podera atingir até 4,2. As bactérias laticas sao bastante resistentes as
condicbes de acidez, podendo tolerar um baixo pH intracelular, ao contrario da
maioria dos microrganismos. Esta propriedade, entretanto, ndo é uniforme para
todas as bactérias laticas. A sensibilidade em fungcédo da acidez pode variar e isto é
observado em varios processamentos de alimentos fermentados que utilizam
espécies com uma maior caracteristica acido - tolerante, como na producdo de

iogurte e na fermentagao do repolho na fabricagao do chucrute (DAESCHEL, 1989).
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Apesar da acidificacdo ser considerada como o mais importante agente
inibidor, outros fatores antimicrobianos ndo podem ser ignorados. Em muitos casos,
estas contribui¢ées individuais sdo desprezadas ou ndo existem, mas em algumas
situacdes, a predominancia da concentracido das bactérias laticas é critica em
funcdo da seqUéncia operacional de fermentacao. As bactérias laticas
compreendem os géneros: Lactobacillus, Lactococcus (grupo N estreptococos),
Leuconostoc e Pediococcus e, nao apenas estdo envolvidas na preservacdo de
alimentos, como também sao responsaveis por uma identidade especifica e atributos
sensoriais de dificil obtengcdo por outros métodos de processamento. Conforme
WOOD (1985), citado por DAESCHEL (1989), a grande variedade de alimentos crus
preservados por fermentagdes laticas, inclui o leite, as carnes, as frutas e os
vegetais e, esta conservagao teve como origem o efeito acidificante pela converséo
de agucares em acidos organicos.

A reducdo do pH e a eliminagdo dos carboidratos por fermentacdo sao as
primeiras acdes preservativas que estas bactérias ocasionam no alimento
processado por fermentacdo. Entretanto, se reconhece que as bactérias laticas
possuem a capacidade para produzir outras substancias inibidoras além de acidos
organicos que sao antagbnicas a determinados microrganismos. Estas substancias
sdo produzidas em pequenas quantidades e incluem: peroxido de hidrogénio,
diacetil, bacteriocinas e produtos de reacdes secundarias como os hipotiocianatos
obtidos pela acdo da lacto-peroxidase sobre o peroxido de hidrogénio e os
tiocianatos (DAESCHEL, 1989).

2.4.1.1 Acidos organicos e pH

O efeito antimicrobiano das condi¢cbes acidas ndo depende somente do pH,
mas do tipo de acido presente. Podemos considerar trés fatores relacionados com a
inibicdo acida: pH, grau de dissociagao do acido e o correspondente efeito téxico. O
crescimento bacteriano geralmente ocorre nos valores 6timos de pH, entre 6 e 7.
Valores inferiores a estes limites resultam na morte microbiana e sera mais
acentuada quanto maior for a temperatura. O limite critico de pH para a multiplicagao

de microrganismos deterioradores pode ser exemplificado através da sobrevivéncia
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de Salmonella spp. Em determinadas condi¢cbes, quando o pH decresce de 7 para 4,
o efeito inibitério é detectado somente quando o pH atinge valores inferiores a 5.
Com relacdo ao Campylobacter jejuni, este microrganismo apresenta uma menor
resisténcia; ndo se multiplica em temperaturas inferiores a 30 °C e ndo sobrevive
quando o pH é reduzido de 7 para 4,5. Em determinados sistemas experimentais,
quando o pH do meio precisa ser ajustado para determinar o limite de crescimento
ou sobrevivéncia de uma cultura, este efeito € mantido com a utilizacdo de
acidulantes inorganicos como o acido cloridrico e fosforico, ou através de acidos
organicos como o latico e o acético (ADAMS e NICOLAIDES, 1997).

Pesquisadores (BRACKETT, 1987; SORRELS et al., 1989), citados por
ADAMS e NICOLAIDES (1997), comprovaram a eficacia da acidificagdo do meio na
inibicdo microbiana relacionando outras bactérias como: Salmonella spp.,
Staphylococcus aureus, Listeria spp. e Yersinia enterocolitica. Estes autores
confirmam que as bactérias laticas heterofermentativas podem produzir misturas de
acido latico e acético, em determinadas circunstancias. Entretanto, em comparacgao
com as homofermentativas, elas produzem uma acidificacdo menor como nas
fermentagdes naturais de vegetais em que elas sdo mais importantes no inicio do
processo inibindo a multiplicagdo de microrganismos contaminantes e, permitindo
com isso, a sequéncia da fermentag&o. Para que a produgao de acido seja suficiente
para favorecer a inibigdo das bactérias patogénicas, um grande numero de bactérias
laticas deve estar presente. Os microrganismos patogénicos se multiplicam
lentamente no inicio da fermentacao e as bactérias laticas estando em maior numero
e, se desenvolvendo rapidamente, ocasionam uma reducgao imediata do pH. O efeito
antimicrobiano ocasionado pela reduc¢ao do pH deve ser visto como um coadjuvante
nos processos fermentativos e ndo como um substituto das boas praticas de

manipulacéo.

2.4.1.2 Peréxido de hidrogénio

Em presenca do oxigénio, as bactérias laticas produzem peréxido de

hidrogénio (H202) como resultado da atividade das oxidases.
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Pesquisadores como ADAMS e NICOLAIDES (1997), constataram que os
lactobacilos produzem H;O, durante o metabolismo através de diferentes
mecanismos €, com isso, ocorre uma acumulacdo deste composto durante a
multiplicagdo porque estes microrganismos n&o possuem a enzima catalase.
Baseados nesta atividade, comprovaram que as bactérias laticas apresentam uma
maior resisténcia aos efeitos do perdxido de hidrogénio do que a maioria dos
microrganismos. A formagcdo e a acumulagdo do peroxido de hidrogénio pelos
lactobacilos em crescimento, com um subsequente efeito antagbnico pdde ser
exaustivamente comprovado com S. aureus e Pseudomonas sp. através de
pesquisas desenvolvidas por PRICE e LEE (1970).

De acordo com COLLINS e ARAMICK (1980), a producédo de H,O, € maior
nas baixas temperaturas quando a solubilidade do oxigénio é elevada ou quando as
culturas usadas sdo mantidas em constante agitacdo. Quando determinadas
operacdes nao permitem a oxigenagao, o conteudo de H,O, que se acumula é muito
reduzido.

O peroxido de hidrogénio também pode reagir com outros componentes para
formar substancias inibidoras. No leite cru, o perdxido de hidrogénio produzido por
bactérias acido laticas reage com o tiocianato enddgeno que, posteriormente,
podera ser catalisado pela lactoperoxidase para formar produtos de oxidacao
intermediaria, com propriedades inibidoras de microrganismos. Este processo,
chamado de “sistema lactoperoxidase antibacteriano”, pode aumentar a vida-de-
prateleira do leite cru sem refrigeracdo (HARNULYV et al., 1984; BANKS et al., 1986),
citados por DAESCHEL (1989).

2.4.1.3 Diacetil

O diacetil (2,3 - butanodieno) € um produto final do metabolismo produzido
pelas bactérias laticas ou sintetizado a partir do piruvato, um metabdlico
intermediario. Algumas espécies de bactérias laticas possuem esta habilidade para a
sintetizacdo. O diacetil € bastante conhecido pela agao antimicrobiana e pelo aroma

amanteigado que confere aos produtos fermentados de leite (JAY, 1982).
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Nas pesquisas realizadas, JAY (1982) mostrou que o diacetil foi inibidor na
relagdo de 200 ng mL™" para leveduras e bactérias Gram - negativas e de 300 pg mL’
! para bactérias ndo - laticas Gram - positivas. As bactérias laticas ndo sdo inibidas
em concentracdes inferiores a 350 ug mL™". O diacetil tem eficiéncia limitada pela
quantidade elevada que deve ser usada para a obtencado do efeito desejado como
preservativo, além do que, um forte aroma o impede de ser utilizado na maioria dos
produtos alimenticios.

A atividade antibacteriana do diacetil foi amplamente estudada em um grande
numero de microrganismos, como: Aeromonas hydrophila, Bacillus sp., Enterobacter
aerogenes, E. coli, Mycobacterium tuberculosis, Pseudomonas sp., Salmonella sp.,
S. aureus e Y. enterocolitica (JAY, 1982; MOTLAGH et al., 1991, citados por ADAMS
e NICOLAIDES, 1997).

Algumas bactérias possuem capacidade para degradar o diacetil quando
presente em baixas concentragdes. As Gram - negativas normalmente mostram
grande sensibilidade.

Outros estudos (ARCHER, 1994; ARCHER et al., 1996), também citados por
ADAMS e NICOLAIDES (1997), sugerem que concentracdes reduzidas de acetil

podem ser bastante eficientes quando se utilizam baixas temperaturas operacionais.

2.4.1.4 Dioxido de carbono

A fermentacdo de acucares com producdo de CO,, por bactérias laticas
heterofermentativas, contribui para a inibicdo de microrganismos através de dois
fatores:

- a respiracdo dos tecidos (alimentos) que, pelas condigdes anaerdbicas
formadas inibe microrganismos aerdbios obrigatérios (mofos);

- aumento da pressao parcial do diéxido de carbono, inibindo de forma parcial,
determinado tipo de microrganismo.

A sensibilidade ao CO; ndo € comum a todos os microrganismos. Mofos e
bactérias Gram - negativas sdo mais suscetiveis, enquanto que, lactobacilos e
algumas leveduras possuem alta tolerancia. O mecanismo de inibicdo é complexo e
envolve uma combinagao de efeitos, como a reducao do pH intracelular, a inibicao

de reacbes enzimaticas e a interacdo com a membrana celular impedindo o
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transporte de solutos. A inibicdo de microrganismos por CO, pode ser comprovada
atualmente com a utilizagdo em escala comercial de embalagens para produtos
alimenticios utilizando atmosfera modificada. Produtos de pescado com elevado teor
de gordura elaborados em condi¢gdes atmosféricas normais e estocados sob
refrigeracdo a 4 °C, podem manter niveis adequados de qualidade até duas
semanas apos a captura. Se produzidos em atmosfera modificada e utilizando altas
concentragbes de CO; (25 - 100%), a vida - de - prateleira pode atingir até trés

semanas nas mesmas condi¢des de refrigeragao (FAO, 1995).

2.4.1.5 Reuterina

A reuterina, conhecida como agente antimicrobiano, é produzida por espécies
heterofermentativas como o Lactobacillus reuterii. ~ Apresenta baixo peso
molecular, solubilidade elevada e pH neutro. Descrita por AXELSSON et al. (1988),
citado por DAESCHEL (1989), é um agente antimicrobiano de grande espectro para
algumas bactérias Gram - negativas, grande numero de Gram - positivas, leveduras
e bolores. Os microrganismos mais importantes inibidos pela reuterina incluem
espécies como: Salmonella spp., Shigella spp., Clostridium spp., Staphylococcus
spp., Listeria spp., Candida e Trypanosoma. A reuterina ou os lactobacilos que a
produzem, tem aplicacbes em alimentos de natureza animal para a reducdo de

patdgenos e inibigdo de coliformes em carnes cozidas resfriadas, tipo Ground Beef.

2.4.1.6 Bacteriocinas

As bacteriocinas sdo potentes polipeptidios antimicrobianos produzidos por
uma grande e diversa microbiota bacteriana. E recente o crescimento de publicacdes
e pesquisas identificando novas bacteriocinas, suscetibilidade e o0 modo de atuagao
destes agentes. A mais importante aplicagdo tem sido a inibigdo da esporulagéo de
células vegetativas Gram - positivas de patogénicos deterioradores (COVENTRY et
al., 1997).

Coletivamente, as bacteriocinas formam um grupo heterogéneo que atuam no

metabolismo bacteriano, e nas propriedades quimicas dos produtos alimenticios.
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Talvez, a mais importante do grupo seja a colicina (E. coli), pela caracteristica de
acao, determinantes genéticos e funcdo ecoldgica. A bacteriocinogenicidade das
bactérias laticas é reconhecida e tem sido caracterizada de Lactobacillus fermentum
(KLERK e SMIT, 1967), L. helveticus (UPRETI e HINDSDILL, 1975; JOERGER e
KLAENHAMMER, 1986), L. acidophilus (BAREFOOT e KLAENHAMMER, 1983;
MURIANA e KLAENHAMMER, 1987) e L. plantarum (DAESCHEL et al., 1986;
WEST e WARNER, 1988), citados por DAESCHEL (1989).

Cepas de pediococos, usadas como cultura starter em fermentacbes de
vegetais e carnes, tém sido objeto de pesquisas pela habilidade em produzir
bacteriocinas, principalmente P. acidilactici e P. pentosaceus (DAESCHEL e
KLAENHAMMER, 1985). A caracteristica mais comum destas bacteriocinas é a
atividade sobre as espécies Gram - positivas. Inibem a maioria dos patogénicos
contaminantes de alimentos, incluindo Listeria monocytogenes. O género
Leuconostoc, importante para produtos vegetais, laticinios e fermentagdes de
vinhos, ndo tem sido examinado exaustivamente quanto a sua habilidade de
preservacao.

ORBERG e SANDINE (1984), citados por DAESCHEL (1989), identificaram
trés cepas de L. dextranicum e outras duas espécies de Leuconostoc que produzem
substancias com atividade antibacteriana contra outras bactérias laticas.

Quanto a bioquimica e genética, entre as bacteriocinas mais pesquisadas
encontram-se a nisina e a diplococina, pertencentes ao grupo N Streptococcus
(CUTTER e SIRAGUSA, 1994).

A nisina, cujo nome é derivado do grupo N de substéncias inibidoras, é
correntemente utilizada na preservacdao de alimentos em varios paises. Conforme
DAESCHEL (1989), a nisina foi primeiramente estudada por ROGERS e WHITTIER
(1928) e posteriormente caracterizada e registrada definitivamente por MATTICK e
HIRSCH (1944). Industrialmente, a aplicagdo de nisina foi primeiramente avaliada
no queijo suigco quando efetivamente se evitou a formagdo de gases atribuido ao
crescimento de clostridios. Mais tarde, a nisina foi usada como preservativo em
varios produtos de pescado e determinados alimentos processados, incluindo o suco
de tomate, carne moida e cerveja. A nisina foi usada na Europa durante 25 anos e,
somente em 1988 foi caracterizada pelos Estados Unidos como agente
antimicrobiano capaz de inibir a esporulagdo do C. botulinum e a formacédo de

toxinas em queijos pasteurizados. Esta acdo confirmou também que a nisina nao é
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téxica, ndo provoca alergia e possui um efeito antimicrobiano de grande seguranca
sanitaria em relagcdo a bactérias Gram - positivas (DAESCHEL, 1989). Outros
pesquisadores (CUTTER e SIRAGUSA, 1995; SHEFET et al., 1995), citados por
ADAMS e NICOLAIDES (1997), descreveram a habilidade da nisina, na forma
concentrada e purificada, para a reducdo do numero de Salmonella sp. e E. coli em
carnes vermelhas. Segundo Delves e Broughton (1990), citados por ADAMS e

NICOLAIDES (1997), apenas a nisina é permitida como preservativo alimentar.

2.4.2 Efeito dos nutrientes

A multiplicacdo das células bacterianas depende nao apenas do efeito dos
agentes inibidores, mas também de espaco suficiente e de nutrientes adequados. A
limitagdo destes fatores caracteriza os mais diferentes produtos alimenticios
determinando a sua estabilidade microbioldgica. As bactérias laticas tém merecido
maior atengado por restringirem o crescimento de outros microrganismos, devido a
rapidez de multiplicacdo, ocupacéo fisica do meio em que atuam e facilidade para a
assimilagdo de nutrientes. Porém, a contribuicdo individual destes fatores é
relativamente insignificante, comparada a produgéo de acidos que ocorre durante os
processos fermentativos. Assim que, a estabilidade dos alimentos fermentados
depende da combinacdo dos efeitos antibacterianos das bactérias laticas, do teor
salino e da atividade de agua na prevencdo da sobrevivéncia dos patdgenos que,
em muitos casos, declinam durante a estocagem. Recentemente tem merecido
maior atencdo a capacidade de algumas bactérias patogénicas como, E. coli e L.
monocytogenes de desenvolverem mecanismos de tolerancia a componentes acidos
em resposta a exposicao a estes meios (DAVIS et al., 1996).

Na pratica, merece uma particular importancia E. coli 0157:H7, que apresenta
resisténcia a acidos e, por isso, tem sido responsavel por deterioracbes associadas
a embutidos fermentados e sucos de frutas (CONNER e KOTROLA, 1995), citados
por ADAMS e NICOLAIDES (1997). O Quadro 6 apresenta alguns exemplos de
inibicdo por bactérias laticas sobre alguns microrganismos patogénicos associados a

produtos alimenticios.
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Quadro 6: Inibicdo de microrganismos patogénicos por bactérias laticas

Microrganismo Nivel de inibicdo Bacteria Conc. Referéncia
latica acido
latico
SALMONELLA
¢ Salsicha de peixe
S. typhymurium -Limita o crescimento | P. acidilactici ARYANTA
nas primeiras 12h Inoculagéo inicial > etal., 1991
- Presente no produto |10’ UFC g
final
S. sofia - Nao observado
crescimento
¢ Peixe c/mandioca
S. typhymurium - Réapida inibigao BAL - Lactostart TWIDDY
ATCC 1311 durante a fermentagéo | (Chr. Hansen Lab.) et al., 1987
(30 °C)
¢ Graos de cereais
S. typhymurium - Ndo detectado no BAL KINGAMKONO
18375 grao apos 48h etal., 1994
c/adi¢ao do starter
S. typhymurium - Nao detectado no 8gi | L. acidophilus DK77 OLUKOYA
apos 6h inoculagao L. pentoseus DK99 et al., 1994
- Preparado c/starter
Dogik
S. typhymurium - Redugéao do pH apoés | BAL NOUT
hidratacao e et al., 1989
preparagao
- Inbicdo de patdégenos
empH <4,16
¢ Alimento infantil
(base de arroz)
S. typhymurium - Inibicdo (24h) apenas | L. lactis NCIB 497 |[alimento = |[YUSOF
USCC 18375 quando a carga bact. | L. plantarum 0,23-0,26% | et al., 1993
laticas foi superior aos | colegéo de culturas | (96% a.l.)
patégenos University of Surrey
e Laticinios
S. typhymurium - Nao detectado apos | BAL especifico p/ ABDALLA
NRRLB 4420 30 dias (queijo) queijo americano - etal., 1993
- Nao detectado na tipo Cheddar
salmoura c/presenga | Chr. Hansen
do starter Laboratory Inc.
S. enteritidis - BAL (leite azedado) 0,7% ASHENAFI,
S. typhimurium inibiram crescimento 1993

de patdgenos 48/60h

- Produto normalmente
consumido em 24h

- Detectado
Salmonella sp. O
produto é

seguro apés 72h
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. . , e Bactéria Conc. .
Microrganismo Nivel de inibigao e . Referéncia
9 ¢ |latica acido
latico

e Carne

S. dublin - Inativagao pelo BAL SMITH

S. typhimurium starter etal., 1975

Salmonella sp. - Nivel de patégenos | BAL ALFORD e
nao variou durante a PALUMBO,
producéao de salsichas 1969
fermentadas

e Meio laboratorial - Nao detectado na L. acidophilus CIEPLINSKA e
cultura em pH 3,8 ZYCHOWICZ,

1974

CAMPYLOBACTER

e Gréos de cereais

C. jejuni - Inibido apo6s 28h de | BAL KINGAMKONO
fermentacao et al., 1994

C. jejuni - Nao detectado no L.acidophylus DK77 OLUKOYA
tradicional 6gi apds 6h | L. pentoseus DK99 et al., 1994
de preparagéao

YERSINIA

ENTEROCOLITICA

e Graos de cereais

Y. enterocolitica - N&o detectado no L.acidophylus DK77 OLUKOYA
tradicional 6gi apds 6h | L. penfoseus DK99 et al., 1994
de preparagéao

¢ Meio laboratorial

Y. enterocolitica - Efeito antagbnico na | Leuconostoc sp. V6 JEPPESEN e
maioria das cepas L. plantarum LKE5S HUSS, 1993
- Patogénico nao
detectado apos 4 dias
inoculado ¢/ LKES e 6
dias ¢/ V6

E. COLI

¢ Salsicha de peixe

E. coli (cepa 1) - Limitado crescimento | P. acidilactici ARYANTA
durante 12h inoculagao inicial etal., 1991
- Presente no produto | >10" UFC .g-’
final

E. coli (cepa 2) - Sem crescimento ARYANTA

etal., 1991

¢ Peixe c/mandioca

E. coli ATCC 11775 - Réapida inibi¢cdo na BAL- “Lacto starter” TWIDDY
fermentac&o a 30 °C Chr. Hansen et al., 1987

Laboratory Inc.
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Microrganismo Nivel de inibigédo Bacteria Conc. | Referéncia
latica acido
latico

e Graos de cereais

E. coli ETEC 28662 - Reducéo para limites | BAL KINGAMKONO

(enterotoxigénica) indetectaveis apés 32h etal., 1994

E. coli - N&o detectado no OLUKOYA

(enteropatogénica) tradicional 6gi apds 6h etal., 1994

E. coli preparacao

(enterotoxigénica)

¢ Alimentos

(base de arroz)

E. coli ATCC25922 - Inibigdo ocorreu L. lactis NCIB 497 YUSOF
quando a conc. bact. | L. plantarum et al., 1993
laticas foi superior aos
patégenos
- Patégenos nao
cresceram (24h)
alimentos pré-
fermentados

o Leite

E. coli OFC 491 - Crescimento inibido | L. lactis, sp. lactis ISONO
pela presenga das MOS 11 etal., 1994
BAL

E. coli O157:H7 L. confusus

NGB 82

e Laticinios

Queijo Cheddar

E. coli O157:H7 - O queijo produzido Culturas REDI - REITSMA e

(cepa 3A - isolada de | do leite ¢/ 10 UFC mI" | SET™ Chr. Hansen HENNING,

humano; 4A - isolada | ' mostrou uma Laboratory Inc., 1996

de bezerro e 4F - reducdo de 2 unidades | Milwaukee, WI

isolada de E. coli log apos 60 dias

presente em humanos |- O patdgeno foi

Centro de referéncia: | detectado em 25 g de

Universidade da queijo ap6s 158 dias

Pennsylvania, PA) - O queijo preparado
com leite mostrou uma
reducdo da E.coli
para 1 UFC g” em 60
dias.

- Nao foi detectado E.
coli em 25 g do queijo
¢/ 158 dias de
fabricagao

¢ Queijo Cottage

E. coli 0157:H7 (cepa |- O patogénico Culturas starters: | 0,8% Arocha

043 - A.B.C. - Comp. sobreviveu ao baixo 11,61,71e 115 etal., 1992

Gainesville, Florida;
1215 e 931 -
Universidade da
Georgia

pH e a alta acidez (a
morte s6 ocorreu a 57

Nordica
International -
Elkhart.IN
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Microrganismo Nivel de inibigédo Bacteria Conc. | Referéncia
latica acido
latico
e Carnes
E. coli0157:H7 (cepa |- As células se BAL LEYER
932 - clinicamente adaptaram a acidez, etal., 1995
isolada e 933 - isolada |inoculadas no nivel de
de carne moida, 2x10* UFC g™,
obtidas em Atlanta, demostrando
Georgia; 505B - resisténcia ao acido
isolada de carne latico
moida, Inst. Pesq. - A resisténcia foi
Alimentares; 204P - menor na fermentacao
isolada de suinos e de salsichas do que no
C7927 - isolada de salame fermentado
suco de maga,
U. Georgia
Mistura de 5 cepas: - Nao foi observado Lactacel 115 GLASS
E. coli 0157:H7 (932), |crescimento de Pediococcus etal., 1992
E. coli 0157:H7 (CL8), |patogénicos durante a | acidilactici
E. coli 933, elaboragao da salsicha | Adicionado ¢/
EC 204P e fermentada (nivel 10" UFC g
EC 505B inicial de 10" UFC g'1) (c/cepa)
- As bacteriocinas
mostraram pouca ou
nenhuma atividade c/
bact. Gram - negativas
A inativagao da E. coli
0157:H7 no produto se
deve principalmente a
acidez e desidratacao
E. coli 0111 - O patogénico foi BAL SHAY e
isolado de um tipo de SOUNESS,
salame fermentado 1995
mal cozido
(METTWURST)
SHIGELLA
e Graos de cereais
S. sonnei - Nao detectada no L. acidophilus DK77 OLUKOYA
S. flexineri tradicional 6giapds 6 |L. pentosus DK99 etal., 1994
h de fabricacao
S. flexineri - N&o detectado ap6s | BAL KINGAMKONO
48 h de fermentacéao etal., 1994
dos graos na presenca
do starter
¢ Pao de milho
fermentado
S. flexineri (20 cepas) |- 14 cepas mostraram | BAL MENSAH
completa inibicao et al., 1991

6 cepas apresentaram
inibigao parcial
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Microrganismo Nivel de inibigédo Bactéria Conc. | Referéncia
latica acido
latico

¢ Alimentos

(base de arroz)

S. sonnei USCC 2006 |- A inibicdo ocorreu L. lactis NCIB 497 YUSOF
quando a L. plantarum et al., 1993
concentragcao de BAL | Depart. Microb.
foi superior aos Univ. Surrey
patogénicos

e Meio laboratorial - N&o detectado em L. acidophilus CIEPLINSKA e
meio laboratorial c/ ZYCHOWICZ,
mistura de culturas 1974
(pH 3,8)

VIBRIO SP.

¢ Salsicha de peixe

V. Cholerae - N&o detectado no L. acidophilus DK77 OLUKOYA
tradicional 6gi, apos 6 et al., 1994
h da adigao da cultura
starter

V. parahaemolyticus - Nao observado L. pentosus DK99 ARYANTA
crescimento P. acidilacti etal., 1991

Inoculacao inicial
>10’ UFC g

S. AUREUS

¢ Salsicha de peixe

S. aureus - Crescimento limitado | P. acidilacti, isolado ARYANTA
nas primeiras 12h de “lactocel plus” etal., 1991
- presente no produto |LP 13184
final Inoculacao inicial

>10’ UFC g

¢ Peixe c/mandioca

S. aureus ATCC 9144 | - Rapida inativagao BAL - Lactostart LP TWIDDY
durante a fermentagao | 13184 et al., 1987
(30 °C) Chr Hansen Lab.

¢ Graos de cereais

S. aureus - Reducéo do pH BAL NOUT
(caldo) ap6s a etal., 1989
preparacao
- Redugéo dos
patégenos observado
em pH <4,16

¢ Alimentos

(base de arroz)

S. aureus ATCC 25923 | Inibigao (24h) ocorreu L. lactis NCIB 479 YUSOF
quando a concentragdo | L. plantarum etal., 1993

BAL foi superior aos
patogénicos

Depart. Microb.
Univ. Surrey
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Microrganismo Nivel de inibigédo Bacteria Conc. | Referéncia
latica acido
latico
e Salada de repolho
S. aureus - Gradual redugao L. plantarum 9 1,75g.kg” |BONESTROO
apos 7h (c/mudanga L. plantarum 20 (salada)e |etal., 1993
da temperatura de 42 2,2 g.kg'1
°C para 7 °C) (salada
- Apds 2h (7 °C), foi produzida
observado uma rapida apos 7h),
reducéo 3,0 g.kg”
(salada) e
3,59.kg”
(salada a
7°C)
S. aureus - Aumento acima de 1 | L. plantarum P4 1,5gkg”
ciclo log (reducgao (salada
apos 100h) produzida
- Similar redugao apos 7h),
quando a temperatura 2749 kg'1
de incubagéo atingiu 7 (salada
°c apos 1,5h a
7°C)
e Laticinios
S. aureus ATCC 25923 | - Crescimento dos L. lactis sp. lactis 0,9% ISONO
patogénicos inibido MOS 11 etal., 1994
pelas BAL L. confusus
NGB 82
S. aureus NRRLB - Nao detectado apds | BL especificas ABDALLA
4420 30 dias em cura e 20 | p/ queijo Cheddar etal., 1993
dias em salmoura Chr. Hansen Lab.
Inc.
e Carnes
S. aureus - Crescimento e L. lactis HAINES e
producéao de toxina HARMON,
pelo S. aureus é maior 1973
a25°C doquea30°C
S. aureus - BAL reduziram o pH | BAL BARBER e
€ inibiram produgao da DEIBEL, 1972
enterotoxina
S. aureus - BAL reduziram o pH | BAL PETERSON
e inibiram o etal., 1964;
crescimento do DALY et al.,
patogénico 1973
S. aureus - Ainibigao foi maior L. lactis PETERSON
quando a carga de P. cerevisiae et al., 1964;
BAL foi superior aos TROLLER e
patdégenos FRAZIER,
1963; HAINES
e HARMON,

1973
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Microrganismo Nivel de inibigéo Bacteria Conc. | Referéncia
latica acido
latico

LISTERIA

MONOCYTOGENES

¢ Pescado (alimentos)

L. monocytogenes - Boa atividade Leuconostoc sp. JEPPESEN e
antagénica HUSS, 1993

L. monocytogenes - Redugéo da carga no | L. plantarum
camardo em salmoura
em 3 ciclos log (10° -

10% UFC g™") apos 2,5h
(5°C)

L. monocytogenes - Boa inibicao Enterococo isolado

do filé de bacalhau

L. monocytogenes - BAL apresentaram Leuconostoc sp. V6 JEPPESEN e

Scott A bom efeito antagbnico |L. plantarum LKES HUSS, 1993

¢ Molhos fermentados

L. monocytogenes - Houve crescimento Lactobacillus sp. BONESTROO

Scott A na fermentacao etal., 1993
- Os niveis de inibicao
ndo foram detectados

L. monocytogenes - Carga de BAL ASHENAFI,

Cepas: WS 2300, patogénicos ficou 1994

2301, 2302 reduzida em niveis
indetectaveis apds 48h
de fermentacéao

L. monocytogenes - Nao foi detectada BAL especificas p/ ABDALLA

Scott A apos a adigao do queijo Cheddar etal., 1993
starter Chr. Hansen Lab.

