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RESUMO

O emprego de culturas starter tem a finalidade de originar uma populacdo
microbiana que supere a microbiota contaminante ou mesmo natural da matéria-prima. O
presente trabalho teve por objetivo estudar a influéncia de culturas starter compostas por
diferentes combinacBes de microrganismos, assim como de uma bactéria |&tica ndo starter
descrita como produtora de bacteriocina (Lactobacillus sake 2a) sobre a capacidade de
sobrevivéncia de Staphylococcus aureus artificialmente inoculado e de diferentes grupos de
microrganismos (coliformes totais, Escherichia coli, bolores e leveduras, mesdfilos,
bactérias | éticas e Saphylococcus spp.), durante o periodo de maturacéo e vida-de-prateleira
de salames tipo Italiano. Um total de 14 tratamentos tipos de salames foram preparadas (em
duplicata), com as seguintes variaveis. adicdo ou ndo de 2 ou 3 culturas starter em partes
iguais (FF1 + SL ou FF1 + SL + SPX, Chr. Hansen); adi¢cdo ou ndo de uma cultura néo
starter; adicdo ou ndo de sais de cura. Dentre as formulagGes, 8 foram artificialmente
contaminadas com S aureus. As andlises foram conduzidas no inicio do processamento
(matéria-prima), durante a maturagdo (2°, 10° e 20° dia) e a vida-de-prateleira (a cada 10
dias, até o 90° dia). Observou-se que, apesar dos diferentes tratamentos testados, S aureus
ndo foi eiminado antes do término do periodo de maturacdo, permanecendo viavel no
produto até o final ou até boa parte de sua vida de prateleira, com uma reducéo que variou de
1,27 ciclos log (salames adicionados de 2 tipos culturas e sais de cura) e 1,08 ciclos log
(salames adicionados de 3 tipos culturas e sais de curd). As producdes adicionadas de
Lactobacillus sake ndo puderam ser classificadas como salame tipo Italiano, por ndo terem
acancado o pH caracteristico do produto, ao contrario do que ocorreu com 0s demais
salames produzidos. A adicdo de sais de cura dificultou a inibicdo da maioria dos
microrganismos, particularmente de S. aureus, exceto no caso das formulacdes com L. sake,
para as quais observou-se um efeito sinérgico aditivo entre a cultura e os sais de cura, efeito
entretanto insuficiente para garantir a seguranca do produto. Os dados obtidos néo
permitiram concluir sobre a diferencas entre a adicdo ou ndo de culturas starter, bem como a
sua composicado, sobre ainibicdo dos microrganismos. Apesar do salame ser um produto que
ndo fornece condi¢cBes adequadas para a multiplicacdo microbiana, se houver uma ata
contaminacdo inicia de S aureus e, possivelmente, de outros patdgenos, esta permanecera
no produto, podendo chegar ao consumidor com popul agdes rel ativamente elevadas.

Palavras chaves: salame tipo Italiano, culturas starter, nitrato e nitrito, embutido seco,
Staphylococcus aureus, Lactobacillus sake 2a ,maturacdo, vida-de-prateleira



ABSTRACT

The use of starter cultures has the purpose of providing sufficient microbial numbers
to ensure numerical dominance over the natural contaminating flora. The objective of this
study was to evaluate the influence of starter cultures composed of different combinations of
microorganisms and of anon starter bacteriocin producing lactic acid bacteria (Lactobacillus
sake 2a) over the survival of an artificialy inoculated Staphylococcus aureus strain and of
different groups of microorganisms (total coliforms, Escherichia coli, yeasts and molds,
mesophiles, lactic acid bacteria and Staphylococcus spp.), during the curing process and the
shelf life of Italian salami. Fourteen formulations of salami were prepared (twice each),
employing the following variables: addition or not of 2 or 3 starter cultures in equal parts
(FF1 + SL or FF1 + SL + SPX, Chr. Hansen); addition or not of a non starter culture;
addition or not of a curing agent composed of nitrite and nitrate. Eight of the formulations
were artificially contaminated with S aureus. Analysis proceeded in the beginning of the
manufacturing process (meat), during the curing process (after the 2nd, the 10th and the 20th
day) and during the shelf-life of the product (every 10 days, up to the 90th day). It was
observed that, in spite of the different kinds of treatments tested, S aureus was not
eliminated during the curing process, remaining viable until the end of the shelf life, or at
least during most part of it. Formulations added of L. sake could not be classified as salami,
as they did not reach the typical pH of the product, pH that was reached by the other
formulations prepared. Addition of curing salts made inhibition of most microorganisms
difficult, particularly in the case of S. aureus, except for formulations added of L. sake, for
which synergistic effect between the culture and the curing agent was observed, though
unsatisfactory to ensure safety of the product. Data obtained was not enough to conclude
about differences between effects of addition or not of starter cultures, and its composition,
over inhibition of microorganisms. Even though salami is a product which does not provide
good microbial growth conditions, when initial contamination of S. aureus, and possibly of
other pathogens, is high, it will remain in the product that reaches consumers with high

microbial |oads.

Key-words. Italian salami, starter cultures, nitrite and nitrate, sausage dry,

Saphylococcus aureus, Lactobacillus sake 2a, curing process, shelf-life



|- INTRODUCAO

1- Aspectos gerais relacionados ao uso de culturas no processamento de
embutidos

No passado, antes do advento da refrigeracdo, a carne era consumida logo
apos o abate do animal, antes mesmo que 0s contaminantes microbianos pudessem
desenvolver-se a ponto de deteriora-la ou produzir toxinas (BROWN, 1982). Com os
avangos tecnol 6gicos e posterior utilizagdo de refrigeracéo, a deterioraco passou a
ser parcialmente controlada, entretanto, posteriormente 0S microrganismos
deteriorantes tornaram-se adaptados ao meio refrigerado (GARCIA de FERNANDO
et al., 1995; BORCH et al., 1996), tornando-se um novo problema quanto a
gualidade do produto.

A avdiagd da qualidade tem como principal pardmetro o grau de
contaminacdo microbiologica do produto, sendo importante o emprego de boas
préticas de processamento (GMP) durante as operacfes de processamento da carne,
bem como o emprego de métodos adequados de conservacdo, como o uso do frio,
para que o tempo de armazenamento sgja prolongado (PEARSON & DUTSON,
1994). Os produtos alimenticios que ndo necessitam de refrigeracéo séo de especia
interesse para paises em desenvolvimento, devido ao alto custo da refrigeracéo e sua
baixa disponibilidade. A medida que o produto n3o necessita de refrigeracdo, a sua
distribuicdo torna-se simplificada aumentando a economia de energia durante a
estocagem (FERNANDEZ-SALGUERO, 1995; LEISTNER, 1995a).

Para se entender a microbiota deteriorante que se desenvolve na carne durante
0 armazenamento € necessario conhecer a microbiota contaminante inicial, as
condicBes necess&rias para 0 desenvolvimento dos microrganismos, as alteractes
provocadas pelo crescimento e as interagdes existentes entre as espécies (GRAU,
1981; ADAMS & HALL, 1988).

Condic¢des higiénicas inadequadas durante 0 processamento sdo as principals
causas de toxinfecgdes alimentares. Grande parte dos surtos de intoxicag&o alimentar
por Saphylococcus spp. originase da manipulacdo de alimentos por pessoas
contaminadas por espécies de estafilococos enterotoxigénicos (MANDIL et al.,
1982; TROLLER, 1983).



Na fabricacdo de produtos carneos 0s processos microbianos e enziméticos
auxiliam na obtencdo de propriedades especificas que caracterizam determinados
produtos. E o que ocorre especialmente no caso da fabricagio de embutidos crus ou
curados (KUNZ, 1986). A fermentacdo de produtos com a utilizagdo de bactérias
|&ticas € uma das formas de bioconservacdo mais antigas (DALY & DAVIS, 1998).
No Brasil, a manipulacdo de embutidos crus fermentados teve sua origem na
colonizacdo de imigrantes alemaes e italianos, principalmente naregido sul do pais,
onde a industrializaco desses produtos constitui um importante segmento da
industria de carne (CASTRO et al., 2000).

Os embutidos carneos fermentados constituem-se da mistura de carnes
bovinas e suinas cruas, condimentos, sal, conservantes (nitrato e nitrito),
antioxidantes (&cido ascorbico e eritorbico), aromatizante, culturas starter e agucar.
A mistura € embutida em tripas finas de bovinos, ovinos, caprinos ou vitela, celulose
e, conforme o tipo, submetida a defumacéo ou cozimento e secagem afrio (HUGAS
& MONFORT, 1997; CAVENAGHI & OLIVEIRA, 1999; CAPLICE &
FITZGERALD, 1999).

As culturas starter consistem de preparagdes de microrganismos
biologicamente ativos que auxiliam no desenvolvimento da fermentacdo de
determinados substratos durante sua atividade metabdlica. Em via de regra, mas néo
necessariamente, 0s microrganismos multiplicam-se utilizando o0s nutrientes
presentes na matéria-prima ou através de outros aditivos adicionados ao produto. A
gualidade do embutido a ser considerada esta relacionada aos aspectos sensoriais,
microbioldgicos, bem como tecnolégicos. Os argumentos relacionados nas
fabricagbes de produtos cérneos envolvem: conhecimento do microrganismo em
nivel taxonémico; estabilidade microbioldgica para o desenvolvimento das
propriedades fisico-quimicas, pureza biolégica e, principamente, seguranca
(HAMMES & HERTEL, 1998). Na industria carnea, bactérias laticas estdo sendo
amplamente utilizadas como culturas starter para impedir a multiplicagdo de
microrganismos indesgjaveis e/ou, para o desenvolvimento de sabor na fabricacéo de
produtos carneos fermentados. A adicdo de bactérias produtoras de bacteriocinas na

matéria-prima resulta em uma importante barreira para impedir a deterioracdo do



produto e inibir certas bactérias patogénicas presentes na matéria-prima (ECKENER,
1992; PIRONE et al., 1996; SAMESHIMA et al., 1998).

As bactérias |&ticas atuam como bioconservantes proporcionando um efeito
inibitério contra outros microrganismos, como resultado de competicdo por
nutrientes e/ou pela producéo de bacteriocinas e outros componentes inibitorios. As
bacteriocinas por elas produzidas sdo estruturas liberadas extracelularmente, como
peptideos ou moléculas protéicas, tendo efeito bactericida. Algumas, no entanto,
acabam atuando com efeito bacteriostético (SCHILLINGER et al., 1996; DABES et
al., 2001).

Além das bactérias laticas, pode-se utilizar representantes dos géneros
Saphylococcus spp. (ndo patogénicas) e Micrococcus spp., que promovem a Além
das bactérias |éticas formagdo de cor sem ocasionar a acidificacéo ao produto. Os
referidos géneros também se destacam pela capacidade de desenvolverem o aroma e
sabores caracteristicos nos embutidos, atraves da sintese de enzimas proteoliticas e
lipoliticas. E muito comum encontrar culturas com uma combinacio entre as
bactérias dos diversos géneros como, por exemplo, Pediococcus e Saphylococcus,
gue seria a combinagdo entre um microrganismo acidificante e outro que ajuda no
desenvolvimento de coloragéo no produto (BACUS, 19844, 1986; TERRA, 1998).

As industrias carneas estdo utilizando cada vez mais bactérias |éticas como
culturas starter para ainibicéo da multiplicagdo de S. aureus durante a fabricagdo de
produtos carneos fermentados (RACCACH & BAKER, 1978; BACUS, 1984%;
MARCY et al.,, 1985). As espécies pertencentes ao género Staphylococcus
caracterizam-se por sua halotolerancia e capacidade de desenvolvimento em baixos
valores de atividade de agua (SPERBER, 1983; BERGDOLL, 1989; JABLONSKI &
BOHACH, 2001), o que reforga a preocupagdo de que S aureus possa suplantar os

obstacul os considerados importantes no controle microbiano (PINTO et al., 1998).

2- Qualidade microbioldgica da car ne e obtencdo de embutidos fer mentados
Por melhores que sejam os procedimentos higiénicos durante o abate ou nas

operacoes posteriores de processamento, a carne contém uma microbiota

contaminante natural. Esta microbiota € composta de diversas espécies e é

proveniente dos nédulos linféticos e do trato intestinal do proprio animal, assim



como oriunda da contaminacdo externa, como, por exemplo, a causada pelos
equipamentos utilizados durante a sangria, esfola, abertura da carcaca e preparacéo
da carne, pelo ambiente ou pelas maos do proprio manipulador (HUGA &
MONFORT, 1997; JAY, 2000).

Fatores importantes que determinam a qualidade microbiol 6gica da carne séo,
entre outros, a higienizacdo dos animais antes do abate, as condi¢des higiénicas nos
locais de abate e de processamento, 0 tempo e a temperatura do local de desossagem,
as condic¢Oes de estocagem e a sua distribuicdo (NOTTINGHAM, 1986).

Durante o abate dos animais, preparacéo de suas carcagas, conversdo dos
musculos em carne e sua subseqliente comercializagdo para 0 consumo humano,
desenvolvem-se varios processos de manipulacdo, podendo ocorrer, desta forma, um
aumento na contaminagdo microbiologica (SILVA & BERAQUET, 1998).

Segundo BRYAN et al. (1984), contaminacbes podem ocorrer quando
manipuladores processam aimentos utilizando o mesmo equipamento que
previamente fora utilizado, ou ainda, através de utensilios previamente utilizados em
areas de preparacfes. Algumas técnicas de conservagdo tém sido aplicadas em
produtos carneos e estas tém envolvido a introdugdo de uma microbiota competitiva
de bactérias léaticas como culturas protetoras (HUGA & MONFORT, 1997; JAY,
2000).

A carne é um veiculo em potencial de microrganismos patogénicos. Sendo
assim, a utilizacdo de microrganismos Uteis podera vir a inibir a multiplicagdo
dagqueles prejudiciais, como é o caso de S aureus. Clostridium botulinum € um
patdgeno deveras preocupante para as industrias de conservas de carne, cuja
germinagdo, bem como a producdo de toxina, pode ser combatida com 0 uso
conveniente de culturas starter, que também impedem o desenvolvimento de
enterobactérias e coliformes.

Os microrganismos utilizados na fermentacdo da carne sdo Pediococcus
pentosaceus, Pediococcus acidolactis ou Lactobacillus plantarum, caracterizados
pela formacdo de &cido ldtico ao atuarem sobre um substrato de agUcar.
Microrganismos dos géneros Saphylococcus e Micrococcus (Micrococcus varians,

Streptococcus lactis e Saphylococcus xylosus) também sdo utilizados (TERRA,



1993a). MORITA et al. (1998) citaram que 0 S xylosus € utilizado como cultura
starter em produtos carneos por néo estar associado com infec¢éo humana ou animal.

A fermentacdo e a secagem também s3o considerados métodos de
conservagdo de aimentos, sendo utilizados pelo homem ha muito tempo. Os
embutidos fermentados caracterizam-se pelo seu baixo teor de umidade e atividade
de agua e a presenca de écido latico em concentracdo gque confere ao produto um
sabor agradavel. A fabricacdo de embutidos tem como principio basico a utilizagéo
de métodos combinados de conservagdo, com a reducéo da atividade de égua e o pH
do produto, permitindo a obtencdo de um produto estdvel a temperatura ambiente
(YAMADA & BERAQUET, 1993; CAPLICE & FITZGERALD, 1999).

CAPLICE & FITZGERALD (1999) relataram que as defini¢cdes para o termo
“fermentacdo” sdo aplicadas para descrever estritamente processos anaerobicos.
Entretanto, o termo relaciona-se para ambos 0s processos (aerdbico e anaerdbico),
nos quais ocorrem a utilizacéo de carboidratos disponiveis na matéria-prima ou ainda
adicionada ao produto. Muitos alimentos fermentados, incluindo os produtos mais
comuns, bem como 0s menos caracterizados, sdo dependentes de bactérias |aticas
para mediar 0 processo de fermentacdo. Ao final do processamento, a fermentacéo
realizada pelas bactérias laicas contribui, ndo somente para a conservacdo do
produto, mas também para a obtencéo de sabor, aroma e textura, auxiliando nas
caracteristicas Unicas do produto. A fermentagdo pode também tornar alguns
alimentos comestiveis, como € o caso da fermentagdo da mandioca, que promove a
reducdo datoxidade do substrato (CAPLICE & FITZGERALD, 1999).

GOMIDE et al. (1997) descreveram que as baixas populacbes de
microrganismos encontrados em embutidos fermentados se devem, dentre outros
fatores, & baixa umidade do produto, a provavel producéo de bacteriocinas e a efetiva
producdo de acido latico com consequiente reducéo do pH, oriundos da inoculagdo e
desenvolvimento de culturas starter.

O processo tecnologico que define os embutidos fermentados compreende
uma moagem de carne in natura em uma granulometria variando de grosseira afina,
conforme o tipo de produto. Posteriormente ocorre a maturagdo, empregando-se
microrganismos desgjaveis, conduzida em condicdes controladas de temperatura e

umidade relativa durante periodo que varia de dias a meses. Estes produtos podem



ser defumados ou ndo, fermentados por bolores, com estabilidade microbiologica
assegurada pela reducéo da atividade de égua e/ou pH (LEISTNER, 1990).

Existe uma grande variedade de embutidos fermentados, produzidos por
diferentes técnicas. A preferéncia do consumidor varia de acordo com o pais ou
mesmo em regides do mesmo pais (LUCKE, 1994). A formulagdo comumente
utilizada contém partes iguais de carnes suinas ou bovinas e toucinho costo-lombar
de suinos. Em alguns paises, utiliza-se apenas carne suina ou bovina, e em outros
locais, gordura proveniente de carneiro.

Varios autores relatam variagdes no tipo de matéria-prima empregada na
elaboracdo de embutidos fermentados. ACTON & DICK (1975) utilizaram carne de
peru para a producéo de embutido fermentado, estudando a influéncia de varios
parametros de processamento, tais como temperatura e porcentagem de gordura, nas
caracteristicas sensoriais do produto. KLETTNER et al. (1989) relataram o
processamento de salame a partir de misturas em partes iguais de carne ovina, bovina
e suina. Em alguns estudos, foi utilizada a carne de frango mecanicamente separada
(CFMS), obtendo-se bons resultados em relacdo a qualidade organoléptica com
adicOes de até 37% de CFM'S, assim como, ndo havendo influéncia na redugéo do pH
durante o processamento com adicOes de até 25% (SILVA, 1990; GARCIA de
FERNANDO, 1995). Em alguns paises, como a Noruega, sdo produzidos embutidos
fermentados secos com carne ovina (HELGESEN & NAES, 1995). HWANG et al.
(1989) prepararam embutidos fermentados com carne de bacalhau, misturado com
carne de frango, bovina ou suina. Os embutidos formulados com carne de bacalhau
foram considerados aceitaveis, porém alguns provadores perceberam o sabor de
peixe nos embutidos mistos de carne de peixe e frango. BOHME et al. (1996)
relataram a utilizagdo de carne de avestruz na formulagdo de salame tipo Italiano,
utilizando diferentes culturas starter, concluindo que a melhor combinacéo para este
tipo de carne seria aguela composta pelos géneros L. curvatus e Micrococcus sp.,
resultando em um salame com qualidade organol éptica aceitavel.

Os embutidos fermentados séo classificados como produtos secos ou semi-
secos e geramente ndo sdo emulsionados. Embutidos semi-secos normalmente sdo

defumados e submetidos a temperatura de pelo menos 63°C, enquanto que 0S Secos



ndo séo cozidos e podem ser defumados ou ndo, sendo mais secos e firmes que 0s
semi-secos (HUST, 1977; PEARSON & TAUBER, 1984; JAY, 2000).

Durante a fermentacdo, o produto sofre acidificacdo através da acdo das
bactérias laticas, reduzindo o pH de 5,8 — 6,3 para 4,8 — 5,3, dentro de um certo
periodo de tempo, sendo posteriormente desidratado para remover 25 a 50% (secos)
e 10 a 15% de umidade (semi-secos). A fermentacdo permite ao produto uma
liberac&o mais uniforme e rapida de agua durante a etapa de secagem. O é&cido latico
atua na desnaturacdo de proteinas, resultando em uma textura firme, inibicdo do
crescimento de microrganismos indesgjaveis e fornecimento de sabor e aroma
caracteristicos deste produto (PEARSON, 1984; BACUS 1984b; LUCKE, 1998;
JAY, 2000).

O processo de fabricagdo consiste na formulagdo, através da mistura das
carnes, condimentos, sais de cura e outros ingredientes a baixas temperaturas
(temperatura da carne de -10 a +2°C; toucinho, -15 a +5°C), seguida da preparacdo da
massa em misturadeiras ou “cutters’ e do embutimento em envoltorios proprios. A
seguir, os embutidos sGo mantidos entre 18 a 26°C e submetidos a secagem em
temperaturas de 10 a 21°C e umidade relativa controlada (PEARSON & TAUBER,
1984; BACUS, 1984b; LUCKE, 1998).

A aplicagdo de um processo adequado de fermentacdo para a producédo de
embutidos cérneos proporciona condigbes vantgjosas ao desenvolvimento de
microrganismos desgaveis que, por sua vez, suprimem 0S microrganismos
indesgjaveis, que poderiam deteriorar 0 produto ou causar toxinfeccdo alimentar
(LEISTNER, 1990).

3- Emprego de culturas starter na fabricacdo de embutidos

Como a carne é considerada um excelente meio para o desenvolvimento de
microrganismos, a utilizacdo de culturas starter puras ou mistas objetiva originar
uma populacdo microbiana que possibilite que a cultura inoculada supere a
microbiota contaminante ou mesmo natural da matéria-prima. O emprego de culturas
starter em combinacdo com uso de boas praticas de processamento garante a
seguranca e a qualidade do produto final (BACUS & BROWN, 1981; JESSEN,
1995; GOMIDE, 1997; OSEI ABUNY EWA et al., 2000). Em condig¢des controladas,



a selecdo de linhagens pode induzir atividades enziméticas e produzir modificacoes
especificas ao substrato (LIEPE, 1981), assm como possibilitar a eliminacdo de
bactérias potenciamente prejudiciais como salmonela, estafilococos e clostridios
(OSEI ABUNYEWA et al., 2000).

Ao contrario do que ocorre com Pseudomonas spp. e bactérias laticas, que
s80 microrganismos inerentes da carne, a presenca de Escherichia coli na matéria-
prima se deve pela contaminagéo por fezes de animais ou a contaminagdes externa
(RICKE et al., 2001). Segundo DILLON (1998), bolores e leveduras dos géneros
Candida, Cryptococcus, Rhodotorula spp., Aspergillus e Penicillium spp. so
comumente isolados das areas de processamento, superficie de carcacas e produtos
carneos. Penicillium e Aspergillus spp. multiplicam-se quando houver poucas
bactérias competindo, sendo estes importantes indicadores em produtos carneos com
baixo pH, tais como os fermentados ou curados por bactérias |aticas e processados
com baixa atividade de égua.

Diversos surtos de origem aimentar envolvendo produtos carneos
fermentados ocorreram nos EUA na década de 90. Em consequéncia disso, as
autoridades exigiram a redugdo de 5 log na populagdo de patdgenos, especialmente
E.coli O157:H7, na fabricagcdo de salame fermentado seco e semi-seco. Um surto
alimentar envolvendo E. coli O157:H7 tendo como veiculo salame seco curado
ocorreu nos estados da Califérnia e de Washington — EUA, em 1994, com 23
vitimas. Apos esse episodio, uma série de estudos foram conduzidos nas condigdes
de preparo do salame Peperoni visando estabelecer parametros para a reducdo de 5
log na populacdo de patogenos especificos. Para 0 salame Peperoni fatiado, a
obtencdo da reducdo de 5 log foi obtida com a cura de 2 semanas em temperatura
ambiente e exposi¢ao ao ar. Em outro estudo, a reducéo de 5 log da populacéo de E.
coli O157:H7 foi obtida com afermentacdo a 41°C até pH 4.6 ou 5.0 e aquecimento
pds-fermentagio até temperatura interna de 54°C por 30 minutos. Em um estudo com
salame Peperoni inoculado de Salmonella typhimurium DT104, foi concluido que,
por ser este patdégeno mais sensivel que E. coli O157:H7, os tratamentos propostos
para a destruicdo deste Ultimo foram adequados para a reducéo de mais de 5 ciclos

logaritmicos da primeira (JAY, 2000).



Somente nos EUA estima-se que as doengas de origem aimentar afetam, a
cada ano, 76 milhdes de pessoas, causando mais de 5000 Obitos e um custo
financeiro aproximado de 5 bilhdes de dolares (ALTEKRUSE et al., 1997; MEAD et
al., 1999). As intoxicagOes estafilocdcicas resultantes do consumo de aimentos
contaminados sé0 a segunda causa mais comum de doencas de origem alimentar
(BALABAN & RASSOLY, 2000).

Em aguns paises da América Latina, as intoxicagbes estafilocdcicas
continuam sendo a doenca de origem alimentar mais frequiente. No Brasil, 30 surtos
foram investigados no periodo de 1988 a 1990, com a maioria tendo sido atribuida ao
gueijo branco ou bolos recheados com creme. S. aureus enterotoxigénicos forma
isolados de diversos aimentos incluindo laticinios e produtos marinhos
(JABLONSKI & BOHACH, 2001).

A utilizagdo de microrganismos incorporados em diferentes alimentos vem
proporcionando ndo s6 a melhoria em sua qualidade, como também, em muitos
casos, a obtencdo de propriedades organolépticas especificas. A conservagdo de
alimentos pela fermentacdo depende dos principios da oxidacdo de carboidratos e
derivados relativos gerados ao final do produto, os quais sGo geralmente acidos,
acoois e/ou dioxido de carbono (KUNZ, 1986; PIRONE et al., 1996; SAMESHIMA
et al., 1998; CAPLICE & FITZGERALD, 1999).

SMITH & PALUMBO (1981); KUNZ (1986); MONTEL et al. (1996) e
HUGAS & MONFORT (1997) citaram que diferentes microrganismos s&o utilizados
na industria carnea para a producdo de embutidos crus ou cozidos, proporcionando
melhoria na qualidade e um aprimoramento organoléptico dos diferentes produtos.
PIRONE et al. (1996) descreveram que a inoculagdo de linhagens bacterianas que
permite a obtencdo de produtos com propriedades sensoriais tipicas, bem como, a
reducdo no tempo de maturacdo cujo objetivo é de grande importancia para a
industria e economia.

CAPLICE & FITZGERALD (1999) relataram que as bactérias laticas sdo
envolvidas nos processos de fermentacdo de leite, carnes, cereais e vegetais. Embora
muitas fermentacdes sdo tradicional mente dependentes de uma inoculagéo prévia de
culturas starter, estas sdo empregadas em muitos processos como a fabricacéo de

gueijo, assegurando assim a consisténcia do processo e a qualidade do produto.
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BUCKENHUSKES (1994) e HUGAS & MONFORT (1997) descreveram
gue as culturas starter podem ser dividas em duas categorias em embutidos carneos.
A primeira geracdo, com preparacdes de culturas starter contendo bactérias |&ticas
originadas de materiais coletados (L. plantarum e P. pentosaceus) e a segunda
geracéo de culturas, contendo bactérias originarias da propria carne, sendo assim,
especialmente adaptadas a ecologia da carne fermentada.

As culturas starter sdo adicionadas aos produtos carneos para proporcionar
uma maior confiabilidade em termos de salide publica, menor tempo de fermentacéo
e obtencdo de um produto final de qualidade e aumento da vida-de-prateleira. A
adicdo de culturas starter constitui um fator de seguranca a mais que as industrias
possuem, garantindo a obtencdo de um produto com caracteristicas proprias e
gualidade. As culturas de bactérias podem ser consideradas como aditivos e estéo
disponiveis comercialmente na forma liofilizada, podendo também ser adquiridos na
forma congelada (BACUS, 1984b; BUSANI, 1990; CAPLICE & FITZGERALD,
1999).

A obtencdo de uma fermentagdo eficaz € importante selecionar uma
combinac&o apropriada de culturas starter, ingredientes e condic¢des de fermentagéo,
gue permita condigdes propicias a multiplicacdo dos microrganismos e producéo de
acido, a0 mesmo tempo minimizando a multiplicacdo de microbiota indesejavel
(CONVENTRY & HICKEY, 1991).

As culturas starter atualmente comercializadas sdo geralmente compostas de
uma mistura de diferentes géneros, visando somar suas agOes e caracteristicas de
cada uma para obtencdo de um efeito desgjavel ao produto final. Os microrganismos
mais freqiientemente empregados na obtencdo de produtos carneos fermentados séo
as bactérias laticas pertencentes aos géneros Lactobacillus e Pediococcus. Os
mesmos sdo caracterizados pela formacdo de &cido latico a0 atuarem sobre um
substrato de carboidratos (sacarose, glicose, frutose ou malto-dextrina) e tolerar atas
concentracOes de &cido |&tico, sendo de grande valor seletivo para a eliminagdo de
bactérias patogénicas ou competidoras. Os lactobacilos sdo utilizados quando se
desgja uma acidificagdo rapida, sendo catalase-positivo na presenca da mioglobina.
Apresentam crescimento na faixa de 15 a 35°C, com temperatura 6tima de 30 a 35°C

e nNdo possuem a enzima nitrato redutase. Ja as bactérias do género Pediococcus séo
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catalase-negativas, ndo redutoras de nitrato e também sdo acidificantes (BACUS,
1984a; TERRA, 1998). As bactérias do género Pediococcus sdo amplamente
utilizadas quando se desga uma acidificagdo mais natural do que a proporcionada
por lactobacilos (BACUS, 19844).

SAMESHIMA et al. (1998), concluiram que algumas culturas probioticas do
género Lactobacillus poderiam ser aplicadas na fermentagéo de carne. Experimentos
realizados com 202 cepas de Lactobacillus de origem intestinal verificaram que trés
(L. acidophilus FERM P-15119, L. rhamnosus FERM P-15120 e L. paracasel
subesp. paracasei FERM P-15121) possuiam tolerancia ao cloreto de sodio e nitrito
em um meio liquido, tendo sido selecionados. Das linhagens estudadas, L.
rhamnosus e L. paracasei subesp. paracasei, bem como L. sake, uma cultura starter
comercial, inibiam a multiplicacdo de Staphylococcus aureus e a producdo de
enterotoxina durante a fermentagcdo. No entanto, L. acidophilus FERM P-15119 n&o
se revel ou adequado ao controle da multiplicac&o microbiana.

De TONI et al. (1994) concluiram que Lactobacillus plantarum atuam mais
intensamente na decomposicdo do nitrito no inicio do periodo de maturacéo,
enquanto que Pediococcus pentosaceus age lentamente, porém prolongamente, no
salame tipo Italiano. Segundo os autores, a utilizagéo de bactérias léticas favorece a
decomposicdo de nitrito, pois ela promove a reducdo do pH do produto,
recomendando-se uma adicdo de cerca de 10° UFC/g de Lactobacillus plantarum.
Essa concentragdo oferece, ainda segundo os autores, valores menores de nitrito
residual e pH, o que representa vantagem quanto a qualidade microbiolégica e a
possibilidade de n&o originar compostos carcinogénicos.

Uma caracteristicaimportante para a utilizacgo de bactérias em embutidos é a
capacidade de promoverem a intensificagdo da cor e odor em embutidos e, ainda,
resistirem ao &cido latico produzido pelos géneros Lactobacillus spp. e Pediococcus
spp. Estas caracteristicas podem ser obtidas através da adicéo de Staphylococcus
carnosus e Saphylococcus xylosus, 0s quais também possuem baixa atividade
lipolitica e proteolitica, bem como, ndo produzem acetoina (MONTEL et al. 1996;
SORENSEN & JAKOBSEN, 1996).

Representantes da familia Micrococcaceae ocorrem naturalmente em carnes,

desenvolvendo-se, ou ainda, podendo ser inoculados, realizando um importante papel
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por meio da atividade da enzima nitrito redutase. Esta atividade permite a reducdo de
nitrato em nitrito contribuindo desta forma para a conservacdo, formacdo de cor e
aroma (FLORES & TOLDRA, 1993; MONTEL et al., 1996; SANZ et al., 1997).

Representantes desta familia possuem a enzima catalase envolvida na
estabilizacdo da cor do produto, bem como, importante papel na conservacao, a fim
de evitar arancificagéo e garantir aformacéo do aroma (GEISEN et al., 1992; SANZ
et al., 1997).

E muito comum encontrar culturas microbianas comerciais combinadas com
diversos géneros como, por exemplo, Pediococcus e Saphylococcus xylosus, que
seria a combinagdo entre microrganismos acidificantes com outros que
desenvolveriam a cor dos produtos.

Em alguns embutidos fermentados, utilizam-se bolores na regido externa do
produto. Os bolores produzem enzimas lipoliticas especificas que degradam a
gordura e conferem um forte aroma caracteristico dos salames. Além disso, podem
produzir antibioticos que afetam a microbiota bacteriana da superficie, contribuindo
para um produto final de melhor qualidade. Os bolores tém atividade catalitica e
algumas espécies sao redutoras de nitrato, modificando a cor da superficie do
embutido. A formacdo de uma cobertura sobre a superficie reduz a rancidez, por
impedir a penetracdo de oxigénio ao interior do produto carneo (BACUS, 1984b;
TERRA, 1998).

4- Adicéo de saisde cura e a qualidade de produtos carneos durante a vida-de-
prateleira

A adicdo de nitratos e nitritos em carnes curadas tem diversas finalidades.
Entre elas, destaca-se a estabilizagdo da cor dos tecidos magros, a contribui¢do com o
aroma caracteristico da carne, a diminuicdo da velocidade de desenvolvimento de
ranco e a inibicéo de diversos microrganismos patogénicos e deteriorantes. O acido
nitroso, resultante da quebra do nitrito, reage com a mioglobina dando origem a
nitrosomioglobina, responsavel pela cor caracteristica de carnes curadas (PEARSON
& GILLETT, 1996). Entretanto, areacéo do nitrito com aminas secundarias pode dar
origem a nitrosaminas, que sdo substancias carcinogénicas (De TONI et al., 1994;

ANJOS et al., 1996). As bactérias |&ticas podem atuar na reducdo dessas substancias
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até nitrogénio elementar, diminuindo, assim, a formacdo de nitrosaminas
(BALDUINO, 1999).

O emprego de nitrito de sbdio como composto antimicrobiano em carnes
curadas esta principalmente relacionado a inibicdo da multiplicagdo de
microrganismos esporulados, bem como, direcionado a evitar a producdo de toxinas
por Clostridium botulinum. Entretanto, o efeito inibitério do nitrito contra outras
bactérias, como Clostridium perfringens, Escherichia coli, Achromobacter,
Enterobacter, Flavobacterium, Micrococcus, Pseudomonas, Listeria monocytogenes,
Streptococcus e Salmonella, em determinadas condigoes, tem sido descrito. Por outro
lado, algumas espécies de Salmonella, Lactobacillus e Bacillus foram descritas como
resistentes a esse composto. O mecanismo de inibicio do nitrito contra
microrganismos ndo formadores de esporos, como Pseudomonas aeruginosa, tem
sido atribuido a inibic&o do transporte ativo, da captura de oxigénio e da fosforilagdo
oxidativa, através da inibicao da citocromo oxidase (DAVIDSON, 2001).

