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RESUMO

Durante o processamento do atum enlatado ocorre uma consideravel sobra de carne
escura, que é utilizada para a elaboracéo de racéo animal, em funcéo de seu sabor amargo.
Fermentagcdo com Lactobacillus casei subsp. caset ATCC 393 pode ser uma aternativa
para reducdo do sabor amargo da carne escura de atum. As anmostras da carne foram
preparadas e embaladas a vacuo e congeladas a —18°C. A carne escura congelada foi
utilizada imediatamente apds o descongelamento. O experimento foi realizado com niveis
de 2 e 4% de NaCl com adicéo de 2 e 4% de glicose respectivamente

A carne escura de atum foi inoculada com 10° UFC ¢! de Lactobacillus casei
subsp. casel e fermentada a 10°C por 30 dias. O processo de fermentacdo foi monitorado
através de andlises bacteriolégicas e quimicas, onde observou-se a elevacdo da acidez e
correspondente decréscimo do pH, em funcdo da predominancia da bactéria l&ica (BL). A
andlise sensorial, utilizando teste de comparacéo mdiltipla, foi realizada com patés de carne
escura de atum fermentada, que apresentou diferenca significativa quando comparada com

0 paté controle, indicando reducéo do sabor amargo.

Palavras-chave: Pescado fermentado, Bactérialatica, Lactobacillus casei, Atum



vii

ABSTRACT

During the processing of the tuna fish can, there is a considerable discharge of dark
meat, which is used to the elaboration of fish meal, due to its bitter taste. Fermentation with
Lactobacillus casei subsp. casei ATCC 393 is an alternative to reduce the bitter taste of
tuna dark meat. Meat samples were prepared, vacuum packaged bags and stored d -18°C.
Frozen dark meat was immediately thawed. The experiments were realized at NaCl levels
of 2 and 4% after addition 2 and 4% of glucose, respectively.

The dark meat tuna was inoculated with with lactic acid bacteria and fermented at
10°C for 30 days. During this period samples were taken to be evaluated by bacteriological
and chemical methods. Sensorial test, using multiple comparison test, was made with dark
meat pastes and showed significative difference when compared with paste made with dark

meat without fermentation process, which indicate the reduction of bitter taste.

Keywords: Fish fermentation, Lactic acid bacteria, Lactobacillus casel, tuna



1 INTRODUCAO

A mudanca de habito em decorréncia da globalizaco, a agitacdo cotidiana, aiada ao
crescimento da populagéo, vém ocasionando um aumento no consumo mundial de pescado.
Esse tipo de alimento proporciona uma dieta saudavel, oferecendo alto valor protéico erica
em gordura insaturada. Em um mundo em que os veiculos e 0s meios comunicagdo cke
massa i ncentivam as pessoas a um maior consumo de alimentos e ab mesmo tempo exigem
aparéncia fisica, esbelta e elegante, onde pessoas magras se destacam, 0 pescado torna-se
um excelente alimento. Uma categoria alimentar com amplo potencial de mercado a ser
explorado tanto pela midia quanto pelas empresas, beneficiando a salide do consumidor.

O aproveitamento de residuos da indUstria pesqueira € uma aternativa ecologicamente
correta nos dias atuais. A reciclagem, bem como 0 uso correto dos recursos naturais,
proporciona a industria de pescado lucro extra e argumentos para sua estratégia de
marketing.

O atum € uma alternativa arrojada para as empresas processadoras, pois possibilita
desenvolver novos produtos com valor nutricional e qualidade organoléptica a partir de
residuos industriais.

Na producéo do atum enlatado, os residuos consistem de cabega, espinhaco, visceras,
carne escura e uma pequena quantidade de carne branca, totalizando cerca de 60% do peso.
Esses residuos ndo sdo utilizados na alimentacdo humana, destinamse quase que
exclusivamente para a elaboracdo de ragdo animal (GUAGLIA e MAIORANO, 1980).

A carne escura do atum, de sabor amargo, constitui uma massa residual representativa
em escala industrial, que poderia ser melhor aproveitada como matéria-prima na utilizagdo
de produtos de pescado. O principa fator limitante para 0 consumo dessa carne escura é o
sabor amargo, desagradavel, causado principalmente por aminoacidos e peptidios
hidrof ébicos.

O desenvolvimento de tecnologia com o intuito de reduzir e até mesmo eliminar o sabor
desagradével da carne escura do atum é oportuno, considerando a necessidade de inovagéo
e apossibilidade de oferecer um alimento saudavel e alternativo.



O presente trabalho teve como objetivo minimizar o sabor amargo da carne escura de
atum (Euthynnus pelamis), através da fermentacdo latica, utilizando Lactobacillus casei
subsp. casel ATCC 393,



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos gerais dos tunideos

S80 peixes pertencentes a classe dos teleGsteos, que se caracterizam pela presenca de
0ss0s ou espinha dorsal (HICKMAN et a., 1984). Sua coluna vertebral é formada pelas
vértebras que tém trés espinhos. um neura e dois pleurais (CONTRERAS GUZMAN,
1994). Possuem escamas cicloides, nadadeiras peitorais, aeta dorsal, segunda dorsdl,
caudal, ana e na maioria das espécies detas ventrais (BERTULLO, 1975; SUZUKI, 1983).

O sistema vascular subcutdneo € responsavel pelo fornecimento de oxigénio e
nutrientes para a musculatura natatoria. As veias e artérias estdo localizadas na vértebra
central (SHARP e PIRAGES, 1978).

Segundo COLLETE (1963) citado por RIVERA (1992), os tunideos pertecem a familia
Scombridae e dividem se em quinze géneros e quarenta e oito espécies, conforme indicado
na Figura 1.

Comercialmente, destacam-se as seguintes espécies de tunideos (ESMINGER et d,
1994):

- Katswonus pelamis — gaiado

- Euthynnus pelamis - bonito de barriga listrada;

- Thunnus thynnus— atum do sol;

- Thunnus albacares — abacora de lg€;

- Thunus alalunga — albacora branca.

No Brasil as espécies mais valorizadas comercialmente sdo (SUZUKI, 1983):
- Bonito pintado (Euthynnus alleteratus);
- Bonito de barriga listrada (Euthynnus pelamis);

- Albacoras (Thunnus alalunga ou Germo alalunga).

Os tunideos s0 peixes que apresentam caracteristicas diferenciadas, colocando-os
numa posicao de destaque. Possuem temperatura corporal superior a da dgua (de 1 a 3 °C).

Apresentam corpo rolico, fusiforme, que facilita seu deslocamento com pouca perda de



energia, 0 que possibilita alto nivel aerodindmico, tornando-os rdpidos nadadores
(ANTUNES, 1981; MARTIN E FLICK, 1990; CONTRERAS GUZMAN, 1994; SUZUKI,
1983).

Familia Sub-familia Tribo Género Espécies
| Gasterochismat Gasterochisma | | 1
[ Scomber —1 3
| Scombrini
L| Rastrelliger 1 3
| Grammatorcynus | | 1
Scombridae [ |
| | Scomberomorri Scomberomorus || 18
L|{ Acanthocybium [ | 1
L| Scombrinee ||
_| Orcynopsis |1
. || L biosarda ] 1
| Sardini cy
_| Sarda 1 4
L| Gymnosarda 1 1
Allothunnus [ | 1
| Auxis | 2
| Euthynnus L1 2
L| Thunnini ]
| Katsuwonus | 1
L_| Thunnus L 17

Figura 1: Espécies, géneros, tribos e sub-familias da familia Scombridae.
Fonte: Collete (1963) citado por Rivera (1992).



Distinguemse ainda quanto ao metabolismo, digestdo, concentracdo de hemoglobina
no sangue, proporcéo de oxigénio que removem da &ua, dém de movimento continuo
(nunca param para descansar) (ANTUNES et al, 1981).