Inc.

L. monocytogenes V7 |- Crescimento inibido | L. /actis EL-GAZZAR
mas nao sp.cremotris etal., 1993
significativamente
reduzido

L. monocytogenes - Eventual decréscimo | BAL ABDALLA

Scott A no nivel de patégenos et al., 1993

na presencga do starter
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Microrganismo Nivel de inibigdo Bactéria Conc. | Referéncia
latica acido
latico
e Carnes
L. monocytogenes - Starter inibiu o L. plantarum MCS CAMPANINI
SSICA 38, 150 patogénico, entretanto | L. plantarum MCS 1 etal., 1993
foi detectado uma
baixa carga durante a
fermentagao
- L. monocytogenes
ndo foi isolada no
produto final
L. monocytogenes - houve inibigcao de L. plantarum GIRAFFA
patégenos L. curvatus etal., 1994
Leuconostoc sp.
L. monocytogenes - Houve sobrevivéncia | BAL BUNCIC
na produgéao de et al., 1991
salsicha fermentada
L. monocytogenes - Patogénico inibido BAL GLASS e
durante a fermentagéo DOYLE, 1989
e secagem
B. CEREUS
e Peixes
B. cereus 10781 - Foi detectado células | BAL KINGAMKONO
nao viaveis apos 24h etal., 1994
(pastas)
B. cereus - N&o detectado em Lactobacillus sp. BONESTROO
saladas etal., 1993
B. cereus - N&o detectado apos | P. acidilactici ARYANTA
24h isolado do “lactocel etal., 1991
plus” (LP13184)
CLOSTRIDIUM SP.
e Peixes
C. perfringens - N&o observado P. acidilactici ARYANTA
crescimento isolado do “lactocel etal., 1991
plus” LP13184
C. perfringens - Patogénicos inibidos | enterococos JEPPESEN,
isolados de filés de 1993
bacalhau
C. botulinum - Patogénicos inibidos
C. sporogenes ATCC |- Desapareceram BAL - Lactostart TWDDY
7955 rapidamente durante a | Chr. Hansen’s Lab. etal., 1987

fermentac&o a 30 °C

Fonte: ADAMS e NICOLAIDES,1997.
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2.4.3 Lactobacillus sakei

2.4.3.1 Taxionomia, fisiologia e bioquimica

As bactérias laticas pertencem a familia Lactobacillaceae. Sao caracterizadas
por células imoveis, de forma bacilar ou esférica, unidas por uma incomum
variedade de metabdlitos e propriedades nutricionais (Quadro 7). Todas sé&o
anaerdbias ou aerotolerantes, podendo apresentar crescimento em superficies
(alimentos) expostas ao ar. Estes microrganismos apresentam reacgao tintorial
positiva (coloracao diferencial de Gram), ndo formam esporos e sao eficientes

produtores de acido latico pela fermentagao de carboidratos (STANIER et al., 1995).

Quadro 7: Subdivisao taxiondbmica das bactérias laticas

Género Forma e arranjos Fermentagao da Configuracgao
celulares glicose do acido latico
Streptococcus Cocos em cadeias | Homofermentativa L
Leuconostoc Cocos em cadeias | Homofermentativa De
Pediococcus Cocos em tetraedros | Homofermentativa DL
Lactobacillus Bacilos, usualmente Variavel Variavel
em cadeias

L- levogero, De- destrogero, DL- destrogero/levogero,
Fonte: STANIER et al. 1995.

Segundo SIQUEIRA (1995), fazendo parte do género Lactobacillus,
encontram-se espécies homofermentativas com capacidade para produzir somente
acido latico. Outras espécies, além do acido latico (menos de 85% dos produtos
metabdlitos), produzem acido acético, etanol e CO,. Assim que, pode-se encontrar
estufamento ou produgdo de gas em alimentos embalados, decorrente desta
atividade. Lactobacillus sakei caracteriza-se por células bacilares, de ocorréncia

isolada ou em pequenas cadeias, com dimensdes variaveis entre 0,6-0,8/2-3 um,
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geralmente com extremidades arredondadas especialmente durante a fase
estacionaria de crescimento. Nao se multiplica a 45 °C mas, pode crescer até 2 °C.
A maioria das cepas produz acido latico L (+) em caldo DE Man, Rogosa e Sharpe
(Anexo 1) e acido latico DL em suco de repolho prensado. Este meio de
enriquecimento (MRS) também permite o crescimento de Leuconostoc e
Pediococcus. Suplementado com 0,5% de frutose, pode ser utilizado para a
enumeracgao de lactobacilos deteriorantes de maioneses e outras coberturas acidas
(SILVA et al. 1997). As caracteristicas bioquimicas e fisiolégicas do Lactobacillus

sakei ATCC 15521 sao apresentadas no Quadro 8 e 9, respectivamente.

Quadro 8: Fermentagao de carboidratos por L. sakei ATCC 15521

Carboidrato Reacéao
Celobiose +
Frutose +
Galactose +
Glicose +
Lactose +
Maltose +
Manitol -
Manose +
Ribose +
Sorbitol -
Sacarose +
Xilose -

(+): reagao positiva, (-): reagao negativa.
Fonte: SNEATH, 1986.
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Quadro 9: Caracteristicas fisiolégicas e bioquimicas do L. sakei ATCC 15521

Tipo de peptidoglicano Lis - D asp
Acido teicoico N&o
Isémero do 4cido latico DL
Crescimento a 15 °C +
Degradacao da arginina (formagao de NHs) -

* DL: destrogero/levégero, (+): reagdo positiva, ( - ): reagao negativa.
Fonte: SNEATH, 1986.

Considerando a Norma 12c do International Code of Nomenclature of
Bacteria, TRUPER e CLARI (1997), realizaram corregbes de epitetos especificos
(nomes substantivos) de alguns lactobacilos e, entre eles o Lactobacillus sakei.
Assim que, Lactobacillus kefir (nome turco latinizado) foi corrigido para L. kefiri
(genitivo de kefirum), Lactobacillus sanfrancisco (“da cidade de San Francisco”) para
L. sanfranciscensis (adjetivo: “de San Francisco”) e Lactobacillus sake para L. sakei

(genitivo de sakeum), em troca do sake (nome japonés latinizado).

2.4 4 Bactérias laticas em produtos carneos

Em carne in natura, as bactérias laticas (BL) apresentam uma fraca atividade
de fermentacdo, nao conseguindo produzir mudancgas significativas nas
caracteristicas sensoriais devido ao baixo conteudo de carboidratos e a elevada
capacidade tampé&o; caracteristica das carnes (GRIS et al., 2002).

Em produtos fermentados de carne, é evidente a capacidade inibidora destas
bactérias com relagdo aos microrganismos patogénicos, através de cepas, como:
Leuconostoc carnosum e L. gelidum (SHAW e HARDING, 1984), Lactobacillus sakei
(SCHILLINGER e LUCKE, 1989), Carnobacterium piscicola (MC MULLEN e STILES,
1993), Lactobacillus plantarum e L. curvatus (GARVER e MURIANA, 1994), citados
por AYMERICH et al., (1998).  Varios pesquisadores (HAMMES et al. 1990;
STILES e HASTINGS, 1991; HUGAS et al. 1993), também associaram as bactérias
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laticas com a fermentacdo de carnes e, entre elas: Pediococcus acidilactici, P.
pentosaceus, Lactobacillus plantarum, L sakei e L. curvatus. Mais recentemente,
algumas cepas de Lactobacillus brevis (BENOIT et al., 1994), Lactococcus lactis
(RODRIGUES et al., 1995) e Enterococcus faecium (AYMERICH et al., 1998)
também foram associadas com a fermentacao de carnes.

Como as carnes ndo podem ser pasteurizadas para posteriormente serem
inoculadas com o cultivo iniciador, as culturas para a fermentagao e biopreservacao
precisam competir com a microbiota natural. E importante a producdo de compostos
antagbnicos, com efeito, bacteriocinogénico contra estes microrganismos
patogénicos. Varios cultivos iniciadores tém sido associados com a capacidade de
inibicdo da Listeria monocytogenes em carne in natura (NIELSEN et al. 1990;
WINKOWSKI et al. 1993), embutidos fermentados tipo - americano (BERRY et al.,
1990; SKYTTA et al., 1991; MATTILA SANDHOLM et al., 1991; FOEGEDING et al.,
1992), tipo - aleméao (SCHILLINGER et al. 1991), tipo - turco (LUCHANSKY et al.,
1992), tipo - espanhol (HUGAS et al.,, 1995), frankfurter (BERRY et al., 1991),
salames italianos (CAMPANINI et al., 1993), produtos carnicos embalados a vacuo
(YOUSEF et al., 1991; DEGNAN et al., 1992) e em atmosfera modificada (PAGES et
al., 1997), citados por AYMERICH et al. (1998). Dos produtos carnicos, os embutidos
curados sao os mais importantes. Eles podem ser definidos como uma carne
cominutada com adicdo de gordura e homogeneizada com cloreto de sddio,
sacarose, condimentos, nitrato e nitrito. Embutidos em tripas sédo submetidos a uma
fermentacao e secagem por tempo determinado. O produto final devera apresentar
uma certa estabilidade (vida-de-prateleira) pela inibicdo bacteriana, principalmente
sobre microrganismos patogénicos. Na fermentagcdo dos produtos carnicos, as
bactérias laticas derivam da matéria - prima in natura ou da contaminagao por
manipulacéo e, sua atividade resulta na producédo de acido latico pela utilizagao de
carboidratos (adicionados), ocasionando a redugdo do pH (5,9 - 4,6). Como
consequéncia, as proteinas musculares coagulam, resultando um produto com
caracteristicas proprias de fatiabilidade, textura e coesividade. Neste tipo de
processamento, a fermentacao é favorecida quando o valor do pH aproxima - se do
ponto isoelétrico da proteina. Devemos considerar que, a operacido de cura
(condigdes acidas) favorece o desenvolvimento da cor quando o o6xido nitrico

produzido a partir do nitrito reage com a mioglobina.
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Finalmente, ha a inibigdo de microrganismos patogénicos pelo acido latico
formado e outros compostos, como: acido acético e férmico, etanol, perdxido de
hidrogénio, acetaldeido, e bacteriocinas. Atualmente, a industria carnica procura a
melhoria da qualidade, através da redugao de variaveis que possam influenciar as
caracteristicas organolépticas, principalmente na produg¢ao de embutidos, o que néo
era possivel quando os métodos de fermentagdo eram realizados na auséncia da
adicdo de cultivos iniciadores. Varias culturas bacterianas tém sido desenvolvidas
para reduzir o tempo de fermentagéo, assegurar o baixo nitrito residual e estabilizar
as caracteristicas organolépticas do produto final. Considerando a importancia
destes efeitos obtidos por microrganismos, a maioria destes ativadores ¢é
compreendida por misturas de cepas de bactérias laticas, como Staphylococcus e
Micrococcus. O uso de starters para a produg¢ao de embutidos frescais com nitrito de
sédio como agente de cura, normalmente segrega apenas bactérias laticas e
Staphylococcus. Entretanto, na producdo de embutidos com nitrato, ha a inclusédo de
bactérias laticas, Staphylococcus e Micrococcus, que possuem atividade nitrato
redutase. Um estudo desenvolvido por BUCKENHUSKES (1994), citado por HUGAS
e MONFORT (1997), mostra que, cultivos iniciadores das massas cruas de
embutidos podem ser divididas em duas categorias: as culturas de bactérias laticas
originarias dos equipamentos, superficies operacionais e instalagées industriais (L.
plantarum, P. pentosaceus) e aquelas provenientes da propria carne, que se
adaptaram ao novo meio, decorrente do processo de fermentacdo. A identificagao
de 254 cepas de lactobacilos, isoladas de embutidos fermentados (15 produtores
espanhais), mostra que o L. sakei compreende o maior numero (55%), seguido por
L. curvatus (26%), L. bavaricus (11%) e L. plantarum (8%), conforme HUGAS et al.
(1993).

As bactérias laticas, como Lactobacillus sakei e L. curvatus sao as mais
utiizadas na geragdo de cultivos iniadores e, os resultados mostram que elas
regulam completamente a fermentagcéo e o desenvolvimento da operagao, inibindo
inclusive crescimento de outras bactérias laticas. Esta caracteristica é muito
importante porque através do conhecimento do cultivo iniciador que inicia a
operacao de fermentacado, € possivel induzir o processamento para a obtencado de
propriedades sensoriais preestabelecidas. Entretanto, os microrganismos nao -
laticos, também contribuem para as qualidades organolépticas dos produtos

fermentados por meio de algumas enzimas como: nitrato redutase, nitrito redutase,
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catalase e lipase. Membros do género Staphylococcus sao particularmente
responsaveis pela lipdlise em presenca das lipases tissulares. TALON et al. (1992) e
REUTER (1971), citados por HUGAS e MONFORT (1997), mostraram que estes
microrganismos contribuem muito mais para a liberagdo dos acidos graxos livres no
processamento dos embutidos do que Micrococcus varians que nao apresenta
atividade lipolitica. Cepas de Lactobacillus sakei e L. curvatus, exibem atividade
lipolitica somente em escala laboratorial. O potencial dos lactobacilos presentes nos
produtos carnicos, relacionado com a produg¢do de compostos antagbnicos, também
foi pesquisado por BERRY et al. (1991), citados por HUGAS e MONFORT (1997), e
detectado em cepas de Lactobacillus curvatus, L. sakei, L. bavaricus e L. plantarum.

HUGAS e MONFORT (1997) pesquisaram a atividade in situ do efeito das
bacteriocinas e seu relacionamento com a patogenicidade da Listeria
monocytogenes e a utilizagdo de cepas bacteriocinogénicas de Pediococcus
acidilactici, um cultivo iniciador utilizado em carnes fermentadas. Estes
pesquisadores observaram que, com carne in natura, houve apenas uma sensivel
reducdo da Listeria monocytogenes nos lotes inoculados com as cepas de P.
acidilactici. Trabalhando com carne moida, mostraram que a carga de Listeria
monocytogenes se mantém invariavel apds 14 dias de inoculagdo, comparado ao
controle em que o crescimento do patdégeno aumentou exponencialmente.

Algumas pesquisas realizadas com embutidos de procedéncia americana,
também revelam a reducédo da L. monocytogenes quando cepas de P. acidilactici
JDI-23 foram inoculadas e comparadas com o lote controle (BERRY et al., 1991).

Existem varios estudos sobre a utilizagdo da bacteriocinogenicidade dos
lactobacilos em salames fermentados produzidos na Europa. Pesquisadores
(SCHILLINGER et al., 1991) utilizaram a bacteriocinogenicidade do L. sakei em
produtos fermentados europeus na avaliagcédo da inibicao da L. monocytogenes. Com
relacdo a estes trabalhos, ficou evidente que, as bacteriocinas produzidas pelo L.
sakei Lb706 apresentam uma atividade mais baixa em alimentos do que nos
sistemas desenvolvidos em laboratérios, comprovando que, a utilizacdo destes
bioprotetores possui maior ou menor potencialidade em fungéo do tipo de alimento
processado e meio de cultivo.

VOGEL et al. (1993), citados por HUGAS e MONFORT (1997), pesquisaram a
sensibilidade da cepa do L. curvatus LTH1174, comparado com outros trabalhos que

utilizavam diretamente a bacteriocina e, comprovaram a superioridade do cultivo
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iniciador comercial. Entretanto, o resultado mostrou que, o L. curvatus LTH1174 se
adapta ao meio carnico em fungao do tipo de processamento. A producdo de
bacteriocinas aumentou a resisténcia e a competitividade da cepa original,
resultando cargas microbianas que variavam entre 97 e 80% do total de
microrganismos, apos as inoculagdes entre 10° e 10° UFC g'1. Durante a avaliagao
da atividade antimicrobiana do Lactobacillus plantarum MSC e L. plantarum MSC1
em salame italiano, CAMPANINI et al. (1993) mostraram que n&o ha diferenca
significativa entre estes lactobacilos com relacdo a inibicgdo de cepas de L.
monocytogenes. Por outro lado, a inativagdo da Listeria monocytogenes sempre foi
menor em produtos carnicos do que em meios laboratoriais, na presenga de
contaminagdes elevadas.

Conforme HUGAS e MONFORT (1997), a inibicdo de L. monocytogenes pelo
L. sakei CTCA494, artificialmente inoculada em embutidos fermentados foi resultado
da formacéao e inibigdo da bacteriocina sakacina K. A carga de Listeria foi reduzida
de 10° UFC g’ (durante a fase inicial) para 3 UFC g’ no final do processo. O
resultado mostra a eficacia da atividade da sakacina K na atividade inibidora da
Listeria nestes produtos.

Sao conhecidas varias bacteriocinas originarias de culturas de Lactobacillus.
Algumas tém sido identificadas e purificadas, como: sakacina A produzida pelo
Lactobacillus sakei Lb706, sakacina K pelo L. sakei CTC494, sakacina P pelo L.
sakei LTH673, curvacina A pelo L. curvatus LTH1174 e bavaricina A produzida pelo
L. bivaricus MI401 (TICHACZEK et al., 1992; LARSEN et al., 1993; AXELSSON et
al., 1993; REMIGER et al., 1996, citados por HUGAS e MONFORT, 1997).

Sob certas condigdes, uma bacteriocina produzida em laboratério, muitas
vezes nao apresenta o efeito desejado quando aplicada em uma determinada
operagao para a obtengdo de um produto. Quando se avalia uma cultura produtora
de bacteriocinas diante de uma determinada fermentagao, temos que considerar que
este processamento compreende um sistema complexo com varios fatores que
influenciam a atividade microbiana, como: temperatura, pH e, os coadjuvantes de
cura, nitrato e nitrito de sodio. Basicamente, dois grandes fatores influenciam a
atividade destes starters: a formulagdo e a tecnologia utilizada na elaboragdo do
produto. HUGAS et al. (1996), citados por HUGAS e MONFORT (1997),
pesquisaram duas diferentes tecnologias de cura: a fermentagao com nitrato e nitrito

de sbédio e somente com nitrito. O experimento envolveu cinco diferentes cepas
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bacteriocinogénicas, com a caracteristica de que duas possuiam atividade inibitoria
sobre o crescimento da Listeria monocytogenes. No tratamento com a adicdo de
nitrato e nitrito de sodio, o crescimento da L. monocytogenes, em todas as amostras
de embutidos (inoculagdo com cepas bacteriocinogénicas) foi inferior ao controle e,
as maiores inibicbes aconteceram com cepas de Lactobacillus ivanovii LTH3097, L.
curvatus LTH1174 e L. sakei CTC494. No tratamento (30 dias) utilizando somente o
nitrato, as amostras de embutidos inoculadas com L. curvatus LTH1174 e L. sakei
Lb706 apresentaram uma reducdo na carga de Listeria monocytogenes de 1,6 x 10*
UFC g para 1,3 x 10° UFC g™'. Nao foi observado nenhuma diferenca significativa
na variagao da carga de Listeria, em relagao ao cultivo iniciador padrao e o restante
das culturas. Houve, porém, um maior efeito da bacteriocina sobre as amostras com
o nitrito, ocasionando uma acentuada redugéo na carga de Listeria monocytogenes.
Devemos considerar a reducdo do pH para 55 como um dos fatores mais
importantes relacionados com a atividade antagbnica (fermentagdo de embutidos),
apesar de que, a efetiva inibicdo da Listeria se deve a producdo da bacteriocinas
pelo cultivo iniciador (HUGAS e MONFORT, 1997).

YOUSEF et al. (1991), citados por HUGAS e MONFORT (1997), também
investigaram a presenca de L. monocytogenes em embutidos e produtos cozidos
fermentados de carne. Apds a inoculacdo de cepas Pediococcus acidilactici ou da
propria pediocina purificada, estes pesquisadores comprovaram a eliminagao dos
patdgenos, incluindo a Listeria monocytogenes, com maior efeito sobre as carnes
cozidas estocadas sob refrigeracdo. Com carne in natura, testaram a atividade
antimicrobiana da pediocina produzida pelo P. acidilactici para reduzir a carga de L.
monocytogenes em carcagas bovinas e, ainda, permanecer viavel para inibir a
posterior contaminagao durante o processamento. Os resultados revelaram que esta
bacteriocina em presenca de carnes vermelhas possui um grande efeito inibidor
sobre a L. monocytogenes.

Peito de frango in natura, acondicionado a vacuo ou em embalagens
microaerofilas foram previamente contaminados com L. monocytogenes e,
posteriormente (aspersdo) com indculos de L. sakei CT494, produtores de sakacina
K. Os produtos embalados sob vacuo e com uma contaminagéao inicial associada a
Listeria monocytogenes de 230 UFC cm™ apresentaram a auséncia deste
microrganismo apos 13 dias de estocagem refrigerada. Porém, a carga deste

microrganismo no lote controle (acondicionamento sob vacuo e sem a adicdo da
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cultura biopreservativa), apresentou valores médios de 440 UFC cm™, durante o
mesmo periodo de estocagem. Em geral, as bacteriocinas produzidas por bactérias
laticas possuem atividade sobre microrganismos Gram - positivos, como a L.
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens, Clostridium
botulinum e Brochothrix thermosphacta (HUGAS, 1995; DAVIS et al., 1996). Porém,
em determinadas condi¢des, algumas bacteriocinas também podem inibir as
bactérias Gram - negativas, como: Aeromonas hydrophila, Pseudomonas putida,
Salmonella e Escherichia coli (BHUNIA et al., 1991).

2.4.4.1 Manipulacao genética

O desenvolvimento e a otimizagcdo de um cultivo iniciador poderdao ser
aperfeicoados através da engenharia genética. Esta técnica podera ser utilizada
para a introducdo de genes, codificados com determinadas propriedades que estao
presentes em outros microrganismos, como por exemplo, em um determinado cultivo
iniciador competitivo.

A genética dos lactobacilos presentes nas carnes esta sendo recentemente
pesquisada e, alguns meétodos para a introdugdo do DNA tém sido adaptados com
resultados bastante satisfatérios, principalmente para as cepas de Lactobacillus
sakei, L. curvatus, L. bavaricus e L. plantarum. Diferentes genes de lactobacilos tém
sido clonados, como: gene B - galactosidase, catalase e genes formadores de
bacteriocinas. Estes genes clonados sao utilizados na produg&o de novos vetores ou
no aperfeicoamento das qualidades metabdlicas de novas cepas (AYMERICH et al.,
1993).

A clonagem do gene lisostafina do S. staphylolyticus em um cultivo iniador
composto por lactobacilos utilizado em produtos carnicos, proporcionou a inibicao de
S. aureus, melhorando a segurangca alimentar destes alimentos (HUGAS e
MONFORT, 1997).

2.4.5 Bacteriocinas de bactérias laticas

Com relagéo a caracterizagdo das bacteriocinas, assim como se usa ase em

enzimologia, o sufixo cin caracteriza a atividade bacteriocinogénica. Este sufixo esta
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ligado ao género ou a espécie, conforme a especificacdo. A sequéncia ordenada de
letras, usada apdés o0 nome da bacteriocina, identifica a sua descoberta,
especificando a cepa e a espécie. Assim que, a lactacina F é a sexta bacteriocina
relacionada com a espécie Lactobacillus. E geralmente aceito que a estrutura dos
genes que codificam as bactérias Gram - positivas estdo presentes e associadas
com operagdes ou caracterizagdes, como: imunidade, processamento e maturagao.
As bacteriocinas utilizam a nomenclatura usada pelos lantibiéticos e neste sentido, o
gene estrutural é designado por “A”. Se mais de um componente peptidico é
requerido para a fungao, ele pode ser identificado por “A1”, “A2” e assim por diante.
Para outros genes, sdo usadas designagdes que podem caracterizar propriedades,
como: imunidade - |; transporte - T, E, F, G; protease - P; modificagcdo - M, B, C, D, e
regulacéo - R, K, G. Cientificamente, as bacteriocinas produzidas pelas bactérias
laticas sao classificadas em trés classes: | - lantibiéticos, Il - ndo - lantibiéticos com
baixa estabilidade ao aquecimento e Ill - bacteriocinas (maioria) com grande
estabilidade ao calor. Cada bacteriocina ndo é completamente pura e a sua
sobrevivéncia é baseada e dependente da sua atividade. As classes | e Il sdo as
mais estudadas pela sua quantidade representativamente maior e pela provavel
utilizagcao nos processamentos industriais (AYMERICH et al., 1998). As bacteriocinas
pertencentes a terceira classe ndo sao encontradas entre as cepas isoladas nos

produtos carneos (Quadro 10).

2.4.5.1 Cepas bacteriocinogénicas da classe | (lantibiéticos)

Nesta classe se situam as bacteriocinas com cadeias de aminoacidos
modificadas.

A nisina € a mais estudada e compreendem as bacteriocinas produzidas por
algumas espécies de Lactobacillus lactis, isolada de produtos lacteos, vegetais e

carneos. Outra bacteriocina, pertencente a esta classe ¢é a lactocina S.
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Quadro 10: Caracteristicas das bacteriocinas produzidas por bactérias
laticas associadas aos produtos carneos

Cepa Bacteriocina Peso
molecular
(D)
Lantibioticos
Lactobacillus sakei L45, 148, V10 Lactocina S 3.777
Lactococcus lactis BB24 Nisina 3.353

L. lactis, sub - espécie lactis
(cepas para laticinios)

Bacteriocinas (= pediocina)

Pediococcus acidilactici PAC1.0, JD, H, E, F, M Pediocina PA-1

P. pentosaceous Z102 (= pediocina AcH ou JD) 4.600
Lactobacillus plantarum WHE92

Lactobacillus sakei Lb706, CT494 Sakacina A 4.300
L. curvatus LTH1174 (= sakacina K ou curvacina A)
Lactobacillus sakei LTH673, Lb674 Sakacina P -
L. bavaricus M1401

Lactobacillus sakei MN Bavaricina MN 4.769
Enterococcus faecium CTC492, DPC1146 Enterocina A 4.829
Leuconostoc gelidum A - UAL187

L. mesenteroides TA33a Leucocina A - UAL 3.930
Carnobacterium maltaromicus KLV17B

C. piscicola V1 Carnobacteriocina B1 4.524
Carnobacterium piscicola KLV17B Carnobacteriocina B2 4.969
Carnobacterium piscicola JG126 Piscicolina 126 4.416

Bacteriocinas (# pediocina)

Lactobacillus curvatus FS47 Curvaticina FS47 4.000
Lactobacillus brevis SB27 Brevicina 27 5.200
Pediococcus acidilactici L50 Pediocina L50 5.250
Enterococcus faecium CTC492 Enterocina B 5.479
Carnobacterium piscicola LV17A, LV61 Carnobacteriocina 5.049
(= piscicolina 61)

Carnobacterium divergens 750 Divergicina 750 3.447
Lactobacillus plantarum CT305, C11 Plantaricina A -

Carnobacterium divergens LV13 Divergicina A 4.224

Fonte: AYMERICH et al., 1998.