Na determinacdo da vida-de-prateleira de produtos carneos, € comum O
estudo de pardmetros microbioldgicos, quimicos e sensoriais. Analises
microbioldgicas e sensoriais podem ser redizadas durante a vida-de-prateleira
esperada, bem como apos este periodo. Os produtos devem ser analisados no dia em
gue foram processados e pelo menos trés vezes durante a vida-de-prateleira projetada
(EBURNE & PRENTICE, 1996).

As caracteristicas dos produtos carneos podem ser melhor descritas através
do auxilio de painéis treinados. Além da analise sensorial, € necessario realizar
analises microbioldgicas do produto, a qual possibilita melhor compreensdo das
alteracOes que possam ocorrer durante a estocagem. Andlises quimicas também séo
necessérias para 0 acompanhamento de evolucdo da oxidago dos produtos, atraves
de indice de peroxidos ou nimero de TBA, reducdo dos niveis de nitrito e teor de
nitrogénio, que dariam alguma indicacdo de protedlise em carnes (EBURNE &
PRENTICE, 1996).

Produtos carneos fermentados tradicionalmente tém apresentado vida-de-
pratel eira consideravelmente longa, através de combinacdo do baixo teor de umidade
e pH, sendo estaveis a temperatura ambiente. No entanto, estes produtos ndo estéo

limitados a deterioracdo microbiana, mas a ateragdes quimicas e/ou fisicas (BACUS,
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1984b). Devido ao alto teor de gordura e baixa atividade de dgua destes produtos, um
dos principais responsaveis pela sua deterioracdo € a rancidez, desenvolvendo um
sabor e aroma rangoso, perda ou alteragdo de pigmentos e perda de vitaminas
(LABUZA, 1982; MELTON, 1983; PEARSON & TAUBER, 1984; RHEE, 1989;
SINGH, 1996). A rancidez pode se causada pela hidrélise ou oxidagdo. Lipases
originarias de bactérias provocam hidrélise dos triglicerideos, produzindo acido
graxos livres, enquanto que as oxidases promovem oxidacdo. A rancidez em carnes
geramente ndo é causada pela acdo bacteriana, mas pela reacdo do oxigénio com
gorduras insaturadas, |uz e pro-oxidante (PEARSON & TAUBER, 1984).

Produtos processados que passam por processos de moagem, cominuicao,
entre outras etapas, estdo suscetiveis a oxidacdo de lipideos e desenvolvimento de
“off-flavors’. A oxidagdo de lipideos também esta positivamente correl acionada com
a oxidagdo de pigmentos, mas a base desta relagdo ainda ndo foi completamente
elucidada. Do ponto de vista da cor do produto carneo, supde-se que produtos
originarios da oxidacdo de lipideos promovam a oxidacdo de pigmentos e/ou
indiretamente, degradam os pigmentos (GRAY et al., 1996).

A oxidagdo de uma peguena quantidade de gordura € suficiente para que o
consumidor detecte aromas e sabores associados a ateracdo e consequentemente
reeitem o produto. A exclusdo do oxigénio, baixas temperaturas e/ou uso de
antioxidantes sdo necessarios para controlar a oxidagdo. O fendbmeno da oxidagdo
também é extremamente dependente do teor de umidade (LABUZA, 1982; SINGH,
1996).

5- Caracteristicas do Saphylococcus aureus

Em estudos realizados nos Estados Unidos, foi verificado que produtos
derivados de carne séo considerados os aimentos mais freqlentemente veiculadores
de Staphylococcus aureus (SCHEUSNER & HARMON, 1973; SMITH et al., 1983;
ADAM & MQOSS, 1997). Saphylococcus aureus € uma bactéria comum presente em
locais destinados a cortes e mistura de carne, podendo contaminar a planta de
processamento (GONZALES-FANDOS et al., 1999).

As bactérias do género Saphylococcus sdo cocos Gram-positivos, néo

produtores da enzima oxidase, anaerobios facultativos, produtores da enzima catal ase
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sendo ainda fortemente positivos, imoveis, ndo fotossintéticos e ndo formadores de
esporos. S80 pertencentes a familia Micrococcaceae e por dividirem-se em planos
diferentes, quando vistos ap microscopio aparecem na forma de cachos. S&o
microrganismos mesofilos, com temperatura ideal de crescimento a 37°C, com
algumas linhagens se desenvolvendo melhor em temperaturas de 35°C e 40°C. Para
algumas cepas os valores minimos de multiplicagdo atingem 10°C (BERGDOLL,
1979; FRANCO & LANDGRAF, 1996; ADAMS & MOSS, 1997; JAY, 2000).

A producdo de enterotoxinas por esses microrganismos ocorre entre 10° a
46°C, com 6timo entre 40° e 45°C. Os extremos de temperatura estéo na dependéncia
dos demais parametros, que devem encontrar-se em condi¢des 6timas. Os surtos de
intoxicacdo alimentar sdo provocados por alimentos que permanecem neste intervalo
de temperatura por tempo variavel, de acordo com o nivel de indculo e atemperatura
de incubacdo (FRANCO & LANDGRAF, 1996). ADAMS & MOSS (1997) e JAY
(2000) descreveram que a multiplicacgo de S. aureus ocorre em valores de pH de 6,0
a 7,0, com limites minimos e maximos de 4,0 a 10,0. A escala de pH para a producéo
de enterotoxina € mais reduzida, produzindo peguenas quantidades em pH 6,0, o
mesmo ocorrendo para o crescimento. No entanto, os valores exatos também variam
de acordo com a composicdo do meio. Apesar das caracteristicas proprias e
condi¢des de processamento do embutido, S. aureus pode multiplicar-se e produzir
toxinas durante os estégios iniciais da fermentacdo (SAMESHIMA et al., 1998,
GONZALES- FANDOS, 1999).

Um dos importantes fatores de crescimento dos estafilococos, e sua
consequente producdo de enterotoxinas, sdo os valores de atividade de agua. O limite
de atividade de agua que ndo compromete o crescimento é de 0,84 a 0,86
(VARNANS & EVANS, 1991, ADAMS & MOSS, 1997). Porém, para a producéo
de enterotoxinas sdo necessarios valores de atividade de agua maiores, de 0,90 a 0,98
(TROLLER, 1971).

As condigdes atmosféricas também influenciam a multiplicagdo de S. aureus.
Quanto menor a tensdo de oxigénio presente, mais lento o crescimento e a producéo
de enterotoxinas. Em condigdes anaerdbicas, também foi evidenciada a producéo de
enterotoxinas, segundo experimentos realizados utilizando carnes curadas. Em geral,

guanto menor for a temperatura, maior serd o tempo necessario para a producdo de



16

enterotoxina. Em condic¢des 6timas, a enterotoxina forma-se em quatro a seis horas
(GENIGEORGIS, 1969; FRANCO & LANDGRAF, 1996).

De acordo com as descricbes de FRANCO & LANDGRAF (1996),
GONZALES- FANDOS (1999) e JABLONSKI et al. (2001), as bactérias do género
Staphylococcus spp. sdo reconhecidas por adquirirem resisténcias génicas a metais
pesados e agentes antimicrobianos. Também sdo tolerantes a concentragdes de 10% a
20% de NaCl e anitratos, o que torna os alimentos curados potenciais veiculos para

as mesmas e também pela capacidade de multiplicagdo em diferentes meios.

6- Destruicdo microbianaevalor D

Quando uma populacdo de microrganismos € exposta a um processo de
esterilizacdo, a taxa de morte pode ser descrita em termos mateméticos. A destruicéo
térmica de uma populacdo homogénea de microrganismos € logaritmica, equivaente
a cinética quimica de uma reacdo de primeira ordem. O fenémeno de destrui¢éo pode
ser representado pelo modelo de curva linearizada, semi-logaritmica de
sobreviventes. A representacdo grafica do logaritmo decimal de sobreviventes em
relacdo ao tempo de exposicdo a temperatura resulta em curva linearizada
decrescente (FARKAS, 1997; PENNA, 1997).

Para 0 modelo de curva semi-logaritmica de sobreviventes, o tempo
necessario para a destruicdo de 90% da populacéo € o intervalo de tempo exigido
para a curva percorrer 1 (um) ciclo logaritmico. O intervalo de tempo de reducéo
decimal (valor D) é o principa pardmetro de avaiagdo das caracteristicas de
resisténcia da populagdo microbiana homogénea, sendo normamente aplicado a
tratamentos térmicos (FARKAS, 1997; PENNA, 1997).

7- Osembutidos fermentados e a tecnologia dos obstaculos
Muitos dos alimentos que permanecem estaveis e seguros durante estocagem
prolongada sem refrigeracdo sdo os adimentos de umidade intermediaria
(FERNANDEZ-SALGUERO, 1995; LEISTNER, 1995h).
Estes produtos podem ser elaborados utilizando-se a teoria dos obstaculos,
uma extensdo do conceito de aimentos de umidade intermediaria (LEISTNER,

1995b). Segundo este conceito, o resfriamento poderia ser substituido, pelo menos
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parciamente, por obstaculos ao desenvolvimento microbiano, onde a menor reducéo
da atividade de agua € compensada pela acdo conservante de outros fatores, tais
como reducdo do pH, tratamento térmico brando, utilizacdo de aditivos, microbiota
competitiva, embalagem, entre outros. Como os fatores de conservagdo nos métodos
combinados sdo utilizados em menor intensidade, as modificagbes no alimento sdo
menos radicais do que nos alimentos de umidade intermediaria propriamente dita
(AGUILERA & CHIRIFE, 1994; HOCKING & CHRISTIAN, 1995; LEISTNER,
1995b).

LEISTNER (1994) descreveu a composicao e 0 processamento de alguns
produtos desenvolvidos para fins militares, que poderiam ser utilizados no setor civil,
especia mente quando ndo exigem ambientes com refrigeracéo. Entre estes produtos,
pode-se citar o embutido de fermentagdo rapida, com pH menor que 5,4 e atividade
de &gua menor que 0,95; o mini-salame (atividade de agua menor que 0,82, vida-de-
prateleira de 7 meses), entre outros.

Certos tipos de embutidos crus fermentados, quando adotados os critérios de
classificagc@o de acordo com atividade de &gua e pH, sdo enquadrados na classe de
alimentos de umidade intermediéria, conservados por métodos combinados. Produtos
como presuntos crus e embutidos secos fermentados apresentam atividade de agua
entre 0,80 20,95 (HOCKING & CHRISTIAN, 1995). Quando suficientemente secos,
chegam a valores de atividade de agua menores gue 0,90. Sendo produtos faceis de
preparar e estaveis a temperatura ambiente, podem beneficiar os paises em
desenvolvimento (LEISTNER, 1995b).

Embutidos fermentados sdo  preferencialmente  deteriorados  por
microrganismos dos géneros Penicillium, Eurotium, Aspergillus, Cladosporium e
outros bolores, devido a atividade de &gua caracteristica destes produtos. Para a sua
estabilidade microbiolégica, € preciso uma combinacdo de fatores, tais como
atividade de agua reduzida, presenca de nitrito, baixo pH (5,3-5,8), adicéo de sd,
reducdo de potencial redox por embalagem a vécuo e, as vezes, tratamento térmico
durante processamento (HOCKING & CHRISTIAN, 1995).

Através de uma seqliéncia de obstaculos, embutidos fermentados tém os
microrganismos patogénicos inibidos e a microbiota competitiva selecionada. Nos

estégios iniciais do processo de maturagcdo, o nitrito e o sal inibem a maioria das



18

bactérias, entre elas, as do género Salmonella. A atividade de dgua também decresce
a 0,96-0,97, ocasionando a inibi¢cdo da maioria dos microrganismos aerobios Gram-
negativos. A populacdo das bactérias patogénicas também é inibida pela reducéo de
atividade de é&gua para 0,92, com excecdo do Saphylococcus aureus, cuja
multiplicacdo ndo pode ser evitada utilizando-se apenas a diminuicéo de atividade de
agua, necessitando desta forma de outros obstaculos (AGUILERA & CHIRIFE,
1994). Deste modo, 0 aumento da populacdo de bactérias léticas, micrococos e
estafilococos ndo patogénicos € favorecido, reduzindo o oxigénio disponivel e
promovendo a reducdo do pH, inibindo microrganismos como os do género
Pseudomonas e favorecendo ainda mais a microbiota lética Desta forma, a
estabilidade € acancada pela acdo de cinco obstéculos: conservantes, potencia
redox, microbiota competitiva, pH e atividade de &gua. Estes obstaculos inibem a
multiplicagdo de microrganismos patogénicos como, por exemplo, Salmonella spp.,
Escherichia coli e Clostridium botulinum, assim como bactérias responsaveis pela
deterioracéo do produto (LEISTNER, 1994).

HARRIS et al. (1989) observaram uma inibicdo de L. monocytogenes pela
producdo de metabdlitos antimicrobianos pelos microrganismos Staphylococcus
xylosus, Pediococcus acidilactici e Lactobacillus bavaricus. Em relagdo a toxina
botulinica, a producdo de acido pelas culturas starter é responsavel pela prevencéo
da germinagdo dos esporos, mesmo na auséncia de nitrito. Porém, com a diminui¢do
dos niveis de nitrito, a adi¢cdo de culturas starter e carboidratos fermentaveis deve ser
rigorosamente controlado para ndo comprometer a qualidade e seguranca do produto
(BACUS, 1984b).

8- Salametipo Italiano
No grupo dos embutidos fermentados destaca-se 0 salame, que € considerado
diferente dos demais embutidos, devido a dois fatores basicos. o baixo teor de
umidade e a presenca de &cido l&tico, que conferem sabor e aroma caracteristicos
aém de aumentar a vida-de-prateleira (CAVENAGHI, 1999). Sua qualidade é
percebida pelo consumidor através da interacdo complexa entre os componentes

guimicos e as caracteristicas fisicas. A cor, a textura e a acidez, além da formulacéo,
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tém sido consideradas na identidade e qualidade do produto (DELLAGLIO et al.,
1996).

O sdlame é um derivado carneo produzido por processos de cura e
fermentacdo latica. No desenvolvimento da cura, 0s sais nitrato e/ou nitrito de sodio,
Ou potassio, sd0 usados como 0s principais agentes. A presenca de coadjuvantes
tecnol 0gicos, bem como alteracdes nos processos de atividades bioquimicas, também
proporcionam variaveis de grande influéncia no aprimoramento da qualidade deste
produto. Os coadjuvantes tecnologicos classificados como antioxidantes/
estabilizantes (&cido ascorbico ou eritorbico, aglucar e polifosfato) sdo bastante
utilizados e importantes para assegurar maior durabilidade (BOURGEOIS &
LARPENT, 1995).

Um detalhe de grande interesse na producéo de salame € a redugdo do tempo
de maturacdo sem afetar as caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais do produto,
principamente as percebidas pelo consumidor (cor, textura e acidez). Algumas
culturas de bactérias laticas, quando inoculadas, asseguravam ao produto a
estabilidade desegjada resultando em menor variagdo da qualidade (CAVENAGHI,
1999).

A qualidade do sadame tipo Italiano depende das caracteristicas dos
ingredientes da formulacdo que influenciam a acéo da cultura starter. A associacéo
de bactérias pode promover beneficios tecnol égicos como, por exemplo, redugdo do
tempo de maturagdo e principa mente conferir ao produto final caracteristicas fisico-
guimicas e organol épticas proximas ao salame produzido sem a adicéo de culturas
(CAVENAGHI, 1999). Normamente utilizam-se culturas starter, contendo
microrganismos que melhoram significativamente a qualidade dos embutidos crus,
sobretudo no desenvolvimento de cor, sabor e consisténcia (STIEBING, 1990). Os
acUcares sdo usados parafacilitar a acdo das bactérias fermentativas na queda de pH,
compensar o efeito desidratante e retirar 0 amargor provocado pelo sal. Entre os
acUcares que estdo diretamente disponiveis para 0os microrganismos, destaca-se a
glicose, umavez que lactose, maltose, amidos, dextrose sdo de dificil aproveitamento
(BASSAN, 1985). Os é&cidos formados na degradacdo sdo fundamentais para a
maturacdo dos embutidos, cujo processo pode vir a ser controlado a partir dos

acucares (TAKAHASHI, 1980). Na fermentacdo a desidrogenase léctica reduz o
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piruvato a lactato propiciando a queda do pH e, consequentemente, as melhores
condicbes para processamento e conservacdo do salame (CONVENTRY &
HICKEY, 1991; CAVENAGHI, 1999).

A maior dificuldade encontrada no processamento de salame em pequena
escala, esta no controle da temperatura ambiente e umidade relativa do ar, durante as
fases de maturacéo e secagem. As temperaturas elevadas potencializam tanto forcas
atrativas como repulsivas, congtituidas pelas interacdes hidrofobicas e el etrostaticas,
enquanto que as pontes de hidrogénio estdo influenciadas pelo resfriamento
(CHEFTEL, 1993). A formacdo de redes protéicas é resultado do equilibrio entre as
interacOes proteina- proteina, proteina- dgua e entre as forcas atrativas e repulsivas
envolvendo cadeias polipeptidicas adjacentes (FENNEMA, 1993). No inicio do
processo de obtencdo do salame, os polifosfatos podem ser usados para aumentar a
forcaibnica do meio, diminuindo a agualivre e/ou ativa e, posteriormente, vao atuar
pelo efeito de sinergismo com o &cido ascorbico (GLEES, 1980). A concentracdo
protéica, pH, temperatura, tempo, forca idnica e a presenca de outros componentes
afetam as interacBes proteina- proteina e proteina- dgua. Conforme citado por
GEOFFREY (1984), a maioria das propriedades funcionais estdo reguladas por
interacOes entre estas forcas, enquanto que as elevadas concentragdes de proteinas
facilitam interacOes intermolecul ares e a geleificacéo.

Em estudos de otimizacdo do processo de fabricagéo de salame tipo Italiano,
utilizando-se culturas starter, concluiram, por meio de avaiagOes instrumentas,
sensoriais e calculos estatisticos, sobre a preferéncia por salames preparados com as
misturas de culturas FloraCarn FF-1 e FloraCarn SL (1:1) e as misturas das culturas
FloraCarn FF-1, FloraCarn SPX e FloraCarn SL (1:1:1) (CAVENAGHI &
OLIVEIRA, 1999). Entretanto, estudou-se a adequacdo de culturas iniciadoras
(starter), combinadas com diferentes condicdes, visando a qualidade e a seguranca

retirando os sais de cura
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I -OBJETIVOS

Com base no exposto, os principais objetivos do presente trabalho foram:

1- Avadliar ainfluéncia da adi¢éo de combinacfes de culturas starter e de uma
cultura ndo starter produtora de bacteriocina sobre a sobrevivéncia de
Saphylococcus aureus artificialmente inoculado em salame tipo Italiano, adicionado
ou ndo de sais de cura, durante a maturacéo e a vida-de-prateleira do produto.

2- Avaliar a presenca e a auséncia de sais de cura, bem como a influéncia de
combinagbes de culturas starter e de uma cultura ndo starter produtora de
bacteriocina sobre a sobrevivéncia dos seguintes microrganismos: coliformes totais,
Escherichia coli, bolores e leveduras naturalmente presente na matéria-prima;
mesofilos, bactérias |éticas e Saphylococcus spp. presentes na matéria-prima e

adicionados as produgdes, durante a maturacdo e a vida-de-pratel eira do produto.
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Il - MATERIAISE METODOS

1- Matérias-primas

As matérias-primas (carne bovina e suina e gordura suina) apresentadas na
tabela 1 foram adquiridas de um anico fornecedor. Os aditivos (DCA Ind. e Com.
Ltda, Guarulhos, SP), adicionados a massa carnea eram compostos de: cura padréo
(nitrato/ nitrito disperso em sal refinado), agente antioxidante e fixador de cor (acido
ascorbico disperso em aglcar, DCA205), condimento para salame (especiarias
naturais dispersa em sa refinado), saborizante (glutamato monossodico),
emulsificante e estabilizante de gordura (maltodextrina/ polifosfatos de sodio).

As culturas starter FloraCarn FF-1 (Staphylococcus xylosus + Pediococcus
pentosaceus), FloraCarn SPX (Staphylococcus xylosus DD34 + Pediococcus
pentosaceus) e FloraCarn SL (Saphylocuccus carnosus + Lactobacillus

pentosaceus) foram gentilmente fornecidas pela Christian Hansen (Valinhos, SP).

Tabela 1: Formulagdo bésica empregada na fabricagdo de salame tipo Italiano de
acordo com CAVENAGHI (1999).

Matéria-prima Quantidade para 100 Kg de carne

Carne suina (pernil) 60,000 Kg

Carne bovina (acém) 20,000 Kg

Toucinho 20,000 Kg

Cura padréo 0,2500 Kg

Antioxidante DCA 205 0,2500 Kg

Emulsificante 2,0000 Kg

Sal refinado 1,7000 Kg

Condimento para salame 1,0000 Kg

Saborizante 0,5000 Kg

Alho natural 0,3000 Kg

Pimenta branca moida 0,1000 Kg

Culturas starter 0,0250 Kg
Vinho tinto 1,0000 L
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2- Fabricacdo de salamettipo Italiano

Para a execucdo desta pesquisa foi fabricado salame tipo Italiano,
empregando-se a formulac@o basica apresentada na tabela 1, de acordo com as
condi¢Bes preestabelecidas em estudos de superficie de resposta realizados por
CAVENAGHI & OLIVEIRA (1999).

O fluxograma do processo, contendo as principais etapas utilizadas na
fabricaco do salame tipo Italiano, bem como as etapas em que a avaliagéo

microbioldgicafoi feita, encontra-se apresentados nafigura 1.

Moagem da carne bovina e suina

O
Mistura das carnes

(Andliseinicial apdsamistura)
O
Adicdo dosingredientes

O
Inoculacdo das culturas starter e/ou Saphyl ococcus aureus

(Andlise das carnes utilizadas ap6s o indcul 0)
O
Embutimento da mistura carnea em tripa de celulose de 8 cm de didmetro e 20 cm de

comprimento apds higienizacdo com sorbato de potassio 3%.

ad
1° etapa da maturagéo - 27°C e com umidade relativa de 85% por 2 dias

(Andlise microbiol 6gica ap6s o 2° dia, pH e atividade de &gua)

ad
2° etapa da maturacéo - 20°C com umidade relativa de 75% (do 2° ao 20° dia)
(Andlise microbiol 6gica apos o 10° e 20° dia, pH e atividade de &gua)

O
Embalagem do produto avécuo e armazenamento em temperatura ambiente

(Andlise microbioldgicaa 10 dias do 30° ao 90° dia, pH e atividade de agua)

Figura 1- Principais etapas envolvidas na fabricacdo de salame tipo Italiano e
esquema de amostragem para a execucdo das andlises microbiolégicas e fisico-

guimicas.
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A tecnologia empregada na fabricacéo de salame envolveu as varidveis apresentadas

natabela 2 e que para efeitos didéticos, também apresentada nafigura 2:

Tabela 2- Descricdo dos 14 tipos de tratamentos empregados para a obtencdo de

salame tipo Italiano.

Culturas starter
FloraCarn FloraCarn L sake 2a Sal decura Inéculo
FF-1eSL FF-1,SLe : (NO3/NO,)  S.aureus
(1:1) SPX (1:1:1)

T1 + - - + -
T2 - + - + -
T3 + - - - -

Producéo

T4 - + - - -
T5 - - - + +
T6 + - - + +
T7 - + - + +
T8 - - - - +
T9 + - - - +
T10 - + +
T11 - - +
T12 - -
T13 - -
T14 - -

+ + + +

(+) adicionado; (-) n&o adicionado.

1- adicdo de cura padr&o e de culturas starter

* Adicdo de culturas starter FloraCarn FF-1 (Saphylococcus xylosus +
Pediococcus pentosaceus) e SL (Staphylococcus carnosus + Pediococcus
pentosaceus) - 1:1 (Christian Hansen, Valinhos, SP);

* Adicdo de culturas starter FloraCarn FF-1, SL e SPX (Staphylococcus xylosus
DD34 + Pediococcus pentosaceus) - 1:1:1 (Christian Hansen);

» Adicdo de Lactobacillus sake 2a —in6culo de cerca de 4,00 log UFC/g.
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2- auséncia de cura padr&o com adicao de culturas starter

Adicdo de culturas starter FloraCarn FF-1 e SL - 1:1 (Christian Hansen);
Adicdo de culturas starter FloraCarn FF-1, SL e SPX - 1:1:1 (Christian
Hansen);

Adicao de Lactobacillus sake 2a— inécul o de cerca de 4,00 log UFC/g.
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Salamestipo Italiano produzidos

Artificialmente

contaminados com

S. aureus
T1- Adicdo de T6- Adicdo de
culturas starter FF-1 e culturas starter FF-1
SL (1:1) eSL (1:1)
_ T2- Adicdo de T7- Adicdo de
Adicao decura
. culturasFF-1,SL e culturasFF-1,SL e
padrao SPX (1:1:1) SPX (1:1:1)
T5- Sem culturas
starter
T11- AdicaodelL. T12- AdicdodelL.
For mulag&o basica sake 2a sake 2a
de salametipo
Italiano T3- Adicdo de T9- Adiggo de
culturas starter FF-1 e culturas starter FF-1
SL (1:1) eSL (1:1)
T4- Adicdo de T10- Adicdo de
Ausénciade culturasFF-1,SL e culturasFF-1, SL e
curapadréo SPX (1:1:1) SPX (1:1:1)
T8- Sem culturas
starter
T13- Adicao delL. T14- Adicdo delL.
sake 2a sake 2a

Figura 2- Tratamentos empregados para a obtencéo de salame tipo Italiano
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No estabelecimento comercial a carne foi desossada e moida primeiramente
em discos com orificios de 14 mm e, em seguida, em discos com orificios de 8 mm.
Posteriormente, as carnes foram transportadas em caixas térmicas para o
processamento no laboratério. A seguir, foram levados para uma misturadeira C.A.F.
(modelo M 60, Rio Claro, S&o Paulo) onde foram acrescentados os ingredientes e as
culturas, de acordo com a variavel de processamento empregada (tabela 2). Apds a
formagdo de uma massa homogénea, esta foi transferida para a embutideira manual
Siemesen (tipo ES8, Brusgue, Santa Catarina). Para cada experimento foram
preparados aproximadamente 20 Kg. A massa foi embutida em tripas artificiais de
7/35 cm, resultando em pecas com 500 gramas, em média. A seguir, procedeu-se o
processo de cura em camara de maturacao (Icecorp, modelo RTF 150bj) acoplada de
umificador VaporVip 100 (modelo 100, Icecorp, S&o Paulo), primeiramente a 27°C e
umidade relativa de 85% (2 dias) e posteriormente a 20°C e umidade relativa de 75%
(do 2° ao 20° dia). A temperatura e a umidade relativa e a umidade relativa foram
acompanhadas através de utilizacdo de um termohigrometro (MultiTherm), além da
prépria marcacdo digital da camara de maturacdo O periodo de maturagdo foi
considerado concluido quando o pH €/ou a atividade de agua atingiram os valores 5,3
e 0,84, respectivamente. Finalizado o periodo de maturacéo, as pecas de salame
foram embaladas a vacuo e armazenadas em temperatura ambiente. As principais
etapas envolvidas na fabricagdo de salame tipo Italiano encontram-se dispostas na
figura 1.

3- Preparacédo einoculacao da cultura de Lactobacillus sake 2a

Para a realizagdo das producgdes T11, T12, T13 e T14, foi empregada a cepa
de L. sake 2a, isolada de linglica frescal e caracterizada como produtora de
bacteriocina (MARTINIS & FRANCO, 1998). A cepa foi cultivada em caldo
tripticase-soja (TSB, Oxoid Inc.,Ogdensburg, NY, EUA) a 30°C por 18-24 horas. O
caldo foi submetido a centrifugacéo e as células foram lavadas 3 vezes com solugdo
salina (NaCl 0,85%), sendo em cada uma das lavagens centrifugadas durante 20
minutos a 3000 RPM a 15°C (Centrifuga refrigerada SPIN VI, Incibras, SP, Brasil).
A massa celular foi ressuspendida em 10 mL de solucéo salina e adicionada a

mistura carnea, de forma a obter cerca de 4,00 log UFC/g de produto. Paralelamente,
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diluicdes decimais dessa suspensdo foram feitas em agua peptonada 0,1%, semeadas
em agar Man Rogosa Sharp (agar MRS, Oxoid), com incubag&o a 30°C por 48 horas,

para a confirmagdo da populagéo inoculada.

4- Preparacao e inoculacao da cultura de Staphylococcus aureus ATCC 25923
Para arealizacdo das producdes T5, T6, T7, T8, T9, T10, T12, e T14, foi feita
contaminacdo artificial com Staphylococcus aureus, empregando-se a cepa S. aureus
ATCC 25923. O microrganismo foi cultivado em caldo tripticase-soja (TSB, Oxoid)
a 35°-37°C por 18-24 horas. O caldo foi submetido a centrifugacéo e as células foram
lavadas 3 vezes com solucdo salina (NaCl 0,85%), sendo em cada uma das lavagens
centrifugadas durante 20 minutos a 3000 RPM durante 20 minutos a 15°C
(Centrifuga refrigerada SPIN VI, Incibras, SP, Brasil). A massa celular foi
ressuspendida em 10 mL de solucéo salina e adicionada & mistura carnea, de forma a
obter uma populagdo meédia de 5,0 a 6,0 log UFC/g de produto. Paralelamente,
diluicdes decimais dessa suspensdo foram feitas em agua peptonada 0,1%, semeadas
em &gar Baird Parker (BP) e incubadas a 35-37°C por 48 horas para a confirmagdo da

populagcdo média inoculada.

5- Amostragem

As amostragens para as analises microbioldgicas e fisico-quimicas foram
feitas (em duplicata) no inicio do processamento, ou sgja, apds mistura das carnes
bovina, suina e toucinho, no 2°, 10 e 20° dia, periodo correspondente a maturacéo.
Posteriormente, por 90 dias, periodo correspondente a vida-de-prateleira, também
foram feitas andlises a cada 10 dias (figura 1), congtituindo assm uma amostra
composta

A cada amostragem os salames foram pesados, calculando-se uma fracéo de
10% de seu peso total obtida de diferentes porcfes do salame. A misturafoi triturada
em um recipiente previamente higienizado, utilizando-se um multiprocessador Arno
Triton (Arno, Séo Paulo, Brasil).
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6- Analises microbioldgicas

Da amostra composta, obtida conforme descrito no item 5, 259 foram
retiradas em condi¢cbes de assepsia e homogeneizados com 225 mL de é&gua
peptonada 0,1% (diluicd010™), utilizando-se um “Bag Mixer” (Interscience, St.
Nom, Franca). Diluicdes decimais subsequentes foram preparadas, utilizando o
mesmo diluente,

Aliquotas de 0,1 mL de cada diluicdo foram transferidas para placas contendo
base para agar Baird Parker adicionada de gema de ovo e telurito de potéssio (Oxoid)
e incubadas a 35-37 °C por 48 horas, para a contagem de Staphylococcus aureus e
agar MRS (Oxoid), e incubadas a 30°C por 48 horas em aerobiose, para a contagem
de bactérias léticas. Aliquotas de 1,0 mL de cada diluicdo foram transferidas para
placas Petrifilm para Escherichia coli (Petrifilm™ EC, 3M Microbiology St. Paul,
MN, EUA), e incubadas a 35-37 °C por 24 horas, para a contagem de E. coli e
coliformes, de acordo com as instrucdes do fabricante.

Paralelamente, aliquotas de 1,0 mL foram transferidas para placas Petrifilm
para mesofilos aerdbios (Petrifilm™ AC - 3M) e para bolores e leveduras
(Petrifilm™ YM - 3M) e incubadas a 35-37 °C por 48 horas e a 20 °C por 5 dias,
respectivamente, para a contagem desses microrganisSmos.

A contagem de Staphylococcus aureus foi confirmada apos a redlizacdo de
testes bioquimicos. Para esse fim, um total de 3 a5 coldnias caracteristicas (negras e
com halo) e ndo caracteristicas em agar Baird Parker, foram selecionadas e
submetidas ao teste da producdo de catal ase e confirmadas pelo teste Staphy-Test, 0
gual se baseia na capacidade diferencia que S. aureus possui de aglutinar hemacias
de carneiro previamente sensibilizadas com hemolisina e fibrinogénio (Probac do
Brasil, S0 Paul o).

Deve ser sdlientado que a contagem de Staphylococcus spp. foi efetuada
excluindo-se as colGnias confirmadas como sendo S aureus. Sendo assim, a
populacdo de Staphylococcus spp. incluiu tanto Staphylococcus spp. autéctones da
carne quanto aquel es integrantes das culturas starter adicionadas as producdes.
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7- Andlisesfisico-quimicas

7.1- Determinacéo de pH

Aliguotas de 20g de amostra composta, obtida conforme descrito no item 5,
foram diluidas e homogeneizadas em 100 mL de &gua destilada fervida. Em seguida,
foram redlizadas determinacbes de pH, em duplicata, em potencidometro digital
portatil pH-Tester (Hanna Instruments, Woonsacket, Rhoad Island) a 25 °C
(INSTITUTO ADOLF LUTZ, 1985).

7.2- Determinagéo do valor da atividade de &gua
Foram feitas determinacfes de atividade de agua a 25°C, em triplicata, a partir
da amostra composta obtida conforme descrito no item 5, em aparelho Novasina aw

Center (Novasina AG, Zirich, Suica).

8- Analise dosresultados

A partir das contagens de S. aureus e dos outros microrganismos estudados
obtidas nos diferentes pontos de amostragem, foram construidas curvas de
sobrevivéncia. A comparagéo dos resultados obtidos para os diferentes tratamentos
empregados na producdo de salame foi feita através de estatistica descritiva e andlise
de variancia, com utilizacdo do teste de Tukey, considerando-se um nivel de
significancia p<0,05 (GOMES, 1973, BANZATTO & KRONKA, 1995), utilizando-
Se 0 programa estatistico “ Statgraphic” - versdo 5.1 (Managistic, Chicago, EUA).

Foram calculados os valores D e comparados com os resultados obtidos
através de andlise estatistica. O valor D ou tempo de reducéo decimal corresponde ao
inverso negativo do coeficiente angular da equagéo da reta que descreve a destrui¢céo
de microrganismos em fungdo do tempo (dias), calculada utilizando-se do método da
regressao linear, através dos minimos quadrados, aplicado aregido linear da curva de

sobrevivéncia.
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IV -—RESULTADOS

No presente trabalho, foram utilizadas culturas starter liofilizadas FloraCarn
FF-1 (Saphylococcus xylosus + Pediococcus pentosaceus), FloraCarn SPX
(Staphylococcus xylosus DD34 + Pediococcus pentosaceus) e FloraCarn SL
(Staphylococcus carnosus + Pediococcus pentosaceus). A linhagem Staphylococcus
xylosus da cultura SPX é a DD-34, enquanto que a da FF-1 é uma modificagdo
genética desta linhagem (CAVENAGHI & OLIVEIRA, 1999). CAVENAGHI
(1999) verificou em seu trabalho que culturas FloraCarn SPX apresentam menor
velocidade de formagdo de acido I&ico, quando comparadas as demais culturas
starter utilizadas, seja na mesma propor¢do ou em quantidade superior as demais
culturas presentes. Ja a cultura FloraCarn FF-1 tem maior velocidade de acidificacéo
guando comparada as demais, reduzindo o valor de pH mais rapidamente, sga
guando isolado ou em misturas. A autora concluiu que o emprego das culturas
FloraCarn FF-1 e SL associadas e das culturas FloraCarn FF-1, SL e SPX associadas
resultam em um salame tipo Italiano com caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais
semel hantes e melhores que as obtidas no salame preparado com o uso individual de
cada uma das culturas.