O aum é consumido no Japdo, Estados Unidos, Espanha, Itdia e Alemanha,
compreendendo 90 % do consumo mundia. A forma de consumo de maior expressdo desse
pescado encontra-se no produto enlatado. Em conseqiiéncia do elevado valor comercia
internacional desse enlatado, estabeleceram-se definicbes e padrdes, tanto de paises
produtores e consumidores como de organizagdes internacionais. A Food and Agriculture
Organization (FAO) e a World Health Organization (WHO), fizeram recomendactes
internacionais na comissao do Codex Alimentarius, publicado em 1975, para o enlatamento
do atum, em agua e Oleo. As seguintes especies foram determinadas para a linha de
producdo de enlatamento, de acordo com Codex Alimentarius Commission:

Thunnus thynnus (atum grande);

Thunnus thynnus orientalis e Thunnus thynnus macoyii;
Thunnus obesus (atum de olho grande);

Thunnus albacares (albacora de lage);

Thunnus atlanticus (albacorinha);

Kishinoella toggoal;

Thunnus alalunga (albacora branca ou atum branco);
Euthynnus pelamis (bonito de barriga listrada);
Euthynnus lineatus (bonito negro);

Euthynnus affinis;

Euthynnus alleteratus (bonito pintado);

A comissdo, aém de indicar as espécies que podem ser dilizadas na producéo do
enlatamento, determinou que 0 home do produto podera ser “atum”, “bonito” ou “bonito-
atum”, a critério da legisacdo do pais onde o0 produto sera comercializado. O nome podera
também ser acompanhado por termo descritivo relacionado a cor do produto, “white” para
espécie Thunnus alalunga e as designagdes “light”, “dark” e “blended”, com critérios do
pais que o comercializa (ANTUNES, 1981).



O fluxograma do processo de enlatamento do atum € apresentado na Figura 2.

Captura
[
Congelamento
[
Descarregamento
[

Selecéo e classificagdo

| Armazenamento
Pesagem
[
Descongelamento
|
Evisceracdo ,
| Residuos
Lavagem
[
Cozimento
[
Resfriamento
|
Separacéo do lombo
: | Separagéo e
Toillet dassficaciodo | [ Residuos
| grated
Cortes em porcdes
Enlatamento Enlatamento Farinha de
(atum sdlido) (atum grated) pescado e ragdo

Figura 2: Diagrama do fluxo operaciona da producdo do atum enlatado.
Fonte: Industrias Quaker



2.2 Estrutura muscular

As propriedades organoléticas, do ponto de vista alimentar, estédo relacionadas a
estrutura protéica do musculo e suas reagdes bioquimicas (HAMM, 1966).

O musculo do pescado assemelha-se funcionamente ao dos mamiferos, porém o
arranjo e a unido do tecido conectivo de sua estrutura é diferente. Além disso, entre as
espécies, ocorrem variagdes na forma e microanatomia detalhada, entretanto a estrutura e as
unidades moleculares s30 semelhantes (BEIRAO, 1986).

A distribuicdo dos musculos dos tunideos apresenta-se em quatros partes (lombos)
claramente definidas, que podem ser observadas como um quadrante, mnforme Figura 3
(CONTRERAS GUZMAN, 1994).

Dorsa esquerda Dorsal direita

©E)
©

60

Ventral esquerda Ventral direita

Figura 3: Distribuicdo da massa muscular do atum (corte perpendicular).
Fonte: Contreras Gusman (1994)

Os musculos possuem sentido principal longitudinal, que sdo interrompidos por
divisdrias, denominadas miosepta (colageno). O comprimento dos segmentos (midmeros ou
miotomas) varia em funcdo do tamanho do peixe, esses segmentos vao desde a superficie
até a coluna vertebra (CONTRERAS GUZMAN, 1994).

Os miofilamentos (conjunto de miofibrilas separadas pelo reticulo sarcoplasmético)
dao origem as fibras musculares. Existem espacos entre as miofibrilas e a membrana
plasmatica, que sdo preenchidos pelo sarcoplasma, um liquido viscoso, onde estdo
presentes mitocondrias, enzimas, glicogénio, mioglobina, ATP e compostos organicos e
inorganicos de baixo peso molecular (MEY ER, 1968) citado por (ROMIO, 1999).



2.2.1 MUsculo escuro

Segundo SHARP e PIRAGES (1978), a distribuicdo da massa muscular escura do
peixe ocorre no sentido longitudina do corpo em direcéo a superficie corporal, entretanto
essa caracteristica varia de acordo com as diferentes especies.

Quanto maior a atividade natatéria do peixe, maior serd o volume de musculos
escuros. Como o0 atum é um peixe que vive em movimentacao constante, apresenta grande
guantidade de musculos escuros, ao contrario dos peixes que se movimentam |lentamente.
Por serem mais aerobios, os musculos escuros possuem grande quantidade de mioglobina,
a0 contrério dos musculos brancos. Além disso, 0os musculos escuros possuem elevado teor
de gordura, facilitando o processo de oxidacd. A concentracdo de mioglobina e
hemoglobina desse musculo € cinco vezes maior do que no muasculo claro de atum, onde a
cor escura do musculo esté relacionada ao alto teor dessas substéncias (REGENSTEIN e
REGENSTEIN, 1991; CHINNAMMA, 1975; BELITZ, 1979).

Cerca de 11% do peso do peixe corresponde ao musculo escuro. E na parte central
do peixe que esse musculo estd mais concentrado. O conteldo de umidade, proteina,
nitrogénio ndo protéico, proteinas sarcoplasmaticas, nitrogénio de aminoacidos livres, &cido
l&tico, fosforo e ribose sGo mais elevados no musculo claro. J& no musculo escuro estéo
presentes em maior quantidade, as proteinas solUveis em solugdo salina, o glicogénio, a
gordura e os pigmentos (MUKUNDAN et a, 1979; PERES e POZO, 1990).

Segundo CHINNAMMA (1975), o elevado conteldo de glicogénio do musculo
escuro deve-se as transformacdes das condicdes anaerdbicas que ocorrem durante o periodo
de morte, que s80 mais estressantes para 0s muscul os escuros do que os claros.

Acredita-se que a presenca de grandes concentraces de lipidios e vitaminas no
musculo escuro caracteriza uma semelhanga com o figado, que transfere metabdlicos para
0s musculos claros adjacentes (KANOH et al., 1988). MUKUNDAN et a. (1979), também
evidenciaram semelhanca entre o figado e o musculo devido ao alto teor de ferro.

A presenca de peptidios, congtituidos de aminoécidos com estrutura hidrofébica e a
oxidacdo de lipidios sdo fatores responsaveis pelo sabor amargo da carne escura do atum
(BELITZ et a., 1979).



2.3 Aminoacidos e peptidios.

A contribuicdo do sabor pelos aminoécidos nos alimentos foi reconhecida em 1908,
na Universidade de Toquio, onde o L-glutamato monossodico foi descoberto como um
componente essencial do salor na maioria dos aimentos tipicos japoneses (KIRIMURA et
a., 1969).

Os aminoé&cidos sdo as principais substancias responsaveis pelo sabor dos alimentos
marinhos, onde a glicina, aanina, serina, e treonina caracterizamse por serem doces,
enquanto a arginina, leucina, valina, metionina, fenilalanina, histidina e isoleucina por
serem amargos, segundo 1JONG e OHTA (1996).

Segundo SGARBIERI (1996) citado por DAVIES (2000), os aminoécidos podem
ser caracterizados pelo sabor em trés grupos.

| — Aminoacidos nas formas L e D sem sabor ou ligeiramente perceptiveis (lisina,
sering, treoling, prolina, acido aspartico, acido glutamico);

I — Aminoécidos com propriedades de gosto complexo e dificeis de serem
avaliados no estado puro (cisteina, acido glutamico, metionina);

[l — Aminoacidos com sabor amargo ou doce, os quais foram comparados
quantitativamente com solucBes de cafeina e sacarose (arginina, isoleucina, aanina,
histidina, leucina, fenilanina, triptofano, tirosing, valina, glicina).

A cadeia lateral hidrof 6bica e o grupo a-amino dos aminoacidos sdo as principais
caracteristicas correlacionadas ao sabor amargo (TAMURA et d., 1990). NEY (1979) foi o
primeiro pesquisador a correlacionar esse sabor com peptidios hidrofébicos. Ele propds
uma regra na qual o sabor amargo é relacionado com o valor médio de hidrofobicidade do
peptidio. O valor da hidrofobicidade do peptidio (Q) € definido como a somatéria da
variacdo da energia livre (Dg em cal/mol) na transferéncia da cadeia lateral do aminoacido
da fase acodlica (etanol) para fase aquosa, dividido pelo nUmero de mols de aminoécidos
residuais do peptidio (n), conforme equacdo: Q = S Dg/n. Peptidios com vaor de Q > 1400
ca/mol sdo caracterizados como amargos e peptidios com vaor < 1300 cal/mol ndo
apresentam amargor. Vaores que intermediam 1300 e 1400 ca/mol, ndo obtiveram
nenhuma observacao atribuida ao gosto amargo.
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De acordo com PEDERSON (1994), aregra € valida para o peso molecular < 6.000
Daltons, pois peptidios com peso molecular acima desse valor e com Q > 1400 cal/mol, ndo
apresentaram sabor amargo.