Alguns Lactobacilos testados em produtos alimenticios, como L. sakei L45,
isolados de embutidos dessecados noruegueses e, L. sakei V18 e 148, isolados de
embutidos fermentados espanhdis, produzem a Ilactocina S. Entretanto,
pesquisadores, como RODRIGUES et al. (1995), caracterizaram as bacteriocinas

produzidas pela ultima cepa, como sakacina M. A lactocina S contém uma sequéncia
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preestabelecida de peptidios. Esta bacteriocina tem sido purificada e
homogeneizada por precipitagcdo com sulfato de aménio e, modificacbes em cations
e anions através de interagbes hidrofobicas e filtragdes especificas (gel). O peso

molecular determinado por espectrofotdbmetro de massa, € da ordem de 3.778 D.

A grande quantidade de cepas que produzem lactocina S mostra uma
especial importancia para os fermentados de carnes produzidos nas mais diferentes
regides climaticas, principalmente Espanha e Noruega. Lactobacillus lactis BB24,
caracteristico em embutidos fermentados, possui a capacidade de produzir nisina no
meio em que atua (HARRIS et al., 1992).

A nisina, produzida por cepas encontradas em produtos lacteos é a
bacteriocina mais estudada na pratica; tanto bioquimicamente, como geneticamente.
Apresenta estrutura pentaciclica e possui peso molecular equivalente a 3.353 D. Nos
produtos lacteos € comprovado o efeito inibidor da nisina relacionada com a
atividade do C. botulinum, Listeria sp. e Staphylococcus sp. ao se usar quantidades
entre 3,75 e 12,50 mg kg™ (150 - 500 U.l. g"). Em produtos carneos, a nisina nao
tem sido muito utilizada devido a varios fatores: baixa solubilidade, dificuldade de
distribuicdo e pouca estabilidade. Na maioria dos casos, a utilizagdo para efeito
inibidor, & antieconémico (CHIU et al., 1989; FOWLER e GASSON, 1991, citados por
AYMERICH et al., 1998). A nisina na forma de aspersao parece ser uma alternativa
na descontaminacgao da superficie de carnes (CUTTER et al., 1994) e a combinagao
com nitrito de sédio (1.000 - 10.000 U.l. g de nisina) é bastante efetiva na inibigao
do Clostridium e de outros patdégenos como a Listeria e Staphylococcus em

embutidos, em produtos suinos e carnes in natura ( CHUNG et al., 1989).

2.4.5.2 Cepas bacteriocinogénicas da classe Il

Esta classe compreende as bacteriocinas com peso molecular inferior a 10
KD, resistentes a tratamentos térmicos e com modificagdes na cadeia de
aminoacidos. As mais estudadas sao as bacteriocinas (z pediocina) com atividade
antagobnica contra Listeria spp.. Este grupo tem sido chamado de familia - pediocina
porque foi a primeira bacteriocina a ser identificada e a mais extensivamente

estudada. As cepas que produzem este tipo de bacteriocina sdo encontradas em
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muitas espécies de bactérias laticas: Pediococcus, Leuconostoc, Lactobacillus e
Enterococcus (AYMERICH et al., 1998).

Os cultivos iniciadores como Pediococcus acidilactici PAC1.0, JD, H, E, F e M,
isolados de embutidos tipo - americano, P. pentosaceus Z102, isolado de embutidos
tipo - espanhol, P. parvulus, isolado de produtos vegetais e Lactobacillus plantarum
WHE92, isolado de queijos, produzem a bacteriocina pediocina PA - 1 (BHUNIA et
al., 1991; HARRIS et al.,, 1989). Esta bacteriocina inibe a multiplicacdo de
Pediococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, L. monocytogenes, Clostridium
perfringens, C. botulinum e S. aureus.

A pediocina PA - 1, com peso molecular de 4.600 D, foi primeiramente
caracterizada a partir de cepas de Pediococcus acidilactici PAC1.0 e, posteriormente
de P. acidilactici H, com mudanga de denominagdo para pediocina AcH. Em
determinados experimentos in situ, com diferentes produtos alimenticios, como:
queijos, carne in natura e embutidos fermentados, a bacteriocina é capaz de reduzir
ou estabilizar as cepas de origem (NIELSEN et al., 1990).

Trés diferentes cepas de Lactobacillus: L. sakei Lb706, L. curvatus LTH1174 e
L. sakei CTC494, isoladas de embutidos fermentados por diferentes processos,
produzem a mesma bacteriocina. Entretanto, elas diferem nominalmente e, sao
caracterizadas como: sakacina A, curvacina A e sakacina K, respectivamente
(HAMMES et al., 1990; SCHILLINGER et al., 1991; HUGAS et al., 1993). Esta
bacteriocina possui peso molecular equivalente a 4.300 D e alta estabilidade
térmica. Estas trés cepas tém sido pesquisadas em varios experimentos in situ, com
comprovada atividade inibidora sobre a Listeria.

Em embutidos fermentados, Lactobacillus sakei CTC494, L. sakei Lb706 e L.
curvatus LTH1174 sao capazes de reduzir a carga listerial com maior efeito do que
outros cultivos iniciadores nao produtores de bacteriocinas (HAMMES et al., 1990).

Lactobacillus sakei LTH673 e L. sakei Lb674 isolados de carnes e L.
bavaricus MI401 isolado de massa azeda de panificagdo produzem a mesma
bacteriocina, respectivamente chamadas de sakacina K, sakacina 674 e bavaricina A
(TICHACZEK et al., 1994). A bacteriocina possui atividade sobre Lactobacillus, L.
monocytogenes e Enterococcus faecium, mas néo tem efeito sobre Staphylococcus
aureus e bactérias Gram - negativas.

Em embutidos, Lactobacillus sakei LTH673 e L. bavaricus MI401, inoculados

como cultivos iniciadores, ndo aumentaram a velocidade de fermentagcdo, mas
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inibiram acentuadamente a multiplicacdo da Listeria quando comparada com a
cultura nao-bacteriocinogénica de L. sakei LTH2799 (HUGAS et al., 1996, citados
por AYMERICH et al., 1998).

Lactobacillus sakei MN (comumente chamado de L. bavaricus MN) produz
bavaricina MN, com peso molecular equivalente a 4.769 D (LEWUS et al., 1991).

Trabalhos de pesquisas testaram a habilidade do Lactobacillus bavaricus na
inibicdo do crescimento de trés cepas de L. monocytogenes (tratamento com
refrigeracdo a 4 e 10 °C), em cubos de carnes embaladas a vacuo, com molho de
cobertura e, com molho e adicdo de glicose. A 4 °C, a Listeria foi inibida ou
exterminada, dependendo da carga inicial do L. bavaricus. A 10 °C, a inibigcdo
aconteceu lentamente, mas n&o se verificou a inativagdo da Listeria nas amostras
que apresentavam cubos de carnes com molho. Na mais baixa temperatura de
refrigeracdo (4 °C), as amostras com a adicdo de glicose e elevada carga inoculada
de L. bavaricus apresentaram os maiores efeitos com relagao a inibicao da Listeria
monocytogenes (WINKOWSKI et al., 1993).

Enterococcus faecium CT492, isolado de embutidos fermentados e
dessecados, tipo espanhol (AYMERICH et al., 1996) e E. faecium DPC1146, isolado
de produtos lacteos (PARENTE e HILL, 1992) produzem a mesma bacteriocina; a
enterocina A (peso molecular equivalente a 4.829 D) e a enterocina 1146,
respectivamente. E. faecium CTC492 tem efeito antagbnico para outras espécies de
Lactobacillus, L. monocytogenes, Carnobacterium divergens, Enterococcus faecalis
e Clostridium perfringens.

E. faecium DPC1146 é conhecido pela sua atividade sobre Listeria e
Lactobacillus sakei WCFB2714. No leite, a bacteriocina mostrou boa atividade,
reduzindo a contagem (até 34% da carga inicial) de Listeria na temperatura entre 6 e
30 °C (PARENTE e HILL, 1992).

A producéao da enterocina A ¢€ inibida pela presenca da pimenta e pelo cloreto
de sddio em embutidos fermentados. Em varios ensaios, esta bacteriocina € capaz
de inibir a multiplicacdo da Listeria em embutidos condimentados e fermentados,
carne moida, presunto cozido, paté suino e queijo (HUGAS et al., 1996, citados por
AYMERICH et al., 1998).

Leuconostoc gelidum A - UAL187 (HARDING e SHAW, 1990) e L.
mesenteroides TA33a (PAPATHANASOPOULOS et al.,, 1995, citados por

AYMERICH et al., 1998), isolados de carnes embaladas a vacuo e mantidas sob
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refrigeragdo, produzem as bacteriocinas conhecidas como leucocina A - UAL e
TA33a, respectivamente. Estas bacteriocinas inibem a multiplicacdo de bactérias
laticas, como: L. monocytogenes e Enterococcus faecium. Sao resistentes a acidos e
estaveis ao calor. Leuconostoc carnosum B - TA11a, isolado de carnes embaladas a
vacuo, produz a bacteriocina B -Ta11a, similar a leucocina A - UAL.

A cepa Carnobacterium psicola KLV17B, isolada de produtos carnicos
embalados a vacuo, produz duas bacteriocinas conhecidas por carnobacteriocina B1
e B2. A carnobacteriocina B1 é também produzida pela cepa multibacteriocinogénica
Carnobacterium psicola V1, isolada de peixes e conhecida por piscicocina V1a.
Estas bacteriocinas possuem atividades de inibicdo sobre outras carnobactérias,
como Lactobacillus, Pediococcus, Listeria e Enterococcus. A carnobacteriocina B1
tem peso molecular equivalente a 4.525 D e a B2, 4.970 D. A Carnobacterium
piscicola JG126, isolada do presunto, produz a bacteriocina piscicolina 126 com
grande atividade antilisterial. Seu peso molecular corresponde a 4.416 D. A adicao
de piscicolina JG126 em massa de presunto condimentada com pimenta inibiu o
crescimento de Listeria monocytogenes por até 14 dias, mostrando atividade
superior a nisina (JACK et al., 1996, citados por AYMERICH et al., 1998).

Pertencente a classe Il, determinadas cepas tém sido caracterizadas no grupo
ndao - pediocina. As bacteriocinas que pertencem a este grupo mostram
caracteristicas  fisico-quimicas semelhantes ao grupo pediocina como
hidrofobicidade e alta estabilidade ao calor. Entretanto, possuem uma sequéncia
diferenciada de aminoacidos e nao apresentam eficiente atividade contra Listeria.
Seis diferentes bacteriocinas, isoladas de cepas presentes em carnes tém sido
associadas a este grupo. A mutante Carnobacterium piscicola LV17A e a
Carnobacterium piscicola LV61 produzem bacteriocinas com caracteristicas do
grupo, conhecidas como: carnobacteriocina A e piscicolina 61 (peso molecular
equivalente a 5.049 D). Lactobacillus curvatus FS47, isolado de produtos de carne
moida, produz a curvaticina FS47, com atividade de inibicdo sobre Lactobacillus,
Pediococcus, Enterococcus e Bacillus. Lactobacillus brevis SB27, isolado de
salsichas fermentadas, produz a brevicina 27 (peso molecular equivalente a 5.200
D), bastante ativa contra outros lactobacilos e pediococos (BENOIT et al., 1994).

Pediococcus acidilactici L50, isolado de salsichas fermentadas espanholas,
produz a pediocina L50 (peso molecular equivalente a de 5.250 D). O espectro

antibacteriano abrange Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Lactococcus,
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Enterococcus, Propionibacteria, Clostridium perfringens, Clostridium botulinum,
Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus, mas nao possui atividade sobre
bactérias Gram — negativas. Carnobacterium divergens 750, isolada de carnes
embaladas a vacuo, produz a divergicina 750. A bacteriocina é habil na inibicdo de
crescimento de Carnobacterium, Enterococcus, Listeria monocitogenes e Clostridium
perfringens (AYMERICH et al., 1998).

2.4.5.3 Cepas bacteriocinogénicas da classe llb

As bacteriocinas desta classe possuem as caracteristicas fisico-quimicas da
classe Il, mas requerem uma atividade complementar de dois peptidios para a
bacteriocinogenicidade. Apenas uma cepa de origem carnica esta associada a esta
classificagao; Lactobacillus plantarum CTC305. Isolada de embutidos (espanhdis)
fermentados, produz um peptidio que é idéntico a plantaricina A, do Lactobacillus
plantarum C11, isolado do pepino fermentado (AYMERICH et al., 1998).

2.4.5.4 Cepas bacteriocinogénicas da classe lic

As bacteriocinas pertencentes a esta classe possuem uma baixa resisténcia
ao calor. Carnobacterium divergens LV13 (WOROBO et al.,, 1995, citados por
AYMERICH et al.,, 1998), originaria de carnes embaladas a vacuo, produz a

bacteriocina chamada divergicina A, com atividade antagénica muito reduzida.

2.4.6 Modo de agao das bacteriocinas

A atividade inibidora das bacteriocinas é sobre as bactérias Gram - positivas
e, a inibicdo das bactérias Gram - negativas ndo é efetivada. A membrana
citoplasmatica, que limita o citoplasma e o meio externo, possui ao redor uma
camada de peptideoglicanos, que é significativamente mais estreita nas bactérias

Gram - negativas. Estas bactérias possuem uma camada adicional, que também
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pode ser chamada de membrana externa e é composta de fosfolipidios, proteinas e
lipopolisacaridios (LPS) e, esta membrana é impermeavel para a maioria das
moléculas. Assim que, a presenca de poros nesta camada pode permitir a livre
difusdo de moléculas com peso molecular inferior a 600 D. As menores bacteriocinas
produzidas por bactérias laticas possuem aproximadamente 3 KD e elas séao
demasiadamente grandes para alcangar o objetivo, a membrana citoplamatica
(KLAENHAMMER, 1993; STILES e HASTINGS, 1991).

Considerando a atividade da nisina A com potencial de inibicdo de
crescimento de muitas bactérias Gram - positivas, a estrutura molecular desta
bacteriocina € similar a outras 3 bacteriocinas produzidas por Lactococcus lactis
(lactacina 481), Lactobacillus sakei (lacticina S - 3,7 KD, 33 aminoacidos) e
Carnobacterium piscicola (carnocina U149 - 4,6 KD, 37 aminoacidos); todas
formando a classe | das bacteriocinas originarias das bactérias laticas
(KLAENHAMMER, 1993).

Nas bactérias Gram - positivas, € conhecida sua atuagdo sobre a membrana
energizada para neutralizar a for¢ga idnica dos prétons, inibindo a fixacdo de
aminoacidos e com isso, causando a liberagdo de aminoacidos acumulados (JUNG
e SAHL, 1991, citados por ABEE et al., 1994).

A nisina Z é uma variante natural da nisina, isolada do Lactococcus lactis,
subsp. Lactis, cepa NIZO 22186. O gene para este lantibiético, designado nisZ foi
clonado e a sequéncia de nucleotideos foi caracterizada para ser idéntica a
precursora nisina, por uma simples mutagao, resultando na substituicdo da His?’ por
Asn?’ na matriz polipeptidica (MULDER et al., 1991). A exposicdo da Listeria
monocytogenes a nisina Z resulta em:

- imediata perda de ions potassicos (K*) celulares,

- despolarizagdo da membrana citoplasmatica e,

- hidrdlise e efluxo parcial da ATP celular (ABEE et al., 1994).

Com isto fica demonstrado que o principal objetivo para a nisina Z é a
membrana citoplasmatica.

Recentemente, MORTVEDT-ABILDGAARD et al. (1995), mostraram
que a produgdo e a atividade bactericida da lactocina S (Lactobacillus sakei) s&o

maiores em pH acido.
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2.4.6.1 Formacgao de poros pela nisina

A membrana citoplasmatica da célula bacteriana é o objetivo principal para a
atividade da nisina. Nisina A e Z mostram aumento da atividade em valores de pH
acido e sao capazes de permeabilizar estas membranas (ABEE et al., 1994). A
nisina A pode formar transitoriamente poros com diametros variando entre 0,2 e 1,2
nm em membranas lipidicas. E, cada poro permite a passagem de solutos
hidrofilicos com peso molecular acima de 0,5 KD. A nisina A e Z por consequéncia,
provoca o vazamento da ATP das células (ABEE et al., 1994).

Recentemente, DRIESSEN et al. (1995), mencionaram que o modo de agao
da nisina pode ser determinado pela composic¢ao fosfolipidica da membrana. A agao
da nisina sobre as membranas contendo fosfolipideos anibnicos, como
fosfatidilglicerol, envolve uma perturbacao localizada (estrutura de dupla camada),
que influenciara uma maior ou menor inser¢cao da nisina na membrana. Entretanto,
este mecanismo sugere que a interagao eletrostatica entre moléculas de nisina e
fosfolipideos, pode conduzir grupos lipidicos para dentro dos poros. A nisina também
apresenta acao contra esporos de Clostridium e Bacillus, mas neste caso, o exato

mecanismo, ainda nao esta completamente elucidado.

2.4.6.2 Acao da pediocina PA -1

Os pediococos séo bastante aplicados na fermentagcdo de carnes e vegetais.
A mais estudada bacteriocina produzida por este género € a pediocina PA - 1 do
Pediococcus acidilactici, recentemente caracterizada como idéntica a pediocina AcH
(KLAENHAMMER, 1993). A bacteriocina possui fragdes sequenciais similares a
importantes bacteriocinas antilisteriais (Sakacina A e P, Leucocina A e
Carnobacteriocina BM1 e B2), produzida por bactérias acido laticas associadas a
carnes. Estes peptideos s&o ativos contra uma grande faixa de bactérias Gram -
positivas, incluindo Listeria monocytogenes.

A pediocina PA - 1 é altamente hidrofobica; atua sobre a membrana
citoplasmatica, dissipando ions e inibindo o transporte de aminoacidos nas células
sensitivas. A pediocina PA - 1 contém duas liga¢des dissulfetos entre os residuos de

cisteina nas posicdes 24 e 44 que é essencial para a atividade. Estudos preliminares
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sobre os efeitos da permeabilizacdo da membrana indicam que a sakacina A e P
(CHIKINDAS et al., 1993), leucocina e carnobacteriocina B2 e BM1 possuem a uma
atividade semelhante a pediocina PA - 1. A pediocina PA - 1 forma poros hidrofilicos
na membrana citoplasmatica, analogo a acédo da lactococina A, a bacteriocina
produzida pelo L. /actis. A lactococina A € um pequeno peptideo hidrofébico com 54
aminoacidos, que especificamente inibe o crescimento de outras subesp. L. lactis. O
efeito da Lactococina A purificada sobre a célula do lactococo e, sobre a membrana,
mostra que a bacteriocina aumenta a permeabilidade da membrana citoplasmatica
do sensivel lactococo. A especificidade da Lactococina A para o lactococo, alerta
para o fato de que a bacteriocina reconhece a proteina receptora da membrana

especifica do Lactococcus.

2.4.6.3 Biopreservacao do peixe

A aplicacédo de nisina A na preservacido de produtos de pescado foi avaliado
por TAYLOR et al. (1990). Ficou demonstrado que o tratamento da bacteriocina
sobre filé de bacalhau defumado, inoculado com esporos de Clostridium botulinum,
retardou a produgdo de toxinas durante 5 dias a 10 °C e por 12 horas a 26 °C. O
tratamento com nisina, entretanto, ndo interferiu no crescimento de bactérias nao-
patogénicas e, em todas as amostras, a toxina botulinica foi formada antes da
deterioracao se tornar evidente.

O efeito da nisina Z, carnocina U149 e bavaricina A sobre o crescimento
bacteriano e a vida-de-prateleira do camarao em salmoura foi recentemente avaliado
e comparado com uma solugao de benzoato - sorbato e com um controle adicionado
de preservativos. Especificamente, este produto contém de 3 a 6% de cloreto de
sddio, acido soérbico e benzoico em concentragao de 0,05 a 1%, pHentre 5e 6 e, é
estocado a uma temperatura entre 0 e 6 °C. A solugdo de benzoato - sorbato
preserva o camarao em salmoura por um razoavel periodo de estocagem (59 dias).
Com relacao ao teste efetuado com este produto, a vida-de-prateleira na auséncia
do preservativo ndo ultrapassou 10 dias. A bacteriocina Carnocina U149, de um
modo geral, ndo influenciou no aumento da vida-de-prateleira; entretanto, bavaricina

A (sobrenadante de células, livres de L. bavaricus Ml 401) estendeu a vida-de-
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prateleira para 16 dias. Significativamente, quando a nisina Z, isolada e purificada,
foi aplicada na mesma amostra, a vida-de-prateleira se estendeu para 31 dias. Estes
resultados dao bons indicativos para a biopreservacao de certos produtos de peixe
com nisina Z (EINERSSON e LAUZON, 1995).

2.4.7 Potencialidade das bacteriocinas

2.4.7.1 Fatores intrinsecos dos alimentos

A acado das bacteriocinas contra microrganismos sensiveis € influenciada por
um grande numero de fatores: pH, concentragdo celular, conteudo de lipidios,
enzimas proteoliticas e pelo sistema liquido x sdlido. A eficiéncia da nisina Z contra
células de Listeria monocytogenes é reduzida significativamente na presencga de
cations bivalentes, como Mg?*, Ca®*, que podem interagir com as cargas negativas
dos fosfolipideos, presentes na membrana citoplasmatica. Isto pode resultar na
inibicdo da interacéo eletrostatica entre as cargas positivas das bacteriocinas e as
cargas negativas dos grupos das moléculas de fosfolipideos e/ou neutralizagcéo
destas cargas negativas destes grupos, induzindo a condensagdo destes lipidios,
obtendo como resultado, uma membrana mais rigida (ABEE et al., 1994). A
presenca destes ions bivalentes nos alimentos pode reduzir potencialmente a
eficiéncia da agdo da nisina contra bactérias deterioradoras Gram - positivas

patogénicas.

2.4.7.2 Efeito da temperatura

A acdo da nisina é também dependente da temperatura. A relagdo da nisina Z
com a indugdo do efluxo de ions K* das células de L. monocytogenes cresce a 30
°C, mas mostra uma severa reducdo a temperaturas decrescentes. O arranjo das
cadeias hidrocarbénicas dos lipidios, que ocorre a baixas temperaturas resulta em
um decréscimo da fluidez da membrana e €& provavelmente responsavel pela

reducéo da eficiéncia da nisina Z (ABEE et al., 1994). A nisina Z necessita de uma



89

adaptacdo em nivel de membrana citoplasmatica para crescimento a baixas
temperaturas, de maneira que possa atuar eficientemente contra um espectro de
bactérias sensiveis, acima de uma determinada faixa de temperatura (ABEE et al.,
1995).

2.4.7.3 Resisténcia a bacteriocinas

Muitas bactérias Gram - positivas mostram uma resisténcia a nisina, devido a
habilidade em sintetizar a enzima nisinase, capaz de inativar a nisina. Esta enzima,
em diversas pesquisas, foi isolada de algumas espécies de Bacillus spp. Um outro
mecanismo de resisténcia envolve a adaptacao das células a altas concentragdes de
bacteriocinas. MING et al. (1997) avaliando a resisténcia da nisina frente a
patogénicos de origem alimentar e bactérias deterioradoras, caracterizaram um
fenotipo derivado da L. monocytogenes Scott A, altamente resistente em niveis

bastante elevados de nisina.

2.4.8 Legislagao

O uso de bactérias laticas bacteriocinogénicas em produtos de carne é
considerado como uma alternativa para a producdo de bacteriocinas e, o efeito no
processamento de alimentos dependera da capacidade de produgdo destes
biopreservativos e do antagonismo com outras bactérias. Neste sentido, é
importante a utilizacdo de cepas do préprio meio, melhor adaptadas e mais
competitiva. Entretanto, nem sempre é possivel utilizar um cultivo iniciador com uma
abrangéncia antimicrobiana adequada, sem que se promova efeito indesejaveis de
sabor ou aparéncia, principalmente quando se usa uma carga microbiana elevada
na producédo destes inibidores. Recombinando o DNA, poderemos ter a possibilidade
de transferir genes para outros biopreservativos e/ou culturas e/ou criar cepas
recombinadas produtoras de diferentes bacteriocinas, aumentando-se o espectro de
atividade. Algumas clonagens e experiéncias mostram esta tendéncia para uma
aplicagao futura através da recombinacdo de cepas. Primeiramente, a pediocina PA

-1 foi clonada na Escherichia coli (MARUGG et al., 1992), seguida pela acidocina B
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em Lactobacillus plantarum 80 (POUWELS e LEER, 1993, citados por AYMERICH et
al., 1998), lactococina A em Pediococcus acidilactici PAC1.0 e pediocina PA - 1 em
Lactococcus lactis LI108 (CHIKINDAS et al., 1995, citados por AYMERICH et al.,
1998).

Posteriormente, leucocina A em Lactococcus lactis IL1403, lactacina F em
Carnibacterium piscicola LV17 (ALLISON et al., 1995), divergicina A em
Carnibacterium piscicola LV17C, Lactococcus lactis IL403 e em L lactis MG1363
(WOROBO et al., 1995, citados por AYMERICH et al., 1998).

A diretiva (1990) da Comissdo da Comunidade Européia, revisada pela
decisdo de 1996, classifica os microrganismos geneticamente modificados em dois
grupos: o primeiro, contém microrganismos de risco virtual zero e o segundo
compreende o restante dos microrganismos com alto grau de risco. Os
microrganismos do primeiro grupo para serem aplicados e, especialmente em
processos industriais, precisam ser notificados e aceitos pelas autoridades sanitarias
oficiais. O Regulamento da Comunidade Européia, que se refere a habilitacao para a
utilizacdo destes microrganismos geneticamente modificados, condiciona o uso as
seguintes exigéncias: conhecimento da origem da cepa, volume das culturas,
sistema de utilizagdo da carga microbiana, fungédo ou intencdo do material genético
envolvido na manipulagéo, proposta de utilizagdo com inclusdo das expectativas de
resultados e resumo dos provaveis riscos a saude publica. A exemplo dos aditivos
alimentares, a utilizagdo industrial das bacteriocinas (totalmente ou parcialmente
purificadas) em produtos de carnes, deve prever: desenvolvimento da microflora e a
resisténcia ao inibidor, efeito da inatividade por enzimas, atividade proteolitica e
lipolitica, identidade, propriedades fisicas e quimicas da bacteriocina, descricdo do
processo de fabricagdo, metodologia analitica para controle, eficacia e previsdo dos
resultados, avaliagao da seguranca e teste de toxidez. De acordo com AYMERICH
et al. (1998), a nisina foi aprovada pela Food and Agriculture Organization e World
Health Organization (FAO/WHO) em 1969, European Comunity (EC) em 1983 e
Food and Drug Administration (FDA) em 1987.

No Brasil, a nisina foi aprovada pela Divisdo Nacional de Vigilancia Sanitaria
de Alimentos (DINAL), através da Portaria 06/1990, que inclui este conservante na
Tabela | da Resolucdo n® 04/1988 — CNS/MS para ser utilizado em queijos fundidos
e preparados a base de queijos fundidos na dose maxima de 12,5 mg kg™. Esta

dosagem foi também liberada pelo Departamento de Técnicas Normativas do
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Ministério da Saude (DETEN/MS), através da Portaria n® 34/1992, estendendo o uso
do aditivo com funcéo conservante para requeijdo e queijo pasteurizado (Portaria n°
29/1996) (ASSOCIACAO BRASILEIRA DA INDUSTRIA DA ALIMENTACAO - ABIA,
1996 e BATISTA et al., 2001).

A utilizagao da nisina é permitida em muitos paises, para ser usada em uma
variedade de alimentos, incluindo: queijos, produtos enlatados, peixe fresco,
produtos de panificacdo, leite pasteurizado e cerveja. Sua biopreservagdo esta
baseada na inativacdo de bactérias formadoras de esporos Gram - positivas, como
Clostridium e Bacillus. Outras bacteriocinas (pediocina PA - 1, enterocina A e
sakacina K) com atividades antimicrobianas especificas para utilizagdo em varios
produtos alimenticios ainda estdo em processo de avaliagdo (HUGAS et al., 1993;
HUGAS e MONFORT, 1997).