Para efeito de comparagdo e discussdo dos resultados obtidos no presente
trabalho, os mesmos foram agrupados em blocos. As variaveis de processamento do
salame tipo Italiano descritas na Tabela 2, foram repetidas duas vezes. Assim sendo,
para a apresentacdo gréfica e a discussdo dos resultados, foram considerados as
meédias das popul agdes obtidas nas duas repetices. Assim sendo, para a apresentacdo
gréfica e a discussdo dos resultados, forma consideradas as médias das popul agdes
obtidas nas duas repetices. Para o0 tratamento estatistico de cada variavel, todos os
valores relativos as repeticoes das diversas formulagdes estudas foram consideradas
individualmente. Para efeitos préticos, cada varidvel de processamento foi
denominada “T”. Assim, por exemplo, a varidvel d do tratamento 1 (salame tipo
Italiano preparado com culturas starter FloraCarn FF-1 e SL, adicéo de saisde curae

n&o inoculado com o patdgeno- Saphylococcus aureus) foi denominado T1.
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1 — Caracteristicas de salames tipo Italiano preparados com 2 e 3 tipos de
culturas starter, com (T1, T2) e sem de saisde cura (T3, T4), ndo inoculados com

Staphylococcus aureus.

As tabelas 3, 4 e 5 mostram as médias das populagdes microbianas
encontradas nos salames T1, T2, T3 e T4, enquanto que atabela 6 mostra os valores
de pH e de atividade de &gua obtidos para essas produgdes durante o periodo de

maturacdo e vida-de-prateleira.

Tabela 3 — Média, desvio padréo e valores D das populacbes de coliformes totais,
Escherichia coli e bolores e leveduras obtidos durante o periodo de maturacéo e
vida-de-prateleira de salames tipo Italiano processados com a adi¢do de culturas
starter (T1, T2, T3eT4) ecomaadicéo (T1, T2) ou ndo (T3, T4) de saisde cura.

Etapa Tempo (dias) M édia das populagdes (log UFC/Q)

CoTl CoT2 CoT3 CoT4 Média DP
MP 0 3,06 4,30 5,04 4,70 4,28 0,86
Ty 204 323 274 351 288 064
MT 10 191 223 146 101 165 0,53
M édia’ 108 273  210° 2,26

EcT1 EcT2 EcT3 EcT4 M édiat DP
MP 0 1,93 1,83 285 2,00 215 0,47
MT 2 100 1,38 1,50 1,29 1,29 021
M édia? 1,000  1,38* 1,50° 1,29

BLTL BLT2 BLT3 BLT4 Média DP
MP 0 4,06 5,00 5,34 5,18 4,90 0,57
I 330 445 469 485 432 070
MT 10 3,03 4,05 4,14 4,61 3,96 0,67

20 2,40 3,44 3,35 4,28 3,37 0,77

M édia’ 291*  397° 408" 458
30 158 294 230 - 290 243 | 064
VP 40 nd 249 137 133 173 0,66
M édia’ 158 27 184 111°
Valor D* (dias) 16 19 12 11

MP- matéria-prima; MT- maturacdo; VP- vida-de-prateleira; Co- coliformes totais;, Ec- Escherichia
coli; BL- bolores e leveduras; DP- desvio padréo; nd- ndo detectado. 1- média entre os tratamentos
estudados (T1, T2, T3 e T4); 2- médias das multiplas andlises correspondentes ao periodo de
maturacdo de cada tratamento (dias 2 e 10); 3- médias das multiplas andlises correspondentes a vida-
de-prateleira de cada tratamento; 4- Caculo do valor D correspondente aos resultados obtidos
durante a maturacdo e vida-de-prateleira. Letras coincidentes indicam valores estatisticamente iguais
(p>0,05).
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Durante o periodo de maturagdo, ocorreu uma reducdo gradativa da
populacéo de bolores e leveduras, coliformes e Escherichia coli, verificando-se que
ao 20° dia a diminuicdo na populagéo de bolores e leveduras foi de aproximadamente
1 ciclo log, de 2 ciclos log de coliformes totais (ja apds o 10° dia) e de 1 ciclo log de
Escherichia coli (jaao 2° dia).

Na figura 3 estdo apresentadas as contagens meédias de coliformes totais,
Escherichia coli, bolores e leveduras ao longo do periodo de maturacéo e vida-de-
prateleira dos salames tipo Italiano T1, T2, T3 e T4. Observa-se na tabela 3 que,
durante o periodo de estudo, os bolores e leveduras foram eliminados mais
rapidamente nos salames sem sais de cura. Para 0os salames com sais de cura o0s
valores D calculados foram de 16 e 19 dias (T1 e T2), para os salames sem de sais de
cura(T3 e T4) osvaoresforam de 12 e 11 dias, respectivamente.

A populagdo média obtida de coliformes totais na matéria-prima foi 4,28
10,86 log UFC/g, conforme apresentado na tabela 3 e figura 3a. Ao 2° dia do
periodo de maturacdo esta populacdo reduziu-se em cerca de 1,50 ciclos log, sendo
detectadas contagens meédias de 2,88 +0,64 log UFC/g. Nas quatro producdes
estudadas as popul acdes de coliformes totais foram verificadas até o 10° dia, as quais
equivaleram a 1,65 +0,53 log UFC/g.

Os perfis das curvas apresentadas na figura 3a mostram que houve uma
reducdo gradativa da populagéo de coliformes do 2° ao 10° dia para as produgdes T1,
T2, T3 e T4. No entanto, esta reducéo néo foi estatisticamente significativa (p>0,05).

Conforme apresentado na tabela 3, verificou-se uma contagem de
Escherichia coli até ao 2° dia do periodo de maturagdo. A maior contagem de E. coli
foi detectada na matéria-prima empregada para a producéo do salame T3 (2,85 log
UFC/g), enquanto que para T1, T2 e T4, a populagdo presente na matéria-prima foi
de aproximadamente a 2,00 log UFC/g. Ao 2° dia, a contagem de E. coli reduziu para
1,29 +0,21 log UFC/g nas quatro producgdes. Ao 10° dia, a populacdo de E. coli
deixou de ser detectada nos salames avaliados (figura 3b).

A variacdo da populacéo de E. coli foi estatisticamente significativa (p<0,05),
as produgbes T1 e T3 diferenciaram-se entre si, sendo relacionada a maior
contaminac&o da matéria-prima destinada a producéo inicial paraT3.



A populacdo média de bolores e leveduras na matéria-prima nos salames T1,
T2, T3 e T4 foi de 4,90 £0,57 log UFC/g, sendo verificado maior contagem desses
microrganismos ha producdo T3 (5,34 log UFC/g). Ao 2° dia de maturacéo ocorreu
uma reducéo meédia de aproximadamente 0,5 ciclo log, verificando-se uma popul acéo
de 4,32 £0,70 log UFC/g entre as producgdes T1, T2, T3 e T4, tendo sido observado
maior populagdo na producdo T4 (4,85 log UFC/g). Ao término do periodo de
maturagdo, a reducéo da populagcdo de bolores e leveduras foi de aproximadamente
1,5 ciclo log em relacéo ao 2° dia, tendo-se sido verificado ao 20° dia uma populagdo
meédiade 3,37 £0,77 log UFC/g paraas producbes T1, T2, T3 e T4.

Na figura 3c, foram apresentadas as reducdes das populacdes de bolores e
leveduras durante a maturacdo, sendo estatisticamente significativas (p<0,05) entre
as produgdes T1 e T4, bem como entre as producdes T2 e as producdes T1 e T4.

Conforme apresentado nas figuras 3a e 3b, ndo foi detectado coliformes
totais e Escherichia coli durante a vida-de-prateleira dos salames tipo Italiano T1,
T2, T3 e T4, tendo sido relacionado as reducdes dos valores de pH a atividade de
&gua ocorridas durante o processo de maturacdo (figura 6a). Parabolores e leveduras
foram detectados uma contagem média de 2,43 £0,64 e 1,73 £0,66 ao 30° e 40° dia,
respectivamente.

Natabela 4 e figuras 4a e 4b foram apresentadas as variagoes das contagens
de bactérias | aticas e de microrganismos mesofilos obtidas nas produgdes T1, T2, T3
e T4 durante os periodos estudados nos salames tipo Italiano. Deve ser salientado
que as popul agdes desses 2 grupos de microrganismos estéo rel acionadas a adicdo de
culturas starter & massa carnea.

A contagem de bactérias laticas na matéria-prima foi de 6,14 +0,67 log
UFC/g. Com a adicdo de culturas starter, houve um aumento médio de
aproximadamente 2 ciclos log em relacdo a contagem inicial apos o 2° dia (8,32
+0,24 log UFC/g). Aos 10° e 20° dias observou-se uma reducdo gradativa da
populacéo de bactérias |&icas. Ao término do periodo de maturagdo, tanto nas
producdes adicionadas quanto nas privadas de sais de cura, a populagdo média de
bactérias laticas foi de 7,73 £0,29 log UFC/g.
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Tabela 4 - Média, desvio padrdo e valores D das populagbes de microrganismos
mesofilos e bactérias |éticas durante o periodo de maturacéo e vida-de-prateleira de
salames tipo Italiano processados com a adicdo de culturas starter (T1, T2, T3 e T4)
ecomaadicdo (T1eT2) oundodesaisdecura(T3eT4).

Etapa Tempo (dias) M édia das populacdes (log UFC/qg)
MsT1 MsT2 MsT3 MsT4 Média' DP

MP 0 7,94 6,75 7,28 7,16 7,28 0,49
- 2 837 841 839 858 844 010
MT 10 8,09 7,96 8,12 8,06 8,06 0,07

20 7,78 7,64 7,58 7,72 7,68 0,09
Media® 8og" 800" 803 812" .

30 7,53 7,47 7,01 7,15 7,29 0,25

40 73 6,93 6,44 6,79 6,87 0,36

50 6,83 6,81 6,01 6,27 6,48 0,41
VP 60 6,58 6,23 5,6 5,89 6,08 0,42

70 5,98 6,04 51 5,6 5,68 0,43

80 5,85 5,32 4,69 5,26 5,28 0,47

90 5,54 4,36 4,16 4,91 4,74 0,62
Media® 658 616 557 598"
Valor D* (dias) 30 27 21 24

LabT1 LabT2 LabT3 LabT4 Média DP

MP 0 6,88 6,3 5,26 6,1 6,14 0,67
- 2 813 812 862 84 832 024
MT 10 7,96 7,83 7,79 8,55 8,03 0,35

20 7,84 7,47 7,51 8,09 7,73 0,29
Media® 798" 78 7o 83

30 7,58 6,28 6,28 7,43 6,89 0,71

40 7,49 6,09 6,15 7,1 6,71 0,70

50 6,89 5,92 6,03 6,76 6,40 0,50
VP 60 6,51 4,86 5,74 6,57 5,92 0,80

70 5,84 4,55 5,69 6,74 5,71 0,90

80 5,85 4,34 5,22 6,26 5,42 0,84

90 6,01 3,38 5,04 4,89 4,83 1,09
Media® 660 506" 57 es¥
Valor D* (dias) 31 19 28 27

MP- matéria-prima; MT- maturagdo; VP- vida-de-prateleira;, Ms- microrganismo mesofilos; Lab-
bactérias laticas; DP- desvio padrdo. 1- média entre os tratamentos estudados (T1, T2, T3 e T4).; 2-
médias das multiplas andlises correspondentes ao periodo de maturacéo de cada tratamento (dias 2, 10
e 20); 3- médias das miltiplas andlises correspondentes a vida-de-prateleira de cada tratamento (30°
ao 90° dia); 4- Célculo do valor D correspondente aos resultados obtidos durante a maturacéo e vida-
de-prateleira. Letras coincidentes indicam valores estatisticamente iguais (p>0,05).
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A variacdo da populacéo entre as producbes analisadas foi significativa
(p<0,05) tendo a producdo T2 diferenciado-se da T4 (ambas adicionadas de 3 tipos
de culturas starter) quanto a variacdo da populacdo de bactérias laicas durante o
periodo de maturagéo.

Durante a vida-de-prateleira, as producdes dos salames tipo Italiano T1, T2,
T3 e T4 apresentaram uma reducéo significativa (p<0,05) em relacéo a populacéo de
bactérias léticas (figura 4a). A contagem de bactérias laticas mostrou-se
significativamente mais acentuada para os salames T2 (com 3 tipos de culturas
starter e com sais de cura), quando comparada as demais.

Observa-se na tabela 4 que as producdes sem sais de cura foram as que
tiveram menores valores quanto a reducdo da contagem de microrganismos
mesofilos. Assim, nas producfes T3 e T4 os vaores D foram a cada 21 e 24 dias,
enquanto que, nas produgdes T1 e T2 os valores obtidos foram de 30 e 27 dias,
respectivamente. Para a populacdo de bactérias |aticas observou gque as produgdes T1
e T2 foram as que mais lentamente e mais rapidamente reduziram o nimero de
bactérias |&ticas, ou sgja, a cada 31 e 19 dias, respectivamente. Para as producdes T3
e T4 aeliminacdo de bactérias |&icas foi a cada 28 e 27 dias, respectivamente.

Os resultados apresentados na tabela 4 estiveram proximos aos observados
por outros autores, que descreveram uma predominancia de bactérias laticas em
embutidos fermentados secos, com a adi¢éo ou ndo de culturas starter. SAMELIS et
al. (1998), observaram que apds o 4° dia de fermentacdo a populacdo de bactérias
|&ticas apresentava niveis de 8,00 log UFC/g, mantendo-se constantes durante todo o
periodo de fermentagéo e maturacéo.

De acordo com a figura 4b, apds a adicdo de culturas starter a populacéo de
microrganismos mesofilos, que na matéria-prima era de 7,28 +0,49 log UFC/qg,
aumentou para 8,44 +0,10 log UFC/g a0 2° dia. Ao 20° dia observou-se uma reducéo
de cerca de 1 ciclo log tendo sido obtida uma populagdo média de 7,68 +0,09 log
UFC/g. Andisando estes dados, variacdo de microrganismos mesofilos ndo foram
consi derados estatisticamente significativos (p>0,05) entre as produgdes T1, T2, T3 e
T4 dos salames tipo Italiano durante sua maturagao.

Ao contréario do gque ocorreu com relacdo as populacdes de bactérias |éticas,

as curvas referentes as popul agdes de microrganismos mesofilos ao longo da vida-de-
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prateleira dos salames revelaram perfis semelhantes para as formulacdes T1, T2, T3
e T4 (figura 4b). Nas quatro producdes de salames estudados revel ou-se tendéncias
de decréscimo microbiano continuo nas populagtes de microrganismos mesofilos, o
qua iniciou-se durante a maturacdo. A populagdo média desse grupo de
microrganismos ao 90° dia foi de 4,74 +0,62 log UFC/g. Estas variacOes foram
significativas (p<0,05), observando-se uma diferenca entre a producéo T1 e a T4
(tabela 4).

A tabela 5 mostra a populacdo média de Staphylococcus spp. tendo uma
contagem de 5,54 +0,53 log UFC/g presente na matéria-prima nas quatro produgoes,
também ilustrada na figura 5a. Com a adicéo de culturas starter, as quais também
continham Saphylococcus spp. ndo patogénicos, houve um aumento médio entre 2 a
3 ciclos log, observados ao 2° dia de maturagdo. Assim, as populacdes médias de
Staphylococcus spp. obtidas para as produgdes T1, T2, T3 e T4 foram de 8,02 +0,25
log UFC/g ao 2° dia de maturagéo. Ao 20° dia, observou-se uma reducdo de cerca de
0,5 a1 ciclo log, independentemente da cultura empregada e da adicdo ou ndo de sais
de cura

A contagem de S aureus presente na matéria-prima empregada foi de 2,23
10,21 log UFC/g, conforme apresentado na figura 5b e tabela 5. Com excecéo da
producdo T2 (populacéo de cerca de 2,00 log UFC/g), contagens de Staphylococcus
aureus ndo foram detectadas ap0s 0 2° dia de maturagao nas producbes T1, T3 e T4.

Nafigura 5a, observa-se que, apesar do aumento da contagem microbiana ao
2° dia de maturacéo (relacionado ao indculo de culturas starter), e reducdo a partir
deste periodo, a populagdo de Saphylococcus spp. ndo foi estatisticamente
significativa (p>0,05) entre as diferentes producdes avaliadas nesta etapa.

Ao 30° dia (vida-de-prateleira), a contagem media de Saphylococcus spp.
para as producdes adicionadas de 2 e 3 tipos de culturas foi de 6,76 +0,15 log UFC/g
para as producdes T1, T2, T3 e T4. Independentemente de terem sido adicionados 2
ou 3 tipos de culturas starter nas producdes ao inicio do processamento, durante a
vida-de-prateleira ocorreu uma equiparacao das populagdes de microrganismos por
grama de produto elaborado. Ao final da vida-de-prateleira, populactes microbianas
médias de 4,55 log UFC/g para T1 e T2 e de 3,12 log UFC/g para T3 e T4 foram

observadas. Para os tratamentos privados de sais de cura (T3 e T4) a reducéo da
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populacéo de Staphylococcus spp. foi de cerca de 4,00 log UFC/g, enquanto que, nas
producdes com sa de cura (T1 e T2) houve uma reducéo de aproximadamente 2

cicloslog.

Tabela 5 - Média, desvio padréo e valores D das populagbes de Staphylococcus spp
e Staphyl ococcus aureus obtidos durante o periodo de maturacéo e vida-de-prateleira
de salames tipo Italiano processados com a adicdo de culturas starter (T1, T2, T3 e
T4) ecomaadicdo (T1eT2) oundo desaisdecura (T3 eT4).

Etapa Tempo (dias) M édia das populacgGes (log UFC/g)
StT1 StT2 SIT3 StT4  Media' DP
MP 0 5,21 5,01 6,17 5,77 5,54 0,53
S 2 811 79 829 771 802 025
MT 10 7,51 7.71 7,38 75 7,53 0,14
20 6,81 7,28 7,12 6,99 7,05 0,20
M édia’ 7,48 7,65 7,607 7,40°
S 30 666 681 663 695 6,76 015
40 6,08 6,33 6,37 6,54 6,33 0,19
50 5,58 56 5,62 6,01 5,70 0,21
VP 60 52 4,94 4,95 5,60 5,17 0,31
70 4,98 4,78 4,59 4,90 481 0,17
80 484 451 4,06 424 4.41 0,34
90 4.6 45 32 3,03 383 0,83
M édia’ 5,42% 5,352 5,06 5,322
Valor D* (dias) 26 21 19 23
SaTl SaT2 SaT3 SaT4  Média' DP
MP 0 2,13 2,32 2,48 2,00 2,23 0,21
MT 2 nd 2000 nd  nd nc  nc

MP- matéria-prima; MT- maturagdo; VP- vida-de-prateleira; St- Saphylococcus spp.; Sa-
Saphylococcus aureus; DP- desvio padrdo; nd- ndo detectado, nc- ndo calculado. 1- média entre os
tratamentos estudados (T1, T2, T3 e T4); 2- médias das miltiplas andlises correspondentes ao periodo
de maturacéo de cada tratamento (dias 2, 10 e 20); 3- médias das miltiplas andlises correspondentes a
vida-de-prateleira de cada tratamento (30° ao 90° dia); 4- Céalculo do valor D correspondente aos
resultados obtidos durante a maturacdo e vida-de-prateleira. Letras coincidentes indicam valores
estatisticamente iguais (p>0,05).

Observa-se na tabela 5 que as producdes T3 e T2 foram as que reduziram
mais rapidamente a populacéo de Staphylococcus spp. durante o periodo de estudo,
ou sgja, areducdo de 1 ciclo log foi a cada 19 e 21dias. Para as producbes T1 e T4
esta reducdo foi a cada 26 e 23 dias, respectivamente.
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A variacdo da populacdo de Staphylococcus spp. para as diferentes producdes
durante a vida-de-prateleira ndo foi considerada estatisticamente distinta (p>0,05)
durante a maturagédo e vida-de-prateleira, apesar de ter sido observada uma reducéo
microbiana maior para T3 e T4 (ambas sem sais de cura), particularmente a partir do
70° dia

Nas figuras 6a e 6b estdo apresentados os valores médios de pH e de
atividade de agua durante o periodo de maturacdo e vida-de-prateleira dos salames
T1, T2, T3 e T4. A atividade de &gua dos referidos tratamentos alcangou os valores
esperados e tipicos de salame tipo Italiano ao 20° dia, bem como o pH, tendo sido,
em média, de 0,84 e de 4,73, respectivamente. Conforme pode ser constatado na
tabela 6, o valor médio de pH foi de 6,41 +0,09 no inicio do processamento,
reduzindo para 4,73 +0,17 ao 20° dia de maturagéo. Ja a atividade de agua, que no
inicio do processo foi de 0,96, reduziu para um valor médio de 0,84 £0,01 ao 20° dia.

As variagbes de pH e de atividade de &gua entre as quatro producdes durante
0 periodo de maturacdo ndo foram estatisticamente significativas (p>0,05), porém
foram de extrema importancia para o controle de determinados microrganismos, bem
como a obtengdo das caracteristicas organolépticas proprias do salame tipo Italiano.
O valor médio do pH observado ao 30° dia foi de 4,67 £0,22 para as producdes T1,
T2, T3 e T4. Vaores maiores de pH foram verificados para a produgdo T2
(produzido com sais de cura). Através da andlise estatistica verificou-se uma
diferenca significativa (p<0,05) entre as formulacfes. Entretanto, a figura 6a mostra
que, apesar desta diferenca ter sido notével entre o 50° e o 70° dia, os valores de pH
final das referidas formulagOes apresentaram-se semel hantes.

A atividade de &gua, que também é considerada uma importante barreira para
0 controle microbiolégico em produtos carneos, atingiu valores minimos 40 dias
apo6s o processamento (0,82) e pouco variou no periodo subsequiente de vida-de-
prateleira (figura 6b). A andlise estatistica detectou uma diferenca significativa entre
as formulagdes com sal de cura (T1 e T2) e aguelas privadas de sais de cura (T3 e
T4) (p<0,05), apesar desta diferenca ter sido apenas de cerca de 0,01 (tabela 6,
figura 6b).



40

Tabela 6 — Vaores médios de pH e atividade de &gua e desvio padréo obtidos

durante o0 periodo de maturacdo e vida-de-prateleira de salames tipo Italiano

processados com a adicdo de culturas starter (T1, T2, T3e T4) ecomaadicdo (Tl e

T2) oundo desaisdecura(T3 e T4).

Etapa Tempo (dias)

pHT1

pHT3

Valores médios obtidos
PHT2

pHT4

M édia*

DP

VP

M édia®

DP

VP

M édia®

0,81
0,81°

0,81
0,81°

0,82
0,82°

MP- matéria-prima; MT- maturagdo; VP- vida-de-prateleira; Aa- atividade de agua; DP- desvio
padrdo. 1- média entre os tratamentos estudados (T1, T2, T3 e T4); 2- médias das multiplas analises
correspondentes ao periodo de maturagdo de cada tratamento (dias 2, 10 e 20); 3- médias das
multiplas analises correspondentes a vida-de-prateleira de cada tratamento (30° ao 90° dia). Letras
coincidentes indicam valores estatisticamente iguais (p>0,05).
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Figura 3 - Populacbes médias de coliformes, de Escherichia coli, de bolores e
leveduras em salames tipo Italiano com (T1 e T2) e sem adicéo de saisde cura (T3 e
T4), com 2 (T1 e T3) e 3 tipos (T2 e T4) de culturas starter durante a maturagcdo e

vida-de-prateleira.
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Figura 4 — Populactes médias de bactérias |&ticas e de microrganismos mesofilos
em salames tipo Italiano com (T1 e T2) e sem adi¢éo de sais de cura (T3 e T4), com
2(T1eT3) e3tipos (T2 e T4) de culturas starter durante a maturacéo e vida-de-
prateleira
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Figura 5- Populagbes médias de Saphylococcus spp. e de Saphylococcus aureus em
salames tipo Italiano com (T1 e T2) e sem adi¢cdo de sais de cura (T3 e T4), com 2
(T1 e T3) e 3 tipos (T2 e T4) de culturas starter durante a maturagdo e vida-de-

prateleira.
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Figura 6 - Vaores médios de pH e de atividade de dgua em salames tipo Italiano
com (TleT2) esemadicdo desaisdecura(T3eT4),com2(T1eT3) e3tipos(T2e
T4) de culturas starter durante a maturagédo e vida-de-prateleira.
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2- Caracteristicas de salames tipo Italiano preparados com (T6, T9) e sem (T5,
T8) adicéo de 2 tipos de culturas starter, com (T5, T6) e sem (T8, T9) adicdo de
saisde cura, artificialmente contaminados com S. aureus (ATCC 25923).

Durante a producéo dos salames tipo Italiano, os salames T5 e T8 foram
preparados como controle. Os referidos salames foram privados de culturas starter e
artificialmente contaminados com uma populagdo média de 5,63 +0,08 log UFC/g de
Staphylococcus aureus ATCC 25923. Ao lote T5 foram adicionados todos os
ingredientes com excecdo das culturas starter. Ja o lote T8, dém de ndo ter sido
adicionadas culturas starter, também foi privado de sais de cura (tabela 2).

Nas tabelas 7, 8, 9 e 10 foram apresentados os resultados referentes as
populacbes microbianas, pH e atividade de dgua determinadas para as produgdes T5,
T6, T8 e T9. O objetivo da comparagdo entre estas producdes foi verificar a
influéncia da presenca de 2 tipos de culturas starter frente as producdes privadas das
mesmas, bem como evidenciar a permanéncia do microrganismos Staphylococcus
aureus (ATCC25923) durante o periodo de maturacéo e vida-de-prateleira.

Conforme mostram a tabela 7 e a figura 7, as produgbes T5, T6, T8 e T9
apresentaram uma populagdo média de coliformes totais na matéria-prima de 5,03
10,70 log UFC/g. A populacdo inicial de Escherichia coli foi de 2,54 +0,30 log
UFC/g. Ao 2° dia de maturagdo, houve uma reducdo da populacdo desses
microrganismos, diminuicdo esta mais acentuada para as formulagbes T8 e T9
(ambas privadas de sais cura), no caso das populagbes de coliformes totais e E. cali,
respectivamente. Ao final do periodo de maturacdo (20° dia) a populagdo de
coliformes foi de 1,56 +0,16 log UFC/g. No caso das producfes T8 e T9, somente
observou-se a presenca de coliformes totais até o 10° dia, tendo sido de 1,21 log
UFC/g e de 3,04 log UFC/g, respectivamente.

Observou-se uma populagdo média de Escherichia coli ao 2° dia de 2,05 e
1,88 log UFC/g para T5 e T6 e de 1,19 e 1,28 log UFC/g para T8 e T9,
respectivamente, sendo esse microrganismo detectado até o 10° dia com uma
populacdo média de 1,01 +0,02 log UFC/g (figuras 7a e 7b), valores estes
extremamente proximos do limite de deteccdo da metodologia de contagem

empregada.
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Tabela 7 - Média, desvio padréo e valores D das populacdes de coliformes totais,
Escherichia coli e bolores e leveduras obtidos durante o periodo de maturagdo e
vida-de-prateleira de salames tipo Italiano processados com a adi¢do de culturas
starter (T5, T6, T8 e T9) e com aadicéo (T5, T6) ou ndo (T8,T9) de sais de cura.

Etapa Tempo (dias) M édia das populaces (log UFC/qg)

CoT5  CoT6 CoT8  CoT9 Média DP
MP 0 5,55 4,95 5,54 4,07 5,03 0,70
S 2 402 346 283 369 350 050
MT 10 2,91 2,96 1,21 3,04 2,53 0,88

20 1,67 1,45 nd Nd 1,56 0,16

M édia’? 287  262%* 2,022 3,36

EcT5 EcT6 EcT8 EcT9 Média DP
MP 0 2,32 2,27 2,90 2,67 2,54 0,30
o 2 205 18 119 128 160 | 043
MT 10 1,00 1,04 1,00 1,00 1,01 0,02
M édia’? 1,522 1,46 1,10° 1,14

BLT5 BLT6 BLT8 BLT9 Média DP
MP 0 4,30 4,47 4,46 4,55 4.45 0,10
S 2 421 314 418 433 398 056
MT 10 2,98 2,72 3,56 3,57 321 0,43

20 2,63 2,68 1,23 2,42 2,24 0,68

Media® 320" 285 299  3a®
VP 30 1,11 1,33 1,16 nd 1,20 0,12
M édia’ 1,112 1,33° 1,16 nd
Valor D* (dias) 10 15 15 09

MP- matéria-prima; MT- maturacdo; VP- vida-de-prateleira; Co- coliformes totais;, Ec- Escherichia
coli; BL- bolores e leveduras; DP- desvio padréo; nd- ndo detectado. 1- média entre os tratamentos
estudados (T5, T6, T8 e T9); 2- médias das muiltiplas andlises correspondentes ao periodo de
maturacdo de cada tratamento (dias 2, 10 e 20); 3- médias das multiplas andlises correspondentes a
vida-de-prateleira de cada tratamento (30° dia); 4- Calculo do valor D correspondente aos resultados
obtidos durante a maturac&o e vida-de-prateleira. Letras coincidentes indicam valores estatisticamente
iguais (p>0,05).

N&o foram observadas diferencas significativas (p>0,05) entre as diferentes
formulagdes estudadas nesta etapa quanto as populagdes de E. coli. Com relagéo as
populacbes de coliformes totais, a formulacdo T8 revelou-se estatisticamente
diferente (p<0,05) apenas em relacdo a T9 (tabela 7).

Verificou-se nas producdes T5, T6, T8 e T9 a presenca de bolores e leveduras

na matéria-prima com uma populacdo média de 4,45 +0,10 log UFC/g. Ao 20° dia
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observou-se uma reducdo de aproximadamente 2 ciclos log, com excecdo da
producdo T8, que reduziu aproximadamente 3 ciclos log, conforme ilustrado na
figura 7c. Ao 10° diafoi detectada uma populagdo média de 3,21 +0,43 log UFC/qg,
reduzindo ao 20° dia para 2,24 +0,68 log UFC/g. Ao 30° dia, dia este que ja
correspondia a vida-de-prateleira, foi detectada uma populacdo média de bolores e
leveduras de 1,20 +0,12 log UFC/g, com exce¢do da producao T9, para a qual esses
microrganismos ndo foram detectados nesse periodo. Observa-se na tabela 7 que,
durante o periodo de estudo, areducéo de 1 ciclo log de bolores e leveduras (vaor D)
paraas producbes TS5, T6, T8 e T9 foi acada 10, 15, 15 e 09 dias, respectivamente.

De acordo com a tabela 8 e figuras 8a e 8b, verificou-se que a populagéo
inicial de bactérias laticas e microrganismos mesofilos presentes na matéria-prima
para as produgdes T5, T6, T8 e T9 corresponderam a 5,32 £0,17 log UFC/g e a 7,17
10,16 log UFC/g, respectivamente. Apds a adicdo de culturas starter, ocorreu um
aumento médio de bactérias léticas nos referidos salames de aproximadamente 3
cicloslog e de 1 ciclo log para microrganismos mesofilos ao 2° dia de maturagéo.

Ao término do periodo de maturagdo, a populagdo de microrganismos
mesofilos e de bactérias laticas praticamente ndo variou em comparacdo ao 2° dia
Ao término do periodo de maturacéo, a populagdo microbiana média nas producdes
foi de 8,59 +0,08 log UFC/g, para bactérias laticas, e de 7,73 £0,30 log UFC/g, para
0S microrganismos mesofilos.

Ndo foram detectadas diferencas significativas (p>0,05) com relacdo a
variagdo das populactes de bolores e leveduras, bactérias |&ticas e mestfilas para as
formulagbes T5, T6, T8 e T9 durante o periodo de maturacéo.
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Tabela 8 - Média, desvio padréo e valores D das populagdes de microrganismo
mesofilos e bactérias laticas obtidos durante o periodo de maturacdo e vida-de-
prateleira de salames tipo Italiano processados com a adicéo de culturas starter (T5,
T6, T8 eT9) ecomaadicéo (T5, T6) oundo (T8,T9) de sais de cura

Etapa Tempo (dias) M édia das populacdes (log UFC/qg)
MsT5 MsT6  MsT8  MsT9 Média DP

MP 0 7.21 7,01 7,37 7,07 7,17 0,16
S 2 843 805 81 826 821 | 017
MT 10 7,89 7,93 7,99 8,21 8,01 0,14

20 7,45 8,14 7.6 7,73 7.73 0,30
Media® 792 804 | 780° 80T

30 6,73 7,46 7,58 7,44 7,30 0,39

40 6,67 713 6,34 5,96 6,53 0,50

50 6,31 6,64 5,67 5,66 6,07 0,49
VP 60 6,14 6,13 5,59 5,73 5,90 0,28

70 5,47 5,56 5,24 5,68 5,49 0,19

80 4,88 5,27 5,13 5,38 5,17 0,22

90 4,37 5,08 4,95 5,20 4,90 0,37
M édia’ 5,80 6,18 5,79% 5,86
Valor D* (dias) 23 27 24 25

LabT5 LabT6 LabT8 LabT9 Média DP

MP 0 5,18 5,56 5,23 5,31 5,32 0,17
S 2 88 896 815 793 848 051
MT 10 8,6 8,86 8,69 8,49 8,66 0,16

20 8,48 8,59 8,66 8,62 8,59 0,08
Media® 865" 880" 850" 8%

30 8,29 8,52 8,65 7,88 8,34 0,34

40 7,40 7,80 7,76 7,08 7,51 0,34

50 7,10 7,40 7,45 7,07 7,26 0,20
VP 60 7,10 712 7,16 6,16 6,89 0,48

70 6,82 6,48 6,78 6,07 6,54 0,35

80 6,26 5,55 5,82 5,38 5,75 0,38

90 5,73 5,41 5,42 4,19 5,19 0,68
M édia’ 6,96 6,89° 7,00° 6,15
Valor D* (dias) 29 23 26 23

MP- matéria-prima; MT- maturagdo; VP- vida-de-prateleira;, Ms- microrganismo mesofilos; Lab-
bactérias laticas; DP- desvio padrdo. 1- média entre os tratamentos estudados (T5, T6, T8 e T9); 2-
meédias das multiplas andlises correspondentes ao periodo de maturagéo de cada tratamento (dias 2, 10
e 20); 3- médias das miltiplas andlises correspondentes a vida-de-prateleira de cada tratamento (30°
ao 90°dia); 4- Calculo do valor D correspondente aos resultados obtidos durante a maturagéo e vida-
de-prateleira. Letras coincidentes indicam val ores estatisticamente iguais (p>0,05).
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Observa-se natabela 8 que, durante o periodo de estudo, nas produgdes sem
adicdo de culturas starter (T5 e T8) a reducdo de 1 ciclo log para microrganismos
mesofilos (vaor D) foi a cada 23 e 24 dias, tendo sido de 29 e 26 dias para bactérias
|&ticas, enquanto que nas adicionadas de 2 tipos de culturas starter (T9 e T6) o valor
D calculado foi a cada 25 e 27 dias para os microrganismos mesofilos e 23 dias para
ambas as producdes quanto a reducéo de bactérias | aticas.