MATOBA e HATA (1972) citados por PEDERSEN (1994), concluiram que, a
hidrofobicidade das cadeias laterais dos aminoécidos sdo as responsaveis pelo sabor
amargo dos peptidios. Esses pesquisadores relataram que esse sabor se desenvolve pela
hidrdlise de peptidios, resultando em aminoacidos hidrofébicos, os quais anteriormente a

degradacéo mantinham-se protegidos na molécula.

2.4 Bactériaslaticas

2.4.1 Importéancia

Bactérias Léticas (BLS) estdo entre as microrganismos mais longamente utilizados
pelo homem na indistria de aimentos. A relativa simplicidade dessas bactérias permite
utilidade ampla, nos mais diversos segmentos tecnol 6gicos e cientificos (KONINGS et al.
2000).

A fermentacdo é uma tecnologia de transformacdo antiga de alimentos, desde o
nascimento da civilizagdo essa técnica € descrita, sendo os registros mais antigos de 6000
a.C. (CAPLICE e FITZGERALD, 1999). Essas bactérias foram utilizadas, mesmo sem
compreensdo cientifica no passado, para conservacdo e porque conferiam caracteristicas
organolépticas desgjaveis ao alimento (FIORENTINI, 1999).

As BLs s80 muito utilizadas para dterar as propriedades arométicas e texturiais dos
alimentos e principalmente prolongar a vida de-prateleira de frutas, carnes, leite, vegetais e
cereais (LEROI et al., 1996; DESAlI e STHETH, 1997). Esses microrganismos sao
importantes na atualidade, tanto em processos de fermentagdo, como para a conservacdo de
alimentos (PIARD e DESMAZEAUD, 1992).

Essas bactérias, ndo sdo apenas cruciais para a fabricaco de produtos fermentados,
como também tém sido citadas como eficazes no tratamento de uma variedade de

desordens fisioldgicas, incluindo colites (prevencéo), gastroenterites, hipercolesterolemia,
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encefalopatia hepética, ma digestdo de lactose, infeccBes urogenitais e prevencdo de
tumores (MISHRA e LAMBERT, 1996).

O conceito de BL como um grupo de microrganismos surgiu no inicio do seculo
XX, precedido por estudos pioneiros e desenvolvimento de técnicas na segunda metade do
seculo XIX, destacando-se por exemplo, 0s estudos de Pasteur, sobre a fermentacéo |éctica,
em 1857 e o primeiro isolamento de uma cultura bacteriana pura de Bacterium lactis, por
Lister, em 1873 (STILES e HOLZAPFEL,1997). As BLs figuram entre os primeiros
microrganismos utilizados na producdo de aimentos manufaturados (KONINGS et d.,
2000). Os avancos obtidos na microbiologia, somados ao inicio da revolucdo industrial,
com a transformacdo dos métodos artesanais de producdo em pequena escala em
bioprocessos industriais, permitiram que se compreendesse profundamente 0S processos
fermentativos. Em decorréncia, durante o século XX, o estudo das BLs conduziu a um
amplo conhecimento sobre estes microrganismos, e de sua manipulagcdo, como jamais se
poderia imaginar no passado (CAPLICE, 1999). De forma que, nos dias atuais, as BLs
estdo entre os microrganismos mais caracterizados no que diz respeito a sua genetica,
fisologia e aplicactes (KONINGS et al., 2000).

24.2 Classficacao e Caracterizacao

As BLs compreendem os géneros. Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus,
Leuconostoc, Pediococcus, Carnobacterium e Vagococcus (JAY,1996). As bactérias ndo
apenas estdo envolvidas na preservacdo de alimentos como também s3o responsaveis por
uma identidade especifica e atributos sensoriais dificilmente obtidas por outros métodos de
processamento dada a complexidade e multiplicidade dos compostos envolvidos.

Essas bactérias ocorrem naturamente em uma quantidade muito grande na
natureza, sendo encontradas em matérias-primas aimentares como leite, carne e vegetais,
embora, em algumas circunstancias, possam causar a deterioracdo do alimento, ou mesmo
estar envolvidas em casos clinicos de infecgdes (STILES e HOLZAPFEL ,1997). Devido ao
seu metabolismo as BLs sdo adicionadas intencionalmente aos processos fermentativos,
pois aém de conferir caracteristicas sensoriais desgjavels, os fatores antimicrobianos que

por elas sdo produzidos propiciam o aumento da seguranca sanitaria (por inibicdo dos
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microrganismos deteriorantes e patogénicos) destes alimentos (GOLBERG e WILLIAMS,
1991; JACK et al,1995). Em produtos carneos curados, as BAL ndo apenas asseguram boa
qualidade aos produtos, como também agudam no desenvolvimento da cor e aroma e
diminuem o tempo de cura (HUANG e LIN,1995).

Bactérias léticas tipicas caracterizamse como Gram positiva, ndo esporulada,
catalase negativa, desprovida de citocromos, anaerdbia aerotolerante, fastidiosa, acido
tolerante (AXELSSON, 1993 citado por DE MARTINIS, 1997). Todos os integrantes deste
grupo tém a capacidade de produzir &cido latico a partir de hexoses, tal que, baseado no
metabolismo da glicose, Klyver dividiu as BLs em dois grupos. as homofermentativas, que
produzem &cido l&ico como produto principa ou Unico de seu metabolismo; e as
heterofermentativas, que produzem quantidades equimolares de lactato, didxido de carbono
e etanol a partir das hexoses (JAY,1996).

2.4.3 Fatores antimicrobianos das bactériaslaticas

As BLs exercem um papel fundamental na maioria dos aimentos fermentados,
principalmente por aumentar sua vida-de-prateleira (ABEE et a.,1995). Dentre as
aplicacOes das BLs inclui-se a sua habilidade em inibir o crescimento de microrganismos
deteriorantes ou mesmo patogénicos em virtude da producdo de fatores antimicrobianos
que agem conjuntamente ou isoladamente para proporcionar este efeito (RAY e
DAESCHEL, 1992; LERICHE et al., 1999).

Os mecanismos antimicrobianos especificos das bactérias lacticas explorados na
biopreservacdo de alimentos incluem a producdo de é&cidos orgénicos, peréxido de
hidrogénio, gas carbonico, diacetil, compostos antimicrobianos de largo espectro como a
reuterina, etanol e a producéo de bacteriocinas (DE VUYST E VANDAMME, 1994). O
principal efeito, considerado antimicrobiano, se deve as atividades metabdlicas comuns a
todas as cepas. Esta apropriada e invariavel atuacdo nos processos fermentativos ndo se
caracteriza somente pela geracdo de energia celular, mas também exerce uma atividade
para produzir acidos organicos, principadmente o &cido l&ico com um conseqlente
decréscimo do pH do meio (ARIHARA et d., 1998).
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A reducdo do pH e a diminuicdo dos carboidratos por fermentagdo séo as
primeiras agdes conservantes que essas bactérias ocasionam no alimento processado por
fermentagdo. Entretanto, se reconhece que as bactérias laticas possuem a capacidade de
produzir outras substancias inibidoras além de &cidos orgéanicos, que sdo antagdnicas a
determinados microrganismos. Estas substancias sdo produzidas em pequenas quantidades
e incluem: perdxido de hidrogénio, diacetil, bacteriocinas e produtos de reagdes secundérias
como os hipotiocianatos obtidos pela acdo da lacto-peroxidase sobre o perdxido de
hidrogénio e os tiocianatos (DAESCHEL , 1989).

As bactérias laticas heterofermentativas podem produzir misturas de &cido lético e
acético, em determinadas circunstancias. Entretanto, em comparagdo com as bactérias
homofermentativas, elas produzem uma acidificacdo menor, como nas fermentacdes
naturais de vegetais em que elas s80 mais importantes no inicio do processo, inibindo a
multiplicagdo de microrganismos contaminantes e permitindo com isso, a sequéncia da
fermentagdo. O efeito antimicrobiano ocasionado pela reducdo do pH deve ser visto como
um coadjuvante nos processos fermentativos e ndo como um stbstituto das boas préticas de
manipulacdo (MENSAH et a., 1991).