Um estudo conduzido por LEE e SALMINEN (1995), citados por HUGAS e
MONFORT (1997), mostra que novos efeitos probioticos poderiam ser utilizados na
producdo de alimentos formulados para criangas, sucos de frutas fermentados,
produtos de soja, alimentos fermentados a base de cereais e novos produtos
carneos. Uma cepa probidtica pode viabilizar a formagdo de acidos, ao mesmo
tempo em que € capaz de colonizar o trato intestinal humano, mesmo que
temporariamente, através de mecanismos de aderéncia ou aglutinagdo com as
células intestinais. Os mecanismos de agregacao ou fixagdo no trato intestinal e a
mudanga ou controle das caracteristicas genéticas das bactérias acido laticas tem
sido o maior desafio no estudo das qualidades probidticas destes microrganismos.
Como exemplo, determinados lactobacilos, utilizados na producdo de bebidas
lacteas fermentadas, passam pelo trato gastrointestinal em estado viavel; possuem
habilidade em se multiplicar neste meio intestinal, produzir acidos organicos e outros
compostos biologicamente ativos in situ e, com isso, controlar o ambiente
microbiano. Qualidades tais como: especificidade com o hospedeiro, compatibilidade
e interagdes ecologicas com outras espécies pertencentes a microflobiota intestinal,
sdo importantes e, devem ser consideradas na utilizagdo da flora latica pelos
processos industriais na fabricagcdo de alimentos fermentados (SABOYA et al.,,
1997).

Segundo HUGAS e MONFORT (1997), as bacteriocinas ou bactérias laticas
bacteriocinogénicas sao promissores biopreservativos. Contudo, boas praticas de

higiene e novas tecnologias aplicadas a embalagem poderéo estender a vida - de -
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prateleira, reduzindo a multiplicacdo de microrganismos e aumentando a seguranca

higiénica através da prevencao de intoxicagdes microbianas de origem alimentar.

2.4.9 Deteccao e quantificacao de bacteriocinas

Existem muitas técnicas para detectar a produgdo de bacteriocinas. As
metodologias utilizadas sdo, na maioria, derivadas daquelas utilizadas na analise de
antibidticos. A maioria estd baseada na difusdo das bacteriocinas em um meio de
cultura solido ou semi - solido que inibe o crescimento de um microrganismo
sensivel. Os métodos mais desenvolvidos e habitualmente utilizados sdo conhecidos
como: flip streak, spot on the lawn e well diffusion. No método do agar invertido, ou
flip streak, a cepa produtora da bacteriocina é estriada em meio semi - sélido com
posterior incubacdo e o microrganismo sensivel a bacteriocina é estriado
perpendicularmente no reverso do agar (KEKESSY e PIGUET, 1970).

Na “técnica em gota” ou método spot on the lawn, a cepa produtora de

bacteriocina € inoculada sobre agar, incubada e, apds, a cepa indicadora é
inoculada numa sobrecamada de agar (HARRIS et al., 1989).
O ensaio mais direto é o teste conhecido como: “difusdo em pogos” (HARRIS et al.,
1989). Neste método, um volume do sobrenadante da cepa produtora de
bacteriocina é transferido para pocgos perfurados, em agar inoculado com o
microrganismo sensivel a bacteriocina.

LEWUS e MONTVILLE (1991), compararam o Agar MRS para Lactobacillus
(Merck 10660) e o Agar-peptona de farinha de soja (Trypticase Soy Agar-BBL
11043) suplementado com 0,6% de extrato de levedura, para determinar qual o mais
adequado para a detecc¢ao da produgao de bacteriocinas entre as 22 bactérias acido
laticas isoladas e, para identificar a cultura com maior sensibilidade. Entre as
bactérias laticas, encontrava-se o Lactobacillus sakei ATCC 15521, L. sakei Lb 796 e
L. sakei Lb 706. Quando o MRS Agar foi utilizado, uma grande zona de inibicao
circundou as colbnias de todas as cepas devido a grande produgado de acido latico
oriundo da fermentagéo da glicose presente no meio. O uso do TSAYE eliminou esta
inibicdo acida. Entretanto, em muitos casos, o resultado foi de dificil leitura porque as

estrias da cultura produtora se difundiram no agar. As zonas de inibicdo no método
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da “técnica em gota” foram mais bem visualizadas. Enquanto determinadas cepas
foram ativas somente contra uma ou duas espécies, L. sakei 15521 foi a mais
sensivel indicadora de producdo de bacteriocinas. L. sakei Lb706 foi também inibido
pela maioria dos produtores de bacteriocinas. Poucas cepas testadas e confirmadas
como positivas usando a “técnica em gota” tiveram resultados positivos no método
por “difusdo em pogos”. Efeitos de agregacado, bacteriocinas ndo difundidas,
inativacdo de proteases e problemas de concentracdo podem fornecer resultados
falsos-negativos usando o método da “difusdo em pogos”. Os autores relataram que
a “técnica em gota” para a detecgdo de bacteriocinas € melhor reprodutivel e
apresenta resultados mais rapidos e precisos do que o teste do “agar invertido” ou
“difusdo em pogos”.

A terminologia UA ou “unidades arbitrarias”, € a que representa a
quantificacéo da atividade de uma bacteriocina. E, este valor é determinado através
de diluigdes sequenciais da amostra observando - se a relagao 1:2. O inverso da
mais alta diluicdo capaz de apresentar efeito inibitério é definido como o resultado
que representa a quantificacdo. Este valor pode ser dividido pelo volume da amostra
e, O resultado € expresso como UA mL™'. Apenas a nisina comercial possui uma
unidade reconhecida. Assim que, 1 g de nisina comercial (Nisaplina) contém 25 mg
de nisina pura, que corresponde a 10° Ul. O uso de nisina (concentracéo conhecida),
pode fornecer uma relagcdo entre a UA e a equivalente Ul (MONTVILLE e
WINKOWSKI, 1997; BATISTA et al., 2001).

2.5 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes faz parte de um grupo de microrganismos
contaminantes do ambiente, que tem sido isolada de aguas doces e marinhas, assim
como, de muitos produtos de pescado. Este microrganismo foi isolado de produtos
pesqueiros processados, entre eles, os defumados, cozidos, congelados, produtos
marinados e derivados do surimi. A espécie patogénica Listeria monocytogenes,
possui uma certa resisténcia ao calor. Entretanto, se tem observado que a
pasteurizacdo comercial € suficiente para inativar este microrganismo. Esta espécie
patogénica de origem alimentar afeta principalmente pessoas idosas e

imunodeprimidas. Os sintomas da infec¢do, denominados de listeriose, incluem:
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meningite, infeccdo do sistema nervoso central, aborto, parto prematuro e septicemia
(CARVAJAL, 2000).

Listeria monocytogenes € um bacilo Gram - positivo, anaerobio facultativo,
ndo esporogénico e com motilidade no intervalo de temperatura entre 20 e 25 °C,
embora a temperatura tima de crescimento esteja entre 30 e 37 °C. E um
microrganismo patogénico, sendo um dos mais importantes veiculados por produtos
comestiveis a partir da década de 80 (FUCHS e REILLY, 1992).

Os vegetais, o leite e os laticinios tém sido objeto de muita atencéo, devido ao
comprometimento nos surtos das infeccdes alimentares. Entretanto, aos produtos da
pesca, € dada muito pouca atengdo, apesar de uma epidemia de listeriose ter
acontecido na Nova Zelandia a partir de 1980, sugerindo uma possivel relagdo com
0 consumo de mariscos e peixe in natura. Este surto teve como resultado cinco
mortes em vinte e dois casos. A L. monocytogenes é considerada um contaminante
ambiental e, portanto, é muito provavel que se encontre na agua, habitat do
pescado. Entre as fontes de isolamento, encontram-se as aguas residuais tratadas
ou nao, aguas superficiais de rios, lagos e arroios, efluentes de frigorificos e plantas
processadoras de frango. A presenga deste microrganismo em ambiente marinho
nao € surpreendente, pois 0o microrganismo é muito tolerante ao cloreto de sddio
(CARVAJAL, 2000).

2.5.1 Incidéncia em produtos pesqueiros

Listeria monocytogenes ¢é frequentemente encontrada em produtos
pesqueiros. Nos resfriados, a incidéncia € maior nos crustaceos. Nos produtos
congelados, é encontrada basicamente em filés de peixe e camar&do descascado. Ao
contrario, ainda nao foi detectada a sua presenca no pescado salgado-seco. Entre
os produtos congelados, a presengca de L. monocytogenes € significativa no
camarao e na carne de siri cozida, nas caudas de lagostas, nos filés de peixes
cartilaginosos e nos produtos derivados do surimi. A presenga de L. monocytogenes
nos produtos pesqueiros congelados, refor¢a a idéia de que esta tecnologia ndo tem
nenhum efeito significativo sobre este microrganismo. A sua presenga em pescado
cozido congelado demonstra a possibilidade da contaminagdo apds a operagao de

cozimento. O alimento conhecido por ceviche, € um prato consumido sem cocgao,
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muito comum nos paises latinoamericanos e Peru. Este prato é preparado com
pescado submetido ao marinado com suco de limao, por um periodo de 15 minutos
a 1 hora, agregado de vegetais como cebola e alho. O pH do produto final se
encontra entre 42 e 51. O pH minimo para o crescimento da Listeria
monocytogenes, utilizando caldo nutritivo, ¢ de 4,3 a 30 °C ou 5,0 a 4 °C. E,
dependendo do acidulante utilizado, o pH minimo podera ser 5,2 a 30 °C e 7,0 a 4
°C. Uma avaliagdo sobre a incidéncia de Listeria spp. em ceviches, adquiridos nos
mercados de Lima e Callao (Peru), apresentou uma elevada carga de L. innocua
(75% das amostras examinadas). Entretanto, apenas 9% das amostras estavam
relacionadas com a presencga de L. monocytogenes. Este microrganismo sobrevive
por pouco tempo ao marinado acido. A capacidade da L. monocytogenes para
tolerar um ambiente com pH baixo tem importancia porque este microrganismo
encontra este tipo de ambiente in vivo, durante sua passagem pelo trato intestinal. A
tolerancia a acidez também a protege de outros efeitos ambientais estressantes,
como o calor e a osmose. L. monocytogenes tem sido detectada em 12,2% de
produtos de pescado defumado e fermentado. Aproximadamente, 8% do pescado
defumado a quente, 13,6% do defumado a frio e 25,8% do pescado fermentado,
apresenta contaminagdo associada a este patégeno. Praticamente este
microrganismo se converteu no maior problema dos produtos pesqueiros
defumados. A bactéria foi detectada em 21% das amostras de pescado defumado
comercializado no mercado de Newfoundland (Canadd). Além disso, este
microrganismo tem a capacidade de contaminar superficies inertes, incluindo o aco.
Uma vez que a carga celular se estabelece na superficie, invariavelmente se
multiplica, competindo com outras espécies ja estabelecidas. L. monocytogenes tem
sido isolada de todos os ambientes onde se processam alimentos e é capaz de
aderir aos mais diversos tipos de superficies. Isto cria problemas para os
processadores de alimentos ja que o microrganismo pode apresentar uma grande
resisténcia aos agentes quimicos ou antimicrobianos empregados para a
higieneizagcdo e sanificagdo. Quando as condigbes sao favoraveis, essas células
podem se multiplicar e, quando esta colonizagdo € acompanhada da producéo de
polissacarideos extracelulares, se formam peliculas vivas nas superficies, criando
problemas associados a uma reducao de eficiéncia na transferéncia de calor através
dos equipamentos (CARVAJAL, 2000).
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2.5.2 Efeito dos inibidores

A nisina pode inibir o crescimento da Listeria monocytogenes e tem provado
que é um agente antimicrobiano efetivo quando incorporada aos alimentos.
Aprovada como GRAS (Generally Regarded As Safe) - reconhecida como indcua -
pode ser ingerido numa quantidade equivalente a 3,3 x 70’ U kg™ de peso corporal
sem que ocorra efeitos adversos ou téxicos. Uma quantidade equivalente a 100 U
mL" de nisina em um tampao fosfato com pH 6,6 pode reduzir a carga de L.
monocytogenes de 10° para 10®° UFC mL™" em 24 horas. Assim como a nisina, o
lactato de sodio, em concentragdes entre 0,25 e 4M, também se mostra capaz de

reduzir a carga desta bactéria em até 2,7 ciclos logaritmicos (CARVAJAL, 2000).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Matéria-prima

Foi utilizada uma amostra com 60 kg, parte de um lote (200 kg), de sardinha -
verdadeira (Sardinella brasiliensis).

Caracterizada como Sardinha Inteira Congelada, a matéria - prima foi
acondicionada em sacos de polietileno na quantidade de 20 kg (bloco) e conservada
a - 25 °C em camara de estocagem para produtos congelados.

O pescado foi mantido congelado, segundo condigbes adequadas de conservagao,
até o momento de ser conduzido a usina - piloto de processamento de pescado do
Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Santa Catarina -
CCA/UFSC. Na amostragem, nao foi levado em consideracdo o sexo da espécie,
fatores fisiolégicos e diferengas anatomicas. Assim sendo, tomou-se o cuidado,

somente, na escolha de peixes adultos.

3.1.2 Starter bacteriocinogénico

O starter utilizado foi a cepa Lactobacillus sakei 2a, isolada de linguiga frescal
no laboratorio de microbiologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Sao Paulo - FCF/USP (DE MARTINIS e FRANCO, 1998, in press).

Aliquotas de 1 mL da cultura foram mantidas a - 80 °C em caldo para
Lactobacillus seg. DE MAN, ROGOSA e SHARPE - caldo MRS (MERCK - Art. Num.
10661) (Anexo 1), formulado com 5% de glicose. Antes da utilizagdo, as culturas

foram reativadas em caldo MRS, com incubac&o a 30 °C por 18 horas.
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3.2 Métodos

3.2.1 Fermentacgao dos filés de sardinha

A matéria - prima, conservada sob congelamento, com temperatura interna de
- 18 °C, foi descongelada parcialmente (4 °C), pesada, acondicionada em
monoblocos de polipropileno e encaminhada a mesa de manipulagdo onde foi
realizada a operagdo de escamagem e filetagem por processo manual. Os filés
foram produzidos com pele. Posteriormente, os filés foram lavados com agua potavel
corrente e, em seguida, drenados. A seguir, os filés foram pesados e divididos em
por¢cdes de 300 g. O experimento foi conduzido conforme os paréametros de
fermentacao, correspondente as seguintes concentragdes: 2, 4 e 6% (NaCl), 2 e 4%
(glicose). Os tratamentos foram desenvolvidos de forma independente, variando
apenas um dos parametros operacionais (concentragdo de cloreto de sédio ou
glicose). Os filés foram salgados através de uma salga seca (4 °C por 24 horas) e
posteriormente fermentados (salga Umida) a temperatura ambiente (~ 23 °C) durante
21 dias. A Figura 5 mostra o diagrama de fluxo correspondente ao processamento

dos filés de sardinha fermentados.

3.2.2 Lactobacillus sakei 2a

3.2.2.1 Caracterizagcao morfolégica

A morfologia em meio sélido foi realizada através da descrigao visual da
coldnia isolada (esgotamento em estrias) em agar MRS a 30 °C ap6s 24 horas e,
observagao microscopica (morfologia celular) baseada na forma, arranjo e Coloragéo
Diferencial de Gram (Anexo 2, 3, 4, 5), (SNEATH, 1986; APHA, 1992).
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Figura 2: Diagrama do fluxo operacional da fermentacao da
sardinha - verdadeira (Sardinella brasiliensis).
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3.2.2.2 Caracterizagao fisiolégica

A caracterizagao fisioldgica foi determinada através do crescimento em pH 3,9
a temperaturas diferenciadas (8, 15 e 45 °C) em caldo MRS (tempo maximo de
incubacgdo: 7 dias), halofilismo em distintas concentra¢des salinas (6, 5, 7 e 10%
NaCl) em caldo MRS e hidrdlise da gelatina, com leitura em até 7 dias (SNEATH,
1986; DE MARTINIS e FRANCO, 1997). Como testes complementares, foi
determinado o requerimento de oxigénio e a motilidade em meio semi - sélido
(SNEATH, 1986).

3.2.2.3 Caracterizagcao bioquimica

A linhagem foi caracterizada bioquimicamente através dos seguintes ensaios:
teste da catalase, producdo de acetoina (teste de Voges - Proskauer) e prova do
vermelho de metila em meio de Clark e Lubs (Anexo 6), producéo de H,S através da
atividade enzimatica da cisteina dissulfidrilase em meio Sulfito Indol Motilidade - SIM
Medium (MERCK - Art. Num. 5470) (Anexo 7), producédo de gas a partir da glicose,
descarboxilagdo da lisina, producdo de indol e fermentacdo de carboidratos
(sacarose, glicose, arabinose, galactose, maltose, lactose, ramnose, trealose,
sorbitol, rafinose e xilose) em caldo MRS formulado. Os testes foram incubados a
uma temperatura 6tima de crescimento de 30 °C e os resultados verificados em até
7 dias (SNEATH, 1986; APHA, 1992; SIQUEIRA, 1995). A producdo de
bacteriocinas foi detectada conforme a técnica da difusdo em pogos (well - diffusion -
assay) (HARRIS et al., 1989; LEWUS e MONTVILLE, 1991; DE MARTINIS e
FRANCO, 1997).

3.2.2.4 Ativacao e preparagao do inéculo

O ind6culo foi obtido a partir da cepa ativada em caldo MRS (incubagao a 30
°C durante 18 horas). Apds a incubagdo, procedeu-se a ressuspensdo de uma

aliquota de 5 mL em 200 mL de caldo MRS com incubacéo a 30 °C por 12 horas.
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Posteriormente, por¢gdes de 10 mL da cultura ativada, contendo uma carga celular de
L. sakei 2a equivalente a 102 UFC mL™, foram transferidas para as cubas de

fermentacgao, correspondente aos tratamentos preestabelecidos.

3.2.2.5 Espectrofotometria da biomassa

A densidade otica foi estimada por leitura espectrofotométrica a 600 nm. As
aliquotas (1 mL) para as leituras de absorbancia foram centrifugadas a 9,77 x g por
10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado (células viaveis de
Lactobacillus sakei 2a) resuspenso em 3 mL de solugdo de agua peptonada 1%
(Anexo 10), adicionada de 3 mL de solugéo de EDTA 1% e alcalinizada com NaOH
10 M (MAZO, 1999).

3.2.2.6 Avaliacao do numero de células viaveis no inéculo

A enumeracao das células viaveis de Lactobacillus sakei 2a foi realizada em
agar MRS através de aliquotas (1 mL) das correspondentes diluigdes, por
plaqgueamento em profundidade.

As semeaduras foram realizadas em duplicatas e, incubadas a 30 °C por 24
horas (MAZO, 1999).

3.2.2.7 Detecgao de bacteriocinas pela técnica da difusao em pogos

A bacteriocina produzida pela cepa de Lactobacillus sakei 2a foi detectada
pela aplicagdo da técnica conhecida como difusdo em pocgos (well — diffusion -
assay), preconizada por HARRIS et al. (1989) e LEWUS e MONTVILLE (1991), com
modificagdes propostas por DE MARTINIS e FRANCO (1997). Pogos de
aproximadamente 5 mm de didmetro foram perfurados em placas com agar BHI -
Brain Heart Infusion (OXOID - CM 225) (Anexo 15) inoculado com a cultura
indicadora (Listeria monocytogenes Scott A), previamente incubada em caldo BHI a
37 °C por 18 horas.
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Nestes pogos foram adicionados 40 uL do sobrenadante da cultura de L.
sakei 2a, oriunda do caldo MRS (formulado com 0,5% glicose) incubado a 30 °C por
18 horas, centrifugado a 9,77 x g por 10 minutos, com regulagem de pH em 6,5 e
esterilizado por filtragdo em membrana de éster de celulose (0,45um, Millipore,
Bedford, Ma, USA). Apds incubagdo a 37 °C por 18 horas, o antagonismo foi
detectado pela formagdo da zona de inibicdo caracterizada por um halo,
representando a auséncia de crescimento da cepa sensivel, ao redor da cultura de

L. sakei 2a, produtora de bacteriocina.

3.2.2.8 Producao de bacteriocinas relacionada com a curva de

crescimento do L. sakei 2a

A avaliagdo foi executada utilizando L. sakei 2a inoculado em 100 mL de
caldo MRS e incubado a 30 °C por 24 horas. A cada hora, foi recolhida uma aliquota
e determinada a absorbancia a 600 nm e a produgao de bacteriocinas pela técnica

da difusdo em pogos, com a cepa indicadora Listeria monocytogenes Scott A.

3.2.3 Listeria monocytogenes Scott A

A atividade inibitéria foi realizada utilizando uma cepa indicadora de Listeria
monocytogenes Scott A. Aliquotas de 1 mL do microrganismo indicador foram
conservadas a - 80 °C em caldo tripticase de soja (Anexo 24) adicionado de 0,6% de
extrato de levedura. A reativagdo da cepa foi realizada em caldo BHI a 37 °C por 18
horas (DE MARTINIS e FRANCO, 1997).

3.2.4 Analises microbiologicas dos filés de sardinha

3.2.4.1 Amostragem
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Foram retirados assepticamente 25 g de musculos (filés) e, realizadas
diluicbes sucessivas em solugdo de agua peptonada 0,1% (Anexo 9). Para a
deteccdo de Salmonella sp., a amostragem foi de 25 g, adicionada diretamente ao
caldo de pré - enriquecimento. Durante o desenvolvimento da fermentacéo, a cada 7
dias, foram realizadas analises correspondentes a enumeracao total de bactérias

aerobias mesdfilas e contagem total de bactérias acido laticas.

3.2.4.2 Contagem de microrganismos aerébios mesofilos

A contagem foi realizada pelo método do plagueamento em profundidade em
Plate Count Agar - PCA (MERCK - Art. Num. 5463) (Anexo 11). Apés a inoculacéo e
solidificacdo do meio, as placas foram invertidas e incubadas a 37 °C por 48 horas
(APHA, 1992).

3.2.4.3 Contagem de bactérias laticas

A enumeracao foi realizada pelo método de plaqueamento em profundidade
em agar MRS (MERCK - Art. Num. 10.660) (Anexo 1). Apos a inoculagdo e
solidificacdo do meio, as placas foram invertidas e incubadas a 30 °C por 24 horas
(APHA, 1992).

3.2.4.4 Enumeracao de coliformes fecais

Foi utilizada a técnica do Numero Mais Provavel (NMP), indicada para a
deteccdo de baixas concentragdes de coliformes e por apresentar maior
sensibilidade do que os métodos de plaqueamento. No teste presuntivo, foi avaliada
a fermentacdo da lactose. Como meio de cultura seletivo, foi utilizado o Lauryl
Sulfate Broth - LSB (MERCK - Art. Num. 10266) (Anexo 12). Este meio oferece como
fonte de carbono apenas a lactose, a qual é fermentada com produg¢ao de acido e
gas, que é evidenciado no tubo de Durham. O meio contém ainda o reagente lauril

sulfato, que inibe o crescimento da microbiota acompanhante. A incubacido se
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verificou a 37 °C por 48 horas. Para o teste confirmativo foi utilizado o meio seletivo
EC Broth (MERCK - Art. Nim. 10765) (Anexo 13), com incubagado a 44,5 °C por 24
horas (APHA, 1992).

3.2.4.5 Contagem de Staphylococcus aureus

Como meio seletivo para a enumeracgao de estafilococos foi utilizado o Baird -
Parker Agar (MERCK - Art. Num. 5406) (Anexo 14). O meio combina o telurito de
potassio (0,01%), glicina (1,2%) e o cloreto de litio (0,5%) como agentes seletivos e,
a redugao do telurito e a hidrélise da gema de ovo, como caracteristicas diferenciais.
Adicionalmente, o meio contém 15% de piruvato de sédio como agente reparador de
células injuriadas. A enumeracdo foi determinada por plaqueamento direto com
espalhamento do inéculo com o auxilio da alga de Drigalsky, inversédo e incubagéo
das placas a 37 °C por 48 horas. Foram enumeradas todas as coldnias de
Staphylococcus aureus presuntivas (tipicas e atipicas).

Posteriormente, 6 col6nias caracteristicas foram repicadas no caldo de
enriqguecimento Brain Heart Infusion - BHI (OXOID - CM 225) (Anexo 15). O meio foi
incubado a 37 °C por 24 horas. A confirmacdo das coldnias tipicas foi
bioquimicamente comprovada através da producdo de coagulase com plasma de
coelho (incubacdo a 37 °C por 1 a 4 horas), DNAse termorresistente (100 °C por 15
minutos) e presenga da catalase pelo desdobramento do perdoxido de hidrogénio. O
calculo dos resultados considerou como culturas de S. aureus, aquelas que
apresentaram reagdes de coagulase, termonuclease e catalase, positivas (APHA,
1992).

3.2.4.6 Contagem de Enterococcus spp

Para a enumeracdo de Enterococcus spp, foram selecionadas trés dilui¢cdes
e, posteriormente, inoculadas em placas com agar KF Streptococcus (MERCK - Art.
NUm.10707) (Anexo 16). As placas foram incubadas a 37 °C por 48 horas e as
colbnias tipicas selecionadas para confirmacdo em caldo de enriquecimento Brain
Heart Infusion - BHI (OXOID - CM 225) (Anexo 15) através dos testes bioquimicos:
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metabolismo na presenca de bile e hidrdlise da esculina, crescimento em NaCl 6,5%,
multiplicagdo a 10 e 45 °C e teste de catalase (APHA, 1992).

3.2.4.7 Detecgao de Salmonella sp.

A técnica de analise consistiu do pré - enriquecimento de 25 g da amostra em
225 mL de Lactose Broth (MERCK - Art. Num. 7661) (Anexo 17). O meio inoculado
foi incubado a 37 °C por 24 horas.

A seguir, foi realizado o enriquecimento seletivo; aliquotas, correspondente a
uma algada, foram inoculadas em Selenite Cystine Broth - SC Broth (MERCK - Art.
Num. 7709) (Anexo 18) e em Tetrathionate Enrichment Broth - TTB (MERCK - Art.
NUm. 5285) (Anexo 19). Os meios foram incubados a 42 °C em banho - maria por 24
horas.

A partir do enriguecimento seletivo foram feitas estrias com o auxilio de alca
de Henly, no meio Hektoen Enteric Agar (MERCK - Art. Num. 11681) (Anexo 20).
Apos incubacdo a 37 °C por 24 horas, colénias de coloracdo azul ou verde, com ou
sem centro escuro, foram consideradas como Salmonella spp. Apés o plaqueamento
seletivo, foi feita uma identificagdo bioquimica das colénias em Triple Sugar Iron
Agar - TSI Agar (MERCK - Art. Num. 3915) (Anexo 21) e em Lysin Iron Agar - LIA
(MERCK - Art. Num. 11640) (Anexo 22) a 37 °C por 24 horas (APHA, 1992).

3.2.5 Analises fisico-quimicas

3.2.5.1 Composicao centesimal

A determinagdo da composi¢cao centesimal da matéria - prima foi realizada
segundo técnicas da ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS -
AOAC, 1995: umidade e cinzas por gravimetria (Técnicas Num. 950.46 e 938.08);
proteinas pelo método Kjeldahl (nitrogénio total x 6,25) (Técnica Num. 940.25) e
extrato etéreo (submersdo) por extracdo com éter de petroleo (Técnica Num.
991.36).
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3.2.5.2 Nitrogénio protéico (NP) e nitrogénio soluvel total (NST)

As solugdes de fermentacdo tiveram seus conteudos de nitrogénio soluvel

total e nitrogénio protéico avaliados pelo método Kjeldahl (FAO, 1993).

3.2.5.3 pH

Foram removidas amostras com 10 g das cubas de fermentagdo e
homogeneizadas com agua destilada (10 mL). O pH foi medido
potenciometricamente (pH - meter SHOTT GERATE Mod. CG 818) (AOAC, 1995).

3.2.5.4 Acidez titulavel total (ATT)

Usando o mesmo homogeneizado preparado para a determinagédo do pH, a
ATT foi determinada por titulacdo com NaOH 0,1N em presenca de solucao alcodlica
de fenolftaleina 1%, com resultado expresso em acido lactico (% p/p). O final da
titulagao foi verificado em pH 8,0 (Técnica Num. 162.76) (AOAC, 1995).

3.2.5.5 Cloretos

Para a determinagao do teor de cloretos (como NacCl), foi utilizado o método
volumétrico por titulagdo com AgNO3 0,1N (Técnica Num. 937.09) (AOAC, 1995).