A tabela 9 e afigura 9 mostram que a populagdo inicial de Staphylococcus
spp. na matéria-prima foi de 3,44 +0,19 log UFC/g. Ao 2° dia de maturagdo esta
populacéo variou de 5,54 log UFC/g (T9) a 6,92 log UFC/g (T6), sendo ao 2° dia
detectado uma populacéo média de 6,34 +0,63, reduzindo ao 20° dia para 5,54 +0,53
log UFC/qg.

As diferencas obtidas para Staphylococcus spp. foram estatisticamente
significativas durante o periodo de maturacdo. As producdes T5 e T6 (adicionadas de
sais de cura) tiveram resultados semelhantes entre si, porém diferenciaram-se das
producbes T8 e T9 (privadas de sais de curd) as quais também revelaram-se
diferentes (p<0,05) entre s (figura 9a), resultado este diferente do esperado,
levando-se em conta a adicdo (T6,T9) ou ndo (T5,T8) de culturas starter contendo
Saphylococcus spp.

Observou-se que nas producgdes privadas de sais de cura (T8 e T9), a redugédo
de S aureus foi bem mais expressiva do que nas demais ja durante o periodo de
maturacdo, diferenca esta detectada como significativa entre a formulagéo T9 e as
formulacbes T5 e T6 (p<0,05). Ao término do periodo de maturacéo, o patdégeno
inoculado a mistura no inicio do processamento permaneceu com uma popul agcdo
meédiade 5,42 £0,83 log UFC/g ao 2° dia, reduzindo para 4,66 +0,88 ao 20° dia.
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Tabela 9 — Média, desvio padréo e valores D das populacdes de Staphyl ococcus spp
e Staphyl ococcus aureus obtidos durante o periodo de maturacéo e vida-de-prateleira
de salames tipo Italiano processados com a adi¢cdo de culturas starter (T5, T6, T8 e
T9) ecom aadicéo (T5, T6) ou ndo (T8,T9) de sais de cura.

Etapa Tempo(dias) M édia das populacdes (log UFC/qg)
StT5 StT6 StT8 StT9 Média' DP
MP 0 333 328 3,45 371 344 0,19
"""""""""" 2 615 692 674 554 634 063
MT 10 6,09 6,31 5,55 5,34 5,82 0,45
20 5,81 6,1 49 5,35 5,54 0,53
Media® 802" 64 57T sA ]
30 5,13 5,56 451 4,64 4,96 0,48
40 473 5,93 4,26 473 4,91 0,71
50 3,57 5,59 3,65 4,60 4,35 0,95
VP 60 2,45 5,24 2,56 4,55 3,70 1,41
70 2,21 4,82 nd 3,99 3,67 1,33
80 nd 4,64 nd 311 3,88 1,08
90 nd 4,34 nd 2,97 3,66 0,97
M édia’ 3,612 5,16’ 3,812 4,08
Valor D* (dias) 14 38 16 34
SaT5 SaT6 SaT8 SaT9  Médiat DP
MP 0 2,44 2,10 2,15 2,20 2,22 0,15
oo 563 554 573 561 563 008
2 6,52 5,6 4,66 491 5,42 0,83
MT 10 5,7 5,3 4,67 38 4,87 0,83
20 5,3 5,35 4,52 3,48 4,66 0,88
Media® 584° | 5AZ 4B 406° ]
30 5,26 4,92 343 2,69 4,08 1,22
40 5,13 4,72 3,18 2,68 393 1,18
50 4,96 4,39 2,87 nd 4,07 1,08
VP 60 4,88 4,39 2,22 nd 383 1,42
70 4,62 4,21 nd nd 4,42 0,29
80 4,63 4,00 nd nd 4,32 0,45
90 3,69 3,70 nd nd 3,70 0,01
M édia’ 4,74° 433 2,92 2,68
Valor D* (dias) 69 48 21 16

MP- matéria-prima; MT- maturagdo; VP- vida-de-prateleira; St- Saphylococcus spp.; Sa
Saphylococcus aureus; DP- desvio padrdo; nd- ndo detectado. 1- média entre os tratamentos
estudados (T5, T6, T8 e T9); 2- médias das mulitiplas andlises correspondentes ao periodo de
maturacdo de cada tratamento (dias 2, 10 e 20); 3- médias das multiplas andlises correspondentes a
vida-de-prateleira de cada tratamento (30° ao 90°dia); 4- Célculo do valor D correspondente aos
resultados obtidos durante a maturacdo e vida-de-prateleira. Letras coincidentes indicam valores
estatisticamente iguais (p>0,05).
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Conforme mencionado anteriormente, os salames T6 e T9 foram processados
com a adicdo das culturas starter contendo bactérias do género Staphylococcus spp.
(FF-1 e SL). Tanto os salames T6 e T9 como os salames T5 e T8 (controle), foram
artificialmente contaminados com Staphylococcus aureus, em niveis de inoculagdo
de cerca de 5,63 +0,08 log UFC/g. Deve ser novamente sadlientado que a
quantificacéo da populacéo de Staphylococcus spp. foi efetuada excluindo-se as
colénias confirmadas como sendo de S aureus. Sendo assim, a populacdo de
Staphylococcus spp. incluiu tanto os Staphylococcus spp. autéctones da carne quanto
aguel es integrantes das culturas starter.

Assim, relativo ao periodo de maturacdo, observou-se que, para bolores e
leveduras, Escherichia coli, bactérias |éticas, microrganismos mesofilos bem como a
atividade de agua, essas diferencas ndo foram considerados estatisticamente
significativas (p>0,05), apesar das figuras 7c, 7b, 8a, 8b e 10b evidenciarem uma
reducdo quanto aos valores dos mesmos durante o periodo de maturagdo. Entretanto,
observou-se que as diferencas obtidas para coliformes totais, Staphylococcus spp.,
Saphylococcus aureus e pH entre as formulagdes T5, T6, T8 e T9 foram
estatisticamente significativas (p<0,05), conforme apresentados nas figuras 7a, 9a,
9b e 10a.

Durante a vida-de-prateleira, a populacéo de Saphylococcus spp. (figura 9a),
microrganismos adicionados as producdes T6 e T9, revelaram uma populagdo média
ao 30° dia de 4,96 +0,48 log UFC/g. Para as producbes T5 e T8 foram obtidas
populacbes de Staphylococcus spp. até o 70° e 60° dia (2,21 e 2,56 log UFC/g, em
média). Para as demais producdes, ao 90° dia verificou-se uma populacdo média de
Staphylococcus spp. de 3,66 £0,97 log UFC/g.

Para Staphylococcus spp. a0 longo do periodo correspondente a vida-de-
prateleira, somente a producdo T6 (adicionada de sais de cura e 2 tipos de culturas
starter) foi estatisticamente diferente das demais devido a ata populagdo microbiana
a partir do 40° dia até o 90° dia (em média 4,34 log UFC/g ao 90° dia). Nota-se que
quanto as produgdes T5, T8 (sem adicdo sais de cura) e T9 (sem de sais de cura e
com adicéo de 2 tipos de culturas starter), apesar de terem sido obtidas popul agoes
até o 70°, 60° e 90° dia e do perfil da curva das producdes T9 ter se revelado distinto
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das demais (figura 9), a média da reducdo microbiana ndo foi considerada
estati sticamente diferente (p>0,05).

Apesar do pH caracteristico que normalmente reduz a populacdo de
Staphylococcus aureus, ou sgja, em torno de 5,3, verificou-se que na producéo T9 o
patdgeno inoculado (Staphylococcus aureus) foi detectado até o 40° dia, a uma
populacéo meédia de 2,68 log UFC/g. Para a producdo T8, observou-se a presenca do
patdogeno até o 60° dia, reduzindo-se para 2,22 log UFC/g nesse periodo de
amostragem. Para as producBes T5 e T6 o patdgeno inoculado esteve presente
durante toda a vida-de-prateleira, com uma populacdo média ao 30° dia de 5,26 (T5)
e de 4,92 (T6) UFC/g, reduzindo apenas cerca de 1,50 ciclos log até o final da vida
de-prateleira. Ao 90° dia, detectou-se uma populagdo média de 3,70 +0,01 log
UFC/g.

As diferencas relatadas acima, visiveis na figura 9, foram significativas
(p<0,05). Assim, as producgdes privadas de sais de cura (T8 e T9) ndo se
diferenciaram entre si e sim das producdes T5 e T6, as quais também se revelaram
distintas quanto ao comportamento de S. aureus (p<0,05). Esta homogeneidade das
producdes T8 e T9 foi evidenciada pela redugdo, ou mesmo eliminacdo, do patdgeno
antes do término do suposto periodo de armazenamento. Desta forma, pode-se
concluir que as producdes privadas de sais de cura (com ou sem adicéo de culturas
starter) tiveram melhores resultados quanto a reducdo da populagdo de
Saphylococcus aureus inoculadas a mistura no inicio do processamento. Porém os
quatro tratamentos ndo foram eficientes por permitirem que o patdgeno sobrevivesse
durante toda ou parte da vida-de-prateleira, promovendo perigos a salde do
consumidor.

Observa-se natabela 9 que, durante o periodo de estudo, areducéo de 1 ciclo
log de Staphylococcus spp. nas producdes controle T5 e T8 (valor D) foi acada 14 e
16 dias, enquanto que, nas producdes adicionadas de 2 tipos de culturas starter (T6 e
T9) foi a cada 38 e 34 dias, diferenca esta relacionada a ndo adicdo de culturas
starter compostas de S. pentosus e S. xylosus nas formulacdes controle (T5 e T8).
Para Staphylococcus aureus, as produgdes privadas de sais de cura eliminaram mais
rapi damente o patdgeno inoculado, tendo reduzido nesse caso 1 ciclo log acada 21 e
16 dias (T8 e T9), comparado a 69 e 48 dias no caso das producdes T5 e T6.
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Tabela 10 — Valores médio de pH e atividade de agua e desvio padréo obtidos
durante o0 periodo de maturacdo e vida-de-prateleira de salames tipo Italiano
processados com a adicdo de culturas starter (T5, T6, T8 e T9) e com a adicdo (T5,
T6) ou ndo (T8, T9) de saisde cura

Etapa Tempo (dias) Valores médios obtidos
PHT5 pHT6 pHT8 pHT9 Média DP
MP 0 6,74 6,97 6,76 6,43 6,73 0,22
S 2 55 548 539 531 544 011
MP 10 5,24 5,28 4,80 4,46 4,95 0,39
20 4,93 4,83 4,80 4,49 476 0,19
Media® 524 5200 800" 4TS .
30 5,19 4,93 4,73 4,57 4,86 0,27
40 5,01 5,03 4,58 4,60 481 0,25
50 5,00 5,13 4,96 479 4,97 0,14
VP 60 5,06 521 5,01 4,87 5,04 0,14
70 5,17 5,35 5,17 5,10 5,20 0,11
80 5,35 5,47 5,15 4,96 5,23 0,22
90 5,29 5,55 5,18 4,98 5,25 0,24
M édia’ 5,15 5,25° 4,97 4,80
AaT5 AaT6 Aar8 AaT9 Média DP
MP 0 0,96 0,97 0,96 0,95 0,96 0,01
S 2 094 094 094 094 ¢ 094 000
MT 10 0,91 0,91 0,91 0,9 0,91 0,01
20 0,84 0,84 0,83 0,81 0,83 0,01
M édia’ 0,90% 0,90° 0,90% 0,89°
S 30 082 083 08 08 082 000
40 0,82 0,82 0,81 0,81 0,82 0,01
50 0,82 0,82 0,81 0,81 0,82 0,01
VP 60 0,82 0,82 0,81 0,81 0,82 0,01
70 0,82 0,82 0,81 0,80 0,81 0,01
80 0,82 0,82 0,81 0,80 0,81 0,01
90 0,82 0,82 0,81 0,80 0,81 0,01
M édia® 0,82° 0,82° 0,82° 0,80°

MP- matéria-prima; MT- maturagdo; VP- vida-de-prateleira; Aa- atividade de agua; DP- desvio
padrdo. 1- média entre os tratamentos estudados (T5, T6, T8 e T9); 2- médias das multiplas analises
correspondentes ao periodo de maturagdo de cada tratamento (dias 2, 10 e 20); 3- médias das
multiplas andlises correspondentes a vida-de-prateleira de cada tratamento (30° ao 90°dia). Letras
coincidentes indicam valores estatisticamente iguais (p>0,05).

Nasfiguras 10a, 10b e tabela 10 foram apresentadas as variacoes de pH e de
atividade de agua das producbes T5, T6, T8 e T9. Os valores médios para as



respectivas matérias-primas foram de 6,73 0,22 e de 0,96 + 0,01 para 0 pH e a
atividade de agua, respectivamente. Ao final do periodo de maturacdo (20° dia) os
valores de pH foram de 4,76 +0,19, enquanto que, a atividade de &gua foi de 0,83
10,01, sendo que a reducéo do pH do 2° ao 10° dia foi mais acentuada para os
salames sem sal de cura (T8 e T9). Estatisticamente, a diferenca de pH entre as
formulacdes foi significativa (p<0,05) sendo essa reducdo maior para a producédo T9.
Observou-se ainda que os valores de pH das producbes T5, T6 e T8 foram
considerados homogéneos, assim como para as produgdes T8 e T9 (privadas de sais
de cura) ao longo do periodo de maturac&o.

A variagdo de pH foi importante para que o produto alcancasse as
caracteristicas préprias, bem como para garantir a sua seguranga, juntamente com a
baixa atividade de &gua, préprios do salame tipo Italiano. A reducéo da popul agéo de
S aureus € importante, pois este microrganismo € 0 que resiste, apesar das
caracteristicas fisico-quimicas do salame tipo Italiano, podendo no inicio do processo
de maturacdo atingir elevadas populacgbes, tornando o produto invidvel para o
consumo. Apesar dos produtos terem acangado o pH e a atividade de &gua
desgiavels, 0s mesmos ndo foram suficientes para que o patégeno inoculado tivesse
sido totalmente eliminado, independentemente da adi¢céo ou ndo de sais de cura e de
culturas starter. Apesar da reducéo da atividade de agua ndo ter sido significativa o
valor obtido é caracteristico do produto, ou sgja, 0,83 + 0,01 ao final do periodo de
maturacao.

Durante avida-de-prateleira dos salames T5, T6, T8 e T9, a atividade de agua
manteve-se constante, conforme apresentado nafigura 10. Nas producdes estudadas
o valor médio observado ao 30° diafoi de 0,82 + 0,01, assim permanecendo até o 90°
dia. Em relacdo ao pH, observou-se um aumento, sendo verificado ao 30° dia um
valor médio entre as producdes de 4,86 +0,27 observando-se que ao 90° dia este
valor foi de 5,25 +0,24. Assim sendo, o pH das formulagcdes T9 e T8 (sem sa de
cura) foi significativamente inferior (p<0,05) ao pH das formulagdes T5 e T6 (com
sal de cura). Pode-se dizer que para os salames dos quais ndo foi feita a adicéo de
sais de cura, obteve-se um pH menos propicio ao desenvolvimento de patégenos.
Esse fato foi evidenciado com relacdo a populacgéo de S. aureus.
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A formulagdo T9 (com tipos 2 culturas starter, sem a adicdo de sal de cura),
tendo em vista a maior reducdo de pH durante a maturacéo e vida-de-prateleira, bem
como a atividade de &gua, ao longo da vida-de-prateleira, foi considerada
estatisticamente diferente quanto a presenca de S aureus e de bactérias |éticas
guando comparada as formulactes T5 e T6. A formulagdo T8 também se revelou
desfavorével a inibicdo de S aureus quando comparado as formulacdes T5 e T6.
Assim, dentre as formulagbes T5, T6, T8 e T9, a Ultima apresentou-se mais
favorével, embora ndo totalmente adequada & inibicdo de S aureus. Esse fato é
consequente da maior reducdo de pH com a maturacéo para essa formulacéo.

LUCKE (2000) descreveu que o predominio de bactérias |aticas é favorecido
pel as condic¢des anaerdbicas, aliada a presenca de sais de cura e agucares e pelo baixo
pH inicial da mistura. Segundo SCHILLINGER & LUCKE (1989), a formulagio e
as condi¢des de fermentagdo promovem a inibi¢do da multiplicacéo de patégenos em
varios tipos de embutidos fermentados. Assm, a reducdo do pH abaixo de 5,3
possibilitaria a inibicdo de Salmonella spp. e Staphylococcus aureus se o produto for
fermentado a uma temperatura acima de 18°C.

Analisando os produtos globalmente, observou-se que, independentemente da
adicdo ou ndo de sais de cura ou mesmo de culturas starter, ndo foi possivel
caracterizar claras diferencas no presente trabalho em relacdo as produgdes-controle,
diferentemente dos resultados obtidos por PINTO et al. (1998), que sugeriram a
possibilidade de inibicdo de S aureus por mecanismo competitivo, através da
utilizacdo de culturas starter. Esses autores demonstraram que as culturas iniciadoras
de Staphylococcus, embora ndo tenham apresentado a capacidade de producéo de
compostos ativos contra S. aureus, inibiram o desenvolvimento do pat6geno,
provavelmente por mecanismos competitivos, constituindo-se em um obstaculo

adicional capaz de contribuir na garantia de inocuidade do produto.
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Figura 7— PopulacBes médias de coliformes, de Escherichia coli e de bolores e
leveduras em salames tipo Italiano com (T5) e sem adicdo de sais de cura (T8), com
adicdo de 2 tipos culturas starter (T6 e T9) durante a maturacdo e vida-de-prateleira.
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Figura 8 - Populacdes médias de bactérias | &ticas e de microrganismos mesofilos em
salames tipo Italiano com (T5) e sem adi¢do de sais de cura (T8), com adicéo de 2
tipos de culturas starter (T6 e T9) durante maturacéo e vida-de-prateleira.



58

9a

8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00 °
2,00
1,00

Log (UFC/g)

100

Tempo (dias)

——8T5 —m—89T7T6 ST8 ST9

9b

7,00
6,00

e
5,00 -

4,00 -

Log (UFC/g)

N

[=}

S
Se

=
o
S

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

o

Tempo (dias)

—— SAT5 —W—ST6 ST 8 ST9

Figura 9 — Populacdes médias de Staphylococcus spp. e de Staphyl ococcus aureus®
em salames tipo Italiano com (T5) e sem adicdo de sais de cura (T8), com adi¢do de

2 tipos de culturas starter (T6 e T9) durante maturacéo e vida-de-prateleira.
* indculo de 5,63 £0,08 log UFC/g
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Figura 10- Vaores médios de pH e de atividade de agua em salames tipo Italiano
com (T5) e sem adicdo de sais de cura (T8), com adicdo de 2 tipos de culturas starter
(T6 e T9) durante maturagéo e vida-de-prateleira
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3 - Caracteristicas de salamestipo Italiano preparados com (T7, T10) e sem (T5,
T8) adicdo de 3 tipos de culturas starter, com (T5, T7) e sem (T8, T10) adicdo de
saisde cura, artificialmente contaminados com S. aureus (ATCC 25923).

Os salames T7 e T10 foram preparadas com a adicdo de 3 tipos de culturas
starter e artificialmente contaminadas com Staphylococcus aureus, sendo o lote T7
adicionado e o T10 sem adicdo de sais de cura. As producbes T5 e T8 foram
preparadas como lotes controle, ou sgja, nas mesmas condic¢des, porém privadas de
culturas starter.

Nas tabelas 11, 12, 13 e 14 foram apresentados os resultados comparativos
das populagcdes microbianas, pH e atividade de agua entre as producbes T5, T7, T8 e
T10.

Conforme apresentado nas figuras 11a e 11b e na tabela 11, nas producgdes
T5, T7, T8 e T10 a populacdo meédia de coliformes totais na matéria-prima e depois
de preparado o produto, ou sgja, ao 2° dia de maturagdo, foi de 4,86 +1,09 e de 3,49
+0,50 log UFC/g. Escherichia coli nestas producdes apresentou uma populacdo de
2,46 £0,42 na matéria-prima e 1,48 0,41 log UFC/g ao 2° dia de maturagéo. Nas
producdes T8 e T10 foi verificada a presenca de coliformes até o 10° dia, numa
populacéo média de 1,21 e de 1,00 log UFC/g, assim como Escherichia coli para as
producles T5, T7 e T8. A partir deste periodo deixou de ser detectada a presenca
desses microrganismos durante o periodo de maturagdo, bem como na vida-de-
prateleira. Nas producdes T5 e T7 observou-se a presenca de coliformes ao 20° dia
de maturacdo, a uma populacéo media de 1,64 +0,05 log UFC/g.

Durante o inicio da maturacdo (2° dia), a populacdo media de bolores e
leveduras (figura 11c) foi de 4,06 £0,54 log UFC/g, reduzindo-se ao 20° dia em
meédia 2 ciclos log, sendo verificados populagdes microbianas médias de 1,85 +0,62
log UFC/g.

Conforme apresentado nas figura 11a, 11b e 11c, ao fina do periodo de
maturagdo e inicio da vida-de-prateleira ndo foram detectados coliformes totais e
Escherichia coli nas produgdes T5, T7, T8 e T10. Bolores e leveduras foram
detectados até o 30° dia numa populacdo meédia de cerca de 1,09 +0,08 log UFC/qg,
paraas producbes T5, T7 e T8.
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Tabela 11 — Média, desvio padréo e valores D das populacdes de coliformes totais,
Escherichia coli e bolores e leveduras obtidos durante o periodo de maturacéo e
vida-de-prateleira de salames tipo Italiano processados com a adi¢do de culturas
starter (T5, T7, T8 e T10) e com aadi¢do (T5, T7) ou ndo (T8, T10) de sais de cura.

Etapa Tempo(dias) M édia das populacdes (log UFC/qg)
CoT5  CoT7 CoT8 CoTi0 Media®  pp
MP 0 5,55 5,10 5,54 3,26 4,86 1,09
"""""""""" 2 402 369 28 341 349 050
MT 10 2,91 2,97 1,21 1,00 2,02 1,06
20 1,67 1,60 nd nd 1,64 0,05
M édia? 2,72 2,75 2,022 2,20°
EcT5 EcT7 EcT8  EcTi0 Média' DP
MP 0 2,32 1,93 2,90 2,67 2,46 0,42
MT """"""" 2 205 149 119 118 148 041
10 1,00 1,00 1,00 nd 1,00 0,00
M édia’? 1,53 1,25 1,10° 1,18
BLTS BLT7 BLT8 BLT10 Média DP
MP 0 4,30 4,47 4,46 4,55 4,45 0,10
"""""""""" 2 427 328 418 451 406 054
MT 10 2,98 2,73 3,56 3,66 3,23 0,45
20 2,63 1,51 1,23 2,04 1,85 0,62
Media® 329" 250° 299" 340" _
VP 30 1,11 1,00 1,16 nd 1,09 0,08
M édia’ 1,11 1,00 1,16° nd 1,09 0,08
Valor D* (dias) 10 12 09 07

MP- matéria-prima; MT- maturacdo; VP- vida-de-prateleira; Co- coliformes totais, Ec- Escherichia
coli; BL- bolores e leveduras, DP- desvio padrdo; nd- ndo detectado. 1- média entre os tratamentos
estudados (T5, T7, T8 e T10); 2- médias das multiplas andlises correspondentes ao periodo de
maturacdo de cada tratamento (dias 2, 10 e 20); 3- médias das multiplas andlises correspondentes a
vida-de-prateleira de cada tratamento (30° dia); 4- Célculo do valor D correspondente aos resultados
obtidos durante a maturacéo e vida-de-prateleira. Letras coincidentes indicam valores estatisticamente
iguais (p>0,05).

De acordo com a figura 11c, observou-se que a reducdo de bolores e
leveduras foi relativamente linear durante a maturacdo e vida-de-prateleira, ndo
sendo detectado bolores e leveduras na producéo T10 apos o periodo de maturacao.

Observa-se na tabela 11 que, durante o periodo de estudo, a reducéo de 1

ciclo log de bolores e leveduras para as producdes privadas de sais (T8 e T10) de
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cura correspondeu em 09 e 07 dias, enquanto gque as adicionadas de sais de cura (T5
eT7) ovaor D caculado correspondeu a 10 e 12 dias.

Foram detectadas popul agdes de microrganismos mesofilos e bactérias |&ticas
na matéria-prima de 7,10 +0,23 e de 5,32 +0,17 log UFC/g. Observou-se que ap 2°
dia uma populagdo média, conseqiiente a adicdo de culturas starter, de 8,03 £0,51 e
de 8,67 £0,36 log UFC/g, respectivamente. Ao término do periodo de maturagdo, ou
sgja, a0 20° dia, a populacdo obtida de microrganismos mesofilos reduziu-se em
aproximadamente 0,5 ciclo log, enquanto que bactérias |&ticas mantiveram-se com
um numero constante, conforme apresentados natabela 12 efigura 12.

Para os microrganismos mesofilos, as producbes T5, T8 e T10 ndo se
diferenciaram entre si, sendo somente a producdo T7 (adicionada de 3 tipos de
culturas starter) estatisticamente diferente (p<0,05) durante o periodo de maturacéo.
Ja a populacéo de bactérias |&ticas ndo diferiu significativamente (p>0,05) durante a
maturacao.

Apbs o 30° dia, a populacdo média de bactérias laticas e de microrganismos
mesofilos foi de 8,40 +0,17 log UFC/g e de 7,27 +0,50 log UFC/g, reduzindo-se
durante a vida-de-prateleiraem cercade 3 e 2,5 ciclos log. Posteriormente, iniciou-se
uma reducdo linear desta populagdo, com pequenas variagOes detectadas entre as
diferentes formulagdes a partir do 80° dia, observando-se ao 90° dia uma populacéo
de 5,22 +0,46 log UFC/g e 4,83 £0,32 log UFC/g de bactérias léticas e de
microrganismos mesofilos (figura 12a e 12b).

Observa-se natabela 12 que a producéo T7 foi aque maistempo levou paraa
reducdo de 1 ciclo log (29 dias) de microrganismos mesofilos. Nas produgdes T5,
T10 e T8 houve uma diferenca de apenas 1 dia, ou sgja, a redugdo ocorreu a cada 23,
24 e 25 dias. As producdes privadas de culturas starter (T5 e T8) foram as que mais
demoraram para a reducdo de 1 ciclos log (29 e 26 dias) de bactérias laticas. Para as
adicionadas de 3 tipos de culturas starter (T7 e T10) esta reducéo de bactérias |&ticas
correspondeu a 23 e 22 dias, respectivamente.
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Tabela 12 — Média, desvio padréo e valores D das populacdes de microrganismos
mesofilos e bactérias laticas obtidos durante o periodo de maturagdo e vida-de-
prateleira de salames tipo Italiano processados com a adicéo de culturas starter (T5,
T7, T8 eT10) ecomaadicdo (T5, T7) ou ndo (T8, T10) de sais de cura.

Etapa Tempo (dias) M édia das populacdes (log UFC/qg)
MsT5 MsT7 MsT8 MsT10 Média DP

MP 0 7,21 6,94 7,37 6,89 7,10 0,23
- 2 843 73 810 829 803 051
MT 10 7,89 7,64 7,99 8,27 7,95 0,26

20 7,45 7,22 7,60 7,76 7,51 0,23
Media® 79 e 7ed 8

30 6,73 6,98 7,58 7,80 7,27 0,50

40 6,67 6,65 6,34 6,47 6,53 0,16

50 6,31 6,47 5,67 5,88 6,08 0,37
VP 60 6,14 5,69 5,59 5,58 5,75 0,26

70 5,47 5,40 5,24 5,42 5,38 0,10

80 4,88 5,10 5,13 5,18 5,07 0,13

90 4,37 511 4,95 4,88 4,83 0,32
M édia’ 5,80 5,91 5,78" 5,88
Valor D* (dias) 23 29 25 24

LabT5 LabT7 LabT8 LabT10 Média' DP

MP 0 5,18 5,56 5,23 5,31 5,32 0,17
- 2 88 897 815 871 ¢ 867 036
MT 10 8,60 8,52 8,69 8,57 8,60 0,07

20 8,48 8,54 8,66 8,55 8,56 0,07
media® 865" 868 850" 86l

30 8,29 8,32 8,65 8,35 8,40 0,17

40 7,40 7,61 7,76 7,72 7,62 0,16

50 7,10 7,40 7,45 7,50 7,36 0,18
VP 60 7,10 7,16 7,16 6,57 7,00 0,29

70 6,82 6,26 6,78 6,46 6,58 0,27

80 6,26 5,43 5,82 5,45 5,74 0,39

90 5,73 5,04 5,42 4,67 5,22 0,46
M édia’ 6,96 6,74 7,00* 6,67
Valor D* (dias) 29 23 26 22

MP- matéria-prima; MT- maturacdo; VP- vida-de-prateleira; Ms- microrganismo mesofilos; Lab-
bactérias |&ticas; DP- desvio padréo. 1- média entre os tratamentos estudados (T5, T7, T8 e T10); 2-
médias das multiplas andlises correspondentes ao periodo de maturacéo de cada tratamento (dias 2, 10
e 20); 3- médias das miltiplas andlises correspondentes a vida-de-prateleira de cada tratamento (30°
ao 90°dia); 4- Calculo do valor D correspondente aos resultados obtidos durante a maturagéo e vida-
de-prateleira. Letras coincidentes indicam val ores estatisticamente iguais (p>0,05).



Nas figuras 13a e 13b e tabela 13 foram apresentadas as variagOes de
Staphylococcus spp. e de S. aureus. Observou-se que uma populacdo média presente
na matéria-prima foi de 3,45 +0,18 e 2,27 +0,13 log UFC/g. Ao 2° dia a popul agéo
detectada correspondeu a 6,24 +0,61 log UFC/g para Saphylococcus spp.,
independentemente da adicdo ou ndo de culturas starter contendo Staphylococcus
spp. Ao fina do periodo de maturacdo (20° dia), a populacdo média de
Staphylococcus spp. para as produgbes T5, T7, T8 e T10 foi de 5,56 +0,47 log
UFCl/g.

A variagdo da populagdo de Saphylococcus spp. entre os saames foi
estatisticamente distinta (p<0,05). Comparando as formulagcbes nota-se que as
producdes T5 e T8, bem como T8 e T10, ndo se diferenciaram entre s durante o
periodo de maturacéo (tabela 13). Entretanto, analisando o perfil das curvas (figura
13a), a formulagdo T8 (privada de sais de cura) apds o0 2° dia iniciou uma reducéo
microbiana linear de Saphylococcus spp., permanecendo durante o periodo de
maturacao.

A populacéo detectada de S aureus foi de 5,47 0,82 log UFC/g ao 2° dia,
dando inicio, assim, a0 maior decréscimo dessas populagdes para 0s salames
privados de sais de cura (T8 e T10). Nestas produgdes, o inéculo adicionado de S.
aureus no inicio do processamento foi de 5,71 +0,09 log UFC/g, ocorrendo reducéo
durante a maturacdo, porém ndo sendo totalmente eliminado dos salames tipo
Italiano produzidos, a contréario do seria esperado. A populacéo de S. aureus obtida
ao 20° dia foi de 4,69 0,78 log UFC/g para os salames T5, T7, T8 e T10, tendo
variado de 3,65 (T10) a5,3 log UFC/g (T5).

O perfil das curvas microbianas (figura 13b) mostra que a variagdo da
populacdo de Staphylococcus aureus nas producdes T8 e T10 (privadas de sais de
cura) diferenciou-se das producdes T5 e T7 (adicionadas de sais de cura) durante o
periodo de maturacéo. Observou-se nestas formulagdes que a auséncia de sais de
cura nas producdes T8 e T10 ocasionou melhor reducéo microbiana em relacéo as
demais produgdes. Durante o periodo de maturagdo, as variagdes foram consideradas
estatisticamente distintas (p<0,05). Entretanto, as redugdes microbianas observadas

para as producbes T5 e T7 (adicionados de sais de cura) foram consideradas
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homogéneas, assim como aguelas para as producdes T8 e T10 (privadas de sais de
cura).

De acordo com a figura 13a e a tabela 13, foi observada uma populagéo
média de Saphylococcus spp. de 5,13 +0,55 log UFC/g, tendo variado de 4,51 (T8) a
5,84 (T7) log UFC/g no inicio da vida-de-pratel eira dos salames. Nas producdes T5 e
T8 foi observada a presenca de Staphylococcus spp. ao 70° e 60° dia da vida-de-
pratel eira numa populacéo meédia de 2,21 e de 2,56 log UFC/g. A partir deste periodo
ndo foi mais verificada a presenca destes microrganismos nestas producdes, a néo ser
Staphylococcus aureus. Para a produgdes T7 e T10, adicionados de 3 tipos culturas
starter, observou-se uma populacdo média ao 90° dia de 3,97 +0,88 log. Nestas
produgdes ocorreu uma reducdo ao longo da vida-de-prateleira de cerca de 1 a 2
ciclos log. Esses resultados sd0 importantes para evidenciarem que o género
Staphylococcus spp. presente nas culturas starter resistem ao longo de todo o periodo
de maturacéo e vida-de-prateleira dos salames (T7 e T10), ao contrério do que ocorre
com aqueles naturalmente presentes na carne (T5 e T8). Esse fato foi confirmado
pelas diferencas obtidas com relagdo aos valores D entre as producbes T5 e T8 (14 e
18 dias) e as produgdes T7 e T10 (47 e 46 dias), conforme pode ser constatado na
tabela 13.

Ainda com relacdo a populagcdo de Staphylococcus spp., foram detectadas
variagoes significativas (p<0,05) entre as formulagdes T5, T10 e T7 durante a vida-
de-prateleira. As producdes T5 e T8, quando comparadas, tiveram resultados
estatisticos semelhantes, assim como, as producdes T8 e T10. Apesar dos resultados
estatisticos, nas producdes que ndo foram adicionadas de culturas starter (T5 e T8)
foram detectadas populagdes inferiores de Saphylococcus spp. durante todo o
periodo de armazenamento, particularmente a partir do 40° dia e 50° dia. Nestas
producdes (T5 e T8), foram detectadas representantes do género Staphylococcus spp.
somente até 0 60° e 70° dias. As producdes T7 e T10, mesmo apresentando curvas
semelhantes (figura 13), foram estatisticamente distintas (p<0,05), possivelmente

devido ao aumento dessas popul agcdes apds 0 2° dia de maturacdo na producdo T7.
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Tabela 13 — Média, desvio padréo e valores D das populacdes de Saphylococcus
spp e Saphylococcus aureus obtidos durante o periodo de maturacdo e vida-de-
prateleira de salames tipo Italiano processados com a adicdo de culturas starter (T5,
T7, T8 eT10) ecomaadicdo (T5, T7) ou ndo (T8, T10) de sais de cura.