O uso de BLs tem chamado cada vez mais a atencéo pelo fato de que mais de 80%
das toxinfeccdes alimentares sdo atribuidas a infecgdes ou intoxicacdes alimentares por
microrganismos (TODD, 1989), e recentes levantamentos epidemiol égicos conduzidos pelo
Centro de Controle e Prevencéo de Doengas nos Estados Unidos estimam em 76 milhdes o
nimero de casos de toxinfecgBes alimentares por ano, apenas naguele pais (MEAD et al.
citado por CLEVELAND et al. 2001). A pressuposicdo de que o crescimento de
microrganismos patogenos pode ser evitado por uma cadeia de frio adequada ndo é mais
vélida, pois microrganismos como a Listeria monocytogenes e Aeromonas hydrophila,
entre outros, podem crescer a temperaturas de refrigeracdo (HOOVER e STEENSON,
1993)
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2.4.4 Lactobacillus casal subsp. casei

Lactobacillus casei subsp. casel € utilizado como coadjuvante na fabricacdo de
queijos. O sistema enzimético desenvolvido pela bactéria tem potencia consideravel para
influenciar o desenvolvimento do flavour desse alimento. Devido a enzima peptidase, 0
microrganismo esta apto a degradar um numero considerédvel de peptidios, incluindo os
“amargos’ com elevado conteldo de aminoécidos hidrofébicos como a prolina
(MARTINEZ-CUESTA et al., 2001)

Segundo ARORA e LEE (1990) o L. casal subsp. casel apresenta elevada atividade
contra os peptidios amargos (fenilalanina-prolina; prolina-fenilaanina e prolina-isoleucina)
e derivados de amino e peptidios sulfurados, principais responsaveis pel o sabor amargo em
qgueijos maturados. N&o apresentam atividade carboxipeptidase e apresentam maior
atividade amino e dipeptidase do que atividade tripeptidase. Cepas de Lactobacillus casei e
plantarum foram avaliadas quanto a atividade de aminotransferase, liase e descarboxilase,
utilizando metionina como substrato. A presenca de glicose na mistura da reagéo
potenciadliza a conversdo da metionina em 4-metiltiol-2cetobutanoato e 4-metiltiol-2-
hidroxibutanoato para todas as linhagens. Nenhuma delas apresentou atividade liase e
descarboxilase na metionina (AMARITA et al., 2001).

Lactobacillus casei apresentamse em forma de bastonetes, medindo 0,7 a1,1 mm
de largura e 2,0 a 40 nm de comprimento, com tendéncia a formar cadeias. Néo se
desenvolvem acima de 45 °C e podem ser isolados de produtos lacteos, silagem, esgoto e
trato intestinal humano (KANDLER e WEISS,1986).

As caracteristicas fisiologicas e bioquimicas do Lactobacillus casei subsp. case,

estéo apresentadas na tabela 1.



Tabela 1: Caracteristicas fisiologicas e bioquimicas do Lactobacillus casei subsp. casel
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Lactobacillus casel subsp. casel

Fermentacao:

Glicose +

Sacarose +

Lactose d

Maltose +

Manitol +

Ribose +

Configuracéo do &cido latico L

Degradacéo da arginina -

Temperatura 6tima 45°C

Percentagem mol G + C de DNA 45- 47 %
Acido teicoico Nenhum

Fonte: Kandler e Weiss (1986).

Simbolos: - (negativo em 90 % ou mais das cepas), + (positivo em 90% ou mais das cepas),

d (positivo entre 11 — 89 % das cepas)



3MATERIAL EMETODOS

O experimento foi redizado no Laboratério de Biotecnologia Alimentar do
Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Santa

Catarina.

3.1 Material

As amostras (carne escura de atum congelada) foram obtidas diretamente de uma
indUstria de pescado do municipio de Itgjai

Foi utilizado, como indculo a bactéria lética Lactobacillus casei subsp. caseil ATCC
393, adquirida na Colecéo de Cultura Tropica da Fundagdo André Tosello.

3.2 Métodos

3.2.1 Processo de fermentacdo

A carne escura cozida de atum, acondicionada a vacuo em sacos de polietileno e
conservada sob congelamento a -18°C, foi pesada em por¢des de 400g e distribuida em
cubas de fermentacéo de 1000 ml. Os experimentos foram realizados com adi¢cdo de 2,0 e
4,0% de NaCl e 2,0 e 4,0 % de glicose. Os tratamentos foram desenvolvidos de forma
independente, variando apenas um dos pardmetros operacionais (concentragdo de NaCl ou
glicose). O processo se desenvolveu na condicdo de salga imida com a proporgdo de 1:1,
ou Fja, 400 g de carne para 400 mL de salmoura. A cultura l&tica (L. casei subsp. casei),
apds ter sido ativada e preparada, foi adicionada (20 mL) na forma de suspensdo (10° UFC
g1). Apds homogeneizacdo, a carne escura de atum acondicionada nas cubas foi fermentada
a 10 °C por 30 dias.

A Figura 4 mogtra o fluxograma correspondente a operacéo de fermentacdo da carne
escura de atum.



Carne congelada Lactobacillus casei
(-18°C) subsp. casel
Descongelamento
(4°C)
Ativacao e preparacao do
‘ inéculo.
Pesagem (400 g)
) NaCl
Glicose 20 e 4%
2% e 4%

Inoculagdo, Homogeneizagdo
(glicoseNaCl -starter) e

Fermentacéo (10 °C por 30dias)
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Figura 4: Diagrama do fluxo operacional da fermentacdo da carne escura de atum

(Euthynnus pelamis)

3.2.1.1 Ativacao e preparacao do inodculo

O inéculo foi obtido a partir da ativacdo da linhagem liofilizada em cado Man
Rogosa Shape - MRS (Merck, Darmstadt, Germany) com incubacdo a 30 °C durante 18
horas. Uma aliquota de 5 mL foi inoculada em 200mL de caldo MRS e incubada

novamente a 30 °C por 12h onde, a partir desse momento, iniciou-se a determinagdo da

densidade Gtica por espectrofotometria para controle do crescimento microbiano. Porcdes

de 20 mL da cultura ativada de L. casei subsp. casei contendo 10® UFC g?!, foram
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inoculadas nas cubas de fermentagcdo correspondentes aos tratamentos previamente
estabelecidos.

3.2.1.2 Espectrofotometria da biomassa

A partir da leitura espectrofotométrica a 520 nm, foi estimado a densidade ¢dtica da
biomassa do in6culo. As amostras para leitura foram preparadas a partir de aliquotas de 1
mL que foram centrifugadas a 1500 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado (L. casel subsp. casei) resuspendido em 3mL de solucéo de agua peptonada a
1%, adicionado de 3 mL de solucdo de EDTA 1% e dcalinizada com NaOH 10 M
(MAZ0,1999).

3.2.1.3 Avaliagéo do numer o de céulas vidveis no indculo

A enumeracdo das células viaveis foi redlizada através de aliquotas de 1 mL das
diluicbes correspondentes, por plagueamento em profundidade em &gar MRS. As
semeaduras foram redizadas em duplicata, e incubadas a 30 °C por 48 horas. A
enumeracdo foi readizada em paraelo com a determinacdo da densidade Otica onde,
posteriormente, foram correlacionadas, obtendo-se, assm, uma referéncia para a
preparacdo do indculo (GONZALES-FERNANDEZ et al., 1997).

3.2.2 Andlises microbiol6gicas

3.2.2.1 Amostragem

Durante o periodo do processo de fermentacéo, em intervalos e 0, 3, 7, 14, 24 e 30
dias, 10g de amostra de carne escura foram col etadas assepticamente das cubas e realizadas
diluicOes sucessivas em &gua peptonada a 0,1%. Foram realizadas andlises correspondentes

a contagem total de bactérias |aticas, mestfilas e psicrotroficas.
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3.2.2.2 Contagem total de microrganismos mesofilos

A contagem dos microrganismos foi realizada pelo método do plaqueamento em
profundidade em Plate Count Agar — PCA (Oxoid CM 463, Basingstoke, UK). Apds a
solidificacdo do meio, as placas foram incubadas invertidas a temperatura de 37 © por 48
horas (APHA, 1992).

3.2.2.3 Contagem total de bactérias psicrotréficas

A contagem foi realizada conforme método de plagueamento em superficie em
Plate Count Agar —PCA (Oxoid CM 463, Basingstoke, UK) e incubadasa 7 °C por 10 dias
(APHA, 1992).

3.2.2.4 Contagem total de bactériaslaticas

A contagem das BLs, foi realizada por plagueamento em profundidade em agar
MRS (Merck, Darmstadt, Germany), seguido-se de incubacéo a 30 °C por 48 horas (APHA,
1992).