3.2.6 Analise sensorial

3.2.6.1 Analise descritiva quantitativa (ADQ)

A metodologia utilizada para a definicdo do perfil sensorial dos filés de

sardinha fermentados, submetidos aos diferentes tratamentos, foi a analise



107

descritiva quantitativa — ADQ, de acordo com STONE e SIDEL (1993) e NBRs 14140
e 14141 (1998). Foi utilizado uma equipe com seis julgadores treinados do
Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos do Centro de Ciéncias Agrarias
da Universidade Federal de Santa Catarina.

As andlises organolépticas foram avaliadas através de quatro caracteristicas
(odor, cor, textura e sabor) de acordo com a escala estrutural mista de pontuagao
com valor variavel entre 1 e 10. O maior valor na escala representa a melhor
qualidade (GELMAN et al., 2001). Os julgadores que avaliaram as amostras foram
selecionados entre aqueles com conhecimento e habilidade para descrever e
discriminar os atributos sensoriais do produto. Os termos descritivos para cada
atributo sensorial de interesse foram desenvolvidos por consenso em reunides de
discusséo e, as escalas estabelecidas em sessdes de treinamento. Antes de servir,
as amostras foram escorridas em peneiras durante 10 minutos e o liquido excedente
foi adicionalmente retirado com o uso de toalhas de papel descartaveis. Foi servido
biscoito cream-cracker para limpar o palato e agua mineral para lavar a boca entre
uma amostra e outra.

A descricao dos atributos sensoriais foi definida da seguinte maneira:

I) qualidade elevada (9 — 10), odor caracteristico de carne de peixe
fermentada, sabor acido, coloracéo rosada, textura elastica e suculenta,

Il) boa qualidade (7 — 8), odor caracteristico de carne de peixe fermentada,
sabor levemente acido, coloragao levemente rosada, textura elastica,

[Il) qualidade satisfatéria (5 — 6), odor e sabor neutro, coloragdo levemente
castanha, textura levemente elastica,

IV) baixa qualidade (3 — 4), odor e sabor a rango (desagradavel), coloragéo
castanha, textura rigida,

V) qualidade inaceitavel (1 — 2), odor e sabor repulsivo (rango acentuado),
coloragao castanho-escuro, textura esboroavel.

O Anexo 36 representa o modelo de ficha utilizado para o teste analitico

descritivo quantitativo.

3.2.7 Analise estatistica
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O delineamento estatistico utilizado foi o de blocos completamente
casualizados considerando as amostras como tratamentos e os julgadores como
blocos. Os dados foram submetidos a analise de variancia. As avaliagbes foram
feitas individualmente utilizando-se o formulario de teste elaborado pela equipe
treinada de julgadores. Os valores de cada atributo foram obtidos pela média da
distancia da extremidade esquerda da escala até a marca vertical assinalada pelo
julgador. As diferengas entre as médias foram analisadas utilizando-se o teste LSD —
Least Significant Difference para comparagao entre elas (médias), duas a duas, em
nivel de a = 0,05, com o uso do programa estatistico Statistica (STATSOFT

INC/Statistica for windows).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Matéria-prima

4.1.2 Composicao quimica

Na Tabela 3 sdo apresentados os valores da composi¢gdo quimica (umidade,
cinzas, lipidios e proteinas) dos filés de sardinha - verdadeira (Sardinella
brasiliensis). As concentragdoes estdo expressas em percentuais sobre o musculo
com pele, apés descongelamento controlado a 4 °C.

Tabela 3: Composicao fisico-quimica de amostras de filés da sardinha - verdadeira

(Sardinella brasiliensis)

Filés de sardinha (com pele)

R1 R Rs X + Dp
Umidade (%) 72,9 73,5 73,7 73,4 (+ 0,39)
Lipidios (%) 20 3.0 4,2 3,1 (+ 0,89)
Proteinas (%) 19,7 19,6 17,7 19,0 (£ 0,88)
Cinzas (%) 20 1,9 1,9 1,9 (£ 0,01)

X + Dp: média + desvio padrao.

R1, Ry, R3: Repeti¢oes.

A comparagao dos resultados obtidos com aqueles ja publicados por outros
autores ficou em parte prejudicada pela n&o citacdo, em varios casos, do nome
cientifico e sim do nome vulgar da espécie estudada.

Com relacédo a percentagem de umidade, a variagdo se situou na faixa
correspondente aos peixes marinhos, de 66 a 84% (AQUARONE et al.,, 1983).
Alguns autores mencionam teores entre 70 - 80% e 64 - 90% (LINDEN e LORIENT,
1994; BADOLATO et al., 1994). A estacdo do ano afeta o conteudo de umidade do
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pescado, 0 que, ja foi constatado por outros autores (LINDEN e LORIENT, 1994),
relacionando a época de captura com a composi¢ao centesimal. Na determinagao da
composi¢cado quimica de cinco espécies marinhas, incluindo a sardinha - verdadeira
(Sardinella brasiliensis), BADOLATO et al. (1994) encontraram valores entre 77,2 e
83,8%, para capturas entre o inverno de 1992 a outubro de 1993 (Anexo 25).

O resultado referente ao teor de lipidios (Tabela 3), € coerente com a
literatura, (BERTULLO, 1975; AQUARONE, 1983; OSCAR et al., 1989; PIGOTT e
TUCKER, 1990). Com relagdo a lipidios, pesquisas (BERTULLO, 1975) mostram
que; peixes de aguas tropicais costumam apresentar teores bem inferiores aqueles
do Hemisfério Norte, o que realmente foi constatado neste trabalho.

SHIMIZU et al., citados por LANIER e LEE (1992), estudando a variagdo do
conteudo de lipidios em funcdo das variagdes sazonais para a sardinha capturada
na regido do oceano Pacifico, encontraram valores sempre superiores a 17%, para
esta espécie. A importancia da variagdo sazonal € complexa; as sardinhas
(Sardinella sp.) podem apresentar 2% de lipidios na primavera e até 8,6% no outono
e, as variagdes sazonais sao atribuidas a espécies de planctons, predominantes em
certas épocas do ano. Ha também a influéncia da idade do pescado: as sardinhas
imaturas podem conter 3% lipidios e, aos 3 anos, na fase de reprodugdo, passam a
ter entre 5 e 15%, conforme a estacdo do ano. E preciso considerar, ainda, que o
depdsito de lipidios se encontra no figado e visceras e, em fungdo do
processamento, os teores podem sofrer variagdes (AQUARONE, 1983).

Examinando os valores obtidos na Tabela 3 e, considerando o valor
nutricional, pode-se dizer que; os resultados de lipidios e proteinas permitiram
classificar esta matéria - prima na categoria de alimento com baixo teor de gordura
(< 5%) e alto conteudo protéico (15 a 20%).

A International Comission on Microbiological Specifications for Foods - ICMSF
(1985), baseada no teor de lipidios, classifica esta matéria - prima como semi -
gordurosa. NUNES et al. (1992), estudando os efeitos da época de captura e
estocagem da Sardina pilchardus sobre o teor protéico e lipidico, obtiveram
resultados semelhantes aos mostrados na Tabela 3. Os valores ficaram entre 19,3 e
17,4% para o teor de proteinas e 8,2 e 3,4% para os lipidios. O sexo pode
determinar variagdo na composi¢cao protéica devido ao estagio fisiolégico; pois as
espécies sao mais ricas em proteinas no inicio do ciclo sexual que os machos,

enquanto que, o inverso pode ser observado apos a desova (AQUARONE, 1983).
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Face aos teores de cinzas, onde estdo contidos os minerais, a sardinha apresenta
um expressivo conteudo destes elementos se comparado com outras espécies,
como mostra o trabalho de BADOLATO et al. (1994), quando avalia a composi¢céo
centesimal de peixes marinhos capturados em diferentes estacbées do ano. O
pescado € rico em minerais, possui o fosforo complexado com lipidios e, enxofre,
ferro e cobre complexados com proteinas. Conforme PIGOTT e TUCKER (1990),
nunca foi detectada deficiéncia de minerais em peixes marinhos, os quais
mencionam ainda, que as concentragdes destes componentes nos pescados (Anexo

26), sdo muito mais elevadas do que nas carnes.

4.1.3 Tamanho e rendimento

A Tabela 4 apresenta o rendimento dos filés (ap6s lavagem e drenagem) e o
tamanho médio da espécie processada. De acordo com BORGSTROM (1965), o
rendimento dos filés varia ndo somente com o tamanho, sexo, idade e época de
captura, mas, de fatores fisico - quimicos relacionados com o pré - rigor, rigor ou
post - rigor e, fisicos, relacionados com o tipo de manipulagdo. Pelos resultados
obtidos, existe uma equivaléncia entre os rendimentos obtidos e, os referenciados
no trabalho de BERTULLO (1975).

Apesar da sardinha - verdadeira (Sardinella brasiliensis) poder alcangar cerca de
24 cm de comprimento (GODQY, 1987) e, com isso, proporcionar rendimentos
maiores; os valores encontrados na Tabela 4 (47,2, 50 e 55,6%) sao considerados

normais em funcéo do tipo de manipulagao realizada.

4.1.4 Microbiota

Na Tabela 5 sdo mostrados os resultados da avaliagdo microbiolégica da
sardinha - verdadeira (Sardinella brasiliensis), relacionados com microrganismos
indicadores de higiene ou processamento, de contaminagao fecal e patogénicos
entéricos de veiculacdo hidrica. Devido ao tipo de pesca, o tempo decorrido entre a
captura da sardinha e a sua descarga nos portos € menor que para as outras

variedades de peixes. Assim sendo, € de se esperar que se obtenham cargas
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bacterianas reduzidas que, segundo BRANDAO e FURLANETTO (1984), devem ser
da ordem de 10°g™.

Tabela 4: Tamanho da espécie e rendimento de amostras de filés (com pele) da

sardinha - verdadeira (Sardinella brasiliensis)

Amostra Tamanho Peso Peso Rendimento
dos filés*

(cm) bruto () (%)
R1 15-16-17-16 15-15-17-16-18 530 250 47,2
R2 16-18 -15-15-15-16 -18 -15 500 250 50
Rs 15-15-16-17-18-19 -16 450 250 55,6

X =17 Y =1480 =750 X =50,7
X: média.

R1, Ry, R3: Repeti¢des.
* Peso obtido apés lavagem e drenagem.

Em relagdo a sardinha congelada, com base em varios trabalhos, as
enumeracdes de bactérias mesofilas viaveis variaram entre 10° e 10* g’ e, as
médias das contagens, 10* g em alguns casos e 10° g em outros (BARROS e
ROBBS, citados por BRANDAO e FURLANETTO, 1984). Através dos dados
experimentais (Tabela 5), a contagem padréo em placas (microbiota aerdbia viavel),
utilizada como indicador de higiene e/ou processamento, mostrou variagdes entre
3,5x10%°e 1,1 x 10* UFC g™.

De acordo com o ICMSF (1990), os resultados indicam um pescado com a
carga bacteriana normal para as espécies marinhas tropicais. Com relagédo a
contaminagao fecal, a Tabela 5 mostra resultados relacionados com o grupo dos
coliformes totais e fecais, evidenciando praticas de higiene e sanificagcdo adequadas
conforme padrdes requeridos para o processamento de alimentos (MINISTERIO DA
SAUDE / SECRETARIA DE VIGILANCIA SANITARIA - MA/ SVS, 1997). Utilizado
como indicador de contaminagao pés-processo ou das condi¢gdes de sanificagdo das
superficies operacionais, observa-se, pela enumeragdo de Staphylococcus aureus
um numero de células reduzidas (Tabela 5), sem restrigdes, de conformidade com a
Portaria 451 - MS/SVS (1997), que estabelece critérios e padrées microbioldgicos

para alimentos.
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Apesar da auséncia de um limite maximo e de tolerancia, relacionando a
presenca de Enterococcus em pescado, este indice fornece um indicativo de
qualidade higiénico - sanitaria associada a microbiota acompanhante da matéria -
prima. Esta microbiota é tipica de animais de sangue quente ou frio (SILVA et al.,
1997). Os resultados encontrados (Tabela 5) sado despreziveis, indicando uma
mateéria-prima de qualidade aceitavel.

Todos os lotes (A, B, C), apresentaram resultados negativos com relagéo a

deteccéo de Salmonella sp.

Tabela 5: Avaliagdo microbiolégica de amostras de filés de sardinha - verdadeira
(Sardinella brasiliensis)

Sardinha - verdadeira
Microbiota in natura

R R2 R3

Microrganismos aerdbios meséfilos (UFC g')  3,5x10° 1,1x10* 4,4x10°

Coliformes totais (NMP g™) <3 <3 <3
Coliformes fecais (NMP g™) <3 <3 <3
Staphylococcus aureus (UFC g™) <102 <102 <10°
Enterococcus (UFC g™) 3,5x10®> 3,5x10° 3,5x 102
Salmonella sp. auséncia auséncia auséncia

em25g em25g em25¢g

R1, Ro, R3: Repeticoes.

4.1.5 pH

Para o peixe, os fendmenos de aparecimento e resolugdo da rigidez
cadavérica sao rapidos, porém, o enrijecimento post mortem e a queda do pH séo
graduais. O pH se reduz, geralmente de 7 para 6 no pescado magro e, até 5,6 no
musculo escuro do pescado gorduroso. E desejavel que a conservagédo pelo frio se

verifique o mais rapido possivel e em pH reduzido, possibilitando o aumento da vida
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- de - prateleira (FAO, 1995; LINDEN e LORIENT, 1994). De acordo com o
observado na Tabela 6, o pH variou entre 5,9 e 6,1. Os resultados indicam um
pescado em condicdes adequadas de conservacdo, com resultados inferiores
aqueles apresentados no peixe deteriorado; pH superior a 6,8 (GIBSON, 1991;
FRAZIER e WESTHOFF, 1993; LINDEN e LORIENT, 1994; FAO, 1995).

Tabela 6:- Variagdo do pH de amostras de filés de sardinha - verdadeira (Sardinella

brasiliensis)
Sardinha-verdadeira
in natura
R, R, R,  X+Dp
pH 6,1 5,9 6 6+ 0,08

X + Dp: média + desvio padro.
R1, Rz, R3: Repeticdes.

4.2 Lactobacillus sakei 2a

4.2.1 Caracterizagcao morfologica

Os resultados morfotinturiais decorrentes da observacdo microscopica dos
isolados foram obtidos utilizando a metodologia por esgotamento em estrias em
meio semi - solido (Agar MRS), com incubagao a temperatura de 30 OC por 24 horas.
A linhagem apresentou-se como cocobacilos Gram - positivos regulares, isolados e
em pares, com auséncia de esporos. A colbnia isolada mostrou uma coloragao
creme, com forma circular, superficie lisa, presenga de brilho, com margem regular

inteira, elevagdo convexa, consisténcia cremosa e tamanho 0,5 mm.

4.2.2 Caracterizagao fisiolégica
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A caracterizacdo do cultivo apds incubacéo a 30 °C e crescimento apds 48
horas é mostrada na Tabela 7. Nos teste complementares, a linhagem apresentou-
se como aerotolerante e ndo mostrou motilidade em meio semi — sdélido sob
incubacdo a 30 °C. L. sakei 2a é uma espécie homofermentativa, cresce a 8 e 15 °C,
mas ndo se desenvolve a 45 °C. Conforme BROCK (1974), sua caracteristica indica

uma espécie pertencente ao subgénero Streptobacterium.

Tabela 7 - Caracterizagéo fisioldgica do Lactobacillus sakei 2a

pH Halofilismo (% NaCl)  Crescimento (°C) Hidrdlise da gelatina
3,9 6,5 7,0 10 8 15 45

+ + + w + + - -

(+) resultado positivo; (-) resultado negativo; (w) resultado positivo fraco.

Conforme SNEATH (1986), o género Lactobacillus raramente apresenta
motilidade e, quando acontece, sempre é realizada através de flagelos peritriquios.
Podem crescer em superficies de meios semi - sélidos, em anaerobiose ou sobre
pressao de oxigénio reduzida a 5 -10% CO,. Sao aciddfilo, com crescimento em pH
5 ou menos e em temperaturas entre 2 e 53 °C. Sdo incapazes de hidrolizar a
gelatina.

GONZALEZ - FERNANDEZ et al. (1997), estudando a influéncia de cultivos
(starter) relacionados com as propriedades sensoriais da linguiga tipo frescal,
complementaram suas pesquisas caracterizando 2 cepas de Lactobacillus sakei e
uma de Pediococcus sp. As linhagens isoladas de L. sakei apresentaram

crescimento em pH 3,9 e em concentragdes de 7 e 10% NaCl.

4.2.3 Caracterizacao bioquimica

A linhagem foi caracterizada através dos ensaios mostrados na Tabela 8.

Com relagdo a fermentacdo de carboidratos, GONZALEZ - FERNANDEZ et
al. (1997) realizaram ensaios semelhantes utilizando, além dos agucares mostrados
na Tabela 8, a celobiose, ribose e a melibiose e observaram que testes com duas

cepas de L. sakei nao apresentaram atividade fermentativa sobre arabinose,
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celobiose, maltose, ramnose e rafinose. Deve-se considerar que, estas linhagens

nao produziram catalase, acetoina, gas de glicose, H,S e bacteriocinas.

Tabela 8: Caracterizagao bioquimica do Lactobacillus sakei 2a

Producao Reacéao ou crescimento
Catalase _
Acetoina +

Gas de glicose
H,S

Indol
Descarboxilagéo da lisina "
Teste vermelho de metila

Bacteriocinas +

Fermentagao

Lactose

Sacarose .
Glicose
Ramnose
Xilose
Arabinose
Rafinose
Galactose
Maltose
Trealose

Sorbitol

A producao de bacteriocinas, através da técnica por difusdo em pocos, foi
evidenciada pela formacdo de halos de clareamento em torno do in6culo do

microrganismo produtor (Lactobacillus sakei 2a), com consequente inibicdo do
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microrganismo indicador (Listeria monocytogenes Scott A), ficando constatado a

sensibilidade da cepa testada através desta metodologia (antagonismo simulténeo).

SOBRINO et al. (1991), estudaram a atividade antibacteriana de L. sake,
isolado de embutidos de carne, fermentados e dessecados. O microrganismo
mostrou uma grande atividade inibidora, exibindo um efeito antagénico contra outros
lactobacilos e microrganismos patogénicos de origem alimentar, como S. aureus e
Listeria monocytogenes. Estes pesquisadores confirmaram a falta de atividade
contra bactérias Gram - negativas. A sensibilidade de L. monocytogenes nao é
surpresa, pois varios trabalhos (WIILKINSON e JONES, 1977; SEELIGER e JONES,
1986; RUHLAND e FIEDLER, 1987, citados por SOBRINO et al., 1991) obtiveram a

mesma comprovagao.
OSTERGAARD et al. (1998), caracterizaram a atividade antagonica de

bactérias laticas sobre a Listeria monocytogenes. Estes microrganismos laticos
foram isolados do thai, um produto de fermentado de peixe produzido na Tailandia.
Dos 4.150 microrganismos isolados em placas com agar MRS, utilizando a técnica
da dupla camada (agar - overlay), 1,4% foram identificadas com reagao positiva.
Quando a técnica da difusdo em pogos foi utilizada, de 44 microrganismos isolados,
43 apresentaram inibicdo contra Listeria monocytogenes. Todos os 44
microrganismos inibiram Vibrio cholerae e V. parahaemolyticus e, 37 foram
inibidoras de bactérias mesofilicas (Aeromonas sp.) deterioradoras de pescado. O
tratamento com catalase mostrou somente um efeito secundario sobre a atividade
antagbnica de algumas cepas, indicando também que, a producédo de perdxido de
hidrogénio n&o foi a maior causa da atividade antibacteriana. Se considerarmos a
revisdo desenvolvida por HUGAS (1998), sobre bactérias laticas bacteriocinogénicas
utilizadas para a biopreservagao de embutidos carnicos fatiados e acondicionados a
vacuo, verificamos que a cepa L. sakei Lb674, produtora da sakacina P, apresenta
elevada potencialidade para a inibicdo de Listeria monocytogenes em fungao da
forma de aplicagdo. Neste mesmo trabalho, a bacteriocina isolada e adicionada no
embutido nao inibiu este patogeno.

Independente das pesquisas com L. monocytogenes (MING et al., 1997; DE
MARTINIS e FRANCO, 1997; AYMERICH et al., 1998; ¢STERGAARD et al., 1998;
HAMMES e HERTEL, 1998; RING¢ e GATESOUPE, 1998; REID, 1999), o que

podemos verificar € que a biopreservagcdao em determinados sistemas alimentares
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dependerao da formulagdo empregada, tecnologia utilizada e viabilidade da cultura
para a produgao da bacteriocinas, como também da adaptagdo das culturas aos
meios (alimentares) especificos. Varios estudos (HUGAS e MONFORT, 1997,
HAMMES e HERTEL, 1998), relacionados com culturas bacteriocinogénicas sobre
patdgenos alimentares nas condi¢gdes de processamento de salames mostram os
efeitos sobre Listeria monocytogenes. Também mostram que o efeito ndo é
reprodutivel quando se produz diferentes tipos de salames. Estes pesquisadores
realizaram varios experimentos em que Listeria monocytogenes era inibida por meio
de cinco cepas bacteriocinogénicas (quatro de Lactobacillus sakei e uma de L.
curvatus). Durante a fermentacdo, a quantidade deste microrganismo (Listeria
monocytogenes) foi reduzida em até 4 ciclos log. Duas cepas (L. curvatus LTH1174
e L. sakei CTC494 reduziram a quantidade de Listeria monocytogenes em até 2
ciclos abaixo do valor determinado no controle. A eficiéncia da sakacina P produzida
pelo L. sakei depende do pH, concentracdo de NaCl, nitrito e nitrato de sédio. A
atividade da bacteriocina aumentou sinergisticamente em pH reduzido e elevada

concentragéo de cloreto de sodio; o efeito do nitrito foi desprezivel.

4.2.4 Relacao entre o crescimento do L. sakei 2a e a producao de

bacteriocinas

A Figura 3 caracteriza o crescimento celular do L. sakei 2a em caldo MRS,
com incubacdo a 30 °C por 24 horas, onde podemos observar que a carga
microbiana aumentou até atingir o maximo valor em aproximadamente 19 horas.

A produgcdo de bacteriocina iniciou somente apos 4 horas de incubagéo
(Figura 4), quando a massa celular atingiu 0,100 de absorbéancia a 600 nm,
equivalente a 9 x 10° UFC mL™. Em fungdo do diametro do halo de inibicdo formado,
utilizando Listeria monocytogenes Scott A como microrganismo sensivel, a produgao
de bacteriocina obteve seu valor maximo apdés 7 horas de incubacdo. A cultura
nesse momento apresentou 1,625 de absorbancia a 600 nm, equivalente a 5 x 10’
UFC mL™. Apds este tempo, ndo houve mais producido de bacteriocinas.

De acordo com HOOVER e HARLANDER (1993), a incubagao por 24 horas é

o tempo minimo para se medir o halo formado pela zona de inibigdo, mas a sua
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localizacéo é fixada com poucas horas de incubagao, para posteriormente haver o
crescimento do microrganismo indicador e a visualizagao.

Comparando metodologias entre o tempo de incubagao de antibidticos com
bacteriocinas, deve-se considerar que, as bacteriocinas geralmente tém um grande
peso molecular e sua relagao de difusdo pode ser mais lenta do que os tipos mais
comuns de antibidticos. A literatura mostra resultados semelhantes aos encontrados
neste trabalho, relacionados com a producdo de bacteriocinas e a atividade de

inibicdo contra bactérias Gram - positivas.

15
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Figura 3: Crescimento do Lactobacillus sakei 2a em MRS, incubado a 30°C

por 24 horas.

PARENTE et al. (1996) testaram a atividade da leucocina F10 (em unidades
arbitrarias, UA mL™"), produzida por Leuconostoc carnosum, usando o agar well
diffusion assay (AWDA), em presenga da Listeria innocua BL86/26 como indicadora.
A produgao de bacteriocinas (LF10, UA mL™) foi testada durante o crescimento de L.
carnosum em caldo YGC (yeast glucose citrate broth) a 4,25e 30°CepH5-55-6

- 6,5 e 7. A producdo de LF10 a 4 °C foi extremamente baixa mas, apos 5 dias,
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foram obtidas 570 UA mL™. Considerando as temperaturas de incubacéo (25 e 30
°C), o aumento e a produgdo da LF10, em fermentacdes sem controle de pH,
apresentaram melhores resultados a 25 °C ( nas primeiras 9 horas, a biomassa e a
atividade da LF10 foram: 0,28 - 0,47 g L e 231 - 346 UA mL" a 30 e 25 °C,
respectivamente). Entretanto, a 25 °C, a atividade da LF10 decresceu rapidamente
até o final do crescimento bacteriano. Em pH 5,5 - 6 e 6,5, a producdo de

bacteriocina foi maior, se comparada com a fermentagdo sem controle de pH.

Diametro do halo (mm)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tempo (h)

Figura 4: Produgéo de bacteriocinas por Lactobacillus sakei 2a em
MRS, incubado a 30 °C por 24 horas.

Trabalhos similares, desenvolvidos por SCHILLINGER e LUCKE (1989)
mostram a atividade antibacteriana de L. sakei isolado de carne, onde foram
avaliadas 19 cepas de Lactobacillus sakei, 3 cepas de L. curvatus e 1 cepa de L.
plantarum, quanto ao potencial bacteriocinogénico para serem utilizadas como
starter em produtos carnicos. Com relagdao a L. sakei, 6 cepas apresentaram
antagonismo contra L. monocytogenes em caldo MRS. Os sobrenadantes foram

examinados quanto a produg¢ao de bacteriocinas e sua atividade inibidora em caldo
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MRS formulado na forma convencional e com baixa concentragéo de glicose (0,2%).
Foram utilizadas temperaturas de incubagao de 7, 15 e 25 °C. Nenhuma atividade foi
detectada durante as primeiras 8 horas de incubacg&o. Entretanto, uma significativa
atividade foi detectada apds 23 horas a 25 °C e apos 47 horas a 15°C, quando as
bactérias estavam na fase intermediaria ou final de crescimento (Log). A menor
atividade (sobrenadante) foi observada apds 47 horas a 25 °C.

MORTVEDT - ABILDGAARD et al. (1995) estudando a lactocina S produzida
por L. sakei L45, detectaram que a maior formagao desta bacteriocina ocorreu no
inicio da fase estacionaria do lactobacilo, com incubacéo a 30 °C em agar MRS e,
correspondeu a 3.000 UA mL™.

COVENTRY et al. (1997) compararam a atividade antagOnica de bactérias
laticas originarias de 40 espécies de pescado. Realizaram estudos de detecgéo de
bacteriocinas e as compararam com nisina e pediocina, com avaliacdo através de
unidades arbitrarias (UA), utilizando a diluicao critica para 2 meios de cultura: agar e
caldo MRS formulados. As culturas indicadoras mostraram diferentes sensibilidades
as bacteriocinas. O estudo quantitativo deste efeito se baseou na comparagao da
atividade antagonica de diversas bacteriocinas, inoculadas em caldo e agar, contra
as culturas indicadoras (Lactococcus curvatus, L. monocytogenes e L. seeligeri). L.
monocytogenes e L. seeligeri foram mais sensiveis a agado das bacteriocinas em
agar do que em caldo. Entretanto, todas as bacteriocinas mostraram uma maior
atividade contra L. curvatus inoculada em caldo MRS.

Recentemente (MORENO et al.,, 1999), efetuaram pesquisas relacionadas
com a caracterizagao de varias cepas de Lactococcus lactis subsp. lactis e detecgao
de bacteriocinas pela técnica da difusdo em pocos e mostraram que 8,4% das
culturas produziram substancias inibidoras ndo associadas com acidos organicos ou
peroxido de hidrogénio. A freqiéncia de produgao de bacteriocinas variou de 2% em
L. lactis subsp. cremoris a 12% em L. lactis subsp. lactis. Nenhuma das linhagens de

L. lactis subsp. lactis var. diacetylactis produziram substancias inibidoras.

4.3 Fermentacao do pescado

4.3.1 Definigcao do experimento
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As cubas utilizadas no processamento e a evolucdo da fermentagdo sao
mostradas nas Figuras 5, 6, 7, 8 e 9. Este estudo se referiu aos parametros
limitantes para a fermentacao latica; o processo envolvendo o peixe na forma de filé
com pele, com composi¢cdo da formulagdo definida € semelhante a determinados
produtos como o pla - ra na Tailandia e o burong - isda nas Filipinas. Foram
avaliadas as dificuldades associadas com a formulagdo em fungcédo da espécie de
peixe (Sardinella brasiliensis). A adicao de glicose foi necessaria para promover uma
adequada fermentagado, pois o0 peixe apresenta um reduzido teor de carboidrato

disponivel.