Etapa Tempo (dias) M édia das populacdes (log UFC/qg)
StT5 StT7 StT8 StT10 Médiat DP
MP 0 3,33 332 3,45 3,70 345 0,18
"""""""""" 2 615 666 674 542 624 061
MT 10 6,09 6,26 5,55 5,58 5,87 0,36
20 5,81 5,98 4,90 5,55 5,56 0,47
Media® 602" 630" 578 582
30 5,13 5,84 451 5,05 5,13 0,55
40 4,73 5,68 4,26 4,97 4,91 0,59
50 3,57 5,51 3,65 4,87 4.40 0,95
VP 60 2,45 5,33 2,56 4,63 374 1,46
70 2,21 4,90 nd 4,27 3,79 1,41
80 Nd 471 nd 4,07 4,39 0,45
90 Nd 4,59 nd 3,34 3,97 0,88
M édia’ 3,62 5,11° 3,81%* 4,46
Valor D* (dias) 14 47 18 46
SaT5 Sar7 SaT8  SaTl0 Média' DP
MP 0 2,44 2,20 2,15 2,28 2,27 0,13
Inéculo 563 65 573 58 ST E . 009
2 6,52 5,67 4,66 5,02 5,47 0,82
MT 10 5,70 5,48 4,67 4,28 5,03 0,67
20 53 5,27 4,52 3,65 4,69 0,78
M édia’? 5,84° 5,47° 4,612 4,32
""""""""" 30 526 528 343 276 418 129
40 5,13 4,98 318 2,25 3,89 1,40
50 4,96 4,60 2,87 nd 414 1,12
VP 60 4,88 4,65 2,22 nd 3,92 1,47
70 4,62 4,55 nd nd 4,59 0,05
80 4,63 4,30 nd nd 4.47 0,23
90 3,69 3,80 nd nd 375 0,08
M édia’ 4,74 4,59 2,93 2,512
Valor D* (dias) 69 58 21 14

MP- matéria-prima;, MT- maturacdo; VP- vidadeprateleira; St- Saphylococcus spp.; Sa
Saphylococcus aureus; DP- desvio padréo, nd- ndo detectado. 1- média entre os tratamentos estudados
(T5, T7, T8 e T10); 2- médias das multiplas andlises correspondentes ao periodo de maturacdo de cada
tratamento (dias 2, 10 e 20); 3- médias das multiplas andlises correspondentes a vida-de-prateleira de
cada tratamento (30° ao 90°dia); 4- Calculo do valor D correspondente aos resultados obtidos durante
amaturacdo e vida-de-prateleira. Letras coincidentes indicam valores estatisticamente iguais (p>0,05).
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Com relacéo a populacéo de S. aureus, observou-se uma populagéo média ao
30° dia de 5,27 log UFC/g para as producbes TS5 e T7 e 3,43 e de 2,76 log UFC/g
para as T8 e T10, respectivamente, conforme apresentado na figura 13b e natabela
13. Na producdo T10 somente foi verificada a presenca de S. aureus até o 40° dia,
numa populacéo média de 2,25 log UFC/g, enquanto que na producdo controle T8,
esta presenca foi detectada até o 60° dia, numa populacdo média de 2,22 log UFC/g.
Para as producdes T5 e T7 observou-se que 0 microrganismo permaneceu até o 90°
dia numa populagdo média de 3,75 £0,08 log UFC/g.

As populagdes de Staphylococcus aureus revelaram diferencas significativas
(p<0,05) para as produgdes T5 e T7 (adicionadas de sais de cura), e as produgdes T8
e T10 (privadas de sais de cura). Conforme apresentado na figura 13b, claramente
nota-se que as producdes privadas de sais de cura apresentaram melhores resultados
guanto a reducdo de S aureus durante a vida-de-prateleira para as variaveis
estudadas nesta etapa. Verificou-se ainda que a producdo T10 (adicionada de 3
culturas starter e privada de sais de cura) foi a que mais rapidamente eliminou o
patdgeno inoculado. Essas observagdes foram confirmadas pelas diferencas entre os
valores D obtidos. Assim, as producbes privadas de sais de cura (T8 e T10)
apresentaram valores D (21 e 14 dias) cerca de 3 a 5 vezes menores gque aquelas
adicionadas desses aditivos (T5 e T7, 69 e 58 dias, respectivamente), conforme pode
ser constatado natabela 13.

Os resultados referentes a variagdo de pH e atividade de égua foram
apresentados natabela 14 e figuras 14a e 14b, verificando-se um valor médio de pH
ao 2° dia de 5,63 +0,34 para as producdes estudadas. Ao 20° dia, o pH reduziu a um
valor médio de 4,90 +0,07, enquanto que a atividade de &gua durante o periodo de
maturagdo reduziu de 0,94 a 0,83 +0,01.

Osvalores de pH (tabela 14 efigura 14) ao 30° diavariaram de 4,63 (T10) a
5,19 (T5), tendo ocorrido um aumento gradativo durante a vida-de-prateleira até
alcancar valores de 5,30 +0,14 aos 90 dias. Para a atividade de agua, os resultados
permaneceram constantes durante a vida-de-pratel eira dessas produgdes com valores
meédios de 0,82 + 0,01. Através da andlise estatistica foi verificado que o pH revelou
diferencas entre as formulacfes T8 (sem sal de cura) eas TS5 e T7 (com sal de cura) e

entre a T10 (sem sal de cura) ea T7 (p<0,05). Analisando as curvas apresentadas na
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figura 14a, as producdes T5, T7, T8 e T10 ndo apresentaram diferencas visiveis. As
producdes T8 e T10 (privadas de sais de cura) foram estatisticamente semel hantes,
bem como as producdes T5 e T10 (adicionadas e privadas de sais de cura) quando
comparadas. Em virtude do aumento observado em todos os lotes, constatou-se que
apenas as producdes T7 e T8 diferenciaram-se durante 0 armazenamento do produto,
particularmente apos 0 40° dia.

Para 0os demais microrganismos estudados (bactérias | éticas e mesdfilas), bem
como para a atividade de &gua, ndo foram verificadas diferencas estatisticamente
significativas (p>0,05), conforme apresentado nastabelas 12 e 14.

Assim sendo, observou-se, com relagdo as producgdes T5, T7, T8 e T10, que
as producgdes T7 (com 3 culturas e adicionadas de sais de cura) mantiveram um valor
de pH significativamente mais ato (p<0,05) quando comparado as formulagdes sem
sais de cura (T8 e T10), particularmente apos o periodo de maturagédo. A formulagdo
T7, bem como a T5 (ambas adicionadas de sais de cura) apresentaram-se
significativamente mais desfavoraveis em relacdo a reducdo de S aureus,
particularmente quando comparada as demais produgdes. As referidas formulacfes
chegaram ao final da vida de prateleira ainda apresentando uma populacdo média de
3,50 log UFC/g.

Apesar dos produtos terem atingido suas caracteristicas fisico-quimicas
proprias, as mesmas nao foram suficientes para eliminar Saphylococcus aureus,
considerado como um perigo a saide do consumidor, independentemente da adicdo
ou ndo de 3 tipos de culturas starter. BALDUINO et al. (1999) estudaram algumas
associacOes entre as bactéria laticas Lactobacillus, Pediococcus e Enterococcus,
visando obter, entre outros objetivos, a inibicdo de S aureus, Salmonella spp. e E.
coli enteropatogénica em linglica frescal de frango. Os autores relataram que a
adicdo de bactérias laticas na carne de frango 24 horas antes do embutimento levou a
uma diminuicdo dos patégenos estudados logo no inicio do tratamento. No presente
trabalho este periodo de repouso ndo ocorreu. Esse fato possivelmente contribuiu

paraando eliminacéo da populagdo de S. aureus durante o periodo de maturagéo.
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Tabela 14 — Valores médios de pH e de atividade de agua obtidos durante o periodo
de maturacdo e vida-de-prateleira de salames tipo Italiano processado com a adic¢éo
de culturas starter (T5, T7, T8 e T10) e com a adi¢do (T5, T7) ou ndo (T8, T10) de

sais de cura.

Etapa Tempo (dias) Valores médios obtidos
pHT5  pHT7 PHT8 pHT10 Média DP

MP 0 6,74 6,95 6,76 6,54 6,75 0,17
- 2 55 543 539 | 613 563 034
MT 10 5,24 547 4,80 453 501 0,42

20 4,93 4,92 4,8 4,94 4,90 0,07
media® 524° 527" | 500" 520° . .

30 5,19 5,04 4,73 4,63 4,90 0,26

40 5,01 5,09 4,58 4,77 4,86 0,23

50 5,00 5,12 4,96 5,01 5,02 0,07
VP 60 5,06 5,26 5,01 5,08 5,10 0,11

70 517 5,36 517 5,26 5,24 0,09

80 5,35 5,48 515 5,26 531 0,14

90 5,29 5,50 518 521 5,30 0,14
M édia® 5,15 5,26° 497" 503

AaT5 AaT7 AaT8 AaT10 Média' DP

MP 0 0,96 0,96 0,96 0,94 0,96 0,01
- 2 094 094 094 094 094 000
MT 10 0,91 0,91 0,91 0,90 0,91 0,01

20 0,84 0,84 0,83 0,82 0,83 0,01
media® 090" 08 08 08F

30 0,82 0,83 0,82 0,83 0,83 0,01

40 0,82 0,82 0,81 0,81 0,82 0,01

50 0,82 0,82 0,81 0,81 0,82 0,01
VP 60 0,82 0,82 0,81 0,81 0,82 0,01

70 0,82 0,82 0,81 0,80 0,81 0,01

80 0,82 0,82 0,81 0,81 0,82 0,01

90 0,82 0,82 0,81 0,81 0,82 0,01
M édia’ 0,822 0,82% 0,812 0,812

MP- matéria-prima; MT- maturagdo; VP- vida-de-prateleira; Aa- atividade de agua; DP- desvio
padrdo. 1- média entre os tratamentos estudados (T5, T7, T8 e T10); 2- médias das multiplas analises
correspondentes ao periodo de maturagdo de cada tratamento (dias 2, 10 e 20); 3- médias das
multiplas andlises correspondentes a vida-de-prateleira de cada tratamento (30° ao 90°dia). Letras
coincidentes indicam valores estatisticamente iguais (p>0,05).
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Figura 11 — Populagdes médias de coliformes, de Escherichia coli e de bolores e
leveduras em salames tipo Italiano com (T5) e sem adi¢do de sais de cura (T8), com
adicdo de 3 tipos de culturas starter (T7 e T10) durante a maturacéo e vida-de-

prateleira
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Figura 12- Populagbes médias de bactérias laticas e de mesdfilos em salames tipo
Italiano com (T5) e sem adicdo de sais de cura (T8), com adi¢do de 3 tipos de
culturas starter (T7 e T10) durante a maturacdo e vida-de-prateleira.
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Figura 13 - Populagdes médias de Saphyl ococcus spp. e de Saphylococcus aureus*
em salames tipo Italiano com (T5) e sem adicdo de sais de cura (T8), com adicdo de
3 tipos de culturas starter (T7 e T10) durante a maturacéo e vida-de-prateleira.

* Indculo de 5,71 £0.09 log UFCl/g
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Figura 14 — Vaores médios de pH e de atividade de agua em salames tipo Italiano
com (T5) e sem adicdo de sais de cura (T8), com adicdo de 3 tipos de culturas starter
(T7 e T10) durante a maturacéo e vida-de-prateleira.



74

4 - Caracteristicas de salames tipo Italiano preparados com (T11) e sem (T13)
Lactobacillus sake 2a, com (T11l) e sem (T13) adicdo de sais de cura, néo

inoculados com Staphylococcus aureus.

Estas producdes, bem como as T12 e T14, tiveram por objetivo adicionar uma
cultura caracterizada como produtora de bacteriocina isolada de linglica frescal
(MARTINIS & FRANCO; 1998, ROSA et al., 2002), a fim de verificar o seu efeito
em um embutido maturado e com baixa atividade de agua, adicionado ou néo de sais
de cura

Foram apresentadas nas tabelas 15, 16 e 17, as populagdes médias dos
microrganismos estudados obtidas para as produgdes T11 e T13 durante os periodos
de maturagdo e vida-de-prateleira. Na matéria-prima nota-se que a populacéo media
de Escherichia coli foi de 3,02 £1,34 log UFC/g, de 4,13 £1,13 log UFC/g para
bolores e leveduras e de 3,01 +0,81 log UFC/g para coliformes totais.

Uma das principais caracteristicas analisadas durante o estudo 0 o pH, ndo
reduziu conforme seria esperado (figura 18a). Consequientemente, observou-se uma
guantidade e sobrevivéncia maior de microrganismos considerados como indicadores
de higiene e qualidade.

De acordo com atabela 15, a populagdo média de coliformes nas productes
T11l e T13 ao 2° diafoi de 3,48 +0,26 log UFC/g reduzindo ao 20° dia em cerca de
0,64 log UFC/g. Ao 2° dia de maturagdo houve um aumento da populacéo de
coliformes totais, particularmente para a producdo T11. A partir deste periodo
observa-se um declinio na curva microbiana, detectando-se ao 20° dia uma popul agdo
bastante préxima a detectada na matéria-prima (figura 15). As diferencas entre as
curvas de crescimento de E. coli nas producbes T11 e T13, visiveis na figura 15b,
refletem a maior contaminagdo da matéria-prima empregada para a produgdo T13,
em termos da populagdo média desses microrganismos. A populacdo média de E.
coli foi de 2,07 (T11) e de 3,97 log UFC/g (T13), observando-se ao 10° dia uma
reducdo da populacdo para 1,00 e 2,60 log UFC/g, respectivamente. Na producéo
T13, E. coli esteve presente até o 20° dia, com uma populagdo média de 1,90 log
UFC/g, o que refletiu em uma diferenca significativa entre T11 e T13 com relagdo a
reducéo de E. coli (p<0,05).
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Tabela 15 — Média, desvio padréo e valores D das populacdes de coliformes totais,
Escherichia coli e bolores e leveduras obtidos durante o periodo de maturacéo e
vida-de-prateleira de salames tipo Italiano processados com a adi¢do de culturas
starter (T11 e T13) ecom aadi¢cdo (T11) ou ndo (T13) de saisde cura

Etapa Tempo (dias) M édia das populacdes (log UFC/q)
CoT11 CoT13 M édia’ DP
MP 0 243 . 358 . 301 .08l
2 3,29 3,66 3,48 0,26
MT 10 2,35 3,69 5,35 0,95
20 2,38 3,30 2,84 0,65
Media® 267" 35S
VP 30 1,41 2,34 1,88 0,66
M édia® 1,412 2,34
EcT11 EcT13 M édia’ DP
MP 0 2,07 3,97 3,02 1,34
2 13 341 239 145
MT 10 1,00 2,60 4,53 1,13
20 nd 1,90 1,90 nc
M édia’ 1,18 2,64°
BLT11 BLT13 M édia’ DP
MP_ 0 498 333 413 113
2 4,33 4,59 4,46 0,18
MT 10 3,89 3,86 5,92 0,02
20 2,73 2,72 2,73 0,01
Media® 365" . 372
30 1,73 1,92 1,83 0,13
VP 40 1,04 1,00 1,02 0,03
M édia’ 1,38 1,46%
Valor D* (dias) 11 11

MP- matéria-prima; MT- maturacdo; VP- vida-de-prateleira; Co- coliformes totais;, Ec- Escherichia
coli; BL- bolores e leveduras; DP- desvio padrdo; nd- ndo detectado, nc- ndo calculado. 1- média
entre os tratamentos estudados (T5, T7, T8 e T10); 2- médias das multiplas andlises correspondentes
ao periodo de maturacdo de cada tratamento (dias 2, 10 e 20); 3- médias das mdltiplas andlises
correspondentes a vida-de-prateleira de cada tratamento (30° ao 90°dia); 4- Calculo do valor D
correspondente aos resultados obtidos durante a maturacéo e vida-de-prateleira. Letras coincidentes
indicam valores estatisticamente iguais (p>0,05).

De acordo com a figura 15a e a tabela 15, foi detectada uma populacdo
meédiade 2,34 (T13) e 1,41 log UFC/g (T11) de coliformes nas producdes ao 30° dia,
periodo apds o qual os microrganismos deixaram de ser detectados. Ndo foram
obtidas populagdes de E. coli para os salames T11 e T13 durante a vida-de-prateleira
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(figura 15b). Foi detectada diferenca significativa quanto a reducéo de coliformes
(p<0,05), observando-se a presenca destes microrganismos até o 30° dia (tabela 15).

A populagdo de bolores e leveduras reduziu de 4,13 +1,13 log UFC/g
presentes na matéria-prima para 2,73 +0,01 log UFC/g ao 20° dia. Esta populagéo foi
de 1,83 £0,13 log UFC/g a0 30° dia e 1,02 +0,03 log UFC/g ao 40° dia. Observa-se
na tabela 15 que, aém de ndo terem sido detectadas diferencas significativas ao
longo do periodo de vida-de-prateleira (p>0,05), os valores D ndo se diferenciaram
durante o periodo de estudo entre as produgdes, sendo necessé&rios 11 dias para a
reducédo de 1 ciclo log de bolores e leveduras.

Para os microrganismos mesofilos e bactérias |éticas observou-se na matéria-
prima uma populagdo média de 6,53 +0,30 e 6,34 +0,06 log UFC/g (tabela 16,
figuras 16a e 16b). Ao 2° dia de maturacdo esta populacdo aumentou para 7,67
+0,35 e 7,25 +0,36 log UFC/g, reduzindo em cercade 1 e 0,5 ciclos log do 2° ao 20°
dia para microrganismos mesofilos e bactérias laticas, respectivamente. Ao 20° dia
foi detectada uma populacdo média de 6,68 +0,10 e 6,82 +0,27 log UFClg,
respectivamente, ndo tendo sido detectadas diferencas significativas para as
popul agbes desses microrganismos entre T11 e T13 ao longo da maturacgéo (p>0,05).
Observou-se uma reducdo do 30° ao 90° dia de 2,20 e 2,55 log UFC/g para mesofilas
e bactérias laticas. Ao 30° dia as populagbes médias de bactérias |&ticas e de
microrganismos mesofilos nas produgdes T11 e T13 foram de 6,09 +0,42 e de 6,40
+0,30 log UFC/g reduzindo ao 90° dia para 4,20 £0,28 e 3,54 0,74 log UFC/g,
respectivamente.

Observa-se na tabela 16 que, durante o periodo de estudo, a reducéo de 1
ciclo log (valor D) nas producdes T11 e T13 foi a cada 35 e 29 dias quanto aos
nimero de microrganismos mesofilos e a cada, 29 e 30 dias, quanto a reducéo de
bactérias laticas. Apesar da pequena diferenca detectada entre T11 e T13 com relacéo
aos valores D relativos a reducéo de bactérias laticas, a andlise estatistica detectou
uma maior eficiencia nessa reducdo para T1l ao longo da vida-de-prateleira
(p<0,05).
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Tabela 16 — Média, desvio padréo e valores D das populacdes de microrganismos
mesofilos e bactérias laticas obtidos durante o periodo de maturagdo e vida-de-
prateleira de salames tipo Italiano processados com a adi¢éo de culturas starter (T11
e T13) ecom aadicéo (T11) ou ndo (T13) de sais de cura

Etapa Tempo (dias) M édia das populacdes (log UFC/qg)
MsT11 MsT13 Média’ DP
MP O ... 6r ! 631 653 030 .
2 7,92 7,42 7,67 0,35
MT 10 6,93 7,30 8,08 0,26
20 6,61 6,75 6,68 0,10
Media® TAS T
30 6,18 6,61 6,40 0,30
40 5,99 6,00 6,00 0,01
50 5,76 5,61 5,69 0,11
VP 60 5,63 5,42 5,53 0,15
70 5,53 5,01 5,27 0,37
80 4,88 4,71 4,80 0,12
90 4,40 4,00 4,20 0,28
M édia’ 5,48 5,34
Valor D* (dias) 35 29
LabT11 LabT13 Média DP
MP 0 6,38 6,29 6,34 0,06
"""""""""" 2 69 750 7125 036
MT 10 6,47 7,33 7,93 0,61
20 6,63 7,01 6,82 0,27
Media® 670 IO
30 5,79 6,39 6,09 0,42
40 5,15 5,99 5,57 0,59
50 5,38 5,80 5,59 0,30
VP 60 4,93 5,36 5,15 0,30
70 4,69 5,28 4,99 0,42
80 4,18 4,84 451 0,47
90 3,02 4,06 3,54 0,74
M édia’ 473 5,39°
Valor D* (dias) 29 30

MP- matéria-prima; MT- maturacdo; VP- vida-de-prateleira; Ms- microrganismo mesofilos; Lab-
bactérias |&ticas DP- desvio padrdo. 1- média entre os tratamentos estudados (T5, T7, T8 e T10);
2- médias das muiltiplas analises correspondentes ao periodo de maturagdo de cada tratamento
(dias 2, 10 e 20); 3- médias das multiplas andlises correspondentes a vida-de-prateleira de cada
tratamento (30° ao 90°dia); 4- Céalculo do valor D correspondente aos resultados obtidos durante
a maturacdo e vida-de-prateleira. Letras coincidentes indicam valores estatisticamente iguais
(p>0,05).
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No caso de Saphylococcus spp., foi verificado na matéria-prima uma
populacéo de 4,68 £0,04 log UFC/g. Ao 2° dia a populacdo desses microrganismos
aumentou, em média, para 6,19 e para 7.26 log UFC/g nas producdes T11 e T13,
respectivamente (figura 17a e tabela 17). Saphylococcus aureus somente foi
detectado na matéria-prima numa populacdo de 2,52 +0,01 log UFC/g, ndo tendo
sido detectado apos a elaboragdo do embutido. Para Staphylococcus spp., apesar dos
microrganismos ndo terem sido adicionados a mistura empregada no processamento
do produto, a variagéo entre as popul aces do dois tipos de produto foi considerada
estatisticamente significativa (T11 e T13) ja ao longo da maturacéo (p<0,05), com
menor aumento inicial e uma maior reducdo para T1l a partir do 10° dia de
maturagdo (figura 17a).

Verificou-se ao 30° dia uma populagdo média de Staphylococcus spp. de 5,95
10,87 log UFC/g, reduzindo-se para 3,51 +0,86 log UFC/g apo6s 90 dias. A reducéo
de Staphylococcus spp. foi mais acentuada para a producéo T11 (adicionada de sais
de cura) do que para a producdo T13, também durante a vida-de-prateleira (figura
17a), diferenca esta considerada estatisticamente significativa (p<0,05) e confirmada
pelos valores D obtidos para T11 (23 dias) quando comparado a T13 (36 dias)
(tabela 17).

Conforme apresentado na tabela 18, observou-se que durante o estudo da
vida-de-prateleira, os valores de pH das produgdes T11 e T13 néo reduziram-se de
acordo com o esperado e observado em outras produgdes (Figuras 6b, 10b, 14b e
18b). Devido ao elevado valor de pH, tornou-se possivel detectar coliformes nas
producdes estudadas apos o periodo de maturacdo, numa populacdo meédia de 1,80
+0,66 log UFC/g ao 30° dia.

De acordo com as figuras 18a e 18b, a atividade de dgua durante a vida-de-
pratel eira manteve-se constante para as duas producdes (p>0,05), enquanto que o pH
meédio para as produgdes T11 e T13, ao 30° dia, foi de 6,31 e 5,80, respectivamente.
A partir deste periodo, o pH permaneceu na faixa de 6,2 — 6,3 (T11) € 58 — 6,0
(T13), sendo verificado ao 90° dia um valor médio de 6,06 +0,19. Essa variagdo de
pH com valores sempre superiores para T1l e durante a vida-de-prateleira foi

estatisticamente significativa (p<0,05). Para a atividade de agua, as variages entre as
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formulacbes T11 e T13 durante a vida-de-prateleira ndo foram estatisticamente
significativas (p>0,05).

Tabela 17 — Média, desvio padréo e valores D das populagdes de Staphylococcus
spp e Saphylococcus aureus obtidos durante o periodo de maturacdo e vida-de-
prateleira de salames tipo Italiano processados com a adicéo de culturas starter (T11
e T13) ecom aadicdo (T11) ou ndo (T13) de sais de cura.

Etapa Tempo (dias) M édia das populacdes (log UFC/q)

StT11 StT13 M édia’ DP
MP O ... .4Aaml 465 . 468 004 .
2 6,19 7,26 6,73 0,76
MT 10 6,74 6,83 7,86 0,06
20 6,10 6,77 6,44 0,47
M édia’ 6,34 6,95
3 53 656 505 087
40 4,55 6,37 5,46 1,29
50 4,33 6,11 5,22 1,26
VP 60 4,51 5,67 5,09 0,82
70 3,89 5,38 4,64 1,05
80 3,67 4,92 4,30 0,88
90 2,90 411 351 0,86
M édia’ 4,17 5,59°
Valor D* (dias) 23 36
SaT11 SaT13 M édia’ DP
MP 0 2,53 2,51 2,52 0,01

MP- matéria-prima; MT- maturacdo; VP- vida-deprateleira; St- Saphylococcus spp.; Sa
Saphylococcus aureus; DP- desvio padrdo. 1- média entre os tratamentos estudados (T5, T7, T8 e
T10); 2- médias das multiplas andlises correspondentes ao periodo de maturacdo de cada tratamento
(dias 2, 10 e 20); 3- médias das mditiplas andlises correspondentes a vida-de-prateleira de cada
tratamento (30° ao 90°dia); 4- Calculo do valor D correspondente aos resultados obtidos durante a
maturacdo e vida-de-prateleira. Letras coincidentes indicam val ores estatisticamente iguais (p>0,05).

Assim sendo, com relacdo as formulagdes T1l e T13, observou-se uma
inibicdo significativamente menor (p<0,05) de coliformes, E. coli e Staphylococcus
spp., durante a maturagdo, e de bactérias laticas e Staphylococcus spp., durante a
vida-de-prateleira, para a formulagdo privada de sal de cura (T13), apesar do pH
dessa formulagcdo ter se revelado significativamente menor do que T11,
particularmente ao longo da vida-de-prateleira (p<0,05). Entretanto, nenhuma das

duas producdes pode ser considerada como sendo salame, uma vez que ambas ndo
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atingiram o pH esperado para este tipo de produto ao longo de toda a maturagéo e
possivel vida-de-prateleira, considerando que o recomendado € um valor de pH de
aproximadamente 5,2 para o produto final (CAVENAGHI & OLIVEIRA, 1999).

Tabela 18 — Valores médios de pH e de atividade de agua obtidos durante o periodo
de maturagéo e vida-de-prateleira de salames tipo Italiano processados com a adic¢éo

de culturas starter (T11 e T13) e com aadicéo (T11) ou ndo (T13) de sais de cura.

Etapa Tempo (dias) Valores médios obtidos
pHT11 pHT13 M édia’ DP
MP O 58 _.5% L 026
2 6,25 6,27 6,26 0,01
MT 10 6,27 6,33 7,53 0,04
20 6,49 6,12 6,31 0,26
M édia’ 6,34 6,24
3 631 58 606 036
40 6,39 5,88 6,14 0,36
50 6,20 5,93 6,07 0,19
VP 60 6,32 5,79 6,06 0,37
70 6,25 6,00 6,13 0,18
80 6,16 5,89 6,03 0,19
90 6,19 5,92 6,06 0,19
M édia’ 6,26° 5,89
AaT1l AaT13 Média* DP
MP 0 09 095 096 _____ 001
2 0,94 0,94 0,94 0,00
MT 10 0,92 0,91 3,94 0,01
20 0,84 0,83 0,84 0,01
Media® 090" 089
30 0,83 0,83 0,83 0,00
40 0,82 0,82 0,82 0,00
50 0,82 0,82 0,82 0,00
VP 60 0,81 0,81 0,81 0,00
70 0,81 0,81 0,81 0,00
80 0,81 0,80 0,81 0,01
90 0,82 0,81 0,82 0,01
M édia’ 0,812 0,812

MP- matéria-prima; MT- maturacdo; VP- vida-de-prateleira; Aa- atividade de agua; DP-
desvio padréo. 1- média entre os tratamentos estudados (T5, T7, T8 e T10); 2- médias das
mUltiplas andlises correspondentes ao periodo de maturacdo de cada tratamento (dias 2, 10 e
20); 3- médias das multiplas andlises correspondentes a vida-de-prateleira de cada tratamento
(30° a0 90°dia). Letras coincidentes indicam valores estatisticamente iguais (p>0,05).
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Figura 15 — Populages médias de coliformes, de Escherichia coli e de bolores e
leveduras em salames tipo Italiano com (T11) e sem adicdo de sais de cura (T13),
com Lactobacillus sake 2a (T11 e T13) durante a maturagao e vida-de-prateleira.
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Figura 16 — Populagdes médias de bactérias laticas e microrganismos mesofilos em
salames tipo Italiano com (T1l) e sem adicdo de sais de cura (T13), com
Lactobacillus sake 2a (T11 e T13) durante a maturacéo e vida-de-prateleira.
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Figura 17 — Populacfes médias de Saphylococcus spp. e de Staphylococcus aureus
obtidas em salames tipo Italiano com (T11) e sem adicéo de sais de cura (T13), com

Lactobacillus sake 2a (T11 e T13) durante a maturacgéo e vida-de-prateleira.
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5 - Caracteristicas de salames tipo Italiano preparados com (T12, T14) e sem
(T5, T8) adicéo de Lactobacillus sake 2a, com (T5, T12) e sem (T8, T14) adicdo

de saisde cura, artificialmente contaminados com S. aureus (AT CC 25923).

Nesta etapa, foram avaliados os salames tipo Italiano adicionados de
Lactobacillus sake 2a (T12 e T14) frente aos lotes sem adicéo de culturas (T5 e T8).
Também foram confrontados os produtos contendo sais de cura com os lotes
privados dos mesmos.

Observa-se na tabela 19 que para os lotes T5, T8, T12 e T14 as populagdes
meédias presentes na matéria-prima foram de 4,74 +0,93 log UFC/g, para coliformes
totais, de 2,93 +0,47 log UFC/g, para Escherichia coli e de 4,23 +0,63 log UFC/g,
para bolores e leveduras, respectivamente, conforme apresentados nas figuras 19a,
19b e 19c. Estas figuras mostram que, durante o periodo de maturacdo, ha uma
reducdo menor nas populactes de coliformes totais, E. coli e bolores e leveduras,
para os salames T12 (adicionados de sais de cura e de L. sake 2a), quando
comparados com as demais formulacBes. O mesmo foi observado quanto a
populacéo de coliformes totais dos salames T14 (adicionados de L. sake 2a e
privados de sais de cura), populacdo esta que sofreu um ligeiro aumento durante os 2
primeiros dias de maturagao.

Os salames T8 (sem culturas e sais de cura), por outro lado, tiveram uma
reducdo de coliformes totais e E. coli, obtendo-se uma populacdo de cerca de 1,00
log UFC/g a0 10° dia. Assim, a reducéo das populacdes de coliformes totais e E. coli
para as formulagdes T8 foi de 4,5 e 2 ciclos log, enquanto que a mesma para as
formulacbes T12 e T14 foi de apenas 0,5 e de 2,5 cicloslog. Nos salames T5 ocorreu
uma reducdo de cerca de 2,5 ciclos log na populagéo de coliformes totais durante o
periodo de maturacdo. N&o foi detectada a presenca de E. coli a partir do 10° dia e
apos 0 20° dia de maturagdo nas producbes T5 e T8, respectivamente. A andlise
estatistica detectou diferencas significativas entre aproducdo T8 eaT12 eentreaT5
eas T12 e T14, quanto a reducdo da populacdo de E. coli e a reducéo da populacéo

de E. coli e de coliformes respectivamente (p<0,05), conforme mostra atabela 19.
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Tabela 19 — Média, desvio padréo e valores D de coliformes totais, Escherichia coli
e bolores e leveduras obtidos durante o periodo de maturacdo e vida-de-prateleira de
salames tipo Italiano processados com a adicdo de culturas starter (T5, T8, T12 e
T14) ecomaadicdo (T5, T12) ou ndo (T8, T14) de sais de cura.

Etapa Tempo (dias) M édia das populacdes (log UFC/qg)
CoT5 CoT8 CoTl2 CoTl4 Média DP
MP 0 5,55 5,54 3,94 392 474 0,93
S 2 402 28 38 432 376 065
MT 10 2,91 1,21 3,28 3,85 2,81 1,14
20 1,67 nd 2,95 2,93 2,52 0,73
Media® 2870 202 33" 310 .
VP 30 nd nd 1,91 1,94 1,93 0,02
M édia® nd nd 1,912 1,94
EcT5 EcT8 EcT12 EcT14 Média' DP
MP 0 2,32 2,90 3,04 345 2,93 0,47
S 2 205 119 264 221 202 061
MT 10 1,00 1,00 1,62 1,29 1,23 0,30
20 nd nd 1,15 1,17 1,16 0,01
M édia’ 1,53 1,10° 1,80° 1,56°
BLT5 BLT8 BLT12 BLT14 Média DP
MP 0 4,30 4,46 4,82 335 4,23 0,63
S 2 421 418 486 391 . 431 040
MT 10 2,98 3,56 4,88 341 371 0,82
20 2,63 1,23 3,95 2,28 2,52 1,12
Media® 3290 299 488" 820 .
VP 30 1,11 1,16 2,31 1,60 1,55 0,56
40 nd nd 1,00 1,00 1,00 0,00
M édia® 1,112 1,16 1,65 1,30
Valor D* (dias) 10 09 08 13

MP- matéria-prima; MT- maturacdo; VP- vida-de-prateleira; Co- coliformes totais;, Ec- Escherichia
coli; DP- desvio padréo; BL- bolores e leveduras; nd- ndo detectado. 1- média entre os tratamentos
estudados (T5, T7, T8 e T10); 2- médias das multiplas andlises correspondentes ao periodo de
maturacdo de cada tratamento (dias 2, 10 e 20); 3- médias das mdltiplas andlises correspondentes a
vida-de-prateleira de cada tratamento (30° e 40°dia); 4- Céculo do valor D correspondente aos
resultados obtidos durante a maturacdo e vida-de-prateleira. Letras coincidentes indicam valores
estatisticamente iguais (p>0,05).

A presenca de bolores e leveduras foi verificada nas producdes controle (T5 e
T8) a0 30° dia a uma populacdo média de 1,14 log UFC/g, enquanto as producdes
adicionadas de L. sake 2a (T12 e T14), observou-se uma populacdo média ao 30° e
40° diade 1,65 e 1,00 log UFC/g. Observa-se natabela 19 que, durante o periodo de
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estudo, a reducéo de 1 ciclo log de bolores e leveduras, correspondente ao valor D,
foi acada 10, 09, 08 e 13 dias para as producdes T5, T8, T11 e T14, respectivamente.

