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RESUMO — O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do uso de ultrassom (US) em diferentes
frequéncias (45 kHz e 130 kHz) e tempos de exposic¢do (10 min e 20 min) sobre caracteristicas
microbioldgicas e pH de salames tipo ltaliano, durante as etapas de processamento e
armazenamento. Salame tipo Italiano ndo sonicado foi adotado como controle. Acompanhou-se
crescimento de bactérias lacticas e de Micrococcaceae, além do comportamento de pH, logo apds
a sonicacdo (dia zero), no 2° e 23° dia de processamento e apds 45 dias de armazenamento. A
frequéncia de 130 kHz apresentou mais influéncia sobre as bactérias do que frequéncia de 45 kHz.
Embora o US tenha afetado a viabilidade das bactérias (P<0,05), o efeito foi inferior a 1 ciclo
logaritmico. De modo geral, o pH néo foi afetado pelo uso de US (P>0,05), sem afetar o processo
fermentativo do salame.

ABSTRACT — The aim of this work was to evaluate the effect of US application on different
frequencies (45 kHz and 130 kHz) and exposure times (10 min and 20 min) on microbiological
characteristics and pH of Italian salami during processing and storage steps. Italin-type salami not
sonicated was adopted as control. Growth of lactic bacteria and Micrococcaceae was observed,
as well as pH behavior, after sonication (day zero), on the 2nd and 23rd day of processing and
after 45 days of storage. The frequency of 130 kHz had more influence on bacteria than the 45
kHz frequency. Although the US had affected the viability of the bacteria (P<0.05), the effect was
less than 1 log cycle. In general, the pH was not affected by the use of US (P>0.05), without
affecting the salami fermentation process.

PALAVRAS-CHAVE: sonicacdo; bactérias lacticas; Micrococcaceae; fermentacao;
microbiologia.

KEYWORDS: sonication; lactic acid bacteria; Micrococcaceae; fermentation; microbiology.

1. INTRODUCAO

O ultrassom (US) é uma tecnologia emergente que vem ganhando espago em estudos
com diferentes finalidades em diversos tipos de alimentos (Chandrapala et al., 2012; Carcel et al.,
2012). Do ponto de vista tedrico, € uma onda mecénica com frequéncias acima de 20 kHz
(Suslick, 1989). O US é capaz de produzir cavitacdo acustica sob determinadas condi¢des, com a
formacédo, crescimento e implosdo de bolhas de gas em uma solucéo. Estudos relataram que a
aplicacdo de US - sonicacdo - pode influenciar no crescimento de micro-organismos em
decorréncia deste fendmeno (Chisti, 2003; Yeo & Liong, 2011).

Por definicdo, o salame é considerado como o produto elaborado a partir de carne moida
e gordura, misturado com sais, agentes de cura e especiarias, embutido em envoltorios naturais
ou artificiais e submetidos as etapas de fermentacdo e desidratacdo/maturacdo, onde micro-
organismos e enzimas possuem papel crucial (Licke, 1994). De modo geral, sdo cerca de 30 a 40
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dias na etapa de processamento, na qual ocorre a fermentacdo e inicia-se a maturacdo, adquirindo
caracteristicas que possibilitam o produto a ser consumido, sendo que a maturacdo ainda segue
ao longo do armazenamento (Terra et al., 2004). A legislacdo brasileira prevé oito tipos de salame
com especificidades quanto a matéria-prima, granulometria do toucinho e condimentos. Dentre
0s mais consumidos, o Salame tipo Italiano é definido como o produto fermentado elaborado com
carnes suinas ou suinas e bovinas com adicéo de toucinho, moidos em granulometria média entre
6 e 9 mm, embutidos em envoltérios naturais ou artificiais, podendo ser curado, defumado ou
maturado (Brasil, 2000).

Com parametros controlados, a aplicacdo de culturas starter no salame visa inibir o
crescimento dos micro-organismos originalmente presentes na carne e garantir uma fermentacéo
segura, além de contribuir para o desenvolvimento da textura, do aroma e sabor caracteristicos do
produto (Farnworth, 2003). As culturas de micro-organismos usadas na fermentac&o do salame
geralmente sdo compostas de bactérias lacticas (Lactobacillus e/ou Pediococcus), responsaveis
pela acidificacdo, e por bactérias que proporcionam sabor e aroma ao produto, comumente
géneros pertencentes a familia Micrococcaceae (Hugas e Monfort, 1997).