Figura 5: Fermentagao da sardinha - verdadeira (Sardinella brasiliensis) utilizando

Lactobacillus sakei 2a, NaCl e glicose como carboidrato fermentescivel.



123

Os carboidratos se encontram fundamentalmente no musculo e figado,
representados por pequenas quantidades de polissacaridios glicogénicos. Os
valores em glicogénio nos tecidos musculares variam entre 0,05 e 0,85% (FAO,

1995), o que o torna sem efeito nos processos fermentativos.

Figura 6: Evolugao da fermentagao dos filés de sardinha-verdadeira com 2 dias de
processamento.

A: Lactobacillus sakei 2a, 2% glicose, 2, 4, 6% NaCl.

B: Lactobacillus sakei 2a, 4% glicose, 2, 4, 6% NaCl.
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Figura 7: Evolucao da fermentacao dos filés de sardinha-verdadeira com 7 dias de
processamento.

A: Lactobacillus sakei 2a, 2% glicose, 2, 4, 6% NaCl.

B: Lactobacillus sakei 2a, 4% glicose, 2, 4, 6% NaCl.
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Figura 8: Evolugao da fermentacao dos filés de sardinha-verdadeira com 14 dias de
processamento.

A: Lactobacillus sakei 2a, 2% glicose, 2, 4, 6% NaCl.

B: Lactobacillus sakei 2a, 4% glicose, 2, 4, 6% NaCl.
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Figura 9: Evolugao da fermentacao dos filés de sardinha-verdadeira com 21 dias de
processamento.

A: Lactobacillus sakei 2a, 2% glicose, 2, 4, 6% NaCl.

B: Lactobacillus sakei 2a, 4% glicose, 2, 4, 6% NaCl.
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A maioria dos produtos tradicionais utiliza o amido com diferentes graus de
geleificagdo e degradacdo, porém, poucas bactérias laticas tém sido identificadas
como produtoras de amilase. A rapidez e a eficiéncia da fermentagao latica foram
monitoradas pela relagdo do decréscimo do pH com a correspondente elevagao da
acidez e o balango entre a enumeragéo das bactérias laticas (BL) em meio MRS e a
de deterioradoras em placas com agar para contagem (PCA) pelo método pour
plate. O baixo crescimento das bactérias laticas em PCA facilita uma excluséo do
total das bactérias consideradas deterioradoras. A competicdo entre as BL e as

deteriorantes € expressa entre as correspondentes contagens em MRS e PCA.
4.3.2 Avaliacao do pH e acidez

O resultado das analises fisico-quimicas indicam que houve uma redugao do
pH a medida que a fermentacido se desenvolveu, com tendéncia a uma estabilizacao
entre 3,8 e 4,2, apds 21 dias (Figura 10), referente a reproducédo dos tratamentos
com aplicagao do indculo, associado a 2 e 4% glicose e 2, 4 e 6% NaCl. O efeito da
reducao inicial do pH sugere como uma das causas, a producao de acido, a partir da
cultura iniciadora inoculada, inibindo a multiplicagdo dos microrganismos de
deterioracdo, permitindo a sequéncia da fermentacdo. Com a reducédo do pH para
valores inferiores a 4,4 no inicio da fermentacédo, a microbiota latica se multiplica
rapidamente, resultando em uma reducédo imediata ainda maior. A produgao de
acido € um mecanismo inespecifico, afetando todas as bactérias acidosensiveis
indiscriminadamente. GORY et al. (2001) mencionam este compolrtamento numa
avaliacdo do crescimento de trés cepas de L. sakei (duas geneticamente
modificadas), associadas a produgao de lactato e variagao de pH. O valor inicial (pH)
que era 5,6 reduziu para 4,2 a 30 °C e 4,4 a 22 °C, durante 24 horas.

Os resultados apresentados na Figura 10 indicam que a rapida fermentagao
latica do substrato foi obtida da maneira como se esperava. Possivel razdo para o
aumento da velocidade da fermentacdo inclui as dificuldades criadas pela
capacidade tampao destes substratos proteinaceos ou para a adaptagdo e

multiplicacdo das BL. A grande capacidade tampao deste substrato na faixa de pH
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entre 5 e 6 pode permitir a deterioragdo antes que ocorra uma produgao de acido

latico, suficiente para a reducéo do pH nas primeiras 24 horas de fermentacéao.

—Mm—2% glicose / 2% NaCl
—0—2% glicose / 4% NaCl
—A—2% glicose / 6% NaCl
—W¥— 4% glicose / 2% NaCl
—&— 4% glicose / 4% NaCl
—+— 4% glicose / 6% NaCl

3,5

0 5 10 15 20 25
Tempo (dias)

Figura 10: Variacdo do pH durante a fermentagdo da sardinha - verdadeira pelo
Lactobacillus sakei 2a com 2 e 4% glicose. O efeito sobre o pH inicial do substrato

foi comparado através da adicdo de 2, 4 e 6 % NaCl (p/p).

Um outro fator pode ter sido a relagcdo entre a carga inicial dos
microrganismos competidores e o inéculo. Diferente das carnes, os peixes marinhos
teledsteos possuem um elevado pH, a presenga de aminoacidos livres e OTMA
(composto osmoregulador) que, por redugdo microbiana produz TMA. Entretanto,
nenhum destes efeitos impediu a eficiéncia do cultivo iniciador (Lactobacillus sakei
2a) sobre este substrato em estudo. ZHANG e HOLLEY (1999) testaram 3 linhagens
de BL (Lactobacillus sakei, Lactobacillus curvatus e Leuconostoc mesenteroides),
isoladas de carne curada e embalada a vacuo quanto a provavel inibicao em fungao
das diferentes condigdes de pH (5,5, 6 e 6,5) e temperatura (6 e 12°C), na presenca
de NaCl (2,5, 4 e 5,5%). Com relagdo ao pH, os valores finais encontrados (caldo
MRS) ndo variaram significativamente, com excecéo para o tratamento com 2,5%

NaCl, correspondente a cepa do L. sakei, que apresentou uma redugao para pH 5.
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Isto € um indicador da atividade de crescimento deste microrganismo nessa
condicao salina, resultando numa consideravel produgcdo de acido. Contrastando,
quando 4 e 5,5% NaCl estiveram presentes, o efeito inibidor foi mais significativo.
Para as cepas de Lc. mesenteroides e L. sakei, o crescimento foi reduzido de 1 a 2
ciclos log. L. curvatus, em presenga de NaCl, nao apresentou efeito significativo no
crescimento.

Existem poucos trabalhos evidenciando o crescimento das BL em diferentes
niveis de NaCl associado a baixas temperaturas (6°C). Esta temperatura
relativamente baixa contribui para a diferenca na capacidade de crescimento das BL
com concentragdes de NaCl > 2,5%.

KORKEALA et al. (1992) citados por ZHANG e HOLLEY (1999), estudaram o
efeito das concentragdes de NaCl sobre a capacidade de crescimento das BL.
Entretanto, esta pesquisa também foi desenvolvida a temperatura ambiente e a
duracao da incubagao nao ultrapassou 50 horas. Foi verificado que as cepas de L.
sakei e L. curvatus sao mais resistentes ao NaCl que Lc. mesenteroides. Na
pesquisa, as cepas de L. curvatus apresentaram variagdes significativas na
presenca de 4 e 5,5% NaCl. Com efeito, os relatos cientificos atestam que o
crescimento bacteriano, correspondente a microbiota deterioradora, geralmente
ocorre nos valores 6timos de pH, entre 6 e 7. Valores inferiores resultam na morte
microbiana e sera mais acentuada quanto mais elevada for a temperatura de
exposicdo. O limite critico de pH para a multiplicagdo de microrganismos
deterioradores pode ser exemplificado através da sobrevivéncia da Salmonella. Em
determinadas condi¢des, quando o pH decresce de 7, o efeito inibitério comecga a
ser detectado quando o pH atinge valores inferiores a 5. Com relagdo ao
Campylobacter jejuni, este microrganismo apresenta uma menor resisténcia; nao
cresce em temperaturas inferiores a 30°C e nédo sobrevive quando o pH é reduzido
para 4,5. Entretanto, devemos verificar que, o efeito antimicrobiano das condi¢des
acidas nao depende somente do pH, mas das caracteristicas do acido envolvido no
processo inibitorio, como o grau de dissociagéo e o efeito toxico inerente da prépria
molécula acida (ADAMS e NICOLAIDES 1997).

Considerando o tratamento em que foi utilizada 2% glicose (Figura 10), o
aumento da concentragcao de NaCl de 2 para 6% reduz muito pouco a relagao de
fermentagdo. Com o emprego de 2% NaCl, o pH decresce para 4,1 apos 7 dias e

atinge 4 com 21 dias de fermentacdo. Com a presenga de 6% NaCl, o resultado é
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uma baixa fermentacédo durante os 7 primeiros dias; o pH se mantém em 4,3 apos 7
dias e atinge 4,2 com 21 dias de fermentagdo. Com a utilizagdo de 4% glicose, a
relagdo de redugao do pH €& mais sensivel. No mesmo periodo de fermentacao e
com a utilizacdo de 2% NaCl, o pH atingiu 4 e 3,8, respectivamente. Com 6% NaCl,
o pH atingiu 4,2 apds 7 dias e 4 com 21 dias de fermentagao.

Com relagao ao tratamento com 4% NaCl, correspondente a 2 e 4% glicose, a
reducido de pH manteve uma equivaléncia intermediaria. Apos 7 dias de fermentacao
(2% glicose), o pH reduziu para 4,2 e se manteve em 4,1 apés 21 dias. Com 4%
glicose, o pH reduziu para 4,1 com 7 dias e, para 3,9 em 21 dias de incubagao. Os
resultados obtidos sdo compativeis com aqueles encontrados na pesquisa de
MORZEL et al. (1997). No trabalho citado, € mostrada a avaliacdo de cultivos
iniadores na fermentacgao de filés de salmé&o (Salmo salar). Foi otimizado parametros
de fermentacdo para avaliar a dependéncia do crescimento da microbiota e a
reducao do pH através da adigao da sacarose, NaCl e NaNO; , submetidas a varias
temperaturas de incubacao. O resultado mostrou que o maior potencial de produgao
de acido foi obtido com 5% de sacarose. O aumento da concentracdo ndo mostrou
uma melhora significativa no processo de acidificagdo. Entretanto, foi observado
que, este teor implica em uma quantidade substancial de sacarose que permanece
remanescente no sistema apdés a fermentagdo, representando um substrato
potencialmente disponivel para o desenvolvimento de patogénicos. Por outro lado, o
excesso de NaCl mostrou um efeito negativo no crescimento das linhagens
inoculadas e na redugcdo do pH, criando condicbes desfavoraveis para o
desenvolvimento das bactérias laticas. Com relagdo a dependéncia do pH com a
temperatura de incubacéo (4 e 30°C), pdde ser observado que o pH aumentou com
a temperatura, decorrente de um crescimento microbiano maximo a 20°C.

Trabalho semelhante estudou a obtengdo de farinha de pescado a partir de
residuos de peixe, empregando bactérias laticas (Lactobacillus bulgaricus e
Streptococcus thermophylus) utilizadas na elaboragdo de leite fermentado e
sacarose, como substrato fermentecivel, com incubacéo a 40°C durante 48 horas. A
pesquisa mostrou como a sacarose se apresentou como um fator limitante para a
multiplicagdo das BL. Na auséncia da sacarose, ndo se produzem trocas de pH e
acidez, devido a falta da fonte energética para a fermentagédo. Pelo contrario, a
microbiota contaminante que se encontrava nos residuos, produziu bases volateis

como resultado da alteragado das substancias protéicas e nitrogenadas, ocasionando
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a elevacao do pH. Entretanto, quando é agregado 2,5% sacarose, o pH reduz para
4,3 em 48 horas e, reciprocamente, a acidez aumenta para 2,6%. Com a agregagao
de uma maior quantidade de sacarose, variavel entre 5 e 10%, o pH manteve uma
tendéncia de rebaixamento, variavel em fungdo do tempo de incubagdo. Em 48
horas, o pH e a acidez, alcancados com estas concentragdes salinas, foram 4 e
3,2%, respectivamente (ARECHE e BERENZ, 1989).

A problematica do comportamento microbiano € multifario. Nao ha duvida
que, neste caso, as interacdes simultaneas entre a temperatura de fermentacéao, Ay,
linhagem inoculada, bem como, a composi¢ao do substrato, para citar algumas,
indica as melhores condigdes para obter a maxima atividade e, portanto, a
estabilidade do sistema em estudo.

O trabalho de OLYMPIA et al. (1992), relacionado com a atividade das BL e
suas enzimas, isoladas do burong bangu, produto consumido nas Filipinas obtido
por fermentacdo do amido de mandioca agregado ao pescado, apresentou pH e
acidez apo6s 10 dias de fermentacdo, equivalente a 4,2 e 1,25%, respectivamente.
Neste estagio, o alimento €& considerado pronto para o consumo. A atividade
amilolitica iniciou quando o pH atingiu o valor é6timo (4), distante e muito inferior
aquele encontrado na mistura fermentada de camarédo e arroz, conhecida como
balao-balao. O pico da atividade enzimatica ocorreu no ultimo estagio do processo
de fermentacdo quando o pH do produto foi similar ao 6timo para a atividade da
amilase. As condi¢cdes que favorecem o crescimento das BL incluem: pH < 6,0, Ay
entre 0,955 e 0,965 controlada pela adicao de 2,5 a 3% de NaCl e a presenca de
algum acucar fermentecivel (ERIKSSON, 1991). Na produgdo do bakasang, um
tradicional molho de peixe fermentado consumido na Indonésia, quando submetido a
um controle de pH através da adicdo de NaCl (10 e 20%) e glicose (1 e 10%),
apresentou reducdo do pH em todos os tratamentos. As amostras com adicdo de
glicose mostraram um grande decréscimo do pH, contrario aquelas sem a adi¢ao da
glicose. O maior descenso ocorreu quando foram utilizados 10% NaCl e 5% glicose,
explicado por um possivel envolvimento das BL com habilidade para fermentar a
glicose e produzir acido latico (IJONG e OHTA, 1996). Segundo OWEN e
MENDONZA (1985), citados por ADAMS et al. (1987), varios produtos tradicionais,
produzidos com peixe fermentado, envolvem uma cura inicial com um teor elevado

de NaCl antes da fermentacao latica.
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Este processo preliminar é capaz de promover uma rapida sensibilizagdo dos
microrganismos deterioradores. Varias pesquisas (MORZEL et al.,, 1997,
OdSTERGAARD et al., 1998), trabalhando com sistemas semelhantes, sugerem que
uma adequada concentracdo de NaCl favorece a multiplicagdo das bactérias laticas
com consequente formacdo de acido latico e rebaixamento do pH. A Figura 11
mostra a influéncia da concentracéo salina (2, 4 e 6% NaCl) sobre o pH da sardinha

submetida a cura na auséncia da glicose e do cultivo iniciador.

7.4- —m—2% NaCl
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Figura 11: Influéncia da concentragdo salina sobre o pH da sardinha - verdadeira
submetida ao processo de cura, na auséncia da glicose e do cultivo iniciador. O
efeito sobre o pH inicial do substrato foi comparado através da adi¢cao de: 2, 4 € 6%
NaCl (p/p).

Com 2 dias de cura, o pH se mantém em 5,9 (2% NaCl), 5,7 (4% NaCl) e 5,5
(6 % NaCl). Com 4 dias, o pH atinge 6,9 (2% NaCl), 6,6 (4% NacCl) e 6 (6% NaCl).
Em 5 dias de fermentagdo (6% NaCl), o pH atinge 6,6. Considerando a
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disponibilidade de nutrientes, conjugado com a elevada A, e processamento a
temperatura ambiente (23 e 24°C), o poder tamp&o do substrato fez com que o pH
se elevasse em direcdo a faixa alcalina, permitindo o progressivo metabolismo
microbiano.

Se considerarmos o tratamento com o cultivo iniciador, a acidez resultante da
fermentagao corresponde a acidos organicos nao dissociados, 0os quais possuem
uma acentuada atividade antimicrobiana. O resultado das analises quimicas mostra
nao somente que a acidez aumenta com o teor de glicose e tempo de fermentacgao,
como possibilita observar que a relacdo de acidificagcdo aumenta com a reducao do
NaCl. A Figura 12 apresenta a produgao de acido latico durante a fermentacao da
sardinha, reproduzindo os tratamentos com aplicagao do cultivo iniciador, associado
a2 e 4% de glicose e 2, 4 e 6% NaCl (p/p).

Com o tratamento correspondente a adigdo de 2% glicose e 2% NaCl, a
acidez titulavel apos 21 de fermentagao obteve o maximo valor de 2,55%. Com 4%
de glicose e equivalente teor salino, atingiu 2,76 %. Assim que, quando se agrega
2% glicose e 2% NaCl, o pH reduz para 4,1 em 7 dias e para 4 em 21 dias.
Reciprocamente, a acidez aumenta para 1,21 e 2,55%, respectivamente. Com 4%
glicose e 2% NaCl, o pH reduz para 4 em 7 dias e 3,8 em 21 dias. Por sua vez, a
acidez aumenta para 1,77% (7 dias) e 2,76 % (21 dias). Contrariamente, na auséncia
da glicose e, considerando as 3 concentragdes salinas (2, 4, e 6% NaCl), a acidez
mostrou uma tendéncia de queda, comprovada pela deterioragdo do pescado com 6
dias de processamento (Figura 13). Trabalhos similares envolvendo fermentagdes
laticas mostram que o comportamento do pH e acidez n&o séo diferentes. ADAMS et
al. (1987), avaliando a producao de acido latico como preservativo de truta (Salmo
truta), monitoraram a eficiéncia da fermentacgao latica pela relacédo do decréscimo do
pH, elevacado da acidez e balanco entre bactérias laticas (enumeragao em MRS) e
bactérias deterioradoras (enumeracdo em PCA). Os tratamentos aplicados ao
substrato, envolvendo os cultivos iniciadores comerciais compostos por cepas de L.
plantarum (Lactostart) e P. pentosaceus (Pediostart) mostraram uma relagdo de

rebaixamento do pH com a adi¢cao de 5% sacarose (p/p).
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Figura 12: Produgdo de acido latico durante a fermentac&o da sardinha - verdadeira
pelo Lactobacillus sakei 2a, com 2 e 4% glicose. O efeito foi comparado através da
adicao de 2, 4 e 6% NaCl (p/p).

O aumento da concentragdo de NaCl (6%) também baixou a relagcdo de
fermentagao. Utilizando 1% NaCl, 4% glicose e Lactostart, o pH reduziu para 5,4 nas
primeiras 24 horas e 4,2 ap6s 4 dias. Com 2 e 3% NacCl, o resultado foi uma baixa
fermentagao durante os 3 primeiros dias de fermentagao; o pH se manteve entre 6 e
6,5 apos 24 horas e atingiu 4,2 com 4 dias de fermentagdo. Com 4 a 6% NaCl, o pH
se manteve em torno de 6,5 com incubacado de 7 dias. A repeticdo com diferentes
tratamentos mostrou diferengas no periodo mais importante, os 2 primeiros dias de
fermentacgao e, isto pode ser o reflexo de diferentes graus de frescor do peixe, obtido
comercialmente, afetando a relagdo entre as bactérias laticas e a microbiota
competidora. Recentemente, foram pesquisadas as caracteristicas antagonicas

relacionadas com L. monocytogenes presente em molho fermentado (asiatico),
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utiizado como condimento utilizando a glicose como elemento fermentecivel
(0STERGAARD et al., 1998). A glicose foi fermentada rapidamente, entretanto, o pH
decresceu muito lentamente no caldo suplementado com 4% (glicose) e 3,5% NaCl
na mistura de arroz e peixe. Apenas 4 das 44 cepas isoladas puderam fermentar
carboidratos complexos como os do arroz, batata e amido de milho (STERGAAD et
al., 1998).

0,67

—Mm—2% NaCl
—0—4% NaCl
—A—6% NaCl

Tempo (dias)

Figura 13: Influéncia da concentragao salina na produgao de acido latico durante a
cura da sardinha - verdadeira na auséncia da glicose e do cultivo iniciador. O efeito

sobre o pH inicial do substrato foi comparado através da adi¢ao de 2, 4 e 6% NaCl

(P/p).

ARECHE e BERENZ (1989), examinando a fermentacdo de residuos de
pescado para a obtencdo de silagem, desenvolvida com o auxilio de bactérias

laticas utilizadas em laticinios, determinaram a estabilidade quando a acidez atingiu
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4,55% e o pH 3,9 apos 180 dias de estocagem. Com 20 dias, os valores de acidez e
pH foram 4,45% e 3,7, respectivamente. Para estabelecer a participagdo das
bactérias laticas na producdo da silagem, foram realizados experimentos tendo
como base: 81,5% residuos de pescado cozidos, 10% cultivo iniciador comercial,
7,5% sacarose e 1% NaCl. Uma das conclusdes finais se refere a falta de influéncia

do NaCl no processo fermentativo.

4.3.3 Atividade antagonica do L. Sakei 2a

Como se observa (Figuras 14 e 15), as bactérias laticas apresentaram um
bom desempenho na inibicdo dos microrganismos deterioradores. A rapidez e a
eficiéncia da fermentagcdo foi monitorada pela relacdo do decréscimo do pH
(dependendo da concentragdo de NaCl, uma redugdo de 6 para 4 ou 4,3, nos
primeiros 7 dias) e o balango entre a enumeracao das bactérias laticas e o total de
bactérias deterioradoras. A queda do pH foi devida a produgao de acido latico pelas
bactérias laticas, o que ndo descarta a possibilidade de producido deste acido por
outros microrganismos. TANASUPAWAT e KOMAGATA (1995) mencionam que os
estafilococos presentes em pescado fermentado, com caracteristicas de coagulase
positivo e hemolisina negativa, tém a capacidade de produzir pequena quantidade
de acido latico, porém sem influéncia maior no desenvolvimento da fermentacéo e
producao destes alimentos pesqueiros.

Considerando a carga inicial das bactérias deteriorantes em PCA (10° UFC g
"), ocorreu um significativo aumento da contagem nos primeiros 7 dias de
fermentacao (10" - 10" UFC g™) e, decresceu gradualmente & partir deste tempo e
até o0 21° dia para todas as amostras (10° UFC g™). O efeito de inibicdo somente foi
menor para a amostra correspondente a adigdo de 4% glicose e 2% NaCl, cuja com
reducdo para 10'° UFC g”'. Observa-se que, o nivel de variagdo no PCA foi similar
na maioria dos casos. O aumento no teor de glicose (de 2 para 4%) nao causou
diferenca significativa na contagem bacteriana. A Figura 17 que se refere a
contagem de bactérias em placas (PCA), representado por um aumento da
microbiota nos primeiros 7 dias de fermentagdo, ou uma falsa tendéncia de aumento
e, posteriormente, uma constante e gradual redugéo até o final da fermentagéo. Este

aumento inicial se deve a presenca de bactérias ndo formadoras de acidos que
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gradualmente desaparecem durante o processamento pela transformagdo do meio
em um substrato bastante acidificado. Comparando os resultados (Figura 17) com
aqueles obtidos com as bactérias laticas, verificamos que estes microrganismos
estdo presentes, apenas no reduzido estagio inicial da fermentagcdo, enquanto que
durante todo o periodo do processamento ha uma predominancia das bactérias
formadoras de acidos (FA). Estas inversbes de crescimento demonstradas pela
diferenca da populagao inicial de cada grupo na matéria-prima, presente no inicio da
fermentacgao, pode ser explicado como sendo um resultado da sensibilidade ao baixo
pH e acidez elevada, presenca de metabdlitos antagbnicos aos microrganismos
deterioradores, necessidade de requerimentos nutricionais e a mudanga do potencial
redox. De acordo com o ICMSF (1980), nas fermentagdes anaerdbicas, muitos
microrganismos associados a deterioragdo nao toleram a exclusdo do oxigénio e a
presenca do CO,. IJONG e OHTA (1996) também nao obtiveram resultados
superiores na contagem em PCA quando, em trabalho semelhante com molho de
peixe fermentado, foi adicionada glicose e NaCl em quantidades variaveis entre
100 g kg™ e 200 g kg™ NaCl. As amostras contendo 100 g kg™ NaCl apresentaram
valores mais elevados de contagem em PCA que aquelas com 200 g kg™ NaCl.
Através dos resultados obtidos, a adicdo de glicose também n&o produziu efeito
significativo na contagem bacteriana, indicando que os baixos valores nas amostras
com 200 g kg™ NaCl podem ser devidos & baixa atividade de agua (A.). Também
como na fermentacdo da sardinha, ocorreu um significante aumento na contagem
em PCA durante os primeiros 10 dias e decresceu gradualmente a partir deste
tempo para todas as amostras. Apés 10 dias de incubacdo, a carga bacteriana
aumentou em todas as amostras com o correspondente decréscimo do pH.

De acordo com MACRAE (1993), citado por IJONG e OHTA (1996), uma
solucao contendo 200 g NaCl e 800 g H,O possui uma atividade de agua (Ay) igual a
0,838. Até a Ay 0,950, o crescimento da maioria das bactérias Gram-negativas ou
formadoras de esporos, € inibido. Bactérias Gram-positivas, como Lactobacillus e
Micrococcus spp. toleram baixa A, e atuam como microflora competitiva na
fermentagdo. Apenas bactérias halofilas podem crescer e permanecerem viaveis até

o final do processo.



138

Os resultados apresentados na Figura 15 indicam que a rapida fermentagcao
latica do substrato (peixe) foi obtida como se esperava, conforme os critérios
descritos na introdugdo do texto, mas nado tdo facil, como se preconizava. A
contagem em MRS a partir do sétimo dia de fermentacéao e até o 21°, excedeu a dos
deterioradores (PCA) entre 1 Logio UFC g™ e 5 Logio UFC g™'. Assim que, a relagéo
de fermentacao foi maior em todos os tratamentos se considerarmos a utilizagao de
4% glicose, proporcionando uma diferenga de contagem em MRS, em pelo menos 1
Logio UFC g”'. Muitos carboidratos, incluindo os amilaceos, sdo bons substratos
para as BAL e o uso deste tipo de nutriente pode provocar um inicio muito grande da
atividade latica. Os principais carboidratos que podem ser utilizados nestas
fermentagdes inclui o arroz cozido, o arroz pré-fermentado ou farinaceos a base de
mandioca (TWIDDY et al., 1987).

—m—2% glicose / 2% NaCl
—@—2% glicose / 4% NaCl

13 —A—2% glicose / 6% NaCl
. v —V—4% glicose / 2% NaCl
12 —o— 4% glicose / 4% NaCl

—+—4% glicose / 6% NaCl

_ —

10 ¢
. +

> ome <4

Log UFC g

0 5 10 15 20 25
Tempo (dias)

Figura 14: Variagao na contagem de microrganismos em placas sobre PCA (Log1o
UFC g') durante a fermentacédo da sardinha - verdadeira pelo Lactobacillus sakei
2a, com 2 e 4 % (glicose. O efeito foi comparado através da adigao de 2, 4 e 6%
NaCl (p/p).
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Figura 15: Variagdo na contagem das bactérias laticas sobre MRS (Logio UFC g™
durante a fermentacao da sardinha - verdadeira pelo Lactobacillus sakei 2a, com 2

e 4% glicose. O efeito foi comparado através da adi¢ao de 2, 4 e 6% NaCl (p/p).

ADAMS et al. (1987) estudaram a fermentagdo de peixes com a adigdo de
glicose e NaCl, avaliando diversos fatores que favorecem a rapida fermentacao
latica, como o rapido decréscimo do pH (< 4,5) nas primeiras 48 horas e uma rapida
multiplicacdo das BAL com decréscimo dos microrganismos deterioradores. Estudos
com Lactobacillus plantarum e Pediococcus pentosaceus mostraram que a relagao
de fermentacdo aumenta na faixa entre 1 e 5% de glicose ou sacarose, ao passo
que, aumentando a concentracdo de NaCl (1 para 6%), ha uma relagéo de reducao
de fermentagcdo. Trabalhando com atmosfera modificada e temperatura de
incubacdo entre 15 e 37 °C, a contagem de bactérias laticas raramente excedeu
valores significativos, representativos da deterioragdo, pelo menos durante os
primeiros 2 dias de fermentacao. A utilizacdo de pedacos cozidos de peixe mostrou

pequenas trocas nas relacbes de fermentacdo. Em funcdo dos resultados
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encontrados, € conclusivo que, cada fermentagdo dependera da microbiota
acompanhante, composicdo do alimento, A,, pH, concentracdo de NaCl e
temperatura de processamento.