Observou-se, ainda, que a populagcdo bolores e leveduras na produgdo T12
revelou diferencas significativas (p<0,05) com relagdo as demais formulactes
durante o periodo de maturacdo. As producdes T5, T8 e T14 foram consideradas
estaticamente semelhantes, podendo estas semelhancas também ser observadas no
grafico 19c. A producdo T12 (adicionada de sais de cura) revelou aumento na
populacédo de bolores e leveduras durante os dez primeiros dias de maturagéo, ao
contrério das demais. Durante a vida-de-prateleira todas as produces comparadas
ndo foram estatisticamente distintas (p>0,05).

Durante o0 estudo da vida-de-prateleira dos salames adicionados de
Lactobacillus sake 2a (T12 e T14), foi possivel detectar a presenca de
microrganismos que deveriam ter sido eliminados durante a maturagcdo, como 0s
coliformes totais (figura 19a). Nestas productes foram verificadas populacbes
médias de coliformes ao 30° dia de cerca de 1,93 +0,20 log UFC/g, possivelmente
devido aos atos valores de pH. Nao foi detectada a presenca de E. coli em nenhuma
das formul agbes apds o periodo de maturacéo.

Para microrganismos mesofilos e bactérias laticas, verificou-se na matéria-
prima uma populacdo média de 7,05 +0,42 log UFC/g e de 5,55 +0,47 log UFC/qg,
conforme apresentado natabela 20 e nas figuras 20a e 20b. Ao 2° dia de maturagéo,
verificou-se um aumento destas populacdes de 1 a 2 ciclos log (T12 e T14) a 3,5
ciclos log (T5) para bactérias laticas e de no maximo 1,2 log UFC/g (T5) para os
microrganismos mesofilos, verificando-se, desta forma, uma populagdo média de
7,94 +0,73 e 7,64 +0,78, respectivamente.

Praticamente ndo ocorreu um aumento da populagdo de microrganismos
mesofilos para as formulagdes T12 e T14, havendo, apoés 0 2° e o 10° dia,
respectivamente, uma reducdo constante nessas populacfes, a qual prosseguiu
durante a vida-de-prateleira (tabela 20 e figura 20a). Comportamento semel hante foi
observado com relagdo a populacdo de bactérias |éticas para as formulagdes T12 e
T14.

Ao final do periodo de maturacéo, as formulacbes ndo adicionadas de L. sake

2a (T5 e T8) revelaram populagcdes de microrganismos mesofilos e de bactérias
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laticas de cerca de 1 e 2 ciclos log superiores as adicionadas do microrganismo
produtor de bacteriocinas (T12 e T14).

Para bactérias laticas e microrganismo mesofilos as produgdes T5 e T8, bem
como T12 e T14, foram estatisticamente semelhantes (p>0,05) durante o periodo de
maturacdo. Observou-se, através da representacdo gréfica, gque nitidamente nos
salames ndo adicionados de culturas permaneciam maior populacdo de bactérias
laticas (figura 20a e 20b).

Durante a vida-de-prateleira, a populagdo de microrganismos mesofilos e de
bactérias laticas nas produgdes T5 e T8, bem como as adicionadas de L. sake 2a,
reduziram em meédia do 30° ao 90° diaem cercade 1,5 a 2,5 ciclos log, totalizando ao
90° dia uma populacéo média de 4,43 +0,46 log UFC/g e 4,67 +1,13 log UFC/g para
microrganismos mesofilos e bactérias |aticas. De acordo com as figuras 20a e 20b,
a0 30° dia a populacdo média de microrganismos mesofilos nas producdes T5, T8,
T12 e T14 foi de 6,63 £0,71 UFC/g, reduzindo ao 90° dia para4,43 1,13 log UFC/qg.
Ja areducdo média das popul agbes de bactérias |&ticas a0 longo da vida-de-prateleira
nas produgdes estudadas foi de aproximadamente 3 ciclos log, tendo sido verificado
uma populacéo ao 30° diade 7,39 +1,26 log UFC/g, reduzindo para 4,67 +0,1,13 ao
90° dia.

Observa-se na tabela 20 que a reducédo de 1 ciclo log, correspondendo ao
valor D, nas produgdes T5, T8, T12 e T14 foi a cada 23, 25, 32 e 31 dias quanto aos
microrganismo mesofilos e, 29, 26, 31 e 27 dias, quanto a reducdo de bactérias
laticas. Verificou-se, desta forma, que nas producdes T5 e T8 0 periodo necessario
para reducéo de 1 ciclo log de microrganismo mesofilos foi menor do que as
adicionadas de Lactobacillus sake. Para bactérias |éticas a producdo T12 foi a que
mais tempo necessitou para areducéo de 1 ciclo log, seguida da produgéo T5.
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Tabela 20 — Média, desvio padrédo e valores D de microrganismo mesofilos e
bactérias laticas obtidos durante o periodo de maturacdo e vida-de-prateleira de
salames tipo Italiano processados com a adicdo de culturas starter (T5, T8, T12 e
T14) ecomaadicdo (T5, T12) ou ndo (T8, T14) de sais de cura.

Etapa Tempo (dias) M édia das populacdes (log UFC/qg)
MsST5  MsT8 MsT12 MsT14 Média' DP

MP 0 7,21 7,37 7,18 6,43 7,05 0,42
- 2 843 810 731 | 671 764 078
MT 10 7,89 7,99 7,04 7,19 7,53 0,48

20 7,45 7,60 6,48 6,77 7,08 0,54
Media® 792 190 o4 689 .

30 6,73 7,58 5,99 6,20 6,63 0,71

40 6,67 6,34 5,41 5,68 6,03 0,58

50 6,31 5,67 5,39 5,75 5,78 0,39
VP 60 6,14 5,59 5,39 5,21 5,58 0,40

70 5,47 5,24 491 5,04 5,17 0,24

80 4,88 5,13 4,90 4,68 4,90 0,18

90 4,37 4,95 3,84 4,56 443 0,46
M édia’ 5,80° 5,78° 5,12 5,30%
Valor D* (dias) 23 25 32 31

LabT5 LabT8 LabT12 LabT14 Médiat DP

MP 0 5,18 5,23 6,20 5,57 5,55 0,47
S 2 88 815 718 755 794 073
MT 10 8,60 8,69 712 6,93 7,84 0,94

20 8,48 8,66 6,78 6,60 7,63 1,09
Media® 865 880 702 708 .

30 8,29 8,65 6,31 6,29 7,39 1,26

40 7,40 7,76 5,66 5,66 6,62 1,12

50 7,10 7,45 5,58 5,35 6,37 1,06
VP 60 7,10 7,16 5,52 5,15 6,23 1,05

70 6,82 6,78 5,04 4,87 5,88 1,07

80 6,26 5,82 4,80 4,26 5,29 0,92

90 5,73 5,42 325 4,28 4,67 1,13
M édia’ 6,96° 7,00° 5,16 5,12°
Valor D* (dias) 29 26 31 27

MP- matéria-prima; MT- maturagdo; VP- vida-de-prateleira; Mesofilos- microrganismo mesofilos;
Lab- bactérias l&ticas, DP- desvio padréo. 1- média entre os tratamentos estudados (T5, T7, T8 e
T10); 2- médias das multiplas andlises correspondentes ao periodo de maturagdo de cada tratamento
(dias 2, 10 e 20); 3- médias das miltiplas andlises correspondentes a vida-de-prateleira de cada
tratamento (30° ao 90°dia); 4- Calculo do valor D correspondente aos resultados obtidos durante a
maturacdo e vida-de-prateleira. Letras coincidentes indicam val ores estatisticamente iguais (p>0,05).



90

Natabela 21 e nafigura 21a foi apresentada a populacdo de Staphylococcus
spp., observando um aumento de 2 a 3 ciclos log ao 2° dia em relacdo a matéria-
prima, permanecendo relativamente constante durante a maturacdo, exceto no caso
da producdo T8, as quais tiveram sua populacdo reduzida durante esse periodo em
cercade 2 cicloslog.

Para Staphylococcus aureus (inoculado cerca de 6,00 log UFC/g), observou-
se uma reducéo media de 1a 2 ciclos log durante o periodo de maturacdo nos lotes
analisados. Para a producdo T8 observou-se uma redugdo inicia (até o 2° dia) na
populacdo desse patdgeno, permanecendo ao final da maturagdo. Na producdo T12
(adicionada de L. sake e sais de cura) a populacdo de S. aureus reduziu gradualmente
ao longo de todo o periodo de maturacdo, atingindo valores proximos da formulagéo
T8 ao 20° dia (ligeiramente abaixo de 5,00 log UFC/g). JA no caso das formulagdes
T5 e T14, ambas tiveram suas populacles ligeiramente aumentadas no periodo
inicial de maturacéo, reduzindo gradativamente no periodo subseqiente, de modo a
atingir valores proximos aosiniciais.

Para o género Staphylococcus spp., a populacdo obtida ao 30° dia foi de 5,26
+0,58. Nas producdes T8 e T5 foi verificada a presenca de Staphylococcus spp. ao
60° e 70° dia. Nas producdes T12 e T14, a populacdo foi detectada até o 90° dia, com
uma populacdo média de 3,56 +0,15 log UFC/g, tendo reduzido durante a vida-de-
prateleira em aproximadamente 2 cicloslog (figura 21a).

Para o patdgeno inoculado as producdes (S. aureus), foi observado ao 30° dia
nas producdes T5, T8, T12 e T14 uma populagdo media de 4,60 £0,89 log UFC/g.
Na producéo T8, privada de sais de cura, foi verificada a presenca de S. aureus até o
60° dia, totalizando 2,20 log UFC/g em média. Nas demais producges, ao 90° dia a
populacdo média de Saphylococcus aureus foi de 2,98 + 0,88 1og.

Para a populagdo de Staphylococcus spp. ndo foi verificada uma diferenca
estaticamente significativa entre as producdes (p>0,05) durante o periodo de
maturagdo, ja a variacdo de Staphylococcus aureus para as quatro produgdes durante
a maturacdo foi estatisticamente significativa (p<0,05). A producdo T8 foi a que

durante o periodo de maturag&o apresentou menor populacéo do patdégeno inoculado.
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Tabela 21 — Meédia, desvio padréo e valores D de Saphylococcus spp e
Staphylococcus aureus obtidos durante o periodo de maturagcdo e vida-de-prateleira
de salames tipo Italiano processados com a adi¢éo de culturas starter (T5, T8, T12 e
T14) ecomaadicdo (T5, T12) ou ndo (T8, T14) de sais de cura.

Etapa Tempo (dias) M édia das populacdes (log UFC/qg)
StT5 StT8 StT12 StT14  Média' DP
MP 0 333 3,45 4,84 4,06 3,92 0,69
"""""""""" 2 615 674 665 609 641 033
MT 10 6,09 5,55 6,09 6,00 5,93 0,26
20 5,81 49 5,98 5,81 5,63 0,49
Media® 602 573 624 ST .
30 5,13 4,51 5,54 5,84 5,26 0,58
40 4,73 4,26 5,24 5,83 5,02 0,67
50 3,57 3,65 5,22 5,69 453 1,08
VP 60 2,45 2,56 5,06 5,50 3,89 1,61
70 221 nd 4,56 453 377 1,35
80 Nd nd 4,44 3,63 4,04 0,57
90 Nd nd 3,66 345 3,56 0,15
M édia’ 342 3,817 4,82 4,92
Valor D* (dias) 14 18 37 nc
SaTs SaT8 SaT12  SaT14 Média DP
MP 0 2,44 2,15 2,82 2,26 2,42 0,29
oo 56 573 677 618 608 08
2 6,52 4,66 5,97 6,72 5,97 0,93
MT 10 5,70 4,67 5,32 6,25 5,49 0,66
20 53 4,52 A77 5,76 5,09 0,55
Media® 584 462 535 624
30 5,26 343 4,37 5,33 4,60 0,89
40 5,13 3,18 3,99 4,61 4,23 0,84
50 4,96 2,87 325 3,85 373 0,91
VP 60 4,88 2,22 2,95 3,65 343 1,13
70 4,62 nd 2,49 3,55 3,55 1,07
80 4,63 nd 2,20 341 341 1,22
90 3,69 nd 2,00 3,25 2,98 0,88
M édia’ 4,74 2,93 3,00 3,95
Valor D* (dias) 69 21 21 18

MP- matéria-prima; M T- maturagdo; V P- vida-de-prateleira; St- Staphylococcus spp.; Sa- Staphylococcus
aureus; DP- desvio padrdo; nd- ndo detectado; nc- valor D néo calculado. 1- média entre os tratamentos
estudados (T5, T7, T8 e T10); 2- médias das multiplas andlises correspondentes ao periodo de maturagéo
de cada tratamento (dias 2, 10 e 20); 3- médias das mutiplas andlises correspondentes a vida-de-
prateleira de cada tratamento (30° ao 90°dia); 4- Calculo do valor D correspondente aos resultados
obtidos durante a maturagdo e vida-de-prateleira. Letras coincidentes indicam valores estatisticamente
iguais (p>0,05).
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A variagdo na populacdo de Saphylococcus spp. € de S aureus foi
estatisticamente distinta (p<0,05) para os diferentes produtos durante a vida-de-
prateleira. Observou-se que as producdes T5 e T8, diferiram daquelas adicionadas de
Lactobacillus sake 2a (T12 e T14) quanto a presenca de Saphylococcus spp. Estas
diferencas foram visiveis graficamente, pois populacbes de Saphylococcus spp.
foram obtidas nas producgdes controle ao 60° (T8) e 70° dia (T5), enquanto que, nas
producdes adicionadas de L. sake 2a a populacéo estendeu-se até 0 90° dia.

Para S. aureus, observou-se médias microbianas durante a vida-de-prateleira
para as produgdes T8 e T12, as quais ndo se diferenciaram apesar de terem sido
verificadas populagdes ao 60° e 90° dia. A producéo T5 (adicionada de sais de cura)
foi a que durante a vida-de-pratel eira menos reduziu quanto a presenca de S. aureus,
enguanto que, a producéo T14 (tabela 21 e figura 21b) mostrou-se intermedidria em
relacdo as producdes T12 e T5.

Observa-se na tabela 21 que os valores D para a populacdo de
Staphylococcus spp. diferenciaram-se expressivamente durante o periodo de estudo.
Nas produgdes T5, T8 e T12 areducdo de 1 ciclo log foi a cada 14, 18 e 37 dias. A
reducdo de 1 ciclo log de S aureus foi a cada 69, 21, 21 e 18 dias. Assim, para este
microrganismo foi observado que apenas a producédo controle T5 adicionada de sais
de cura diferenciou grandemente das demais. O fato das populagbes do género
Staphylococcus spp. terem sido distintas nas formulagbes com L. sake estéo
relacionados aos valores de pH obtidos, uma vez que, nas produgdes com L. sake 2a
nado reduziu conforme observado para as outras producdes estudadas.

Nas producdes adicionadas de Lactobacillus sake (T12 e T14) a reducéo de
pH esperado e necessario na caracterizagdo fisico-quimica do produto ndo ocorreu,
tendo sido verificados ao 2° dia valores proximos a 6,30, enquanto que ao 20° dia
estes valores foram de 6,40 (T12) e de 6,20 (T14). Conforme mostra a tabela 22 e
figura 22, a atividade de &gua durante a vida-de-prateleira manteve-se constante em
0,81 0,01, sendo considerado significativamente igual (p>0,05) para as producdes
T5, T8 e T12. Para o pH, ao 30° dia observou-se valores de 5,55 0,73, enquanto
gue, ao 90° dia estes valores reduziram para 5,59 +0,42. Nota-se na figura 22a que,
as producdes adicionadas de Lactobacillus sake tiveram valores de pH superiores ao

esperado e com pequenas variagcdes durante a vida-de-prateleira. Desta forma, os
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produtos carneos obtidos com a adicdo de L. sake 2a ndo podem ser considerados

salames, umavez que ndo foi atingido o pH proprio deste tipo de produto.

Tabela 22 — Valores médios de pH e de atividade de agua obtidos durante o periodo
de maturacéo e vida-de-prateleira de salames tipo Italiano processados com a adic¢éo
de culturas starter (T5, T8, T12 e T14) e com aadicéo (T5, T12) ou ndo (T8. T14) de

sais de cura.

Etapa Tempo (dias) Valores médios obtidos
pHTS pHT8 PpHT12 pHT14 Média' DP

MP 0 6,74 6,76 6,17 5,79 6,37 0,47
- 2 55 53 63 | 621 ¢ 587 | 046
MT 10 5,24 4,80 6,48 6,22 5,69 0,80

20 4,93 4,8 6,5 6,08 5,58 0,84
Media® 524°  500° | 642 617

30 5,19 4,73 6,37 5,89 5,55 0,73

40 5,01 4,58 6,33 5,89 5,45 0,80

50 5,00 4,96 6,25 5,90 5,53 0,65
VP 60 5,06 5,01 6,41 6,08 5,64 0,71

70 5,17 5,17 6,20 5,89 5,61 0,52

80 5,35 5,15 6,01 5,88 5,60 0,41

90 5,29 5,18 6,08 5,79 5,59 0,42
M édia’® 5,15 4,97 6,24° 5,90°

AaT5 AaT8 AaTl2 AaTl4 Média DP

MP 0 0,96 0,96 0,96 0,95 0,96 0,00
- 2 094 094 094 094 094 000
MT 10 0,91 0,91 0,91 0,91 0,91 0,00

20 0,84 0,83 0,84 0,84 0,84 0,01
media® 090" 090 090" 090"

30 0,82 0,82 0,82 0,82 0,82 0,00

40 0,82 0,81 0,82 0,81 0,82 0,01

50 0,82 0,81 0,81 0,81 0,81 0,01
VP 60 0,82 0,81 0,82 0,81 0,82 0,01

70 0,82 0,81 0,82 0,81 0,82 0,01

80 0,82 0,81 0,81 0,81 0,81 0,01

90 0,82 0,81 0,81 0,81 0,81 0,01
M édia® 0,82* 0,82* 0,82* 0,81%

MP- matéria-prima; MT- maturacdo; VP- vida-de-prateleira; Aa- atividade de agua; DP- desvio
padrdo. 1- média entre os tratamentos estudados (T5, T7, T8 e T10); 2- médias das multiplas analises
correspondentes ao periodo de maturacdo de cada tratamento (dias 2, 10 e 20); 3- médias das
multiplas andlises correspondentes a vida-de-prateleira de cada tratamento (30° ao 90°dia). Letras
coincidentes indicam valores estatisticamente iguais (p>0,05).
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Assim sendo, apesar das formulagOes adicionadas de L. sake no presente
estudo terem resultado em uma inibicdo estatisticamente significativa (p<0,05) de
bactérias laticas (possiveis deteriorantes); durante a maturacdo do salame séo
incapazes de garantir o pH adequado para o embutido além de inibirem bactérias
autoctones da carne. Foi observado um efeito sinérgico aditivo entre a presencade L.
sake e de sais de cura na inibi¢gdo de microrganismos, particularmente de S. aureus.
Entretanto, esse efeito sinérgico ndo € suficiente para garantir a seguranca
microbiol dgica do produto elaborado.

MARTINIS & FRANCO (1998) isolaram e caracterizaram Lactobacillus
sake 2a de lingliica frescal e testaram essa bactéria com relagdo ainibicdo de Listeria
monocytogenes na prépria linglica. Os autores concluiram que L. monocytogenes foi
inibida nas producdes adicionadas de Lactobacillus sake 2a, bem como os compostos
inibidores produzido por L. sake 2a permaneceram estavels durante a estocagem.
Verificaram que, com a presenca de L. sake, durante as primeiras trés semanas de
incubagd ndo houve variagdo quanto as contagens de L. monocytogenes nas
amostras com e sem nitrito. Apos a quarta semana, a contagem de L. monocytogenes
das amostras sem nitrito foi cerca de cem vezes maior do que das amostras com
nitrito. Os autores sugeriram que o composto inibidor produzido pelo microrganismo
€ semehante a uma bacteriocina e, ainda, que L. sake 2a pode ser utilizado em
produtos carneos com o intuito de inibir a multiplicacdo de L. monocytogenes.

LUONGO et al. (2001) estudaram o efeito de uma linhagem de Lactobacillus
sakei e das caracteristicas sensoriais de um embutido fermentado, tipico de sul da
ItAlia (“soppressata molisana’). Analisaram a formagcdo de compostos voléteis
durante a maturacdo através de andlise por GC-MS e verificaram a influéncia de
culturas starter na formagéo dos mesmos, bem como sua capacidade de acidificacéo.
Os autores sugeriram que a utilizagdo de culturas starter pode influenciar na
formacdo de aromas caracteristicos e na qualidade microbiol6gica do embutido

“ soppressata molisana’.
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Figura 19 — Populages médias de coliformes, de Escherichia coli e de bolores e
leveduras em salames tipo Italiano com (T5) e sem adicdo de sais de cura (T8), com
Lactobacillus sake 2a (T12 e T14) durante a maturacéo e vida-de-prateleira.
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Figura 20 — Populagdes médias de bactérias laticas e de microrganismos mesofilos
em salames tipo Itaiano com (T5) e sem adicdo de sais de cura (T8), com
Lactobacillus sake 2a (T12 e T14) durante a maturacéo e vida-de-prateleira.
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Figura 21 — Populagtes médias de Saphyl ococcus spp. e de Staphyl ococcus aureus*
em salames tipo Itaiano com (T5) e sem adicdo de sais de cura (T8), com

Lactobacillus sake 2a (T12 e T14) durante a maturacéo e vida-de-prateleira.
* indculo de 6.08 £0.52 log UFC/g
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Figura 22 — Vaores médios de pH e de atividade de agua em salames tipo Italiano
com (T5) e sem adicéo de sais de cura (T8), com Lactobacillus sake 2a (T12 e T14)
durante a maturacdo e vida-de-prateleira.
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V —DISCUSSAO

Apesar do salame tipo Italiano ser um produto com caracteristicas fisico-
guimicas proprias e ndo oferecer condigcbes propicias a multiplicacdo de
microrganismos, se houver uma grande contaminacdo da matéria-prima por S
aureus, este patdgeno permanecera no produto durante o periodo correspondente a
sua comercializacdo conforme observado em nossos experimentos.

BRYAN (1988) e ALTEKRUSE et al. (1997) relataram que apesar do
continuo progresso quanto a qualidade e seguranca dos alimentos, vérios surtos de
doengas transmitidas por alimentos tém sido relatadas na literatura. Os fatores
desencadeadores mais freqlente sdo a contaminagdo cruzada, resfriamento e o
armazenamento improprios, a manutencdo de alimentos a temperatura ambiente por
longo periodo, a contaminagdo com ingredientes e/ou aimentos crus e as méas
condicgdes de higiene por pessoas que manipulam os alimentos. HOLZAPFEL (1998)
relata que a deterioracéo microbiana resulta diretamente da multiplicacéo e atividade
metabdlica de bactérias adaptadas ao alimento. Bactérias Gram-positivas sdo mais
resistente do que algumas Gram-negativas, especialmente com relagdo ao valor do
pH, reducdo da atividade de &gua, cura e processamento térmico. De fato, com
observou-se no presente trabalho que o microrganismo, Staphylococcus aureus
coagul ase-positiva, inoculado a massa carnea pode tornar-se um problema desde que
as boas préticas de processamento ndo sejam adotadas.

TERRA (1993b) relatou que uma das importantes fungdes das culturas starter
adicionadas ao alimento é promover ainibicdo de S. aureus, Salmonella, Clostridium
botulinum e, ainda, de enterobactérias. Segundo o autor, S. aureus € inibido quando
se utilizam culturas starter que promovem a reducdo do pH. Resultados contrarios
foram observados nos experimentos deste trabalho, sendo constatado que,
independentemente da adicdo de culturas starter, houve a permanéncia do patdgeno
apos e periodo de maturacdo e o periodo de possivel comercializagdo. TERRA
(1993b) cita que S. aureus ndo se desenvolve em um meio com pH inferior a 5,3,
sendo este 0 pH especifico do salame tipo Italiano 0 que, no entanto, em NOSsOS
experimentos o pH n&o impediu eliminacdo do referido patdgeno.

A carne fresca possui atividade de &gua por volta de 0,99, propiciando a

multiplicacdo de microrganismos patogénicos e deteriorantes. O processamento de
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salame tipo Italiano associado a temperatura de maturacéo (27 e 20°C) promoveram a
desidratacdo dos tecidos em nossos experimentos, assim como a inibicdo da
multiplicagdo microbiana. A reducdo da atividade de &gua, devido ao processo
empregado, € de fundamental importancia para a manutencdo da qualidade do salame
tipo Italiano. Segundo RODEL et al. (1990), dentre os fatores associados a
estabilidade dos produtos desidratados, a atividade de agua € um dos parémetros que
pode ser mensurado com precisdo, permitindo assim o controle da vida-de-prateleira
dos produtos. Ao ter sido adicionado S. aureus a mistura carnea, independentemente
da desidratacdo, adicdo ou ndo de sais de cura e a redugdo do pH, observou-se a
presenca do patdégeno durante o periodo que corresponderia a vida-de-prateleira.

LEITAO (1988), SABATINI et al. (1998), SENIGALIA (1999) e LARA
(2000) relataram que a atividade de agua é influenciada simultaneamente pela
penetracdo do sal e perda de &gua. Segundo PINTO (1998), as condigbes de
processamento de produtos com baixa atividade de agua selecionam a microbiota, e
no produto final permanecem apenas bactérias da familia Micrococcaceae, com
predominéancia de estafilococos coagulase negativos que eventualmente funcionam
como culturas starter. No presente trabalho, verificou-se que tanto estafilococos
coagul ase-negativo quanto positivo permaneceram durante e a maturacdo e vida-de-
prateleira.

De acordo com LUCKE (2000), a adicdo de microrganismos desgjaveis em
carnes pode ser por diferentes finaidades como, por exemplo, aperfeicoar a
seguranca do produto (inativacdo de patdgenos), aperfeicoar a estabilidade (aumento
da vida-de-prateleira pela inibicdo de microrganismos indesgéveis), promover
diversidade (modificagdo da matéria-prima para a obtencdo de novas propriedades
sensoriais) e também ocasionar beneficios a salide (através dos efeitos positivos na
microbiota intestinal). A fermentacdo de alimentos utilizando culturas promove a
variabilidade de produtos, sendo tanto de interesse para a industria quanto para o
consumidor.

A acdo benéfica de culturas starter em produtos carneos ndo se restringe
somente a reducdo de pH, mas também se da na obtencéo de caracteristicas proprias
(cor, odor e sabor), bem como na reducdo do teor residual de nitrito. Esta

caracteristica deve-se ao fato desses microrganismos terem capacidade de converter
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nitrato em nitrito. Um outro fator importante € que muitas bactérias | aticas sintetizam
aenzima catalase, produzida por grande nimero de bactérias contaminantes da carne,
que decompde o perdxido de hidrogénio (TERRA, 1993a e b; ROCA, 1997; JAY,
2000). De acordo do HUGA & MONFORT (1997), muitos lactobacilos sdo capazes
de formar perdxido de hidrogénio, composto que contribui para a descoloragéo do
pigmento heme nitroso.

De TONI (1994) relatou que Lactobacillus plantarum, caracteriza-se pela
atuacdo mais intensa na decomposi¢do do nitrito no inicio de maturagdo, enquanto
que Pediococcus pentosaceus atua de forma prolongada. A utilizagdo de bactérias
|&ticas favorece a decomposicédo do nitrito, promovendo a reducdo de pH no produto.
O autor recomenda a adicdo de 10° UFC de L. plantarunvgrama de massa carnea,
inéculo que propicia menor concentragcdo de nitrito residual e valor de pH, ou sgja,
2,88 ppm e 5,45, respectivamente, 0 que representa vantagem quanto a qualidade
microbiol 6gica e a possibilidade de impedir aformagdo de estruturas carcinogénicas.

ANJOS et al. (1996) e ROCA, (1997) citaram que em paises desenvolvidos,
como os Estados Unidos, sais de cura sofrem restricdes para sua utilizagdo, sendo
usado para curar carnes e 0 maximo de adi¢do permitido é de 156 ppm de nitrito de
sodio. Na preparacéo do bacon, a quantidade de nitrito residual foi reduzida para 120
ppm, juntamente com a adicdo de 550 ppm de ascorbato ou eritorbato de sodio,
visando acelerar a transformagdo do &cido nitroso em Oxido nitrico. No Brasil a
concentragdo de nitrito permitida relaciona-se a um limite residual méximo de 30
ppm (ENGETECNO, 2002). O nitrito consumido em quantidades excessivas é
toxico. Uma dose Unica maior do que 15-20 mg/Kg de peso vivo pode ser letal.
Entretanto, o nivel maximo permitido em produtos carneos € de 20 a 40 vezes abaixo
da dose letal. A utilizacgo de nitrito em nivels recomendados ndo constitui nenhum
problema de toxidade, porém, admite-se que a concentracdo minima de nitrito
necessaria parainibir C. botulinum sgja de 150 ppm.

LEISTNER (1995a); ANJOS et al. (1996); SANZ et al. (1997); MORITA et
al. (1998) e JAY (2000) citaram gue o nitrito, produto originado pela reducéo de
nitrato realizada por algumas bactérias, € utilizado na tecnologia de carne desde
tempos remotos. A partir de entdo, varios atributos tém sido relacionados a esse

composto, os quais justificam seu uso na industrializagdo da carne. A adicdo de
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nitrito como sal de cura é importante, especialmente no inicio do processo de
fermentacdo, para que ocorra a estabilidade microbioldgica. O nitrito no embutido
ocasionara a reducéo de enterobactérias e psicrotroficos em cercade 1 a 2 ciclos log
em decorréncia da reducdo do pH. Segundo SANZ et al. (1997), a permanéncia de
enterobactérias e psicrotréficos diminui lentamente, ocasionando a reducdo dos
perigos relacionados ao produto.

O nitrito é responsavel pelo desenvolvimento de caracteristicas proprias nas
carnes curadas (cor, odor e sabor), havendo indicios de que 50mg/Kg de nitrito sdo
suficientes para produzir as caracteristicas desejaveis. Em contrapartida aos atributos
citados, nitrato e nitrito podem apresentar efeitos indesgéveis a salde dos
consumidores. A intoxicacdo por nitrito provoca vasodilatagdo, relaxamento dos
muscul os lisos, metahemoglobinemia, rubose das extremidades da face, desconforto
gastrintestinal, cefaléa, cianose, vomito e colapso, portanto, fica claro que é
prudente minimizar a quantidade de nitrito utilizada na cura da carne. Os compostos
N-nitroso sdo conhecidos como potentes cancerigenos em véarias espécies, inclusive
em primatas, e a exposicdo humana se da através da inalacdo, ingestéo de
nitrosamina pré-formada ou pela nitrosamina endégena (LIEPE, 1983; De TONI,
1994; ANJOS et al., 1996, JABLONSK & BOHACH, 2001).

Devido aos perigos ocasionados pela adicdo de sais de cura seria de grande
interesse a retirada dos mesmos através da incorporagdo de linhagens microbianas,
justamente pelo fato das culturas starter contribuirem no aprimoramento tecnol 4gico.
Indmeros esforgos estdo sendo feitos nesse sentido. No entanto, ainda néo foi
possivel uma garantia eficaz de qualidade quanto as inimeras caracteristicas fisicas,
guimicas, microbioldgicas e, principalmente, sensoriais que garantem a qualidade e a
aceitacao do produto pelo consumidor.

No presente trabalho, um dos objetivos era a retirada dos sais de cura,
substituindo-se por linhagens starter afim de garantir a qualidade dos salame tipo
Italiano nos quesitos microbioldgicos e sensoriais. De acordo com os resultados
obtidos, nas produgdes sem os sais de cura (figuras 9 e 13), a redugcdo dos
microrganismos contaminantes, principalmente do patdgeno inoculado, foi mais

acentuada em relacdo aos tratamentos adicionados dos mesmos. No entanto, a
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eliminacéo de S aureus ndo foi suficiente, sendo este microrganismo detectado ap0s
0 periodo de maturacéo com uma populacdo consideravel mente critica ao produto.

Um outro problema ndo resolvido quando retirado os sais de cura foi a
obtencdo de uma coloracéo apropriada. Desta forma, mesmo que o produto tivesse
atingido todas as suas caracteristicas fisico-quimicas e microbiol dgicas permitidas, o
consumidor o rejeitaria devido a coloragéo. ROCA (1997) e JAY (2000) comentaram
gue investigacOes estdo sendo realizadas para encontrar um substituto para o nitrito,
porém ainda ndo foi encontrada nenhuma substancia igual ou superior a este aditivo
para o desenvolvimento de cor e a agdo antimicrobiana. CASSENS (1995) cita que
uma combinacdo do ascorbato, alfa-tocoferol e nitrito; irradiacdo (com ou sem
nitrito); microrganismos produtores de acido latico (com ou sem nitrito); sorbato de
potéssio com baixas concentracfes de nitrito; hipofosfito de sddio (com ou sem
nitrito); e vérios ésteres fumaratos foram testados. Subseqientemente estudos
mostraram que problemas de sabor foram associados aos sorbatos e ésteres
fumaratos. Portanto, uma alternativa eficiente para a substituicdo do nitrito néo foi
identificada.

A presenca de S. aureus apés 0 periodo de maturagdo dos salames tipo
Italiano é bastante preocupante principalmente pelo fato deste produto ndo passar por
processos térmicos durante sua producdo, bem como quando consumido. Segundo
HOLZAPFEL (1998), esta contaminacéo pode ser procedente da matéria-prima, ou
decorrente de contaminagao pos-processamento. Neste estudo, para melhor avaliagdo
do comportamento do patégeno em salame tipo Italiano foi inoculado S. aureus e
acompanhado durante avida Gtil do produto.

De acordo com NAGEL (1998), na hora da compra de um embutido a
preferéncia do consumidor dependera da impressdo que a cor do produto Ihe cause.
A cor é uma caracteristica de qualidade em varios tipos de produtos. Segundo o
autor, as propriedades objetivamente importantes para um produto carneo de
primeira qualidade serdo os ingredientes, o frescor e o sabor. Entretanto, para o
consumidor a aparéncia, especialmente a cor, também € decisiva.

MORITA et al. (1998) analisaram salame sem a adic¢éo de nitrato ou nitrito,
preparado com a inoculacdo de S. xylosus como cultura starter. Segundo os autores,

esta linhagem bacteriana converte a mioglobina em um derivado denominado
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mioglobina vermelha na auséncia de sais de cura. Os autores concluiram que a
metamioglobina foi convertida para mioglobina vermelha pela linhagem S. xylosus
FAX-1. O derivado foi um complexo de éxido nitrico (NO) de mioglobina Fe(l1),
sendo esta reacdo reversivel pelo efeito do pH. Também concluiram que o complexo
de 6xido nitrico de mioglobina Fe(l1), pigmento de carne curada, foi formado em
salame sem a adicdo de nitrato e nitrito, adicionando-se paraisto S xylosus FAX-1.
O fato das bactérias promoverem a formacao de coloracdo vermelha em carnes sem a
adicdo de nitrito foi relatado, entretanto, ndo foi verificado e confirmado durante os
referidos experimentos. A existéncia de bactérias produzindo NO gera importantes
evidéncias sobre a possivel formagdo de nitrosomioglobina em carne sem a adicdo de
nitrato ou nitrito.