3.2.2.5 Avaliacédo microbiolégica da carne escura de atum e dos patés elaborados

Foram realizadas analises microbioldgicas para determinar Coliformes a 45° C,
Clostridios sulfito redutores, Estafilococos coagulase positiva e Salmonella spp. na carne
escura, na carne fermentada e nos patés elaborados para a realizacdo da andlise sensoria
(APHA, 1992)
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3.2.3 Andlises fisico-quimicas
3.2.3.1 Amostragem

Durante o processo de fermentacdo, em intervalos de 0, 3, 7,14, 24 e 30 dias, foram
retiradas amostras de 10g da carne escura do atum das cubas de fermentacéo para a

realizacdo das andlises fisico-quimicas (pH e acidez titulavel total). Todas as andlises foram

realizadas em triplicata.

3.2.3.2 Deter minagéo do pH

A determinacdo do pH, foi realizada com potencidmetro (“ pHmetro”), conforme
Association of Official Analytical Chemists (técnica 320.10) (AOAC, 1995).

3.2.3.3 Acidez titulavel total

Foi realizada por titulacdo com NaOH 0,1 N, utilizando solucéo alcodlica a 1% de
fenolfetaleina como indicador, expressando o resultado em é&cido |&tico (técnica 162.76)
(AOAC, 1995).
3.2.3.4 Composicao quimica da carne escura de atum

Andlises de umidade, cinzas, lipidios e proteina foram realizadas de acordo com as

técnicas nimero 950.46, 938.08, 991.36 e 940.25 espectivamente, da Association of
Official Analytical Chemists (AOAC, 1995).
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3.2.4 Andalise sensorial

3.2.4.1 Amostragem

Para a realizacdo da andlise sensorial, foram coletadas amostras de 100 g de carne
escura de atum fermentada e “ndo fermentada’ (padréo) para elaboracdo de patés,

preparados através de uma formulacdo béasica (anexo I).

3.2.4.2 Teste de compar agao multipla

A avaliacdo sensoriad foi realizada através da aplicacdo do teste de comparacéo
multipla, segundo TEIXEIRA (1987), onde 25 julgadores treinados receberam uma amostra
padrdo (paté de carne escura de atum) e compararam com cinco amostras codificadas de
patés. Uma dessas amostras era 0 proprio padréo e as outras quatro, amostras de paté
elaborados com carne escura de atum fermentada constituida dos quatro tratamentos: 2% de
glicose e 2% NaCl, 2% de glicose e 4% NaCl, 4% de glicose e 2% NaCl e 4% de glicose e
4% NaCl. Foi solicitado aos julgadores, avaliar 0 sabor amargo das amostras codificadas

em relacdo ao padrdo, segundo escala de comparacao multipla (anexo I1).

3.25Andliseestatistica

O delineamento experimental para a andlise sensoria foi completamente
casualizado. Realizou-se a andlise de variancia (Anova) para comprovar a existéncia de
diferencas significativas entre as amostras e aplicou-se 0 Teste de Tukey studentized a nivel
de confianca de 95% (p<0,05), visando determinar diferencas entre as médias
(MONTGOMERY, 1996). As andlises foram realizadas utilizando o programa estatistico
SAS System, versdo 6.12 (1996).



4 RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1 Composicdo Quimica da carne escura de atum

Os vaores obtidos da composicdo quimica da carne escura de atum Euthynnus
pelamis) estdo descritos na tabela 2. Os resultados foram expressos em percentuais das
médias.

Tabela 2: Composicéo quimica da carne escura de atum (Euthynnus pelamis)

Carne escura de atum*
Proteina (%) 26,62
Lipidios (%) 4,75
Umidade (%) 64,80
Cinzas (%) 1,32

* Média de 3 repeticOes para cada amostra

A composicdo quimica de pescados é variavel devido a diversos fatores, nos quais
se incluem a idade do peixe, sexo e estacdo do ano no qua foi capturado (MAHAN e
ARLIN, 1995).

Os vaores obtidos de proteina, estdo acima dos encontrados na literatura, que,
variam de 15 a 24% em pescados marinhos (SUZUKI, 1981). Especificamente na carne
escura de alguns tunideos, a variagdo pode atingir 21 a 23%, segundo CONTRERAS-
GUZMAN (1994). Esse percentua excessivo de proteina, possivelmente é explicado
devido a matéria-prima ter passado pelo processo de coccdo (injecdo de vapor direto a 100
oC por 40 min) durante a operacdo da producdo do atum enlatado, o que provoca perda de
&gua e, conseqlientemente, concentragao protéica.

O resultado referente ao contelido lipidico é coerente com os dados encontrados na
literatura, onde o teor em pescados varia na faixa de 0,1 a 22% (SUZUKI, 1981).

Entretanto, na carne de atum os valores podem chegar a 6,6% de gordura total, sendo 1,7%
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apresentada na forma de acidos graxos saturados, 2,2% na forma de &acidos graxos
monoinsaturados e 2,2% na forma de &cidos graxos poliinsaturados (PIGOTT e TUCKER,
1990).

O teor de umidade, 64,80%, apresentou-se abaixo dos mencionados por aguns
autores. AQUARONE et a. (1983) e BADOLATO et a. (1994) mencionam,
respectivamente, valores na faixa de 66 a 84% e 70 a 80% para peixes marinhos. No
musculo escuro de atum CONTRERAS GUZMAN (1994) relata um percentua numa faixa
de 68,1 a 71,3%. A menor umidade agui encontrada é também decorrente do processo de
coccao pela qual a matéria-prima passou ha producéo do atum enlatado, ocasionando perda
de &gua (ROMIO, 1999).

Com relacdo a percentagem de cinzas, onde estdo contidos os minerais, a carne
escura de atum apresentou valores coerentes com os descritos na literatura, 1,29% para
carne cozida e 1,20% para a carne crua (DAVIES, 2000). Os pescados em geral séo ricos
em minerais e, conforme PIGOTT e TUCKER (1990), jamais detectou-se deficiéncia
desses compostos inorganicos, cuja concentragdo superam as concentracdes de minerais

encontrados nas carnes de gado.

4.2 Andalises microbiolégicas da carne escura de atum

A tabela 3 apresenta os valores da andlise microbiol6gica da carne escura de atum,
conforme parametros exigidos pela Resolucdo RDC n° 12, item 7G da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA- M.S (2001), instituicdo que estabelece critérios e padrdes
microbiol6gicos para alimentos no Brasil.
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Tabela 3: Andlise microbioldgica da carne escura de atum (Euthynnus pelamis).

Microrganismos Resultados
Microrganismos mesofilos 6,4x 100 UFC g~
Coliformes a45° C <3NMP g
Estafilococos coagulase positiva <100 UFC g*
Salmonella spp Auséncia em 25¢g

UFC ¢~ Unidades Formadoras de Col6nia.
NMP: Ndmero Mais Provavel.

Os resultados descritos (tabela 3) atendem aos padrfes da Resolugdo RDC n° 12,

indicando uma matéria-prima de qualidade aceitavel.

4.3 Fermentacdo da carne escura

A carne de peixe decomple-se rapidamente; por essa razdo, o0 experimento foi
realizado a baixa temperatura. A escolha da temperatura de 10° C, levou em consideracéo
relatos encontrados na literatura, onde autores mencionam que bactérias laticas tém
habilidade de se desenvolver em baixas temperaturas e que a degradacdo da histamina é
menor a temperaturas baixas do que em temperaturas mais elevadas (GELMAN, et 4.,
2001; PALUDAN-MULLER, et a., 2002). Em contra partida, a baixa temperatura
prolonga o0 tempo necess&rio para atingir o ponto desgjavel da fermentagcdo. As cubas de
fermentacdo utilizadas no experimento estéo ilustradas na figura 5

A carne escura de atum, por apresentar reduzido teor de carboidrato livre,
necessitou da adicdo de glicose para promover uma adequada fermentagdo. Os valores de
glicogénio variam entre 0,05 e 0,85% nos tecidos musculares, tornando-os insatisfatérios
nos processos fermentativos (FAO, 1995). A finalidade da adicdo de NaCl € de reduzir a

microbiota deteriorante presente na matéria-prima.
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Figura 5. Cubas de fermentacdo com carne escura de atum (Euthynnus pelamis),
Lactobacillus casei subsp. casei ATCC 393, glicose e NaCl.

A avaliacdo do processo fermentativo foi monitorado pelo decréscimo do pH com a
correspondente elevacdo da acidez e 0 balango entre a contagem das bactérias |éticas e as
bactérias deteriorantes, resultados expressos nas figuras 6, 7, 8, 9 e 10.