A potencialidade das bactérias laticas associada com o0s processos
fermentativos depende do tipo de carboidrato utilizado. TWIDDY et al. (1987)
avaliaram a utilizagdo do amido de arroz e mandioca como carboidratos alternativos,
com 1 dia de pré-fermentacédo, em produtos elaborados com peixe. Contrariamente
ao amido de arroz, a utilizagcdo da mandioca (20% p/p) resultou em uma rapida
fermentacdo; o pH reduziu para valores inferiores a 4,5 e a relacido entre as
bactérias laticas e as deterioradoras excedeu 4 Log UFC g™ nas primeiras 48 horas
de crescimento.

Assim como neste trabalho, foi necessario a utilizacdo de um carboidrato com
baixo peso molecular (2% glicose) para prevenir o aumento do pH nos primeiros 2
dias de fermentacdo. Uma analise dos resultados apresentados nas Figuras 16 e 17
(sistema de referéncia), que relaciona o efeito do NaCl na cura da sardinha na
auséncia da glicose e do cultivo iniciador, nos permite observar o rapido crescimento
dos microrganismos deterioradores. Com 4 dias de cura, & temperatura de 24 °C
(Anexo 27) e teor de 2% e 4% NaCl, a quantidade de microrganismos (PCA) atingiu
15,3 Log UFC g' e 14,5 Log UFC g, respectivamente. Com 6 dias, os valores
chegam a 18,4 Log UFC g™, 17,2 Log UFC g e 15,7 Log UFC g™, correspondente a
2, 4 e 6% NaCl, respectivamente. Neste estagio, pudemos observar que as trés
amostras apresentavam variagdes na textura e odores significativos, associados a
uma protedlise elevada, decorrente de uma atividade enzimatica oriunda da
microbiota natural ou contaminante. Considerando a quantidade de microrganismos
presente na matéria-prima (1,3 x 10° UFC g'), a elevada temperatura de
processamento (24 °C), reduzido teor salino (2, 4 e 6% NaCl) e pH inicial elevado (6)
provavelmente por decorréncia do efeito tampao, houve a producdo elevada de
aminas biogénicas, ocasionando a deterioragdo. Apesar da presencga inicial de
bactérias laticas no sistema de referéncia (5,2 Log UFC g"), o aumento da carga
microbiana (aproximadamente 10 Log UFC g') em 6 dias de cura, ndo foi suficiente
para superar o antagonismo criado pela microbiota ndo produtora de acido.

De acordo com VALDIMARSSON e GUDBJORNSD¢TTR (1984), citados por
MORZEL et al. (1997), contagens bacterianas em MRS mostram que as bactérias

laticas representam apenas a menor parte da microbiota (5%) do peixe fresco.
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Figura 16: Influéncia da concentracdo salina sobre o crescimento dos
microrganismos em PCA (Logso UFC g™") durante a cura da sardinha - verdadeira, na
auséncia da glicose e do cultivo iniciador. O efeito foi comparado através da adigcao
de 2, 4 e 6% NaCl (p/p).

As bactérias laticas crescem em determinados produtos de carne, como os
salames e, varios trabalhos tém sido desenvolvidos comparando o efeito da
producao de acido latico e outros compostos antagdnicos, por determinadas cepas,
frente a uma microbiota deterioradora presente nestes alimentos. KEARNEY et al.
(1990), trabalhando com carne e pesquisando o efeito antagbnico de 2 bactérias
acido laticas (Pediococcus pentosaceus e Lactobacillus plantarum) com cultivo
iniciador comercial constatou a eficiéncia destas linhagens no processo fermentativo.
Superior ao P. pentosaceus, a cepa de L. plantarum exibiu uma maior relagdo de

fermentacao demonstrada pela queda do pH.
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Figura 17: Influéncia da concentragdo salina sobre o crescimento das bactérias
laticas em MRS (Logio UFC g') durante a cura da sardinha - verdadeira, na
auséncia da glicose e do cultivo iniciador. O efeito foi comparado através da adigcéo
de 2, 4 e 6% NaCl (p/p).

Em 31 horas de fermentagcdo, o pH reduziu para 5, enquanto que o cultivo
iniciador comercial atingiu este valor somente com 43 horas. Entretanto, para este
mesmo valor de pH, houve uma certa equivaléncia com relagao a producao de acido
latico (3,40 mg g™ carne). O experimento mostrou, ainda, a superioridade do P.
pentosaceus sobre o cultivo comercial relacionada com o crescimento em MRS.
Com 20 horas de fermentacgéo, a carga de P. pentosaceus atingiu aproximadamente
8,3 Log UFC g™ carne, enquanto que o cultivo comercial se situou em 8,1 Log UFC
g’ carne. Em experimentos mais recentes, GONZALEZ-FERNANDEZ et al. (1997),
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trabalhando com as cepas de Lactobacillus sakei e Pediococcus sp., estudaram a
influencia destes cultivos iniciadores comerciais com a cepa de L. sakei, isolada de
salame produzido na Espanha, com relacédo a variacdo da acidificacdo do embutido
pela producdo de acido latico. Com relacdo a potencialidade da fermentacdo na
presenca de 0,1% glicose (utilizada na formulagdo), ndo foi observado diferencga
significativa entre as cepas comerciais. Varias metodologias tém sido usadas para
avaliar a potencialidade de crescimento das bactérias laticas e o antagonismo com
relacdo aos microrganismos deterioradores. MORZEL et al. (1997), pesquisando um
cultivo iniciador para a fermentagdo de filés de salméo (Salmo salar), utilizaram
metodologias para avaliar a dependéncia do crescimento bacteriano e a reducéo do
pH através da adigdo de sacarose, NaCl, NaNO, e temperaturas especificas de
incubacdo. Conforme os resultados, o maior potencial de producédo de acido foi
obtido com o teor de sacarose em 5 g kg™'. O aumento da concentragdo nao mostrou
uma melhora significativa na acidificacdo, apesar de que, o crescimento maximo
aconteceu com 25 g kg™ sacarose. Observa-se, entretanto que, este teor implica
numa quantidade substancial de sacarose que permanece remanescente no sistema
apos a fermentacao, representando um substrato potencialmente disponivel para o
crescimento de patogénicos. Por equivaléncia, quando se utilizou 4% glicose
associada a 2, 4 e 6% NaCl (fermentacdo da sardinha), os valores da acidez (2,76,
2,64 e 1,34%, respectivamente) ndo mostraram aumento significativo em relagdo ao
tratamento com 2% glicose (2,55, 2,23 e 1,32%) apesar da carga de bactérias laticas
ter aumentado entre 1 Log UFC g™ e 1,5 Log UFC g™ (Figura 19). Independente das
qualidades que os produtos fermentados adquirem com a utilizagcdo do NaCl, como
adequacao de sabor e maior preservagao, este componente tem um efeito negativo
ao criar condicdes desfavoraveis para as bactérias laticas, interferindo na reducao
do pH. No estudo desenvolvido por MORZEL et al. (1997), o efeito negativo
comegou a ser observado na mais baixa concentracdo de NaCl (10 g kg™ e, se
fosse considerado somente a otimizagcdo do pH relacionado com o crescimento
bacteriano, os parametros mais adequados seriam equivalentes a 5 g kg™’ glicose e
temperatura de incubacéo fixada em 20°C quando a carga das bactérias laticas foi
superior. Comparando a fermentagcdo do salmao e da sardinha, a temperatura de
incubacdo da sardinha, entre 23 e 24 °C (Anexo 27), esteve muito préxima daquela

preconizada como 6tima (20°C). Como referéncia, estes pesquisadores, indicaram
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ainda, entre varias cepas testadas, o Lactobacillus sakei e L. alimentarius, como

cultivos iniciadores mais apropriados e com maior potencialidade
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Figura 18: Efeito da adicdo da glicose (2 e 4%) e NaCl (2, 4 e 6%) na relacédo de

fermentacao da sardinha — verdadeira (Sardinella brasiliensis).
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para a fermentagdo do salmao (Salmo salar). Independentemente, o L. sakei tem
sido indicado como uma alternativa, em substituicdo ao L. plantarum, devido a
elevada e comprovada competitividade e viabilidade de adaptacdo na fermentagao
de carnes (HAMMES et al., 1998).

4.3.4 Relagao entre o nitrogénio protéico (NP) e o nitrogénio soluvel
total (NST)

Segundo BERTULLO (1975), a estrutura muscular do pescado € composta
por proteinas salinosoluveis: miosina, actina, actomiosina e pequenas quantidades
de tropomiosina, que somam mais da metade de todas as proteinas da carne do
pescado. A outra fragdo que representa entre 20 e 25% do total das substancias
protéicas, sdo as proteinas hidroextrativeis: miogénio (6 a 8%), mioalbumina (7%) e
globulina (8 a 10%). Juntas, correspondem as fra¢gdes do nitrogénio protéico. Os
constituintes do nitrogénio n&o protéico tém importancia dietética pela extensédo de
sua digestibilidade e capacidade de conferir sabor ao musculo. Estes compostos se
encontram dissolvidos no plasma celular e fluido intercelular e, sdo facilmente
solubilizados em agua. Compreendem: as bases nitrogenadas volateis (incluindo a
amobnia), betainas, creatina, creatinina, uréia, aminoacidos e derivados das purinas.

O conteudo de nitrogénio protéico (Anexo 29) dos sobrenadantes de todas as
amostras aumentou com o tempo de fermentagcdo. Amostras contendo 2% de NaCl
mostraram valores maiores do que aquelas contendo 6% NaCl, independente do
teor de glicose utilizada (2 ou 4%). O aumento do conteudo de nitrogénio protéico
pode ser atribuido ao efeito combinado da autodlise e degradagdo microbiana do
musculo do peixe. A evidéncia para a autdlise neste experimento pode ser mostrada
pela variagdo na relagao do nitrogénio protéico (NP) para o nitrogénio soluvel total
(NST), mostrado pela Figura 19. A relagdo aumentou durante o periodo de
fermentagao indicando a ocorréncia deste processo metabdlico. O efeito inibidor do
Starter associado a uma maior concentracdo de NaCl tem um efeito negativo na
atividade microbiana. O cloreto de sédio € um agente bacteriostatico para a maioria
das bactérias, incluindo patogénicas e deterioradoras. Entretanto, dependendo das
condi¢cbes de processamento, Micrococcus, Streptococcus e Pediococcus podem

permanecer viaveis até 40 dias de fermentacdo. Isto tem sido reportado para
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espécies halotolerantes importantes em alimentos fermentados, variando de forma
complexa, a producao de metabdlitos (FRAZIER e WESTHOFF, 1993). Pesquisando
a utilizacdo de Lactobacillus e Streptococcus na fermentacdo de residuos de
pescado, uma alternativa de producdo para a alimentacdo animal, ARECHE e
BERENZ (1989) demonstraram a eficacia destas bactérias laticas associada com as
mudancas nas caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas deste alimento. Nas
primeiras 24 horas de fermentagdo, os inoculos agregados em diferentes
concentragbes (2,5 e 10%) ocasionaram um ligeiro aumento das bases volateis
nitrogenadas (quantificadas em mg de N»/100 g amostra) e em especial a histamina.
Posteriormente, as concentracbes destes compostos foram diminuindo lentamente,
contribuindo para a reducdo do nitrogénio soluvel total; um decréscimo significativo e
constante durante as 300 horas de estocagem do material fermentado.

Por semelhanga, os resultados relacionados com o nitrogénio soluvel total
(Anexo 30) obtidos com a fermentacao da sardinha, mostram um controle natural da
fermentagdo desenvolvida pelo Lactobacillus sakei 2a. A atividade sugere uma
reacdo amino-negativa, prevenindo a formagdo de aminas durante o processo de
fermentagdo. A cepa parece nao apresentar reagdo de descarboxilagdo de
aminoacidos para a producédo de aminas. Possivelmente, também reduza a atividade
de bactérias descarboxilases (microbiota acompanhante ou contaminante da
sardinha-verdadeira in natura) na formacado de aminas biogénicas, contribuindo na
reducao do nitrogénio soluvel total.

Os riscos microbioldgicos na fermentacdo da sardinha-verdadeira (Sardinella
brasiliensis) estdo sempre associados a formagédo de histamina; amina produzida
através da descarboxilacdo da histidina pela histidina-descarboxilase, a exemplo de
outras espécies (atuns). SILVA et al. (1998), estudando os efeitos da temperatura de
estocagem na formagao de histamina em atuns (Thunnus obesus e katsuwonus
pelamis), constataram a formacdo desta escombrotoxina em niveis considerados
elevados (>30 mg/100g), quando estas espécies foram estocadas durante 1, 3 e 6
dias, entre 4 e 22 °C. A enumeracdo dos microrganismos formadores de histamina
aumentou durante a estocagem entre 4 e 10 °C e diminuiu com a temperatura de
referéncia equivalente a 4 °C. Relacionado ainda com a formacdo de aminas
biogénicas, HUSS (1992) constatou o significativo efeito dos condimentos na
reducdo da histamina através do eugenol e do aldeido cindmico, presentes nos

Oleos essenciais do cravo-da-india e da canela. Os resultados reforcaram a tese de
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que estes compostos possuem uma acgao inibidora na sintese das descarboxilases
com uma justificativa bastante provavel para a obstrugcéo da formacao de aminas. A
incorporacdo destes condimentos na elaboragcdo de produtos de pescado € um
efetivo meio para o controle de produgcé&o de aminas por microrganismos.

BUCKENHUSKES (1993) ao adotar critérios de selecdo para a utilizagéo de
bactérias laticas em alimentos, menciona que a ocorréncia de aminas biogénicas ¢é
previsivel em todos os produtos fermentados e em especial aqueles que séao
produzidos por uma microbiota indefinida. Menciona ainda que, a selegdo de um
cultivo iniciador apropriado reduzira a formacao destas aminas biogénicas. Este
autor, em um experimento de fermentacdo com a aplicacao de L. plantarum (cultivo
iniciador comercial) na concentracdo de 2 x 10° UFC g™, mostrou uma significativa
reducdo na cinética de formacao da putrescina, tiramina, cadaverina e histamina.

ROIG-SAGUES e EEROLA (1997) estudando a formacéo de bases aminadas
em carne picada, inoculada com Lactobacillus sakei, mostraram que o efeito do
cultivo iniciador € dependente da presenga de microrganismos descarboxilases
presentes na matéria-prima e os efeitos sao diferentes para cada amina produzida.
Conforme MAIJALA et al. (1995) citados por ROIG-SAGUES e EEROLA (1997), um
dos maiores efeitos esta relacionado com o Pediococcus cerevisae (starter amino-
negativo) na prevengdo da formacdo de aminas biogénicas por microrganismos
proteoliticos ou descarboxilantes.

Um outro comportamento foi observado na pesquisa associada com o
processamento do bakasang, um tradicional molho de peixe fermentado da
Indonésia (IJONG e OHTA, 1996). Neste estudo foram examinadas as
caracteristicas quimicas, fisicas e microbiolégicas do bakasang, de maneira a
promover uma melhoria das qualidades deste tradicional produto. A pesquisa
favoreceu a comparacao dos efeitos da fermentagao obtida por simples e complexas
misturas de culturas durante o processamento e o efeito nas caracteristicas do
produto acabado. As espécies (microrganismos) envolvidas s&o influenciadas pela
composi¢cao da mistura durante a fermentacdo e normalmente se constituem de
haldfilas e bactérias laticas. O processo de fermentacdo mostrou o aumento do
nitrogénio soluvel (molho), como uma vantagem adicional relacionada com o
aumento do valor nutritivo do produto associado a preservagéo. O nitrogénio soluvel

total (NST) de todas as amostras filtradas aumentou com o tempo de fermentacéo e,
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as mudangas no conteudo total de nitrogénio protéico (NP) apresentaram

similaridade em relagao as variagdes do NST.
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Figura 19: Evidéncia da autdlise durante a fermentagdo da sardinha — verdadeira

(Sardinella brasiliensis).

Amostras contendo 100 g kg™ NaCl mostraram valores maiores de NP do que

aquelas contendo 200 g kg™ NaCl e glicose. Uma maior adi¢do de glicose, de 50 g

kg' para 100 g kg”' ndo mostrou efeito significativo sobre o nivel de NP e NST. O

aumento do conteudo de NP e a relagdo NP: NST durante o processamento do

bakasang também foi atribuido ao efeito da autdlise e degradacdo microbiana do

musculo do peixe. A inducdo da deterioracdo bacteriana pela autdlise resulta na

descarboxilagdo de aminoacidos, produzindo aminas biogénicas, reduzindo o valor

nutritivo do pescado de modo significativo (FAO, 1995).
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4.3.5 Avaliagcao sensorial

A Tabela 9 representa a média dos valores atribuidos pelos julgadores, referente a
analise sensorial dos filés de sardinha-verdadeira (Sardinella brasiliensis) submetidos a

fermentacao com L. sakei 2a, glicose e NaCl.

Tabela 9: Médias dos valores atribuidos pelos julgadores na analise sensorial dos filés
de sardinha-verdadeira (Sardinella brasiliensis) submetidos a fermentacgao

com L. sakei 2a, glicose e NaCl

Atributos
Amostras
Cor Odor Sabor Textura

(1) 4,85 6,48 6,93 3,83
2% Gli - 2% NaCl

(1) 5,10 6,76 7,48 6,66
2% Gli - 4% NaCl

() 5,30 3,83 6,39 6,52
2% Gli - 6% NaCl

(V) 5,24 4,88 6,80 3,25
4% Gli - 2% NaCl

(V) 6,27 4,38 7,46 6,94
4% Gli - 4% NaCl

(VI) 4,70 4,37 5,62 7,52
4% Gli - 6% NaCl

Gli = glicose; NaCl =cloreto de sodio

Seguindo-se a andlise, efetuou-se uma representacdo multidimensional (Figura

20), realizado com os atributos de cor, odor, sabor e textura.
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Figura 20: Variagdo organoléptica das amostras de sardinha fermentada, inoculadas
com Lactobacillus sakei 2a. Amostras: | - 2% glicose e 2% NaCl; Il - 2% glicose e 4%
NaCl; Il - 2% glicose e 6% NaCl; IV - 4% glicose e 2% NaCl; V - 4% glicose e 4%
NaCl; VI - 4% glicose e 6% NaCl. Propriedades organolépticas: cor; odor; sabor;

textura.

O perfil sensorial descritivo dos atributos indica que o tratamento com melhores
caracteristicas nas condigdes operacionais da fermentacdo com o Lactobacillus sakei
2a é aquele em que foi utilizado 2% glicose e 4% NaCl, referente a amostra Il (Figura
20). Com este tratamento, os filés de sardinha obtiveram os melhores resultados para
os atributos odor e sabor, fatores qualitativos referenciais importantes para a

aceitabilidade do produto. Outro atributo importante, como a textura, mesmo
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apresentando diferenga estatisticamente significativa em relagdo aos outros atributos
(cor, odor e sabor), mostrou uma representacdo grafica de pouca relevancia. Com
relacdo a textura, o tratamento com 4% glicose e 6% NaCl foi o que apresentou a
maior média (7,52), proxima da identificada como a de melhor qualidade (textura
elastica e suculenta). Algumas mudancgas organolépticas, associadas a cor e odor,
somente foram observadas apés 3 dias de fermentagao. Esta verificagdo demonstra a
elevada especificidade da capacidade de fermentacdo das bactérias laticas,
especialmente se o substrato e o experimento for variavel.

[{gl)

Os valores de “p” (Tabela 10) mostram diferengas significativas entre as
amostras para o atributo textura (p < 0,05). Nao houve diferencas estatisticamente

significativas entre amostras para os atributos cor, odor e sabor.

Tabela 10: Teste LSD (Least Significant Difference) - Valores de p*amostras

[1] [2] [3] [4] [5] [6]
3,830846 6,666667 3,258707 6,949627 6,520523 7,527985
(1) 0,022845 0,628113 0,024924 0,050074 0,009132
2% Gili - 2% NaCl
(n) 0,022845 0,007451 0,830003 0,911674 0,515101
2% Gli - 4% NacCl
(n 0,628113 0,007451 0,009234 0,019565 0,003202
2% Gli - 6% NacCl
(V) 0,024924 0,830003 0,009234 0,766402 0,689073
4% Gli - 2% NaCl
(V) 0,050074 0,911674 0,019565 0,766402 0,487313
4% Gli - 4% NacCl
(VI) 0,009132 0,515101 0,003202 0,689073 0,487313

4% Gli - 6% NaCl

Gli = glicose; NaCl =cloreto de sddio

*Nivel de significancia: p< 0,05

GELMAN et al. (2001) avaliando bactérias laticas e, entre elas, o Lactobacillus

mesenteroides como cultivo iniciador para a elaboragao de novos produtos de pescado,
constatou mudangas organolépticas positivas apdés 3 semanas de fermentacgéo de filés

de atum (Thunnus albacares). Apds este tempo, as amostras de pescado adquiriram
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textura elastica e suculenta, sabor e odor caracteristicos e coloragcdo rosada. Apés 44
dias de fermentacdo, as amostras comegaram gradualmente a se deteriorarem; a
textura mostrou uma perda significativa da elasticidade e uma diminuigdo da
intensidade do aroma caracteristico de produto fermentado. A cor e o sabor
mantiveram-se inalteraveis até o final da fermentacdo. Estudando a fermentacao de
atum (Thunnus albacares) com inéculos de P. pentosaceus, obtiveram um produto final
com uma textura muito rigida e nenhuma caracteristica aceitavel para os atributos
relacionados com a cor e odor.

Estes resultados com pescado ndo foram confirmados por outros pesquisadores
(LUCKE, 1996) quando utilizaram Lactobacillus plantarum e Pediococcus pentosaceus

em operacgdes de fermentacio.

PALUDAN-MULLER et al. (2002) estudaram o efeito de diferentes concentragbes
salinas na redugdo do pH, crescimento da microbiota latica e variagbes sensoriais
(odor) durante a fermentagcdo do plaa-som, um produto de pescado obtido através da
fermentagdo da espécie de agua doce conhecida popularmente como cabega de cobra
(Channa striatus). Durante a fermentagcdo foram isoladas varias cepas de bactérias
acido laticas (Pediococcus pentosaceus, Lactobacillus alimentarius, L. plantarum, L.
farciminis, Weisella confusa e Lactococcus garviae) e algumas leveduras, entre elas, as
predominantes Zigosaccharomyces rouxii e Zigosaccharomyces bailii. Estes
pesquisadores utilizaram arroz cozido (80 g/750 g de peixe) como carboidrato
fermentecivel e varias concentragdes salinas (6, 7, 9 e 11% NaCl). Eles observaram um
retardamento da fermentacdo do plaa-som quando foi utilizado 9% NaCl, devido a
inibicdo do crescimento das bactérias laticas. O crescimento da Z. rouxii ndo teve
influéncia na relagdo de fermentagdo, mas contribuiu positivamente para o
desenvolvimento do odor do produto. O processamento do plaa-som apresentou um
crescimento acentuado de leveduras e bactérias laticas e, isto é devido aos baixos
teores salinos utilizados se comparados com os molhos de soja fermentados
produzidos no Japdo que contém concentracbes mais elevadas (15 - 20% NaCl),
inibindo o aumento desta microbiota. Estes microrganismos sao, comprovadamente, um

dos fatores mais importantes na contribuicao das variagbes de sabor destes produtos.
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De acordo com estes pesquisadores, Z. rouxii € uma espécie de levedura causadora da
deterioragdo da maioria dos produtos alimenticios com elevada concentragao de agucar
como doces, geléias e frutas desidratadas. Contrastando, Z. rouxii € importante para o
desenvolvimento do aroma na producdo de molhos (soja) fermentados e pastas

comestiveis.
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4.4 Sugestoes para futuros trabalhos

Caracterizar a bacteriocina produzida pelo L. sakei 2a, identificando as semelhancgas
com outras bacteriocinas produzidas por bactérias laticas como: lactocina S
produzida pelas linhagens L. sakei L45, 148 e V8, sakacina A (L. sakei Lb 706),
sakacina K (L. sakei CTC494), sakacina P (L. sakei LTH673), sakacina 674 (L. sakei
Lb674) e bavaricina MN (L. sakei MN).

Comparar a potencialidade da bacteriocina produzida pelo L. sakei 2a com a nisina
A e a pediocina, com atividade inibitéria na germinacéo de esporos do C. botulinum
e antagbnica com L. monocytogenes.

Avaliar a sensibilidade de microrganismos patogénicos (S. aureus, L. inocua, L.
seeligeri, L. welshimeri, E. coli O157: H7) a bacteriocina produzida pelo L. sakei 2a.
Determinar a natureza protéica da bacteriocina com a utilizagdo de enzimas
proteoliticas (a-quimotripsina, tripsina, pronase E, pepsina, proteinase K e XIV).
Estudar as caracteristicas bioterapéuticas e mecanismos de agdo do L. sakei 2a,
(controle da imunidade, reducdo do colesterol, controle de artrites reumatoides,
prevencao do cancer, reducdo dos efeitos com relacdo a intolerancia a lactose,
reducdo de dermatites atdpicas e eliminacdo de infec¢gdes do trato urinario),
considerando a necessidade da utilizagcdo de métodos naturais para a manutengao
da saude humana.

Estudar o uso mais extensivo da bacteriocina produzida pelo L. sakei Z2a:
isolamento, segurancga, eficacia e interagdo com outros componentes alimentares,
sistemas de preservagao, mecanismos de acgdo, meétodos de aplicagdo, perdas
nutricionais e sensoriais e a influéncia na qualidade dos produtos que sofrem a acao
deste microrganismo.

Avaliar a atividade lipolitica do L. sakei 2a através de variaveis como pH,
temperatura e concentracao de NaCl.

Estudar o efeito do L. sakei 2a como cultura amino-negativo, na redugdo da
formagao de aminas biogénicas, como: histamina, tiramina, feniletilamina, putrescina

e cadaverina.
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Pesquisar os parametros de fermentacao (pH, temperatura, concentragao de cloreto
de sddio e nitrito de sddio) associados as variedades de carboidratos fermenteciveis
(sacarose e amidos, como de mandioca e batata).

Pesquisar L. sakei 2a na producdo de molhos fermentados para serem utilizados

como acentuador de sabor.
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5 CONCLUSOES

Em termos de comportamento e identificagcdo e, de acordo com a caracterizagao
morfoldgica, fisiolégica e bioquimica, a cepa isolada de Lactobacillus sakei 2a
mostrou resultados compativeis e semelhantes com a descricdo do Lactobacillus
sakei, do grupo das bactérias laticas aciduricas produtoras de acido latico, Gram-
positivas, catalase negativas e microaerdfilas.

A bactéria acido latica Lactobacillus sakei é produtora de bacteriocinas. A producao,
através da técnica por difusdo em pocos, foi evidenciada através da formacao de
halos de clareamento em torno do in6culo da cepa produtora (Lactobacillus sakei
2a), com consequente inibigdo do microrganismo indicador (Listeria monocytogenes
Scott A).

A pesquisa conclui que a fermentacdo da sardinha-verdadeira € passivel de ser
obtida com o auxilio do Lactobacillus sakei 2a. Durante a fermentagcdo e, com o
auxilio da glicose (carboidrato fermentescivel), a cepa demonstrou uma significativa
eficiéncia na reducao do pH e aumento da acidez devida a produgao de acido latico.
O estudo indica um grande efeito antagdnico do L. sakei 2a sobre a microbiota
deterioradora no processo de fermentagdo. Com 21 dias de incubacdo, quando a
contagem das bactérias laticas atingiu 10" a 10" UFC g, a enumeracdo das
bactérias deterioradoras (PCA) apresentou uma reducéo de até 3 ciclos logaritmicos
apos significante aumento desta microbiota nos primeiros 14 dias de fermentagao.
Este resultado mostra o efeito antagdnico desenvolvido pela cepa.