BALDUINO et al. (1999) avaliaram algumas associacdes entre Lactobacillus,
Pediococcus e Enterococcus, para aplicagdo como cultura starter em produtos
carneos, visando a obtencéo de cultura lética mista ou pura com a fermentacéo
homolética, melhor producéo de acido, alta viabilidade celular, tolerancia ao sais de
NaCl e NaNO,, capacidade de reducéo de nitrito de sodio e atividade antimicrobiana
contra patdégenos como S. aureus, Salmonella spp. e E. coli enteropatogénica.
Observaram que a fermentacdo homolatica com melhor producéo de acido lético
(4,61%) e ata viabilidade celular (3 x 10° UFC/mL) foi obtida pelas culturas de L.
curvatus, L. plantarum, P. acidilactici e E. faecium. As culturas mistas selecionadas
apresentaram alta viabilidade (aprox. 10™ UFC/mL), mesmo em elevadas
concentracfes de NaCl e NaNO, Em ensaios “in vitro”, observou-se que o caldo BHI
fermentado apresentou 99% de reducdo do nitrito inicial. As culturas laticas mistas
selecionadas inibiram S aureus, Salmonella spp. e E. coli em &gar BHI. Em linglica
frescal de frango observou-se a reducéo da populacéo de S aureus e coliformes
totais em relacdo as producdes consideradas controles, melhorando a qualidade
sanitéria do produto. Os resultados apresentados evidenciam a possibilidade de
aplicagBes de culturas mistas como culturas starter em produtos carneos.

ARKOUDELOS et al. (1998) avaliaram algumas caracteristicas fisico-
guimicas e microbiologicas de um embutido fermentado grego comercializado na
regido metropolitana de Atenas (Grécia). O estudo foi direcionado a Staphylococcus

Spp., sendo dado como um importante género presente na fermentacdo de carne,
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particularmente a espécie S. carnosus. S. carnosus foi isolado e identificado em
varios embutidos fermentados analisados. As cepas mais freglientemente isoladas
foram de S carnosus (17%), S hominis (8%) e S xylosus (7%) como 0s mas
freqUentes nos embutidos gregos. Os resultados encontrados ainda sugerem gue estas
espécies estdo amplamente distribuidas nos embutidos fermentados.

COFFEY et al. (1998); SAMELIS et al. (1998) e COPPOLA et al. (2000)
estudaram variagOes nas caracteristicas fisico-quimicas e microbiologicas ocorridas
durante a fermentacdo e maturagdo de salame. Foram analisados o comportamento de
linhagens de Lactococcus lactis DPC4268 e DPC4275, Lactobacillus sake (>10°
UFC/g), Micrococaceae e leveduras em relacdo a inibicdo de bactérias Gram-
negativas e microrganismos formadores de esporos. As linhagens starter DPC4268 e
DPC4275 foram comparadas as linhagens Lactobacillus sake e Saphylococcus
carnosus, Uutilizadas comercialmente na producdo de embutidos. Os salames
produzidos com lactococos e lactobacilos exibiram pH entre 5,10 a 5,22 e atividade
de &gua abaixo de 0,90, que é considerada favoravel a conservacéo e estabilidade
higiénica do produto. Também foram observados nos produtos boa qualidade
sensoria e colorimétrica. Analisando os produtos em relagé@o a bactérias formadores
de esporos (Clostridium sulfito- redutor) e Gram- positivos (Saphylococcus
coagulase- positivo), observaram redugbes de suas populacbes durante todo o
processo, enquanto que a populacéo de leveduras ndo diminuiu significativamente
durante o periodo de maturag&o, permanecendo em cerca de 10°> UFC/g.

SAMELIS et al. (1998) observaram que Staphylococcus xylosus dominavam
as popul agdes de Micrococcaceae (proporcao entre 10° a 10° UFC/g), enquanto que
COPPOLA et al. (2000) indicaram que os lactobacilos (aumentado de 3,0 x 10° para
5,5 x 10° UFC/g) constituiam a microbiota predominante, tanto na superficie quanto
no interior, do produto elaborado ao término do periodo de maturacéo.

Resultados semelhantes foram encontrados nos produtos elaborados no
presente trabalho. No entanto, foram utilizadas culturas starter comerciais mistas
compostas de Pediococcus pentosaceus, Saphylococcus xylosus e Staphylococcus
carnosus, assim como uma cultura pura (Lactobacillus sake 2a). Verificou-se,
durante o periodo de maturacdo, uma populacdo media destes microrganismos em

todas as producdes variando de 10" a 108 UFC/g. Diferentemente do que é citado na
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literatura, os resultados obtidos de pH para as producdes adicionadas de L. sake 2a
durante o periodo de maturacdo e vida-de-prateleira desclassificam os produtos
elaborados como salame tipo Italiano.

OSEI ABUNYEWA et al. (2000) citaram gque a carne é um meio ideal paraa
multiplicacdo de muitos tipos de bactérias e fungos, por exemplo, Yarrowia
lipolytica, podendo causar deterioracdo, especidmente quando as populactes
bacterianas sdo inibidas. Verificou-se durante o estudo dos salames produzidos no
presente trabalho que, a medida que o produto foi maturando, a populagdo de bolores
e leveduras foi reduzindo-se, fato este também relacionado & competicdo da
microbiota natural ou igualmente adicionada aos produtos. A populagéo obtida de
bolores e leveduras foi relacionada a contaminacdo ocorrida durante a etapa de
maturacdo no interior da camara, semelhantemente ao descrito da ENGETECNO
(2002) como sendo consequiéncia natural do processo tecnol égico de fabricacéo.

A aplicacdo de linhagens bacteriocianogénicas como culturas starter em
produtos fermentados pode promover uma ferramenta adicional para a prevencéo da
germinagcdo de patdégenos em alimentos, assim como, aumentar a competitividade
dos organismos starter com a microbiota contaminante (HUGAS & MONFORT,
1997).
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VI- CONCLUSOES

Baseado nos resultados obtidos no presente trabalho, pode-se concluir que:
Saphylococcus aureus sobreviveu durante todo o periodo de maturacdo em
sadlames tipo Italiano preparados com carne artificialmente contaminada,
permanecendo viavel no produto até o final de sua vida-de-prateleira ou pelo
menos boa parte. A populacdo meédia obtida para os salames com 2 e 3 tipos de
culturas starter e com saisde cura(T6 e T7) foi de 3,70 e 3,80 log UFC/g ao 90°
dia, enquanto que os produtos sem sais de cura (T9 e T10) a populagdo foi de
2,68 e 2,25 log UFC ao 40° dia, respectivamente.

A reducédo média de S. aureus durante o periodo de maturacdo nos salames
adicionados de 2 e 3 tipos de culturas com e sem sais de cura foi 0,19 (T6) e
0,38 (T7); 2,13 (T9) e 2,18 (T10) ciclos log. Para os produtos adicionados de L.
sake a reducdo correspondeu respectivamente a 2,0 (T12) e 0,42 (T14) ciclos
log.

Durante avida-de-prateleira a reducdo média de S aureus ao 90° dia, em relacéo
ao indculo, correspondeu a 1,94 (T5), 1,84 (T6), 1,85 (T7), 4,77 (T12) e 2,93
(T14). Para a producéo T8 areducdo foi de 3,51 ciclos log tendo sido detectado
ao 60° dia, para os salames T9 e T10 areducéo correspondeu a 2,93 e 3,58 ciclos
log tendo sido detectado a presencade S aureus até o 40° dia.

Os embutidos adicionados de Lactobacillus sake 2a ndo puderam ser
classificados como salame tipo Italiano, uma vez que o pH de 5,3, que
caracteriza o produto néo foi atingido, o contrario do que ocorreu com as demais
producgdes, independentemente da adicdo ou ndo de culturas starter, para as
guais os valores de pH e de atividade de agua reduziram durante o periodo de
maturacao.

Em virtude da coloragdo néo caracteristica, ndo € recomendavel a producéo de
salames sem a adi¢éo dos sais de cura.

Ao término do periodo de maturacdo, E. coli e coliformes deixaram de ser
detectados nos salames tipo Italiano, independentemente da presenca ou ndo de
culturas starter e de sais de cura. Para os salames adicionados de L. sake 2a com

e sem sais de cura (T11, T12, T13 e T14) representantes do grupo dos
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coliformes foram detectados ao 30° dia, com uma populacdo média 1,41, 1,91,
2,64 e 1,94 log UFC/g, possivelmente devido ao valor de pH que permaneceu
por volta de 6,17 a 6,43 durante a maturagdo e 5,89 a 6,26 durante a vida-de-
prateleira

Foram verificados a presenca de bolores e leveduras durante a vida-de-prateleira
sendo relacionados a contaminagdes de superficie ocorrido durante o processo
de secagem na camara de maturacéo. A populacdo detectada ao 40° diavariou de
1,11 a 2,72 log UFC/g, exceto para o sdlame T9 cuja populagdo somente foi
detectado ao 20° dia.

A adicdo de sais de cura dificultou a inibicdo microbiana, particularmente de S.
aureus artificialmente inoculado, exceto no caso das formulagGes com L. sake
2a, para as quais observou-se um efeito sinérgico aditivo entre a referida cultura
e 0s sais de cura, no entanto, ndo garantindo a seguranca do produto.

Os dados obtidos no presente trabalho ndo permitiram concluir sobre a
diferencas entre resultados obtidos para a adicdo ou ndo de culturas starter, bem
como a sua composicdo, sobre a inibicdo dos diferentes microrganismos
estudados.

Apesar do salame ser um produto que ndo apresenta condicdes favoravels para a
multiplicacdo de microrganismos, se a contaminacdo inicial da matéria-prima
com Saphylococcus aureus for alta, esse microrganismo continuara presente no
produto durante toda a maturagdo com popul agdes el evadas.

O salame tipo Itaiano € um produto com boa aceitacdo, sendo considerado
seguro quanto a presenca de microrganismos esporulados. No entanto, pode
haver a permanéncia de Saphylococcus aureus, representando um perigo a
salide do consumidor.
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VII —ANEXOS

Anexo 1 — Resultados da andlise de variancia, em relagdo as popul agdes microbianas
e valores de pH e de atividade de agua obtidos para as formulagdes T1, T2, T3e T4
de salame tipo Italiano, com intervalos de confianca de 95%, durante o periodo de
maturacao.

Parametros Fon_te ge Soma dos _Grau de Quagr_ado E Grueo
variagao quadrados liberdade médio homogéneo
Entre grupos 2,598862 3 0,8662875 1,195 0,3298ns Tla
Co Dentro dos grupos 20,30332 28 0,7251188 T3a
Total corrigido 22,902188 31 Td4a
T2a
Entre grupos 0,9194500 3 0,3064833 3,749  0,0414ns Tla
Ec Dentro dos grupos 0,9810500 12 0,0817542 T4 ab
Total corrigido 1,9005000 15 T2ab
T3b
Entre grupos 17,647873 3 5,8826243 24,373 0,0000n Tla
BL Dentro dos grupos 10,619575 a4 0,2413540 T2b
Total corrigido 28,267448 47 T3 bc
T4c
Entre grupos 1,8810833 3 0,6270278 5,304 0,0003n T2a
Lab Dentro dos grupos 5,2011167 a4 0,1182072 T3ab
Total corrigido 7,0822000 47 Tlab
T4b
Entre grupos 0,0951833 3 0,317278 0,245  0,8643ns T2a
Ms Dentro dos grupos 5,6920833 44 0,1293655 T3a
Total corrigido 5,7872667 47 Tla
T4a
Entre grupos 0,457550 3 0,1525167 0459  0,7124ns T4a
St Dentro dos grupos 14,622017 44 0,3323186 Tla
Total corrigido 15,079567 47 T3a
T2a
Entre grupos 0,5673063 3 0,1891021 2,730  0,0552ns T3a
H Dentro dos grupos 3,0477417 44 0,0692669 Td4a
P Total corrigido 3,6150479 47 T2a
Tla
Entre grupos 0,0013062 3 0,0004354 0,173 09143 ns T2a
Aa Dentro dos grupos 0,1100925 44 0,0025210 Tla
Total corrigido 0,1122312 a7 T3a
T4a

BL (bolores e leveduras), Co (coliformes totais), Ec (Escherichia coli), Lab (bactérias |&ticas), Ms
(mesdfilos), Sa (Staphylococcus aureus), St (Staphylococcus spp.) e Aa (atividade de agua).

* OBS: s = dignificativo (p<0,05)/ ns = ndo significativo (p>0,05)

Para uma mesma linha, médias com uma mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste
aplicado.
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Anexo 2 - Resultados da andlise de variancia, em relacdo as popul agdes microbianas
e valores de pH e de atividade de agua obtidos para as formulagdes T1, T2, T3 e T4
de salame tipo Italiano, com intervalos de confianca de 95%, durante a vida-de-

prateleira
a o Soma dos Grau de Quadrado Grupo
FEGITIEES FEREETETRED guadrados liberdade meédio . # homogéneo

Entre arunos 44,534546 3 14,844849 23,166  0,0000s T2a

Leb oo dae e o 69,207050 108 0,640806 T3b

grup 113,74160 111 Tac

Total corrigido Tic

Entre grupos 12,934782 3 4,3115940 5,623 0,0013s T3a

Ms Dentro dos grupos 82,808186 108 0,7667425 T4ab

Total corrigido 95,742968 111 T2ab

Tib

Entre grupos 2,07052 3 0,6901738 0,594  0,6204ns T3a

St Dentro dos grupos 125,51776 108 1,16220,15 T4a

Total corrigido 127,58829 111 T2a

Tla

Entre grupos 1,0354884 3 0,3451628 5,570 0,0014s T3a

H Dentro dos grupos 6,6929393 108 0,0619717 Tla

p Total corrigido 7,7284277 111 T4ab

T2b

Entre grupos 0,0051929 3 0,0017310 11,001 0,0000s T2a

Aa Dentro dos grupos 0,0169929 108 0,0001573 Tla

Total corrigido 0,221857 111 Tab

T3b

BL (bolores e leveduras), Co (coliformes totais), Ec (Escherichia coli), Lab (bactérias |&ticas), Ms
(mesdfilos), Sa (Staphylococcus aureus), St (Staphylococcus spp.) e Aa (atividade de agua).
* OBS: s = significativo (p<0,05)/ ns = ndo significativo (p>0,05)
Para uma mesma linha, médias com uma mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste

aplicado.
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Anexo 3 — Resultados da analise de variancia, em relacéo as popul agdes microbianas
e valores de pH e de atividade de agua obtidos para as formulagdes T5, T6, T8 e T9
de salame tipo Italiano, com intervalos de confianca de 95%, durante o periodo de

maturagao.
a Fonte de Soma dos Grau de Quadrado Grupo
FEGITIEES variacao guadrados liberdade meédio . # homogéneo

Entre grupos 7,647093 3 2,5490311 3412 0,0276s T8a

Co Dentro dos grupos 26,895904 36 0,74771084 T6ab

Total corrigido 34,54299 39 T5ab

T9b

Entre grupos 1,1401844 3 0,3800615 1520 0,2310ns T8a

Ec Dentro dos grupos 7,0009375 28 0,2500335 T9a

Total corrigido 8,1411219 31 T6a

T5a

Entre grupos 2,706473 3 0,9021576 1,067 0,3729ns T6a

BL Dentro dos grupos 37,212225 44 0,8457324 T8a

Total corrigido 39,918698 47 T5a

T9a

Entre grupos 1,369756 3 0,4565854 1,740 0,1727ns T9a

Lab Dentro dos grupos 11,544592 44 0,2623771 T8a

Total corrigido 12,914348 47 T5a

T6a

Entre grupos 0,572873 3 0,1909576 0,577  0,6331ns T8a

Ms Dentro dos grupos 14,558525 44 0,3308756 T5a

Total corrigido 15,131398 47 T6a

T9a

Entre grupos 6,9134729 3 2,3044910 10,216  0,0000s T9a

St Dentro dos grupos 9,9252083 a4 0,2255729 T8b

Total corrigido 16,838681 47 Téc

T5c

Entre grupos 22,852073 3 7,6173576 32,398  0,0000s T9a

Sa Dentro dos grupos 10,345275 44 0,2351199 T8ab

Total corrigido 33,197348 47 T5bc

T6C

Entre grupos 1,7917167 3 0,5972389 5,393 0,0030s T9a

H Dentro dos grupos 4,8723500 44 0,1107352 T8ab

P Total corrigido 6,6640667 47 Téb

T5b

Entre grupos 0,0020750 3 0,0006917 0,265  0,8506ns T9a

Aa Dentro dos grupos 0,1150500 44 0,0026148 T5a

Total corrigido 0,1171250 a7 T8a

T6a

BL (bolores e leveduras), Co (coliformes totais), Ec (Escherichia coli), Lab (bactérias l&ticas), Ms
(mestfilos), Sa (Staphylococcus aureus), St (Staphylococcus spp.) e Aa (atividade de agua).
* OBS: s = gignificativo (p<0,05)/ ns = ndo significativo (p>0,05)
Para uma mesma linha, médias com uma mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste

aplicado.
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Anexo 4 — Resultados da analise de variancia, em relacéo as popul agdes microbianas
e valores de pH e de atividade de agua obtidos para as formulagdes T5, T6, T8 e T9
de salame tipo Italiano, com intervalos de confianca de 95%, durante sua vida-de-

prateleira
a Fonte de Soma dos Grau de Quadrado Grupo
FEGITIEES variacao guadrados liberdade meédio . # homogéneo

Entre grupos 0,111667 2 0,0558333 7,852 0,0106s Th5a

BL Dentro dos grupos 0,0640000 9 0,0071111 T8a

Total corrigido 0,1756667 11 T6b

Entre grupos 13,52819 3 4,5093952 4,277 0,0068s T9a

Lab Dentro dos grupos 113,87546 108 1,0544024 T6b

Total corrigido 127,40364 111 T5b

T8b

Entre grupos 2,889581 3 0,9631937 1,295 0,2798ns T8a

Ms Dentro dos grupos 80,298346 108 0,7435032 T5a

Total corrigido 83,187928 111 T9a

T6a

Entre grupos 35,366573 3 11,788858 15,359  0,0000s T5a

St Dentro dos grupos 68,313352 89 0,767566 T8a

Total corrigido 103,67992 92 T9a

T6b

Entre grupos 94,635777 3 31,545259 78,826  0,0000s T9a

Sa Dentro dos grupos 32,015122 80 0,400189 T8a

Total corrigido 126,65090 83 T6éb

T5c

Entre grupos 3,3396455 3 1,1132152 18,616  0,0000s T9a

pH Dentro dos grupos 6,4583607 108 0,057996 T8a

Total corrigido 9,7980063 111 T5b

T6b

Entre grupos 0,0080670 3 0,0026890 10,843  0,0000s T9a

Aa Dentro dos grupos 0,0267821 108 0,0002480 T8b

Total corrigido 0,0348491 111 T5b

T6b

BL (bolores e leveduras), Co (coliformes totais), Ec (Escherichia coli), Lab (bactérias l&ticas), Ms
(mesdfilos), Sa (Staphylococcus aureus), St (Staphylococcus spp.) e Aa (atividade de agua).
* OBS: s = significativo (p<0,05)/ ns = ndo significativo (p>0,05)
Para uma mesma linha, médias com uma mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste

aplicado.
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Anexo 5 — Resultados da analise de variancia, em relacéo as popul agbes microbianas
evalores de pH e de atividade de &gua obtidos para as formulagdes T5, T7, T8 e T10
de salame tipo Italiano, com intervalos de confianca de 95%, durante o periodo de

maturagao.
A Fonte de Soma dos Grau de Quadrado Grupo
PEETEIES variacao guadrados liberdade meédio . # homogéneo
Entre grupos 3,945139 3 1,3150464 1,200 0,3237ns T10a
Co Dentro dos grupos 39,457358 36 1,0960377 T8a
Total corrigido 43,402498 39 T7a
T5a
Entre grupos 0,6331232 3 0,2243744 0,677  0,5744ns T10a
Ec Dentro dos grupos 7,9492875 28 0,3312203 T8a
Total corrigido 8,6224107 31 T7a
T5a
Entre grupos 5,828158 3 1,9427194 1,823  0,1569ns T7a
BL Dentro dos grupos 46,896233 44 1,0658235 T8a
Total corrigido 52,724392 47 T5a
T10a
Entre grupos 0,2111083 3 0,0703694 0,946  0,4266ns T8a
Lab Dentro dos grupos 3,2728833 44 0,0743837 T10a
Total corrigido 3,4839917 47 T5a
T7a
Entre grupos 6,394873 3 2,1316243 6,741 0,0008s T7a
Ms Dentro dos grupos 13,308798 a4 0,3162256 T8b
Total corrigido 20,308798 47 T5b
T10b
Entre grupos 4,1912729 3 1,3970910 6,281 0,0012s T10a
St Dentro dos grupos 9,7872083 44 0,2224366 T8a
Total corrigido 13,978481 47 T7b
T5ab
Entre grupos 18,359990 3 6,1199965 21,540  0,0000s T10a
sa Dentro dos grupos 12,501292 44 0,2841203 T8a
Total corrigido 30,861281 47 T5b
T7b
Entre grupos 0,0013063 3 0,0004354 0,162  0,9214ns T10a
Aa Dentro dos grupos 0,1182750 44 0,0026881 T7a
Total corrigido 0,1195812 47 T5a
T8a
Entre grupos 0,5553229 3 0,1851076 0,909  0,4444ns T8a
H Dentro dos grupos 8,9600250 44 0,2036369 T10a
P Total corrigido 9,5153479 47 T5a
T7a

BL (bolores e leveduras), Co (coliformes totais), Ec (Escherichia coli), Lab (bactérias l&ticas), Ms
(mestfilos), Sa (Staphylococcus aureus), St (Staphylococcus spp.) e Aa (atividade de agua).
* OBS: s = gignificativo (p<0,05)/ ns = ndo significativo (p>0,05)
Para uma mesma linha, médias com uma mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste

aplicado.
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Anexo 6 - Resultados da andlise de variancia, em relacéo as popul agdes microbianas
evalores de pH e de atividade de &gua obtidos para as formulacfes T5, T7, T8 e T10
de salame tipo Italiano, com intervalos de confianca de 95%, durante a sua vida-de-

prateleira
A Fonte de Soma dos Grau de Quadrado Grupo
PEETEIES variacao guadrados liberdade meédio . # homogéneo
Entre grupos 0,500667 2 0,2500333 4,835 0,0375s T7a
BL Dentro dos grupos 0,466000 9 0,0051778 T5ab
Total corrigido 0,96667 11 T8b
Entre grupos 2,15268 3 0,7175595 0,604  0,6140ns T7a
Lab Dentro dos grupos 128,39046 108 1,1888006 T5a
Total corrigido 130,54314 111 T8a
T10a
Entre grupos 0,337650 3 0,1125500 0,146  0,9320ns T8a
Ms Dentro dos grupos 83,217021 108 0,7705280 T5a
Total corrigido 83,554671 111 T10a
T7a
Entre grupos 32,038160 3 10,679387 14,966  0,0000s T5a
St Dentro dos grupos 63,508563 89 0,713579 T8ab
Total corrigido 95,546723 92 T10b
T7c
Entre grupos 60,660024 3 20,220008 89,452 0,0000s T10a
Sa Dentro dos grupos 17,179296 76 0,226043 T8a
Total corrigido 77,83932 79 T7b
T5b
Entre grupos 1,4657027 3 0,4885676 10,925  0,0000s T8a
H Dentro dos grupos 4,8298464 108 0,0447208 T10ab
P Total corrigido 6,2955491 111 T5bc
T7c
Entre grupos 0,0016027 3 0,000534 2,157  0,0974ns T10a
Aa Dentro dos grupos 0,0267536 108 0,000248 T8a
Total corrigido 0,0283563 111 T7a
T5a

BL (bolores e leveduras), Co (coliformes totais), Ec (Escherichia coli), Lab (bactérias l&ticas), Ms
(mesdfilos), Sa (Staphylococcus aureus), St (Staphylococcus spp.) e Aa (atividade de agua).
* OBS: s = significativo (p<0,05)/ ns = ndo significativo (p>0,05)
Para uma mesma linha, médias com uma mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste

aplicado.
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Anexo 7- Resultados da andlise de variancia, em relacéo as populagdes microbianas
e valores de pH e de atividade de &gua obtidos para as formulagbes T11 e T13 de
salame tipo Italiano, com intervalos de confianca de 95%, durante o periodo de

maturacso.
A Fonte de Soma dos Grau de Quadrado Grupo
PEETEIES variacao guadrados liberdade meédio . # homogéneo

Entre grupos 4,63766042 1 4,6376042 15346  0,0007s Tlla

Co Dentro dos grupos 6,6482917 22 0,3021951 T13b
Total corrigido 11,285896 23

Entre grupos 10,179188 1 10,179188 33,410  0,0000s Tlla

Ec Dentro dos grupos 5,484188 18 0,304677 T13b
Total corrigido 15,663375 19

Entre grupos 0,032267 1 0,0322667 0,034  0,8580ns Tlla

BL Dentro dos grupos 21,084267 22 0,9583758 T13a
Total corrigido 21,116533 23

Entre grupos 0,656704 1 0,6567042 0,986  0,3419ns Tlla

Lab Dentro dos grupos 14,645558 22 0,6657072 T13a
Total corrigido 15,302263 23

Entre grupos 0,0000000 1 0,0000000 0,000  1,0000ns T13a

Ms Dentro dos grupos 6,9509833 22 0,3159538 Tlla
Total corrigido 6,9509800 23

Entre grupos 2,2326000 1 2,2326000 6,915 0,0153s Tlla

St Dentro dos grupos 7,1034500 22 0,3228841 T13b
Total corrigido 9,3360500 23

Entre grupos 0,0580167 1 0,0580167 0500  0,4942ns T13a

H Dentro dos grupos 2,5503167 22 0,1159235 Tlla
P Total corrigido 2,6083333 23

Entre grupos 0,0001042 1 0,0001042 0,041  0,8439ns T13a

Aa Dentro dos grupos 0,0561917 22 0,0025542 Tlla
Total corrigido 0,0562958 23

BL (bolores e leveduras), Co (coliformes totais), Ec (Escherichia coli), Lab (bactérias l&ticas), Ms
(mestfilos), Sa (Staphylococcus aureus), St (Staphylococcus spp.) e Aa (atividade de agua).
* OBS: s = dignificativo (p<0,05)/ ns = ndo significativo (p>0,05)
Para uma mesma linha, médias com uma mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste

aplicado.
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Anexo 8 — Resultados da andlise de variancia, em relacéo as popul agdes microbianas
e valores de pH e de atividade de &gua obtidos para as formulagtes T11 e T13 de
salame tipo Italiano, com intervalos de confianga de 95%, durante sua vida-de-

prateleira
A Fonte de Soma dos Grau de Quadrado Grupo
PEETEIES variacao guadrados liberdade meédio . # homogéneo
Entre grupos 1,9178689 1 1,9178689 11,908 0,0107s Tlla
Co Dentro dos grupos 1,1274200 7 0,1610600 T13b
Total corrigido 3,0452889 8
Entre grupos 0,0248063 1 0,0248063 0,072  0,7945ns Tlla
BL Dentro dos grupos 4,7924375 14 0,3423170 T13a
Total corrigido 4,8172437 15
Entre grupos 5,954064 1 5,9540643 7,535 0,0082s Tlla
Lab Dentro dos grupos 42,670136 54 0,7901877 T13b
Total corrigido 48,624200 55
Entre grupos 0,301645 1 0,3016446 0,556  0,4670ns T13a
Ms Dentro dos grupos 29,285168 54 0,5423179 Tlla
Total corrigido 29,586813 55
Entre grupos 28,215402 2 28,215402 26,830  0,0000s Tlla
St Dentro dos grupos 56,787496 54 1,051620 T13b
Total corrigido 85,002898 55
Entre grupos 1,9575161 1 1,9575161 18,265  0,0001s T13a
H Dentro dos grupos 5,7873679 54 0,1070735 T11b
P Total corrigido 7,7448839 55
Entre grupos 0,0000446 1 0,0000446 0,128  0,7260ns T13a
Aa Dentro dos grupos 0,0188679 54 0,0003494 Tlla
Total corrigido 0,0189125 55

BL (bolores e leveduras), Co (coliformes totais), Ec (Escherichia coli), Lab (bactérias l&ticas), Ms
(mesdfilos), Sa (Staphylococcus aureus), St (Staphylococcus spp.) e Aa (atividade de agua).
* OBS: s = significativo (p<0,05)/ ns = ndo significativo (p>0,05)
Para uma mesma linha, médias com uma mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste

aplicado.
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Anexo 9 — Resultados da analise de variancia, em relacéo as popul agbes microbianas
e valores de pH e de atividade de agua obtidos para as formulagdes T5, T8, T12 e
T14 de salame tipo Italiano, com interval os de confianca de 95%, durante o periodo

de maturacso.
A Fonte de Soma dos Grau de Quadrado Grupo
PEETEIES Variagdo guadrados liberdade meédio . # homogéneo
Entre grupos 15,065514 3 5,0218379 7,386 0,0005s T8a
Co Dentro dos grupos 27,196875 40 0,6799219 T5ab
Total corrigido 42,262389 43 T12b
T14b
Entre grupos 2,430272 3 0,8100908 2,402 0,0837s T8a
Ec Dentro dos grupos 12,141625 36 0,3372674 T5ab
Total corrigido 14,571898 39 T1l4ab
T12b
Entre grupos 18,334492 3 6,1114972 7,213 0,0005s T8a
BL Dentro dos grupos 37,282300 44 0,8473250 Tl4a
Total corrigido 55,616792 47 T5a
T12b
Entre grupos 28,880423 3 9,6268076 47,265  0,0000s T12a
Lab Dentro dos grupos 8,961825 44 0,2036778 Tl4a
Total corrigido 37,842248 47 T8b
T5b
Entre grupos 10,738975 3 3,5796583 16,920  0,0000s Tl4a
Ms Dentro dos grupos 9,308817 44 0,2115640 T12a
Total corrigido 20,047792 47 T8b
T5b
Entre grupos 1,571683 3 0,5238944 1,890 0,1451 T8a
St Dentro dos grupos 12,194183 44 0,2771405 Tl4a
Total corrigido 13,765867 47 T5a
T12a
Entre grupos 17,744573 3 5,9148576 25,882  0,0000s T8a
Sa Dentro dos grupos 10,055425 44 0,2285324 T12b
Total corrigido 27,799998 47 T5bc
Tl4c
Entre grupos 17,368990 3 5,7896632 74,858  0,0000s T8a
H Dentro dos grupos 3,403058 44 0,0773422 T5a
P Total corrigido 20,772048 47 T14b
T12b
Entre grupos 0,0003396 3 0,0001132 0,048  0,9857ns Tl4a
Aa Dentro dos grupos 0,1027417 44 0,0023350 T5a
Total corrigido 0,1030812 a7 T8a
T12a

BL (bolores e leveduras), Co (coliformes totais), Ec (Escherichia coli), Lab (bactérias l&ticas), Ms
(mestfilos), Sa (Staphylococcus aureus), St (Staphylococcus spp.) e Aa (atividade de agua).
* OBS: s = gignificativo (p<0,05)/ ns = ndo significativo (p>0,05)
Para uma mesma linha, médias com uma mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste

aplicado.
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Anexo 10 - Resultados da andlise de variancia, em relagdo as populacbes
microbianas e valores de pH e de atividade de agua obtidos para as formulagdes T5,
T8, T12 e T14 de salame tipo Italiano, com intervalos de confianca de 95%, durante
0 periodo de maturagdo sua vida-de-prateleira.

A Fonte de Soma dos Grau de Quadrado Grupo
PEETEIES variacao guadrados liberdade meédio . # homogéneo
Entre grupos 0,0021125 1 0,0021125 0,006  0,9405ns T12a
Co Dentro dos grupos 2,0342750 6 0,3390458 Tl4a
Total corrigido 2,0363875 7
Entre grupos 1,1472750 3 0,3824250 1,222  0,3278ns T5a
BL Dentro dos grupos 6,2609875 20 0,3130494 Tl4a
Total corrigido 7,4082625 23 T8a
T12a
Entre grupos 94,522818 3 31,507606 39,191  0,0000s T12a
Lab Dentro dos grupos 86,826807 108 0,803952 Tl4a
Total corrigido 181,34963 111 T5b
T8b
Entre grupos 9,900525 3 3,3001750 5,534 0,0014s T12a
Ms Dentro dos grupos 64,410871 108 0,5963970 T14ab
Total corrigido 74,311396 111 T8b
T5b
Entre grupos 37,570244 3 12,523415 11,957 0,0000s T5a
St Dentro dos grupos 93,218081 89 1,047394 T8a
Total corrigido 130,78832 92 T12b
T14b
Entre grupos 55,029031 3 28,343010 30,676  0,0000s T8a
Sa Dentro dos grupos 57,404669 96 0,597965 T12a
Total corrigido 112,43370 99 T14b
T5c
Entre grupos 30,554161 3 10,184720 266,71  0,0000s T8a
H Dentro dos grupos 4124150 108 0,038187 T5b
P Total corrigido 34,678311 111 T1l4c
Ti2d
Entre grupos 0,0019321 3 0,000644 1,848 0,1428ns T1l4a
Aa Dentro dos grupos 0,0376357 108 0,000348 T8a
Total corrigido 0,0395679 111 T5a
T12a

BL (bolores e leveduras), Co (coliformes totais), Ec (Escherichia coli), Lab (bactérias l&ticas), Ms
(mestfilos), Sa (Staphylococcus aureus), St (Staphylococcus spp.) e Aa (atividade de agua).