4.3.1 Avaliacdo do pH e acidez

O pH inicia da carne foi de 6,00. Apés a adi¢do da cultura l&tica (Lactobacillus
casal subsp. casei ATCC 393) ocorreu um decréscimo do pH no decorrer da fermentagéo,
tendendo a estabilizar entre 4,32 a 4,55, apds 24 dias, como demonstra a figura 6, que
ilustra a reproducéo dos tratamentos com adi¢do do indculo, associado a 2 e 4% de glicose
e2e4% deNaCl .
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Figura 6: Variagdo do pH durante a fermentacdo da carne escura de atum por Lactobacillus
casal subsp. casei ATCC 393 com combinacfes de 2 e 4% de glicose e NaCl.

Nos tratamentos onde se utilizou 2 % de glicose, 0 aumento da concentracdo de 2
para 4% de NaCl diminui a performance da fermentacgo. No tratamento com concentracéo
de 2 % de glicose e 2% de NaCl, o pH decresce de 6,00 para 5,39 apés 3 dias, atingindo
4,40 no 30° dia de fermentacdo

Os tratamentos com 4% de glicose, apresentaram reducdo de pH mais acentuada,
chegando a 5,23 no 3° dia e 4,28 apo6s 30 dias de fermentacéo para o tratamento com 2% de
NaCl.

Os resultados obtidos sdo coerentes com os encontrados por MORZEL et al.
(1997) onde foi avaliado o efeito de culturas starterse reducdo do pH na fermentacdo de
filés de salmdo, utilizando combinacdes de concentractes diferentes de aglcar, NaCl e
NaNO,. Eles observaram que, amaior producdo de &cido latico ocorre com a concentracdo
de 5% de aclcar. Entretanto, aém dessa concentracdo ndo ter apresentado efeito
significativo, fornece uma quantidade de carboidrato que se mantém no sistema apos a
fermentacdo, servindo de substrato para o0 desenvolvimento de microrganismos

patogénicos. Por outro lado, o aumento drastico de NaCl ocasionou um efeito negativo no
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crescimento das BLS e, consequientemente, no decréscimo do pH. Resultados obtidos por
GELMAN et a. (2001) na fermentacdo de filés de atum, utilizando temperatura de
incubacdo de 10° C, inoculagdo de diferentes BLs, juntamente com a adicdo de NaCl ,
aclcar e conservantes quimicos, mostraram reducdo gradua e lenta do pH na evolucdo da
fermentacdo, levando 21 dias para chegar a um nivel méximo de reducéo para todas as
amostras. O pH atingiu 0 maior decréscimo para a amostra inoculada com L. plantarum
(4,00) e minimo para P. pentosaceus (4,50). A partir do 21° dia e até o 51° os vaores de pH
mantiveram-se praticamente inalterados.

A figura 7 mostra que a acidez aumenta no decorrer da fermentagcdo para todos os

tratamentos.
—E—2% glicose / 2% NaCl
—®—29% glicose/ 4% NaCl
4% glicose / 2% NaCl
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Figura 7: Variagdo da acidez, em &cido |&tico (%), durante a fermentagdo da carne escura
de atum por L. casal subsp. casel ATCC 393 com combinacdes de 2 e 4% de glicose e
NaCl.

Nos tratamentos com 2% de glicose, 0 aumento da concentracéo de NaCl, de 2 para
4%, ndo afetou o desempenho da fermentagdo, ocorrendo uma sutil elevacéo a 0,22% no

terceiro dia, para ambas concentragoes, e 0,81 e 0,80% no 30° dia, ndo apresentando grande
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diferenca entre as duas concentracfes. Entretanto, quando se aumentou a concentragéo de
glicose de 2 para 4% a elevagdo da acidez foi expressiva, principamente para a
combinagéo 4% de glicose com 2% de NaCl, onde a percentagem de acidez atingiu 0,31 no
3 diae 1,02 no 30° dia de fermentacéo.

A acidez resultante da fermentacdo corresponde principalmente a producéo de écido
l&ico produzido pelo L. casel subsp. casei. Esse &cido possui acentuada atividade
antimicrobiarg, inibindo a multiplicacdo da microbiota deteriorante, permitindo a
continuagdo da fermentagdo. Os resultados da anadlise quimica mostraram que a acidez

aumenta no processo fermentativo com a elevacdo do teor de glicose e reducdo de NaCl.

4.3.2 Avaliacé Bacteriol6gica

As figuras 8 e 9 ilustram o0 aumento do crescimento de bactérias deteriorantes até
14° dia; a partir desse periodo, 0 crescimento manteve-se estavel, decrescendo
gradualmente até o 30° dia de fermentacéo para todas as amostras.

—0— 204 glicose/ 2% NaCl
—®— 2% glicose/ 4% NaCl
- 4% glicose/ 2% NaCl
—V— 4% glicose/ 4% NaCl
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Figura 8: Variagbes na contagem de bactérias psicrotréficas (Log UFC ¢') durante a
fermentacdo da carne escura de atum por L. casel subsp casst ATCC 393 com
combinacdes de 2 e 4% de glicose e NaCl.
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Levando em consideraco a contagem inicia de 1,0x10? UFC g' para bactérias
psicrotréficas e 1,6x10° UFC g para mesdfilas, observou-se um aumento expressivo na
contagem nos primeiros 3 dias de fermentacdo, variando com relacdo aos diversos
tratamentos de 1,2x10* a 5,0x10° UFC g* para as bactérias psicrotréficas e 3,1x10" a
7,8x10° UFC g para as mestfilas. O tratamento com concentragdes de 2% de glicose e 4%
de NaCl, apresentou maior efeito de inibicdo, 9,6 x10° UFC ¢* para psicrotréficas e 8,0
x10" UFC g para mestfilas. Entretanto, quando aumentou a concentracdo de glicose de 2
para 4%, o0 crescimento microbiano € expressivo, especialmente para a amostra com 4% de
glicose com 2% de NaCl, onde o crescimento para psicrotréficas e mesofilas atingiu

5,0x10" UFC ¢! e2,5x10® UFC g* respectivamente, apés 30 dias de fermentacéo.

—E— 2% glicose / 2% NaCl
—®— 2% glicose / 4% NaCl

4% glicose / 2% NaCl
—V— 4% glicose / 4% NaCl

8,57

5 10 15 20 25 30
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Figura 9: VariacBes na contagem de bactérias mesdfilas (Log UFC g?) durante a
fermentacéo da carne escura de atum por L. casel subsp. cass ATCC 393 com
combinacdes de 2 e 4% de glicose e NaCl.

A contagem das bactérias laticas, conforme ilustra a figura 10, foi maior do que a
dos microrganismos deteriorantes durante todo processo de fermentacdo. A populacdo

microbiana inicial, variou de 4,8x10° a 5,4x10° UFC g, nos diversos tratamentos. Ocorreu
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crescimento em todos os tratamentos durante os primeiros 14 dias de fermentacdo. Apos
esse periodo, 0 crescimento manteve-se até o 30° dia, onde a contagem maxima variou
1,0x10° a 3,6 x10° UFC g *.
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Figura 10: Variagbes na contagem de bactérias &cido léticas (Log UFC g?) durante a
fermentacdo da carne escura de atum por L. casel subsp. cass ATCC 393 com
combinagdes de 2 e 4% de glicose e NaCl.

Os resultados apresentados nas figuras 8, 9 e 10, demonstraram que durante todo
periodo de fermentacdo, as BLs foram predominantes, inibindo o crescimento dos
microrganismos deteriorantes, especialmente a partir do 14° dia. Essa inibicdo pode ser
compreendida principalmente pela sensibilidade dos microrganismos deteriorantes frente a
elevada acidez do meio. Os resultados sdo coerentes com 0s descritos na literatura, como
estudos realizados por ADAMS et d. (1997) em fermentacdo de pescados com adicdo de
glicose e NaCl, que mostraram uma multiplicacdo das BLs com decréscimo das bactérias
deteriorartes. O desempenho da fermentagdo aumentou, quando se elevou o teor de aglicar
de 1 a 5%, a medida que, aumentando a concentracdo de NaCl de 1 a 6%, ocorreu uma
reducdo da performance da fermentagcdo. PALUDAN-MULLER et a. (2002) estudaram a

fermentagdo do plaa-som, um fermentado de pescado tipico da Tailandia, com diversas
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concentragdes de NaCl e relataram que o crescimento de BL na faixa de 10° a 10° UCFg!
permite obter um decréscimo significativo de pH, similar a outros produtos de pescado
fermentado. Entretanto, o crescimento otimizado dessas BLs é dependente do teor de s,
onde o aumento da concentracdo de 6 para 11% inibe o crescimento das BLs e
consequentemente, o processo de fermentacdo do plaa-som Dessa forma, o autor sugere
que se utilize no maximo a concentracdo de 6 a 7% de sal no processamento desse produto
e também em outros produtos fermentados de pescado, com o objetivo de facilitar o répido
crescimento das BLs, diminuindo assm o pH para menos de 4,5. Outros estudos
demonstraram que as altas concentragdes de sal inibem o crescimento de BL, possibilitando
0 crescimento de Staphylococus spp., que foram identificados em produto de pescado
fermentado (Thai-fermented fish) com concentracéo de 5% de sal (TANASUPAWAT et
al.,1991; TANASUPAWAT et a.1992) e do pescado fermentado coreano com
concentracdo entre 8 a 26% de NaCl (UM e LEE, 1996), onde o pH desses produtos
coreanos variou de 4,8 a 6,6.