O processo de fermentacdo mostra o aumento do nitrogénio protéico no
sobrenadante a medida que aumenta o tempo de fermentagcao e, € equivalente ao
teor de NaCl utilizado e se mostrou independe do teor de glicose utilizado (2 e 4%).
Amostras produzidas com 2% NaCl mostraram menor autdlise que aquelas com 6%.
A adigdo de um maior conteudo de NaCl tem um efeito negativo na atividade
microbiana. O aumento do conteudo de nitrogénio protéico € atribuido ao efeito
metabdlico representado pela combinagédo da autolise e protedlise envolvida. A
evidéncia para a autolise neste experimento pode ser mostrada pela mudanca na

relagdo entre o nitrogénio protéico (NP) e o nitrogénio soluvel total (NST).



157

« Com relagdo aos atributos sensoriais avaliados (cor, odor, sabor e textura) nao
houve diferenga estatisticamente significativa entre os atributos cor, odor e sabor.
Somente o atributo textura mostrou diferenga significativa (P< 0,05) entre os

diferentes tratamentos.
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ANEXO 1 - Caldo para Lactobacillus seg. DE Man, Rogosa e Sharpe - Caldo MRS.

(MERCK - Art. NGm. 10661)

1.1 Composicao

Reagente Quantidade
Peptona de caseina 10,0 g
Extrato de carne 8,09
Extrato de levedura 409
Glicose (D+) 20,0g
Hidrogenofosfato di-potassico 20g
Tween 80 109
Hidrogenocitrato di-amonico 20g
Acetato de sodio 50¢g
Sulfato de magnésio 0,2g
Sulfato de manganés 0,04 g
Agar 12,0 g
Agua destilada 1000 mL

Fonte: Merck, 1994.



1.2 Preparagao

« Dissolver os ingredientes na agua destilada submetendo-os ao aquecimento.

« Esterilizar em autoclave a 118 °C durante 15 min.
- pH final do meio: 5,7 + 0,2 a 25 °C.

Para a preparagéao do agar MRS adicionar 1% de agar bacteriolégico.

ANEXO 2 - Cristal Violeta para Coloragdo Diferencial de Gram

2.1 Composicao

Reagente Quantidade
Cristal violeta 1,0g
Acido fénico 2049
Alcool absoluto 10 mL
Agua destilada 100 mL

Fonte: APHA, 1992.

2.2 Preparagao

Misturar o corante com o alcool e juntar aos poucos o acido fénico.
Misturar a 4gua de forma a obter uma mistura homogénea.

Filtrar apds 24 horas, em papel de filtro.

ANEXO 3 - lodo lugol para Coloracédo Diferencial de Gram

3.1 Composigao

Reagente Quantidade
lodo 1,09
lodeto de potassio 20g
Agua destilada 300 mL

Fonte: APHA, 1992.
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3.2 Preparagao
e Triturar o iodo com o iodeto de potassio.
¢ Misturar com a agua destilada.

Usar até 30 dias apos a preparagao.

ANEXO 4 - Alcool - acetona para Coloragéo Diferencial de Gram

4.1 Composicao

Reagente Quantidade
Alcool 800 mL
Acetona 200 mL

Fonte: APHA, 1992,

4.2 Preparagao
e Triturar o iodo com o iodeto de potassio.
* Misturar com a agua destilada.

Usar até 30 dias ap6s a preparacéo.

ANEXO 5 - Fucsina de Ziehl diluida para Coloragéo Diferencial de Gram

5.1 Composigao

Reagente Quantidade
Fucsina 259
Alcool etilico 100 mL
Agua destilada 90 mL

Fonte: APHA, 1992.
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5.2 Preparagao
+ Dissolver a fucsina no alccol etilico.

¢ Juntar 10 mL da solugéo estoque com a agua destilada.

ANEXO 6 - Caldo VM-VP (Meio de Clark e Lubs)

6.1 Composicao

Reagente Quantidade
Peptona de carne 709
Glicose 509
Monofosfato de potassio 509
Agua destilada 1000 mL
Fonte: APHA, 1992.
6.2 Preparagao
« Dissolver os componentes na agua destilada.
- pH do meio: 6,9 + 0,1
 Distribuir volumes de 5 mL em tubos de 13 x 100 mm.
« Esterilizar em autoclave a 121 °C durante 15 min.
* Na leitura adicionar 1 mL:
Solucao de a-naftol* 0,6 mL
Solugéo de hidréxido de potassio a 40% 0,2 mL

*Solucao de a-naftol
a-naftol 5049

alcool absoluto 100 mL
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Para cada volume de 1 mL da cultura incubada durante 48 horas, adicionar os reagentes,

agitando sempre apés a inclusdo de cada solugéo.

Deixar em repouso por 5 minutos e verificar o resultado.

ANEXO 7 - SIM Medium (MERCK - Art. Num. 5470)

7.1 Composicao

Reagente Quantidade
Peptona de caseina 20,0g
Peptona de carne 6,69
Citrato férrico amoniacal 0,2g
Tiossulfato de sédio 0,25¢
Agar 30g
Agua destilada 1000 mL

Fonte: Merck, 1994.

7.2 Preparagao

Dissolver os componentes em agua destilada.

- pH final do meio: 7,3 £ 0,1.

Aquecer até completa dissolucéo.

Distribuir volumes de 3 mL em tubos 13 x 100 mm.

Esterilizar em autoclave a 121 °C durante 15 min.
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ANEXO 8 - Caldo Carboidrato Vermelho de Fenol

8.1 Composicao

Reagente Quantidade
Peptona ou Tripticase 10,0 g
Cloreto de sédio 509
Vermelho de fenol 0,025 ¢
Carboidrato*® 5049
Agua destilada 900 mL

* carboidrato em teste.
Fonte: Merck, 1994.

8.2 Preparagao

« Dissolver os componentes em agua destilada, exceto o carboidrato.
- pH final do meio: 7,0 £ 0,1.

e Distribuir volumes de 9 mL em tubos 16 x 150 mm, contendo tubos de fermentagao
invertidos (tubos de Durham).

« Esterilizar em autoclave a 121 °C durante 15 min.

» Esfriar e adicionar 1 mL da solugdo a 5% (esterilizada por filtracdo) do carboidrato em
teste.

ANEXO 9 - Agua peptonada 0,1% - H,Op

9.1 Composigao

Reagente Quantidade

Peptona 1,09
Agua destilada 1.000 mL
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Fonte: Silva et al. 1997.

9.2 Preparagao
« Dissolver a peptona na agua destilada.
- pH final do meio: 7,0 £ 0,1.

« Esterilizar em autoclave a 121 °C durante 15 min.

ANEXO 10 - Agua peptonada 1% - H.Op
10.1 Composicgao

Reagente Quantidade
Peptona 10,0 ¢
Agua destilada 1.000 mL

Fonte: Silva et al. 1997.

10.2 Preparagao
« Dissolver a peptona na agua destilada.
- pH final do meio: 7,0 £ 0,1.

« Esterilizar em autoclave a 121 °C durante 15 min.

ANEXO 11 - Plate Count Agar - PCA (MERCK - Art. NUm.5463)

11.1 Composicgao

Reagente Quantidade
Peptona de caseina 50¢g
Extrato de levedura 259
Glicose D(+) 1,09
Agar-agar 14,0 g

Fonte: Merck, 1994.

11.2 Preparacao (meio desidratado)
¢ Dissolver 22,5 g em 1.000 mL de agua destilada.
- pH final do meio: 7,0 + 0,1.

« Esterilizar em autoclave a 121 °C durante 15 min.
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ANEXO 12 - Lauryl Sulfate Broth - LSB (MERCK - Art. Num.10266)
12.1 Composigao

Reagente Quantidade
Triptose 20,0g
Lactose 50g¢g
Cloreto de sodio 5049
Lauril sulfato de sédio 0,19
Fosfato dipotassico 2,759
Fosfato monopotassico 2,75¢

Fonte: Merck, 1994.

12.2 Preparacao (meio desidratado)
» Dissolver 35,5 g em 1.000 mL de agua destilada. Utilizar tubos de Durham.
- pH final do meio: 6,8 + 0,1.

« Esterilizar em autoclave a 121 °C durante 15 min.

ANEXO 13 - EC Broth (MERCK - Art. Num. 10765)
13.1 Composicgao

Reagente Quantidade
Peptona de caseina 20,0g
Lactose 504¢
Sais biliares 1.5 ¢
Hidrogenofosfato dipotassico 40 g
Dihidrogenofosfato potassico 15 ¢
Cloreto de sadio 50 g

Fonte: Merck, 1994.
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13.2 Preparacao (meio desidratado)
» Dissolver 37,0 g em 1.000 mL de agua destilada. Utilizar tubos de Durham.
- pH final do meio: 6,9 + 0,1.

« Esterilizar em autoclave a 121 °C durante 15 min.

ANEXO 14 - Baird-Parker Agar (MERCK - Art. Num. 5406)

14.1 Composic¢ao da base

Reagente Quantidade
Triptona 10,049
Extrato de carne 5049
Extrato de levedura 10 g
Piruvato de sédio 10,0 ¢
Glicina 12,0 g
Cloreto de litio 50 g
Agar 20,0 g

Fonte: Merck, 1994.

14.2 Preparacao (meio desidratado)
« Dissolver 58,0 g em 950 mL de agua destilada. Esterilizar em autoclave a 121 °C/15 min.
« Adicionar para cada 95 mL do meio basal: 5 mL de emulsao de gema de ovo,

1 mL de solugao de telurito de potassio a 1%. pH final do meio: 6,8 a 7,2.

ANEXO 15 - Brain Heart Infusion - BHI (OXOID - CM 225)
15.1 Composicao

Reagente Quantidade
Infusdo de cérebro de bezerro 12,59
Infusdo de coragao bovino 5049
Proteose-peptona 10,0 ¢
Glicose 20 g
Cloreto de sédio 50 g
Fosfato disddico 25 g

Fonte: Oxoid, 1994.
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15.2 Preparacao (meio desidratado)
» Dissolver 37,0 g em 1.000 mL de agua destilada.
« Esterilizar em autoclave a 121 °C durante 15 min. Esfriar até 45 °C. Para a preparacdo do

agar BHI, adicionar 1% de agar bacterioldgico. pH final do meio: 7,4 £ 0,2.

ANEXO 16 - KF Streptococcus Agar (MERCK - Art. Num. 10707 )
16.1 Composicao

Reagente Quantidade
Proteose peptona 10,0 ¢
Extrato de levedura 10,0 g
Cloreto de sédio 5049
Glicerofosfato de sodio 10,0 g
Maltose 20,0g
Lactose 1,09
Azida de sodio 0,49
Pdrpura de bromocresol (1,5 mL da sol. 1%) 0,015¢
Agar 15,0 g

Fonte: Merck, 1994.

16.2 Suplemento estéril
Cloreto de trifeniltetrazdlio: 100 mg/1000 mL
16.3 Preparacao (meio desidratado)
» Dissolver 71,5 g em 1.000 mL de agua destilada.
+ Esterilizar em autoclave a 121 °C durante 10 min. Esfriar até 45 °C.
* Incorporar 10 mL da solugdo CTT 1%
- pH final do meio: 7,2 £ 0,2

ANEXO 17 - Lactose Broth (MERCK - Art. NUm. 7661)
17.1 Composicao

Reagente Quantidade
Peptona 50 g
Extrato de carne 3,049
Lactose 50¢g
Agua destilada 1.000 mL

Fonte: Merck, 1994.



17.2 Preparacao (meio desidratado)
« Dissolver os componentes em agua destilada, aquecendo se necessario.

« Esterilizar em autoclave a 121 °C durante 15 min.

ANEXO 18 - Selenite Cystine Broth - SC Broth (MERCK - Art. Num. 7709)
18.1 Composicgao

Reagente Quantidade
Peptona de caseina 50¢g
L (-) cisteina 0,01g
Lactose 40 ¢
Fosfato sddico 20 g
Hidrogenoselenito sodico 40 g

Fonte: Merck, 1994.

18.2 Preparacgao (meio desidratado)

« Dissolver 23,0 g em 1.000 mL de &gua destilada. Aquecer no maximo a 60 °C.

» Esterilizar por filtracdo. pH final do meio: 7,0 £ 0,2.

ANEXO 19 - Tetrathionate Enrichment Broth - TTB (MERCK - Art. Num. 5285)

19.1 Composicao

Reagente Quantidade
Peptona de caseina 25¢g
Peptona de carne 25¢g
Sais biliares 1,09
Carbonato de calcio 10,0 g
Tiosulfato de sddio 30,0g
lodeto de potassio 5049
lodo 6,09
Verde brilhante (eventual) 6,09

Fonte: Merck, 1994.

19.2 Preparacgao (meio desidratado)
« Dissolver 46,0 g em 1.000 mL de &gua destilada. Aquecer no maximo a 60 °C.

« Antes do uso adicionar 20 mL por litro, de solugao de iodo-iodeto de potassio.

189
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N&o esterilizar em autoclave.

- pH final do meio: 7,0 £ 0,1.

ANEXO 20 - Hektoen Enteric Agar (MERCK — Art. Num. 11681)
20.1 Composicao

Reagente Quantidade
Peptona 15,0 ¢
Cloreto de sodio 509
Extrato de levedura 3,09
Sacarose 14,09
Lactose 14,09
Salicina 20g
Tiosulfato de sédio 509
Citrato de aménio e ferro (ll1) 1,549
Sais biliares 20g
Azul de bromotimol 0,05¢
Fucsina acida 0,08¢
Agar-agar 13,59

Fonte: Merck, 1994.

20.2 Preparagao (meio desidratado)
» Dissolver 75,0 g em 1.000 mL de agua destilada. N&o esterilizar.
A aproximadamente 50 °C, adicionar 15 mg de Novobiocina (esterilizada por filtragao) por

litro de meio de cultivo. pH final do meio: 7,7 + 0,1.
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ANEXO 21 - Triple Sugar Iron Agar - TSI Agar (MERCK - Art. Num. 3915)
21.1 Composicgao

Reagente Quantidade
Peptona de caseina 15,0 g
Peptona de carne 50¢g
Extrato de carne 3,09
Extrato de levedura 3,09
Cloreto de sédio 5049
Lactose 10,0 ¢
D (+) glicose 109
Citrato de ferro (lll) e amonio 0,59
Tiosulfato de sédio 0,3g
Vermelho de fenol 0,024 g
Agar-agar 12,0 g

Fonte: Merck, 1994.

21.2 Preparagao (meio desidratado)
» Dissolver 65,0 g em 1.000 mL de agua destilada.
« Esterilizar em autoclave a 121 °C durante 15 min.

- pH final do meio: 7,4 + 0,1.
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ANEXO 22 - Lysine Iron Agar - LIA (MERCK - Art. Num. 11640)

22.1 Composigao

Reagente

Quantidade

Peptona de carne

Extrato de levedura

D (+) glicose

Monocloridrato de L-lisina
Tiosulfato de sodio

Citrato de aménio e ferro (lll)
Purpura de bromocresol

Agar-agar

50g
3,09
1,09
10,09
0,04 g
0,59
0,02¢
1259

Fonte: Merck, 1994.

22.2 Preparagao (meio desidratado)

» Dissolver 32,0 g em 1.000 mL de agua destilada.

« Esterilizar em autoclave a 121 °C durante 15 min.

- pH final do meio: 6,7 £ 0,1.

ANEXO 23 - Tryptone Soya Agar (OXOID - CM 131)

23.1 Composigao

Reagente Quantidade
Triptona 15,09
Peptona de soja 50g
Cloreto de sodio 5049
Agar 15,0¢

Fonte: Oxoid, 1994.

23.2 Preparagdo (meio desidratado)

¢ Dissolver 40,0 g em 1.000 mL de agua destilada.

Dissolver, aquecendo a ebuligéo.

« Esterilizar em autoclave a 121 °C durante 15 min. pH final do meio: 7,3 £ 0,2.



ANEXO 24 - Caldo tripticase de soja - TSB
24.1 Composicgao

Reagente Quantidade
Peptona de caseina 17,09
Peptona de soja 3,09
Cloreto de sodio 509
Fosfato dipotassico 25¢g
Dextrose 25¢g
Agua destilada 1000 mL

Fonte: Neusely et al., 1997.

37.2 Preparacao

» Dissolver os ingredientes na dgua destilada.

« Esterilizar em autoclave a 121 °C durante 15 min.

- pH final do meio: 7,3 £ 0,2.
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ANEXO 25 - Composigao centesimal e valor calérico de filés de peixes marinhos por

estacao do ano (inverno, 1992/outono, 1993)

. - Valor
Espécies Estag&o Composicéo (g/100 g) calorico
do ano (Kcal/100
g)
Umidade Cinzas Lipidios Proteinas
Corvina I 77,9 1,0 0,7 19,8 85
(Micropogon P 83,8 1,0 0,5 14,5 63
furnieri) \Y 79,5 0,9 0,5 18,9 80
O 77,2 1,4 0,8 20,7 90
Goete I 76,3 1,1 1,1 21,6 96
(Cynoscion P 79,4 1,0 1,3 17,7 82
petranus) Vv 80,6 0,7 0,8 17,4 77
O 77,7 1,3 0,6 20,7 88
Peixe-porco I 77,8 1,2 0,7 19,8 85
(Balistes P 78,8 1,3 0,6 19,9 85
carolinensis) V 79,3 0,9 0,8 19,6 85
O 77,0 1,2 0,5 21,5 91
Sardinha- I 75,5 1,5 3,4 20,2 111
verdadeira P 73,8 1,8 1,4 22,4 102
(Sardinella \ 75,2 1,6 1,1 21,6 95
brasiliensis) O 75,6 1,7 1,0 21,3 95
Tainha I 75,0 9,6 0,9 23,7 103
(Mugil spp.) P 80,9 1,3 0,7 17,7 78
\Y 76,4 1.1 0,8 21,4 93
O 77,0 1,3 0,5 21,8 80

I: inverno, P: primavera, V: verdo, O: outono.

Fonte: Badolato et al., 1994.



ANEXO 26 - Relacao de minerais presente no pescado e em outros alimentos
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Na

Ca

Fe

Zn

Cu

Alimentos Referéncias
(mg/100  (mg/100  (ppm) (ppm)  (ppm)
9) 9)

Bacalhau® 90 15 48 105 25 SIDWELL,

Arenque® 105 58 10,9 74 17 1981

Salmao® 42 20 9 8 4  SIDWELL,

Mexilhdo® 316 83 69 30 25 1981

Caranguejo® 330 60 52 28 5,7 ?é'gWELL’

a

Ostra 386 111 82 232 63 SIDWELL

Ostra® 106 8 68 134 1044 1981
SIDWELL,

Ostra® 111 61 76 825 602 1981
SIDWELL,

Carne® 65 9 22 ] B CL
GORDON e

Carne® - - - 40 - ROBERTS,
1977

Galinha 12 58 13 - -
ANTHONY et
al. 1983
SIDWELL,
1981
LAWLER e

KLEVOY, 1984

Fonte: PIGOTT e TUCKER, 1990.

ANEXO 27 - Temperatura do sobrenadante (fermentagao)
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Tempo Temperatura
(dias) (°C)
1 23
2 23
3 23
4 24
5 24
6 24
7 23
8 23
9 24
10 23
11 24
12 24
13 24
14 24
15 24
16 23
17 23
18 24
19 24
20 24
21 24

ANEXO 28 - Variagédo no conteudo de nitrogénio total (mg%) durante a fermentacéo
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da sardinha - verdadeira com Lactobacillus sakei 2a

2% glicose 4% glicose
Tempo
(dias) NaCl NaCl
2% 4% 6% 2% 4% 6%
7 630,17 614,21 477,42 572,06 499,80 456,14
14 796,67 717,48 653,35 756,32 702,13 555,20
21 867,72 784,32 766,86 949,92 764,75 625,35

Obs: Os resultados correspondem a média de trés repeti¢oes.

ANEXO 29 - Variagdo no conteudo de nitrogénio protéico (mg %) durante a

fermentacao da sardinha — verdadeira com Lactobacillus sakei 2a

2% glicose 4% glicose
Tempo
(dias) NaCl NaCl
2% 4% 6% 2% 4% 6%
7 614,21 588,98 450,62 543,16 457,35 407,01
14 782,22 695,20 628,48 733,74 676,47 526,30
21 854,47 769,57 748,80 935,17 753,31 609,09

Obs: Os resultados correspondem a média de trés repeti¢oes.

ANEXO 30 - Variagcdo no conteudo de nitrogénio soluvel total (mg %) durante a

fermentacao da sardinha — verdadeira com Lactobacillus sakei 2a

2% glicose 4% glicose
Tempo ° g ° g
(dias) NaCl NaCl
2% 4% 6% 2% 4% 6%
7 15,96 25,23 26,80 28,90 42 45 49,14
14 14,45 22,28 24 87 22,58 25,66 28,90
21 13,25 14,75 18,06 14,75 11,44 16,26

Obs: Os resultados correspondem a média de trés repeti¢des.

ANEXO 31 - Relagdo entre o conteudo de nitrogénio protéico (mg%) e nitrogénio
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soluvel total (mg%), durante a fermentagéo da sardinha - verdadeira

com Lactobacillus sakei 2a

2% glicose 4% glicose
Tempo °9 °9
(dias) NaCl NaCl
2% 4% 6% 2% 4% 6%
7 38,48 23,34 16,81 18,79 10,77 8,28
14 54,13 31,20 25,27 32,49 26,36 18,21
21 64,48 52,17 41,46 63,40 65,84 37,45

Obs: Os resultados correspondem a média de trés repeti¢des.

ANEXO 32 - Variagdo no conteudo de nitrogénio protéico (mg %) durante a

produgdo da sardinha - verdadeira submetida ao processo de

salmouragem sem adigéo do starter

Tempo NaCl

(dias) 2% 4% 6%
2 370,73 362,29 322,15
4 526,44 459,55 398,03
6 560,15 558,16 546,68

Obs: Os resultados correspondem a média de trés repeti¢oes.

ANEXO 33 - Variagdo no conteudo de nitrogénio soluvel total (mg %) durante a

produgcdo da sardinha - verdadeira submetida ao processo de

salmouragem sem adi¢ao do starter

Tempo NaCl

(dias) 2% 4% 6%
2 216,34 213,98 191,20
4 227,64 225,80 224,31
6 238,21 227,84 233,88

Obs: Os resultados correspondem a média de trés repeti¢oes.

ANEXO 34 - Relagao entre o conteudo de nitrogénio protéico (mg%) e nitrogénio

soluvel total (mg%), durante a produgdo da sardinha - verdadeira
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submetida ao processo de salmouragem sem adi¢ao do starter

Tempo NaCl

(dias) 2% 4% 6%
2 1,71 1,69 1,68
4 2,31 2,03 1,77
6 2,35 2,44 2,34

Obs: Os resultados correspondem a média de trés repeticdes.

ANEXO 35 - Ficha para analise sensorial

FICHA DE AVALIAGAO
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Vocé esta recebendo amostras de um produto fermentado. Usando as escalas, indique as
caracteristicas de cor, odor, sabor e textura. Faga os comentarios que achar pertinente com relagao
as caracteristicas avaliadas.

COR
| |
I I
1 5 10
castanho escuro castanho levemente castanho levemente rosado rosado
ODOR
| I
| I
1 5 10
rango acentuado levemente rangoso neutro levemente fermentado caracteristico
de carne de
peixe fermentada
SABOR
| I
| I
1 5 10
rango acentuado levemente rangoso neutro levemente acido acido
(repulsivo) (desagradavel)
TEXTURA
| I
| I
1 5 10
esmigalhada levemente levemente elastica elastica elastica e
desmanchada suculenta



	Milton Luiz Pinho Espírito Santo
	Tese de Doutorado
	.......................................................................      ........................................................................
	Prof. Luiz Henrique Beirão, PhD.                �
	Universidade Federal de Santa Catarina     Universidade Federal de Pelotas
	
	Agradecimentos
	À Universidade Federal de Santa Catarina.



	ABSTRACT
	SUMÁRIO
	LISTA DE TABELAS
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE QUADROS
	
	
	
	Quadro 1:
	Quadro 2:
	Quadro 3:
	Quadro 4:
	Quadro 5:
	Quadro 6:
	Quadro 7:
	Quadro 8:
	Quadro 9:
	Quadro 10:




	LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SÍMBOLOS
	
	
	
	
	ABIA





	2 - Páginas 19 a 108.pdf
	2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA
	Fungo
	
	
	
	
	Bactérias/Levedura
	Uso
	Endomycopsis
	Candida






	K (%) =                                                                                       x 100
	
	
	
	
	Substrato
	Metabólitos
	Microrganismos
	Metabólitos






	O parque industrial pesqueiro é composto por apr�
	A sardinha - verdadeira, Sardinella brasiliensis 
	Ano
	Sardinha
	Ano
	Sardinha
	Ano
	Sardinha
	Ano
	Sardinha
	
	
	
	
	
	Nível de inibição
	Referência







	SALMONELLA
	
	
	
	
	
	
	Nível de inibição
	Bactéria
	Referência






	L. acidophilus
	CAMPYLOBACTER
	
	
	
	
	Nível de inibição




	Bactéria
	lática
	
	
	
	Nível de inibição




	Bactéria
	lática

	SHIGELLA
	
	
	
	
	Nível de inibição



	L. acidophilus


	S. AUREUS
	
	
	
	
	Nível de inibição




	Bactéria
	
	
	
	Nível de inibição




	Bactéria
	lática
	
	
	
	Nível de inibição




	Bactéria
	lática
	
	Quadro 7: Subdivisão taxionômica das bactérias �





	Gênero
	
	
	
	De



	Carboidrato
	Reação
	Tipo de peptidoglicano
	Lis - D asp

	Ácido teicóico
	Não

	Cepa
	Bacteriocina

	Lantibióticos


	3 MATERIAL E MÉTODOS

	I\) qualidade elevada \(9 – 10\), odor caract�

	3. Páginas 109 a 131.pdf
	RESULTADOS E DISCUSSÃO
	R1             R2             R3                                                                                                                                                                         X             (  Dp
	X \( Dp: média \( desvio padrão.
	Amostra
	Peso bruto
	Rendimento

	X: média.
	
	
	Microbiota


	Sardinha - verdadeira
	
	
	Coliformes totais (NMP g-1)
	Coliformes fecais (NMP g-1)
	Staphylococcus aureus (UFC g-1)


	Enterococcus (UFC g-1)


	Sardinha-verdadeira

	X \( Dp: média \( desvio padrão.
	
	
	
	
	
	Os resultados morfotinturiais decorrentes da obse
	A caracterização do cultivo após incubação a 3
	(+) resultado positivo; (-) resultado negativo; (w) resultado positivo fraco.




	Reação ou crescimento
	
	
	
	
	4.3 Fermentação do pescado







	Figura 10: Variação do pH durante a fermentaçã�

	4 . Páginas 132 a 148.pdf
	Considerando a carga inicial das bactérias deter�
	De acordo com MACRAE \(1993\), citado por IJON�
	Figura 15: Variação na contagem das bactérias l�

	5. Páginas 151-155.pdf
	Amostras

	7- Páginas 154 a 197.pdf
	ANEXOS
	Reagente

	Tween 80
	
	
	
	
	Reagente
	Reagente





	Iodo
	
	
	
	
	Reagente





	4.2 Preparação
	5.2 Preparação
	
	
	
	
	
	Reagente
	Reagente
	Reagente






	9.2 Preparação
	
	
	
	
	
	Reagente
	Reagente





	Triptona
	Infusão de cérebro de bezerro
	
	
	
	
	Reagente





	Cloreto de trifeniltetrazólio: 100 mg/1000 mL
	
	
	
	
	Reagente
	Reagente





	Peptona de caseína
	
	
	
	
	Reagente




	I
	Goete
	Peixe-porco
	Tainha
	Alimentos

	Na
	Ca
	Fe
	Zn
	Cu
	Bacalhaua
	90
	15
	4,8
	10,5
	2,5
	SIDWELL, 1981

	SIDWELL, 1981
	SIDWELL, 1981
	SIDWELL, 1981
	SIDWELL, 1981
	SIDWELL, 1981
	SIDWELL, 1981

	Temperatura
	(0C)
	
	
	
	
	Tempo




	NaCl
	NaCl
	
	
	
	Tempo




	NaCl
	NaCl
	
	
	
	Tempo




	NaCl
	NaCl
	
	
	
	Tempo




	NaCl
	NaCl
	
	
	
	
	Tempo





	NaCl
	
	
	
	
	Tempo





	NaCl
	
	
	
	
	Tempo





	NaCl

	FICHA DE AVALIAÇÃO
	COR
	ODOR
	SABOR
	TEXTURA