* OBS: s = dignificativo (p<0,05)/ ns = ndo significativo (p>0,05)

Para uma mesma linha, médias com uma mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste
aplicado.
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Anexo 11- Valores D caculados para as populactes sobreviventes de bolores e
leveduras nas produgbes estudadas durante o periodo de maturacdo e a vida de

prateleira
BLT1 y =-0,0621x + 3,5399
R?=0,974
4,00 -
3,00 4
[8)
5
2 2,00 -
-
1,00 -
0,00 ‘ ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40
tempo ( dias)
Coeficientes Erro padrao Satt valor-P
Intersecéo 3,5443 0,1377 25,7474 1,51E-03
Variavel BLT1 -0,0622 0,0073 -8,4671 1,37E-02
-b (Wp? SE(b) [SE(K)] V(D) *SED) D D Dmin
0,0621 67240,91 0,0073 0,0001 3,583268 2 16 18 14
BLT2 y =-0,0523x + 4,5423
R? =0,9973
5,00
2 4,00
g 3,00 \
> 2,00
S 1,00
0,00 + ‘ ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40
Tempo (dias)
Coeficientes Erro padrao Satt valor-P
Intersecéo 4,5401 0,0342 132,6824 9,44E-07
Varidvel BLT2 -0,0523 0,0014 -37,4363 4,19E-05
-b (Wp?)? SE(b) [SE(KY)] V(D) *SED) D Dmax  Dmin
0,0523 132640,10 0,0014 0,000002 0,258498 1 19 20 18

v T —
SEM)=\/vo= |/ L | x SE ()
v iZ
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BLT3 y =-0,0886x +4,9767
R? = 10,9945
6,00
& 5,00
9 4,00
S 3,00
2 2,00
- 1,00
0,00 + ‘ ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40
Tempo (dias)
Coeficientes Erro padrdo Satt valor-P
Intersecéo 4,9812 0,0924 53,9032 1,41E-05
Varidvel BLT3 -0,0886 0,0038 -23,5755 1,67E-04
-b (Ub?)? SE(b) [SE(bY)] V(D) *SE(D) Diin
0,0886 16228,00 0,0038 0,00001 0,234332 0,5 11
BLT4 y =-0,0919x + 5,3043
R? =0,9579
6,00
~ 5,00
(o)
9 4,00
S 3,00 e
2 2,00
- 1,00
0,00 + ‘ ‘ ‘
0 20 40 60
Tempo (dias)
Coeficientes Erro padrdo Satt valor-P
Intersecéo 5,3043 0,3478 15,2490 4,27E-03
Variavel BLT4 -0,0919 0,0136 -6,7422 2,13E-02
-b (Wp?)? SE(b) [SE(K)] V(D) *SE(D) Drrin
0,0919 14019,68 0,0136 0,00018 2,593079 2 9
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BLTS y =-0,1041x + 4,3607
R? = 0,9469
5,00
B 4,00
LDDL 3,00
= 2,00
€ 1,00
91
0,00 -
0 5 10 15 20 25 30 35
Tempo (dias)
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecdo 4,3679 0,3278 13,3231 5,59E-03
Varidvel BLT5 -0,1041 0,0175 -5,9649 2,70E-02
-b (Up?? SE(b) [SE(b")] V(D) *SE@) D Dmac D
0,1041 8515,24 0,0175 0,0003 2,607793 2 10 12 8
BLT6 y =-0,0656x + 3,3147
R? =0,9967
4,00
2 300
S 2,00
8 1,00
—
0,00
0 5 1015 20 25 30 35
Tempo (dias)
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecdo 3,3242 0,0660 50,3567 1,26E-02
Varidvel BLT6 -0,0656 0,0036 -18,3597 3,46E-02
-b (Up?? SE(b) [SE(b*)] V(D) *SEDC) D Dmac  Dmin
0,0656 53998,87 0,0036 0,00001 0,699825 1 15 16 14
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BLT7 y =-0,0858x + 3,4596
R?=0,9748
__ 400
S 3,00
S 2,00
2 1,00
- 000 4H—
0O 5 10 15 20 25 30
Tempo (dias)
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecéo 3,45957 0,18265 18,94145 2,78E-03
Varidvel BLT7 -0,0858 0,00975 -8,79882 1,27E-02
-b (Up?? SE(b) [SE(b?)] V(D) *SED) D Dmac D
0,0858 18452,31 0,00975 0,0001 1,754123 1 12 13 11
BLT8 y =-0,1102x + 4,5094
R2 =0,9927
5,00 -
5 400 1
E 3,00 -
2
S 2,00 -
o
- 1,00 -
0,00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 5 10 15 20 25 30
Tempo (dias)
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecdo 45114 0,1747 25,8269 2,46E-02
Varidvel BLT8 -0,1102 0,0095 -11,5806 5,48E-02
-b (Up?? SE(b) [SE(")] V(D) *SE@) D Dmac D
0,1102 6780,69 0,0095 0,0001 0,611957 1 9 10 8
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BLT9 y =-0,1065x + 4,5695
R? = 10,9965
5,00
S 4,00
LDDL 3,00 \\
S 2,00
S 1,00
0,00 - ‘ ‘ ‘ ‘ |
0 5 10 15 20 25
Tempo (dias)
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecdo 4,5695 0,0819 55,8025 1,14E-02
Varidvel BLT9 -0,1065 0,0063 -16,8599 3,77E-02
-b (Up?? SE(b) [SE(bY)] V(D) *SE@) D Dmac D
0,1065 7773,23 0,0063 0,00004 0,308520 1 9 10 8
BLT10 y =-0,1382x + 4,8779
R2=0,9871
5,00 -
5 4,00 -
Q3,00 1
=)
> 2,00 -
@]
—'1,00 |
0,00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 5 10 15 20 25 30
Tempo (dias)
Coeficientes Erro padrdo Satt valor-P
Intersecéo 4,8779 0,2052 23,7739 2,68E-02
Varidvel BLT10 -0,1382 0,0158 -8,7327 7,26E-02
-b (1/b%? SE(b) [SE(b)] V(D) *SE(D) D Dpa  Dmin
0,1382 2741,37 0,0158 0,0002 0,684356 1 7 8 6
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BLTI11 y =-0,091x +4,5991
R2 = 0,9899
5,00
S 4,00
g 3,00
§ 2,00
3 1,00
0,00
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tempo (dias)
Coeficientes Erro padrdo Satt valor-P
Intersecio 4,5991 0,1302 35,3363 4,98E-05
Varidvel BLT11 -0,0910 0,0053 -17,1444 4,32E-04
-b (U/b?)? SE(b) [SE(b%)] V(D) *SE(D) D Dmsx  Dumin
0,0910 14455,08 0,0053 0,00003 0,406043 1 11 12 10
BLT12 y =-0,1328x + 6,355
2 =
6.00 - R2 = 0,9899
5,00 -
S 4,00
LL
S 3,00 |
2 2,00
1,00 |
0,00
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tempo (dias)
Coeficientes Erro padrdo Satt valor-P
Intersecio 6,3550 0,2619 24,2631 1,69E-03
Varidvel BLT12 -0,1328 0,0096 -13,8959 5,14E-03
-b (U/b?)? SE(b) [SE(b%)] V(D) *SE(D) D Dmsx  Duin
0,1328 3215,20 0,0096 0,00009 0,296313 1 8 9 7
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BLT13 y =-0,0949x + 4,7549
R? =0,9971
5,00
B 4,00
g 3,00
§ 2,00
S 1,00
000 +——FF——F———
0 5 101520 25303540
Tempo (dias)
Coeficientes Erro padrdo Satt valor-P
Intersecdo 4,7549 0,0723 65,7389 7,76E-06
Varidvel BLT13 -0,0949 0,0030 -32,1757 6,60E-05
-b (Wp%)? SE(b) [SE(bY)] V(D) Diin
0,0949 12329,21 0,0030 0,00001 0,110963 10,2
BLT14 y =-0,0795x + 4,061
R? = 0,9869
5,00
2 4,00
LDDI- 3,00
= 2,00
g
S 1,00
0,00 T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tempo (dias)
Coeficientes Erro padrao Satt valor-P
Intersecéo 4,0610 0,1294 31,3786 7,11E-05
Varidvel BLT14 -0,0795 0,0053 -15,0496 6,37E-04
-b (Wp?)? SE(b) [SE(bY)] V(D) Drrin
0,0795 25034,07 0,0053 0,00003 0,703207 12
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Anexo 12- Valores D calculados para as populagbes de microrganismos mesofilos e
bactérias | &icas nas produgdes estudadas durante o periodo de maturagéo e a vida de

prateleira
MsT 1 y =-0,0328x + 8,4662 LabT1 y =-0,0319x + 8,4033
R2 =0,9918 R2=0,9473
9,00
200 o 390
o 9 *
L 7,00 S 7,00
2 6,00 é" 6,00 o
- 5,00 5,00
40+ 400 4
tempo ( dias) tempo ( dias)
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecdo 8,4662 0,0561 150,9319  4,15E-15
Varidvel MsT1 -0,0328 0,0011 -31,1912 1,21E-09
-b (Ub?)? SE(b) [SE(Y)] V(D) *SED) D Dmax  Dmin
0,0328 8,64E+05 0,0011 0,000001  1,045418 1 30 31 29
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecdo 8,4033 0,134 62,0854 7,39E-11
Varidvel LabT1 -0,0319 0,0028 -11,2142 1,00E-05
-b (Ub?)? SE(b) [SE(b?)] V(D) *SED) D Dmx  Dmin
0,0319 9,66E+05 0,0028 0,000008 7,571001 3 31 34 28




141

MsT 2 y =-0,0365x + 8,446| |LabT2 y =-0,0516x + 8,2374
9,00 - R2=0,9823 9,00 - R2=0,9711
— 8,00 8,00 -
(=)} (=2}
Q 7,00 - Q@ 7,00 |
2 = .
= 6,00 - 2 6,00 -
o -
— 5,00 5,00 N
4,00 T T T T T T T T 1 4,00 T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 0 10 20 30 40 50 60 70 80 9
Tempo (dias) Tempo (dias)
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecéo 8,4460 0,0881 95,8461 3,55E-12
Varidvel MsT?2 -0,0365 0,0019 -19,7081  2,16E-07
-b (Ub?)? SE(b) [SE(K)] V(D) *SED) D Dw D
0,0365 5,63E+05 0,0019 0,000004  2,033929 1 27 28 26
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecéo 8,2374 0,1603 51,3901 2,77E-10
Varidvel LabT2 -0,0516 0,0034 -153255  1,21E-06
b (Ub?? SE(b) [SE(bY)] V(D) *SED) D Dmw D
0,0516 1,41E+05 0,0034 0,000012  1,630644 1 19 20 18
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MsT 3 y =-0,0485x + 8,502 |LabT3 y =-0,0357x + 8,0848
R2 =0,9979 R2 =0,9749
9,00 4
8,00 | 8,00
S B 7,00
Q 7,00 - S 0
) LL
2 6,00 - 2 6,00 .
~ 500 2 500
40 +—F——F+—7———% 40 +——+——F————
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Tempo (dias) Tempo (dias)
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecéo 8,5020 0,0416 204,5539  3,65E-16
Varidvel MsT3 -0,0485 0,0008 -62,2941  4,90E-12
b (Ub?? SE(b) [SE(bY)] V(D) *SED) D Drw D
0,0485 1,81E+05 0,0008 0,000001  0,115668 0,34 21 213 20,7
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecéo 8,0848 0,1562 51,7652 5,09E-08
Varidvel LabT3 -0,0357 0,0026 -13,9388  3,42E-05
-b (Ub?? SE(b) [SE(K)] V(D) *SED) D Dw D
0,0357 6,16E+05 0,0026 0,000007  4,161729 2 28 30 26
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MsT 4 y =-0,0413x +8,4914| |LabT4 y =-0,0369x + 8,6735
= R2 =0,9557
9,00 - R2 =0,9922 9.00 -
o 8,00 4 = 8,00 -
9 7,00 + E 7,00 1
> -
8 6,00 S 6,00 |
- o
5,00 - - 5,00
4,00 T T T T T T T T 1 4100 T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 0 10 20 30 40 50 60 70 80 9
Tempo (dias) Tempo (dias)
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecdo 8,4914 0,0693 1225077  2,20E-14
Varidvel MsT4 -0,0413 0,0013 -31,8399 1,03E-09
-b (Ub?)? SE(b) [SE(b?)] V(D) *SED) D Diw D
0,0413 3,44E+05 0,0013 0,000002  0,580880 1 24 25 23
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecéo 8,6735 0,1280 67,7568 1,33E-08
Varidvel LabT4 -0,0369 0,0035 -10,3847 1,43E-04
-b (Ub?? SE(b) [SE(K)] V(D) *SED) D Dw D
0,0369 5,39E+05 0,0035 0,000012  6,607400 3 27 30 24
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MsT 5 y =-0,0426x + 8,361 |LabT5 y =-0,0348x + 9,0361
R2 =0,9793 R2 =0,9676
9,00 4 10,00 -
8,00 9,00 -
57,00 S 8,00 - 2
= ¢ S5 7,00
% 6,00 4 (¢ =
S50 § 600+
' 5,00 -
400 +F————————— 400 +————————————
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Tempo (dias) Tempo (dias)
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecéo 8,3610 0,1171 71,3965 1,65E-12
Variavel MsT5 -0,0426 0,0022 -19,4367  5,10E-08
-b (Ub?%)? SE(b) [SE(b?)] V(D) *SED) D Diw D
0,0426 3,04E+05 0,0022 0,000005  1,469626 1 23 24 22
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecéo 9,0361 0,1202 75,1909 1,09E-12
Varidvel LabT5 -0,0348 0,0023 -154518  3,06E-07
-b (Ub?)? SE(b) [SE(K)] V(D) *SED) D Dw D
0,0348 6,82E+05 0,0023 0,000005  3,606938 2 29 31 27
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MsT 6 y =-0,0369x +8,354| |LabT6 y =-0,0431x +9,4193
R2 =0,976 R2 =0,9602
9,00 10,00
5 8,00 5 2001
o = o) d
O 700 ° o 800 -
2 6,00 :’; 7,00 -
S 500 & 6,00~ S
5,00 -
40 +——F—FF—F—F—F——
40 +——F—F—————
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
0 10 20 30 40 50 60 70 80 9
Tempo (dias) Tempo (dias)
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecéo 8,3540 0,1221 68,4105 0,0000
Varidvel MsT6 -0,0369 0,0022 -16,8807 0,0000
-b (Ub?? SE(b) [SE(bY)] V(D) *SED) D Dmax  Dmin
0,0369 5,39E+05 0,0022 0,000005  2,610597 2 27 29 25
Coeficientes ~ Erro padréo Satt valor-P
Intersecéo 9,4193 0,1659 56,7729 1,03E-11
Variavel LabT6 -0,0431 0,0031 -13,8850  7,00E-07
-b (Ub?? SE(b) [SE(K)] V(D) *SED) D Dmax  Dmin
0,0431 2,90E+05 0,0031 0,000010  2,784930 2 23 25 21
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MsT7 y =-0,0343x + 7,9678 R2 = | |LabT7 y =-0,0442x + 9,3246
0,9725 R2 =0,9483
8,00
B 7,00 =
g ¢ 5
S 6,00 o)
= 2
S 500 g >
400 5,00 - *
0 102030405060 7080 90 4,00 T T T
0 10 20 30 4050 60 70 80 90
Tempo (dias)
Tempo (dias)
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecéo 7,9678 0,1227 64,9141 5,41E-11
Varidvel MsT7 -0,0343 0,0022 -157405  1,01E-06
-b (Ub?? SE(b) [SE(Y)] V(D) *SED) D Dma  Dmin
0,0343 7,22E+05 0,0022 0,000005  3,496785 2 29 31 27
Coeficientes ~ Erro padréo Satt valor-P
Intersecéo 9,3246 0,1949 47,8412 4,03E-11
Varidvel LabT7 -0,0442 0,0037 -12,1178  1,99E-06
-b (Ub?)? SE(b) [SE(K)] V(D) *SED) D Dww  Dmin
0,0442 2,62E+05 0,0037 0,000014  3,586860 2 23 25 21
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MsT 8 y =-0,041x +8,270| |LabT8 y =-0,039x +9,3122
R2 =0,9341 R2 =0,9537
9,00 - 10,00
8,00 - 9,00
&) (=)
Q 7,00 g 800
=) > 7,00
o 6,00 - ¢ > 600
g . g o *
~ 5,00 - . 5,00
4,00 T T T T T T T T T 1
400 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 )
Tempo (dias) Tempo (dias)
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecdo 8,1560 0,1869 43,6415 8,66E-10
Varidvel MsT8 -0,0398 0,0034 -11,7931 7,15E-06
-b (Ub?? SE(b) [SE(K)] V(D) *SED) D Dmax  Dmin
0,0410 3,54E+05 0,0034 0,000012  4,090933 2 24 26 22
Coeficientes ~ Erro padréo Satt valor-P
Intersecdo 9,3122 0,2028 45,9272 9,24E-08
Varidvel LabT8 -0,0390 0,0038 -10,1482  1,59E-04
-b (Ub?)? SE(b) [SE(b?)] V(D) *SED) D Dmax  Dmin

0,0390 4,32E+05 0,0038 0,000014  6,241784 2 26 28 24
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MsT 9 y =-0,0407x +8,5016| |LabT9 y =-0,0444x +9,0334
R2 =0,9801 R2 =0,9698
9,00 - 9,00 - .
5 8,00 5 800
Q 700 2 7.00-
2 2
2 6,00 - ? 2 6,00 -
- 5,00 - - 5,00 -
400 +———F+——— 40 +—F——FF
0 10 2030 4050 60 70 80 90 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Tempo (dias) Tempo (dias)
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecéo 8,5016 0,1254 67,7924 1,32E-08
Varidvel MsT9 -0,0407 0,0026 -15,6779  1,92E-05
-b (Ub?)? SE(b) [SE(Y)] V(D) *SED) D Dma  Dmin
0,0407 3,64E+05 0,0026 0,000007  2,463594 2 25 27 23
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecéo 9,2200 0,1956 47,1412 6,11E-09
Varidvel LabT9 -0,0472 0,0039 -121995  1,85E-05
-b (Ub?? SE(b) [SE(bY)] V(D) *SED) D Dmax  Dmin
0,0444 2,57E+05 0,0039 0,000015  3,913788 2 23 25 22
MsT 10 y =-0,0424x + 8,4048 R2 =| |LabT 10 y =-0,0451x +9,4239
0,9632 R2 =0,939
9,00 10,00 -
/g 8,00 5 9,00 - N
2 7,00 S 8,00 |
S s (4
S 6,00 N 2 17,00
S 500 8 6,00
4,00 T T T T T T T T T 5'00 b ¢
0 10 20 30 4050 60 70 80 90 4,00
) 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Tempo (dias)
Tempo (dias)
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecdo 8,4048 0,1737 48,3751 4,22E-10
Varidvel MsT10 -0,0424 0,0031 -13,5308  2,83E-06
-b (Ub?)? SE(b) [SE(Y)] V(D) *SED) D Dma  Dmin
0,0424 3,09E+05 0,0031 0,000010  2,973445 2 24 26 22
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecéo 9,4239 0,2367 39,8140 1,68E-08
Varidvel LabT10 -0,0451 0,0047 -9,6130 7,25E-05
-b (Ub?? SE(b) [SE(bY)] V(D) *SED) D Dmex  Dmin
0,0451 2,42E+05 0,0047 0,000022  5,339364 2 22 24 20
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MsT 11 y =-0,0283x + 7,1819 LabT11 y =-0,0344x + 6,9629
R2 =0,9573 R2 =0,9444
8,00 - 8,00
5 7,00 - 5 7,00 - .
Q 6,00 0 6,00
=) * )
o> 5,00 5 5,00 - *
o o
= 4,00 1 = 4,00 |
30 +—"—F—7—————— 3004
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 0 10 20 30 40 50 60 70 80 9
Tempo (dias) Tempo (dias)
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecéo 7,1819 0,1271 56,5042 1,43E-10
Varidvel MsT11 -0,0283 0,0023 -125219  4,78E-06
-b (Ub?? SE(b) [SE(Y)] V(D) *SED) D Dma  Dmin
0,0283 1,56E+06 0,0023 0,000005  8,247265 3 35 38 32
Coeficientes ~ Erro padréo Satt valor-P
Intersecéo 6,9629 0,1502 46,3508 5,69E-10
Varidvel LabT11 -0,0344 0,0032 -10,9066  1,20E-05
-b (Ub?)? SE(b) [SE(K)] V(D) *SED) D Dww  Dmin
0,0344 7,14E+05 0,0032 0,000010  7,312505 3 29 32 26
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MsT 12 y =-0,0317x +7,1438| |LabT12 y =-0,0321x + 7,2911
R2 =0,9225 R2 =0,9673
8,00
2 5%
LD:L) 6,00 5 %% s
2 500 . S 500
S 4,00 4 4,00
3,00 + 3,00 +
0 102030405060708090 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Tempo (dias) Tempo (dias)
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecéo 7,1438 0,1653 43,2078 9,29E-10
Varidvel MST12 -0,0317 0,0035 -9,1280 3,89E-05
-b (Ub?)? SE(b) [SE(KY)] V(D) *SED) D Dma  Dmin
0,0317 9,90E+05 0,0035 0,000012  12,131068 3 32 35 29
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecéo 7,2911 0,1063 68,6069 3,67E-11
Variavel LabT12 -0,0321 0,0022 -14,3941  1,86E-06
-b (Ub?? SE(b) [SE(b)] V(D) *SED) D Dmax  Dmin
0,0321 9,42E+05 0,0022 0,000005  4,558534 2 31 33 29
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MsT 13 y =-0,0361x + 7,5449 LabT 13 y =-0,0349x +7,5718
R2 =0,9902 R2 =0,9829
8.00 - 8,00 4
o 700 ° 7,00 4
Q 600 - i 6,00 -
) 2
S 5,00 z 5,00 |
o
= 4,00 - — 4,00
3,00 — — 3,00 — — —
0 10 20 30 40 50 60 70 80 9 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Tempo (dias) Tempo (dias)
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecéo 7,5449 0,0645 116,9258  8,82E-13
Varidvel MsT13 -0,0361 0,0014 -26,6496  2,68E-08
-b (Ub?? SE(b) [SE(Y)] V(D) *SED) D Dmax  Dmin
0,0361 5,89E+05 0,0014 0,000002  1,154057 1 28 29 27
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecéo 7,5718 0,0828 91,4101 4,94E-12
Variavel LabT13 -0,0349 0,0017 -20,0803  1,90E-07
-b (Ub?)? SE(b) [SE(K?)] V(D) *SED) D Dmax  Dmin
0,0349 6,74E+05 0,0017 0,000003  1,948032 1 29 30 28
MsT 14 y= '0,0326X + 7,3072 Labt14 y= -0,037x + 7,3032
R2 = 0,964 R2 =0,9856
8,00 8.00
S 7,00 2 700
S 6,00 S S 6,00
2 5,00 2 500
- -
400 +———F—F—F—F——— 40 +———F—F—F—F——7"7—
0 102030405060 708090 0 102030405060 70 80 90
Tempo (dias) Tempo (dias)
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecéo 7,3072 0,1341 54,4787 1,84E-10
Variavel MST14 -0,0326 0,0024 -13,6910  2,61E-06
-b (Ub?? SE(b) [SE(bY)] V(D) *SED) D Dmex  Dmin
0,0326 8,85E+05 0,0024 0,000006  5,099788 2 31 33 29
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecéo 7,3032 0,0922 79,2207 2,72E-10
Variavel LabT14 -0,0370 0,0018 -20,2608  9,39E-07
-b (Ub?)? SE(b) [SE(K)] V(D) *SED) D Dmax  Dmin
0,0370 5,34E+05 0,0018 0,000003  1,728774 1 27 28 26
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Anexo 13- Vaores D caculados para as populagdes sobreviventes de
Staphylococcus spp. e Staphylococcus aureus nas produgdes estudadas durante o

periodo de maturacdo e avida de prateleira

ST1 y =-0,039x + 7,7104
R2 =0,9705
8,00 -
7,00 -
D
Q 6,00 -
)
2 5,00 -
—
4,00 1
3,00 T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 9
tempo ( dias)
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecéo 7,7104 0,1399 55,0958 2,40E-09
Variavel StT1 -0,0390 0,0028 -14,0556  8,09E-06
-b (Up?? SE(b) [SE(bY)] V(D) *SED) D Dma  Dmin
0,0390 4,32E+05 0,0028 0,000008  3,388891 2 26 28 24
ST2 y =-0,0468x + 8,1398
R2 =0,993
9,00 -
8,00
S 7,00 -
S 600 -
2 5,00 |
— 4,00 -
3,00 T T T T T T T T 1
0 10 2030 4050 6070809
Tempo (dias)
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecéo 8,1398 0,0738 110,3057  3,74E-11
Variavel StT2 -0,0468 0,0016 -29,0768  1,10E-07
-b (Up? SE(b) [SE(Y)] V(D) *SED) D Dra  Dmin
0,0468 2,08E+05 0,0016 0,000003  0,533650 1 21 23 19
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ST3 y =-0,0536x + 8,2424
R2 =0,9879
9,00
o 8,00
S 700, ¢
LL
D 6,00
g 5,00
-
4,00
3,00 + — Y
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Tempo (dias)
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecéo 8,2424 0,1121 73,5303 1,30E-12
Variavel StT3 -0,0536 0,0021 -255150  5,97E-09
-b (Ub?? SE(b) [SE(b%)] V(D) *SED) D Dma  Dmin
0,0536 1,21E+05 0,0021 0,000004  0,534293 1 19 21 17
ST4 y =-0,043x + 7,9996
R2 =0,9675
9,00
8,00
D
9 7,00
> 6,00
& 5,00
4,00 ¢
30 ———F——————
0 1020 30 40 50 60 70 80 90
Tempo (dias)
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecdo 7,9996 0,1418 56,4212 1,44E-10
Varidvel SiT4 -0,0430 0,0030 -14,4317  1,83E-06
-b (Ub?? SE(b) [SE(b%)] V(D) *SED) D Dmw  Dmin
0,0430 2,93E+05 0,0030 0,000009  2,632502 2 23 25 21
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a5 y =-0,0711x + 7,13 |5 y =-0,0145x + 5,7136
R2 =0,9654 R2 =0,9496
7,00 - 6,00 -
g 800, é S 500 | \\‘
5 5007 ¢ S 4,00 -
o 4,00 =
S 300 S 300
2,00 b 2,00 —————
0 10 2030 40 50 60 70 80 9 0 1020 30405060 708090
Tempo (dias) Tempo (dias)
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecéo 7,1300 0,2694 26,4641 0,0000
Variavel StT5 -0,0711 0,0060 -11,8090 0,0001
-b (Ub?)? SE(b) [SE(b?)] V(D) *SED) D Dww  Dmin
0,0711 3,91E+04 0,0060 0,00004 1,408718 1 14 15 13
Coeficientes ~ Erro padréo Satt valor-P
Intersecéo 5,7136 0,0690 82,8074 2,09E-10
Varidvel SaT5 -0,0145 0,0014 -10,6295  4,09E-05
-b (Ub?? SE(b) [SE(K)] V(D) *SED) D Dmw  Dmin
0,0145 2,26E+07 0,0014 0,000002  44,338813 7 69 76 62
9T6 y =-0,026x +6,7224 |SAT6 y =-0,0207x + 5,5942
R2 =0,9406 R2 =0,9767
8,00
) ry =)
L 500 E 5,00
g 4,00 2 400
- 300 é” 3,00
2,00 + 200 4—7"——————
0 1020 30 4050 60 70 80 90 0 1020304050 60708090
Tempo (dias) Tempo (dias)
Coeficientes ~ Erro padréo Satt valor-P
Intersecéo 6,7224 0,1236 54,3868 1,45E-11
Variavel StT6 -0,0260 0,0023 -11,2511  3,50E-06
-b (Ub?? SE(b) [SE(K)] V(D) *SED) D Dma  Dmin
0,0260 2,19E+06 0,0023 0,000005 11,576100 3 38
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecdo 5,5942 0,0604 92,6142 2,06E-13
Variavel SaT6 -0,0207 0,0011 -18,3065  8,16E-08
-b (Ub?? SE(b) [SE(K)] V(D) *SED) D Dma  Dmin
0,0207 5,45E+06 0,0011 0,000001  6,590282 3 48 51 45
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ST7 y =-0,0214x + 6,4879| |SAT7 y =-0,0172x + 5,6674
R2 =0,9767 R2 =0,9601
7,00 - 6,00 -
5 6007 S 500 -
Q 500 Q 3
-] D 4,00 -
S 4,00 - =4
o o
— 3,00 — 3,00 |
2,00 T T T T T T T T 1 2’00 . . . . . . . . .
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 0 10 20 30 40 50 60 70 80 9
Tempo (dias) T empo (dias)
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecéo 6,4879 0,0680 95,3893 8,94E-11
Varidvel StT7 -0,0214 0,0013 -15,8655  3,98E-06
-b (Ub?? SE(b) [SE(b%)] V(D) *SED) D Dmw  Dmin
0,0214 4,77E+06 0,0013 0,000002  8,058081 3 47 50 44
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecéo 5,6674 0,0631 89,8421 5,58E-12
Varidvel SaT7 -0,0172 0,0013 -12,9828  3,74E-06
-b (Ub?? SE(b) [SE(b%)] V(D) *SED) D Dmw  Dmin
0,0172 1,14E+07 0,0013 0,000002  19,309584 4 58 62 54
S8 y =-0,0617x + 6,4637| |SAT8 y =-0,0472x +5,5732
R2 =0,9488 R2 =0,9499
7,00 6,00 14
= 6,00 D 5,00 -
S 5,00 2 M
5 > S 400 -
; 4,00 g N
S 3,00 % — 3,001
200 —F——F—F—F—— 200 —F——FF————F——
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Tempo (dias) Tempo (dias)
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecdo 6,1333 0,2398 25,5747 1,39E-05
Varidvel SIT8 -0,0541 0,0062 -8,7923 9,23E-04
-b (Ub?)? SE(b) [SE(%)] V(D) *SED) D Dww  Dmin
0,0541 6,90E+04 0,0062 0,00004 2,652423 2 16 18 14
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecéo 5,5732 0,1851 30,1137 8,90E-08
Varidvel SaT8 -0,0472 0,0044 -10,6642  4,01E-05
-b (Up? SE(b) [SE(b?)] V(D) *SED) D Dra  Dmin
0,0472 2,01E+05 0,0044 0,00002 3,900653 2 21 23 19




156

39 y =-0,0292x + 5,7466 ST9 y =-0,0633x + 5,4652
R2 =0,9383 R2 =0,9364
6,00 6,00
2 500 S 5,00
Q> . 2
D 4,00 & 2 4,00 N
()}
g" 3,00 ¢ & 3,00 R
2,00 T T T T T T T T T 1 2100 T T T T T
0 102030405060708090 0 10203040506070809
Tempo (dias) Tempo (dias)
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecéo 5,7466 0,1490 38,5761 2,05E-09
Varidvel SIT9 -0,0292 0,0028 -10,3138 1,74E-05
-b (Ub?? SE(b) [SE(K)] V(D) *SED) D Dmax  Dmin
0,0292 1,38E+06 0,0028 0,00001  10,784119 3 34 37 31
Coeficientes ~ Erro padréo Satt valor-P
Intersecdo 5,4652 0,2498 21,8775 2,58E-05
Variavel Sar9 -0,0633 0,0082 -7,6744 1,55E-03
-b (Ub?? SE(b) [SE(b?)] V(D) *SED) D Dmax  Dmin
0,0633 6,23E+04 0,0082 0,00007 4,188060 2 16 18 14
ST10 y =-0,0218x + 5,8557| |AT10 y =-0,0734x + 5,0889
R2=0,9678 R2=0,9924
6,00 - 6,00 4
o 5,00 - = 5,00 -+
S 4,00 - D 4,00 -
2 =
- 3,00 q 3 3’00 B
200 —m 20049 €
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Tempo (dias) Tempo (dias)
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecéo 5,8557 0,0820 71,4087 5,08E-10
Varidvel StT10 -0,0218 0,0016 -13,4377 1,05E-05
-b (Ub?)? SE(b) [SE(K)] V(D) *SED) D Dma  Dmin
0,0218 4,43E+06 0,0016 0,000003  11,334803 3 46 49 43
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecdo 5,0889 0,0909 56,0094 1,25E-05
Varidvel Sar10 -0,0734 0,0037 -19,7958 2,82E-04
-b (Ub?? SE(b) [SE(K)] V(D) *SED) D Dmex  Dmin
0,0734 3,45E+04 0,0037 0,00001 0,471649 1 14 15 13
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ST11 y =-0,0426x + 6,7997
R2 =0,9344
700 o
= 6,00
g 5,00 N
§ 4,00
5 3,00
2,00 T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Tempo (dias)
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecéo 6,7997 0,2402 28,3090 1,76E-08
Varidvel StT11 -0,0426 0,0043 -9,9842 2,16E-05
-b (Up?? SE(b) [SE(bY)] V(D) *SED) D Dra  Dmin
0,0426 3,04E+05 0,0043 0,00002 5,614337 2 23 25 21
3T12 y =-0,027x +6,4931 | |ST12 y =-0,0478x + 5,8452
R2 =0,9498 R2 =0,9893
7,00 7,00
B 6,00 B 6,00
LDDL 5,00 Q 5,00
2 4,00 2 4,00
3 g
S 3,00 S 3,00
2.00 T T T T T T T T 1 2,00 T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 4050 60 70 80 90 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Tempo (dias) Tempo (dias)
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecdo 6,4931 0,1058 61,3438 1,26E-09
Variavel StT12 -0,0270 0,0025 -10,6598  4,02E-05
-b (Ub?? SE(b) [SE(K)] V(D) *SED) D Dmw  Dmin
0,0270 1,88E+06 0,0025 0,00001  11,760478 3 37 40 34
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecéo 5,8452 0,0896 65,2407 5,22E-11
Varidvel Sar12 -0,0478 0,0019 -253926  3,75E-08
-b (Up? SE(b) [SE(bY)] V(D) *SED) D Dma  Dmin
0,0478 1,92E+05 0,0019 0,000004  0,691505 1 21 22 20
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ST13 y =-0,0276x + 7,3194
R2 =0,9696
8,00 4
7,00
o
Q 6,00
2
S 5,00 -
o
—! 4,00 |
3,00 —
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Tempo (dias)
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecéo 7,3194 0,0881 83,0984 9,62E-12
Varidvel Sar13 -0,0276 0,0018 -14,9396 1,44E-06
-b (Ub?)? SE(b) [SE(Y)] V(D) *SED) D Dra  Dmin
0,0276 1,72E+06 0,0018 0,000003  5,583528 2 36 38 34
T14 y =-0,0086x + 6,0843 ST14 y= -0,0553x +6,8431
— R2 = 0,989
7.00 | R2 =0,8883 7,00
B 6,00 *4—p—ot—a_, S 6,00
E 5,00 - ’ g 5,00
)
b= 4,00 4 § 4,00
S 3,00 - 2 3,00
200 ———————————— 200 ——m———————
0 1020 3040 5060 70 80 90 0 10 2030 4050 60 70 80 90
Tempo (dias) Tempo (dias)
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecéo 6,0843 0,0494 1232120  6,68E-10
Varidvel StT14 -0,0086 0,0014 -6,3047 1,48E-03
-b (Ub?)? SE(b) [SE(bY)] V(D) *SED) D Dra  Dmin
0,0086 1,83E+08 0,0014 0,000002  358,31275 19 116 135 97
Coeficientes  Erro padréo Satt valor-P
Intersecéo 6,8431 0,0942 72,6070 9,39E-09
Varidvel SaT14 -0,0553 0,0026 -21,1745  4,35E-06
-b (Ub?)? SE(b) [SE(K?)] V(D) *SED) D Dww  Dmin
0,0553 1,07E+05 0,0026 0,00001 0,722847 1 18 19 17




	Capa
	Sumário
	Lista de Figuras
	Lista de Tabelas
	Resumo
	Abstract
	Introdução
	Objetivos
	Materiais e Métodos
	Resultados
	Discussão
	Conclusões
	Referências Bibliográficas
	Anexos