Os resultados obtidos e expressos na figura 10 também sd0 coerentes com 0s
publicados por GELMAN et a.(2001), que avaliaram a fermentacdo de filés de atum
utilizando temperatura de incubacdo de 10° C, e diferentes BLs como culturas iniciadoras,
juntamente com a adicdo de NaCl, sacarose e conservantes quimicos, e mostraram que o
méximo de crescimento das BLs varia numa faixa de 2,9 a 6,4 x 1 UCFg* para as

diversas culturas laticas com 35 dias de fermentacéo.

4.4 Avaliacdo microbioldgica da carne escura fermentada de atum

Apéds 30 dias de fermentacdo, foi realizada andlise microbiolégica (tabela 4) da

carne escura fermentada, afim de avaiar a qualidade da mesma.
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Tabela 4: Andlise microbioldgica da carne escura fermentada de atum (Euthynnus pelamis).

2% glicose 2% glicose 4% glicose 4% glicose

2% NaCl 4% NaCl 2% NaCl 4% NaCl
Clostridios sulfito
redutores a 46° C <10 UFC ¢* <10UFCg* <10 UFC ¢g* <10 UFC ¢g*
Coliformes a45° C <3NMPg* <3 NMPg* <3NMPg* <3NMPg*
Estafilococos coagulase
positiva <l00UFCg' <100UFCg'® <100UFCg' <100UFCdg"
Salmonella spp Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia

UFC g Unidades Formadoras de Colonia.
NMP g': Nimero Mais Provavel.

Os resultados descritos (Tabela 4) atendem aos padrdes da Resolugdo RDC n° 12, da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria— ANVISA- M.S (2001), indicando uma matéria-

prima de qualidade aceitavel.

4.5 Avaliagéo sensorial da carne escura de atum

Para a redizacdo da andlise sensorial, foram elaborados patés, através de uma
formulacdo basica @nexo 1). Apbs a elaboracdo, os patés foram submetidos a andlise
microbiolégica, onde os resultados das andlises estdo apresentados no anexo |llI.
Considerando que as amostras apresentaram qualidade aceitavel, realizou-se entéo a andlise
sensorial, aplicada pelo teste de comparacdo mdltipla.

O resultado das médias das notas dos 25 julgamentos, do padrédo e dos demais

tratamentos estéo demonstradas na figura 11.
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Figura 11: Médias das notas concedidas pelos julgadores a0 padrdo e aos diferentes
tratamentos.

Ao aplicar a Andlise de Variadncia (Anova), observou-se que houve diferenca
significativa entre os tratamentos através do nivel descritivo (p<0,001).

Aplicando o teste Tukey a nivel de 5% de probabilidade, foi observado que todas as
amostras de carne escura de atum fermentadas ndo diferem estatisticamente entre si, porém,
todas diferem estatisticamente do padréo. As médias seguidas pela mesma letra, ilustradas
na figura 10, indicam que as amostras ndo possuem diferenca estatistica.

Observando os resultados, todos os tratamentos obtiveram notas superiores e
significativamente diferentes em relagdo ao padrdo, indicando que o sabor amargo
diminuiu com inoculacdo do Lacobacillus casei subsp. casel ATCC 393, possivelmente
pela sua acdo enzimética sobre os aminoacidos e peptideos hidrofébicos durante a
fermentac8o ou entdo, porgue a acidez mascarou o sabor amargo da carne escura.

ARORA e LEE (1990), observaram que linhagens de L. casei subsp. case,
incluindo o ATCC 393, apresentaram €elevada atividade enzimética contra os peptidios
amargos (fenilalanina-prolina; prdina-fenilalanina e prolina-isoleucina), importante para a
remocao do sabor amargo em queijos maturados. Os autores revelaram que as linhagens
possuem atividades especificas e que em geral os Lactobacillus casei, tem ata atividade

amino- e dipeptidase e baixa tripeptidase.
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MARTINEZ-CUESTA et a. (2002) mostraram em seu experimento, que o sistema
enzimatico desenvolvido por uma linhagem de Lactobacillus casel subsp. casei, tem
potencial consideravel para influenciar o desenvolvimento do flavour em queijos, devido a
ampla especificacdo da atividade peptidase, 0 microrganismo esta apto a degradar um
nimero consideravel de peptidios, incluindo os amargos com elevado contelido de

aminoécidos hidrofébicos, como por exemplo, a prolina.



5 CONCLUSOES

Durante todo periodo de fermentacdo, as bactérias |&ticas foram predominantes, e o

pH diminuiu em todos os tratamentos.

O desempenho da fermentacdo aumentou quando se elevou o teor de glicose de 2

para 4% e diminuiu com o aumento da concentragcdo de NaCl de 2 para £%.

A inoculacdo da carne escura de atum com Lactobacillus casel subsp. casei ATCC
393, favoreceu significativamente a diminui¢cdo do sabor amargo.
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ANEXOS



Formulagéo béasica do paté

Anexol

Ingredientes Por centagem (%)
Carne escura de atum 37
Oleo 13
Agua 20
Gemade ovo 9,0
Amido 10
AcUcar 1,0
Pimenta do reino 0,2
Cebola 2,0
Leite em pd 50
Alho 15
Sal 1,2
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Anexo |1

Teste de Comparacao M ultipla

Nome: Data: [

- Vocé edté recebendo uma amostra identificada como Padréo (P) e mais
outras codificadas.
- Compare cada amostra e identifique se € melhor, igua ou inferior somente
em relacdo ao sabor amargo, utilizando o seguinte critério:

1 = extremamente inferior que o0 padrao;

5 =igual ao padréo;

9 = extremamente melhor que o padréo.

CODIGO DASAMOSTRAS

ESCALA

Igual a0 P

Melhor que P

Inferior a0 P

CODIGO DASAMOSTRAS

GRAU DE DIFERENCA

Nenhuma diferencado P

Leve diferencado P
Regular diferencado P

Extrema diferencado P

Comentario adicional:




Anexo I 1

Certificados de Analise dos patés elaborados para realizacdo da analise sensorial
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
T: DEPARTAMENTO DE CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS - CAL
COORDENADORIA DE EXTENSAD

@ LABORATORIOS DE ANALISES
Rexl. Admar Conzaga. 1336, Hacorabi. Florianigulis, S0 - Brasil - CEP 850-001
LABCAL FoneTax: (48) 334-2047 / 34-4888 - E-mail: labealieca,ufse br

CERTIFICADO DE ANALISE

Protocolo; 2085 Data de Entrada;  24/06/2002

Mome do Produto: PATE DE ATUM (AMOSTRA A)

Data de Fabncagdo: 23/06/2002 Data de Vencimento:

Marca: N® do Lote:

M. Amaostras: 1 Peso ou Volume/Unidade: 0200 gramas

Fabricante: FABIANO CLEBER BERTOLDI
Solicitante: FABLANO CLEBER BERTOLDI
Responsavel: FABIANG CLEBER BERTOLDI
Ay fRua: Rod. Admar Gonzaga 1346

Complemento;
Bairo: Macorubi CEP: 88034001
Cidade: Floriandpolis. UF: SC
CGC/CPF: 11579874932 Inscrigio Estadual:
Observagbes Gerais:
RESULTADOS DAS AMALISES
MICROBIOLOGIA Analista ; Ehanc Bressa Dalein
Clostridios sulfito redutores a 46°C < 10 UFClg
Coliformes a 45°C <3 NMP/g
Estafilococos coagulase positiva = 100 LUFClg
Salmonella spp Auséncia em 25g
CONCLUSAO

Amostra sabisfaz os padroes de qualidade  quantos aos parimetros analisados
loriandpolis-5C, 1 de Julho de 2002
Obs. Este CERTIFICADO DE AMALISE, refere-se somenle 8o malenal submebd 8 andlise & nbo
pockerd sef eprodugde, lotal ou parcialmerte, sem a prévia autorzacio por escrifo do CAL.

~
o
i‘[ Dr* Cleide Rosana Vi;?f‘/ﬂ Balisia - CRF 1042

Coord?. di Micleo de Mcrobsologa em Almentos
CALCCAUFSC




UNIVERSIIADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
DEPARTAMENTO DE CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS - CAL
COORDENADORIA DE EXTENSAQ

D LABORATORIOS DE ANALISES
Resl. Admar Conzaga, 1346, Hacorabi. Floriandpolis, SC - Bras) - CEF 85053001
LABCAL Fone/Tanc; (48 334-2047 / 344888 - E-mail: labeali®ecs.fse br
CERTIFICADO DE ANALISE

Protocolo: 2086 Data de Entrada: 24/06/2002
Nome do Produlo: PATE DE ATUM (AMOSTRA B) -
Data de Fabricacio: 23/06/2002 Data de Vencimento:
Marca: N® do Lote:
N.Amosiras: 1 Peso ou Volume/Unidade: 0150 gramas

Fabricante: FABIANO CLEBER BERTOLDI
Solicitante: FABIANO CLEBER EERTOLDI
Responsdvel: FABIANO CLEBER BERTOLDI
Av Rua: Rod. Admar Gonzaga 1346

Complemenia:

Bairro: acorubi CEP: 8803400
Cidade: Floriandpolis UF. SC
CGC/CPF: 115739874932 Inscricio Estadual:

Observagbes Gerais:
RESULTADOS DAS ANALISES

MICROBIOLOGIA Analista - Eliane Bressa Dalein

Clostridios sulfito redutores a 46°C < 10 UFClg

Coliformes a 45°C = 3 NMP/g

Estafilococos coagulase positiva < |00 UFCig

Salmonella spp Auséncia em 25g
CONCLUSAO

Amostra satisfaz os padrdes de qualidade gquantos aos parimetros analisados

Floriandpolis-SC, 1 de Julho de 2002
Obes : Este CERTIFICADD DE ANALISE, refare-se somente a0 material submehdo & andlkss & néo

poders e reprodurida, lotal ou pancialments, sem a previa sutorizegio por escrito do CAL

Pv'.l
JI'[l:alu" Cleide Rosana Vieira Batista - CRF 1042
’ Coone®_ do Nicen de Microbichogea em Alimentas.
CAL'CCAUFSC
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
DEPARTAMENTO DE CIENCIA E TECNOLOGLA DE ALTMENTOS - CalL
COORDENADORIA DE EXTENSAD
LABORATORIOS DE ANALISES
Rod. Admar L;M:.!a.pu_ 13445, Diacarubn, |'|r-'r|:|n"||m|'ia.?ir. = Brazal - CEP #$8034-001
ForseyFan: (48) 334-3047 / 3344688 - E-mail: labeal @oen.fse b

CERTIFICADO DE ANALISE

Protocolo; 2087 Data de Entrada: 24/06/2002
Nome do Produto: PATE DE ATUM (AMOSTRA C)

Dala de Fabricagio: 23/06/72002 Data de Vencimento:

Marca: W* do Lote:

M.Amosiras: 1 Peso ou Volume/Unidade: 0200 gramas

Fabricante: FABLANG CLEBER BERTOLDI
Solicitante: FABLANO CLEBER BERTOLDI
Responsavel: FABIANG CLEBER BERTOLDI
&Av_ fRua: Rod. Admar Gonzaga 1346

Complemento:

Baimo: Hacorubi CEP: BBO34001
Cidade: Florianbpolis UF: SC
CGC/CPF: 11579874932 Inscricio Estadual

Observagtes Gerais:
RESULTADOS DAS ANALISES

MICROBIOLOGIA Analista : Elianc Bressa Dalcin

Clostridios sulfito redulores a 46°C = 10 UFC/g

Coliformes a 45°C =3 NMP/g

Estafilococos coagulase positiva < 100 UFC/g

Samonella spp Auséncia em 25g
CONCLUSAO

Amostra satisfaz os padrdes de qualidade gquantos aos parimetros analisados

Floriandpolis-SC, 1 de Julho de 2002
(b - Este CERTIFICADO DE ANALISE  refere-se somente a0 material submedido 4 anaiss & ndo

poders ser reproduzido, fotal ou parciaiments, sem a prévia sulorizacSo por escrin do CAL

i)

N
Fl‘l‘}r" Cleide Rnsang"nf‘lalrﬂ Batista - CRF 1042
Coord®. do Muckes de Microbiologia em Alimenics
CALICCAUFSC
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ENIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
DEPARTAMENTO DE CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS - CAL
COORDENADORIA DE EXTENSAD

Y LABORATORIOS DE ANALISES
R, Admsar Gonzaga, 1346, Hasarbi, Florianipidis, S0 - Bracil - CEF 85034-001
LABCAL Fone/fa: (48) 334-2047 / 334-4888 . E-mail: labcaloes, ufee b

CERTIFICADO DE ANALISE

Protocolo; 2088 Data de Entrada; 24/06/2002

Nome do Produto: PATE DE ATUM [AMOSTRA D)

Data de Fabhicagho: 23/08/2002 Data de Vencimenio:

Marca: N° do Lote:

N.Amostras: 1 Peso ou Volume/Unidade: 0200 gramas

Fabricante: FABIANO CLEBER BERTOLDI
Solicitante: FABIANO CLEBER BEERTOLDI
Responsdvel: FABIANG CLEBER BERTOLDI
Av Rua: Rod. Admar Gonzaga 1346

Complementa:
Balrro: Itacorubi CEP: 88034001
Cidade: Flonanopolis UF: SC
CGC/CPF: 11579874932 Inscrigio Estadual:

Observagbes Gerais:

RESULTADOS DAS ANALISES

MICROBIOLOGIA Amnalista : Eliane Bressa Dalein
Clostridios sulfito redutores a 46°C < 10 UFC/g
Coliformes a 45°C <3 NMP/o

Estafilococos coagulase positiva < 100 UFC/g
Salmonella spp Auséneia em 23g

CONCLUSAO

Amostra satisfaz os padries de qualidade guantos aos pardmetros analisados

Florianopolis-5C, 1 de Julho de 2002
(b : Este CERTIFICADO DE ANALISE, refere-s= somente ao material submetido 4 anékse e ndo

podard ser reproduzido, fotal cu panciakmenta, sem a prévia autorizagiio por escrin do CAL

1)
Il;" Dr* Cleide Hu&an%eim Batista - CRF 1042
CALCCAUFSC




UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
BEPARTAMENTO DE CIENCIA E TECNOLOGTA DE ALIMENTOS - CAL
COORDENADORIA DE EXTENSAD
LABORATORIOS DE ANALISES
Rod. Admar Gonzaga, 13586, laconshi, F-}urulu'lp:ll-. S - Brasil - CEP Bc4-001
Fomefax: (481 334-2047 / 3344880 E-mail; labeali@ceaufee. by

CERTIFICADO DE ANALISE

Protocolo: 2089 Data de Entrada: 24/06/2002
Nome do Produto: PATE DE ATUM (CONTROLE)

Data de Fabricagdo: 23/06/2002 Data de Vencimento:

Marca: N® do Lote:

N_Amosiras: 1 Peso ou VolumefUnidade: 0150 gramas

Fabricante: FABIANO CLEBER BERTOLDI
Solicitante: FABIANO CLEBER BERTOLDI
Responsével: FABIANC CLEBER BERTOLDI
Av /Rua: Rod. Admar Gonzaga 1346

Complemenio

Bairro: acorubi CEP: 880234001
Cidade: Florianopolis UF:. sC
CGCICPF: 11579874932 Inscricio Estadual:

Observagbes Gerais:
RESULTADOS DAS ANALISES

MICROBIOLOGIA Analista - Eliane Bressa Dalein

Clostridios sulfito redutores a 46°C < 10 UFClg

Coliformes a 45°C =3 NMP/g

Estafilococos coagulase positiva < 100 UFClg

Samonella spp Auséncia em 25g
CONCLUSAO

Amostra satisfaz os padrdes de qualidade guantos aos pardmetros analisados

Florianbpodis-SC, 1 de Julho de 2002
Ohs.- Este CERTIFICADD DE AMALISE, refere-se somente ao material submetido a andlse @ rido
poderd ser reproduzido, fotal ou parcialments, sem a prévia sutorizagio por escrilo do CAL

L)

ﬂ’f D Cleidé Rosana Vieira Batista - CRF 1042
Coord. do Nicko de Microbickogia emn Alimentos
CALCCAUFSS