Apesar de 0 US estar geralmente associado ao efeito deletério que provoca sobre os
micro-organismos, estudos em diferentes matrizes alimentares mostraram que dependendo do
tipo de micro-organismo e da frequéncia e poténcia utilizadas, a sonicacéo pode apresentar efeitos
benéficos sobre o crescimento microbiano e consequentemente no processo fermentativo (Wu et
al., 2001; Pitt e Ross, 2003; Nikolic et al., 2010; Sulaiman et al., 2011; Ewe et al., 2012). No
entanto, ainda sdo escassas as informagdes sobre como o US afeta o crescimento de bactérias em
produtos fermentados carneos como o salame.

O objetivo deste trabalho foi acompanhar o desenvolvimento da cultura bacteriana,
especificamente bactérias lacticas e Micrococaceae, assim como o comportamento de pH, em
salames tipo Italiano que foram submetidos a diferentes frequéncias e tempos de exposi¢do ao
US. O acompanhamento deu-se durante a etapa de permanéncia dentro da cdmara de
processamento e apés 45 dias de armazenamento.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Producéo dos salames tipo Italiano

Foram produzidos salames tipo Italiano com 60% de carne de paleta suina, 30% de carne
de paleta bovina (respectivamente trituradas em discos de 10 mm e 5 mm) e 10% de toucinho
(cubos 0,6 x 0,6 x 0,6 cm). Os aditivos foram calculados conforme a quantidade de carne utilizada,
sendo 0,5% NaCl, 0,5% sacarose, 0,5% glicose, 1% condimento para salame tipo Italiano
(Kraki®), 0,25% eritorbato de sodio (Kraki®), 0,3% NaNO, (Kraki®) e a cultura starter (30 g para
100 Kg de massa) composta por Pediococcus pentosaceus e Pediococcus acidilactici como
bactérias lacticas e por Staphlylococcus xylosus e Staphylococcus carnosus pertencentes a familia
Micrococcaceae (SACCQO®). Os salames foram embutidos em tripas de colageno com 50 mm de
didmetro (Kraki®) previamente hidratadas e distribuidos aleatoriamente em cinco grupos para
compor os tratamentos do experimento, tendo duas repeti¢des por tratamento.

2.2 Tratamento com US

Apo6s o embutimento, os salames foram acomodados em embalagem plasticas e
sonicados em banhos de US (ELMA®: Singen, Alemanha), usando 2,3 litros de 4gua dentro do
banho US com frequéncia 45 kHz (500 W) e 5,4 litros de agua para dentro do banho US de
frequéncia 130 kHz (750 W). A temperatura da agua foi padronizada para 25 °C em ambos 0s
banhos e renovada a cada batelada de sonicagdo, sendo usados 4 salames por batelada. Os
tratamentos foram assim definidos: T1 (controle, ndo sonicado), T2 (45 kHz/10 min.), T3 (45
kHz/20 min.), T4 (130 kHz/10 min.) e T5 (130 kHz/20 min.). Retirados das embalagens plasticas,
os salames foram colocados na cdmara onde permaneceram durante 23 dias, nas seguintes
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condicdes: 1° dia: 95% Umidade Relativa (UR) e 25 °C; 2° dia: 92% UR e 24 °C; 3° dia 89% UR
e 23 °C; 4° dia: 86% UR e 22 °C; 5° dia: 83% UR e 21 °C; 6° dia: 80% UR e 20 °C; 7° dia: 80%
UR e 19 °C; 8° a0 23° dia: 75% UR e 18 °C, conforme sugerido em Cichoski et al. (2009). Apo6s
atingirem o valor de atividade de agua exigido (aw = 0,90; Brasil, 2000) no 23° dia, os salames
foram embalados a vacuo e armazenados durante 45 dias a 20-25°C, com exposicao a luz,
simulando condicBes comerciais.

2.3 Analises microbioldgicas e de pH
As andlises foram realizadas logo apds a sonicagdo (dia zero), no 2° e 23° dias de

processamento e apds 45 dias de armazenamento (considerando o 23° dia de processamento como
1° de armazenamento). Para as analises microbioldgicas, a amostra foi coletada em duplicata de
cada repeticdo de maneira asséptica (25 g) e diluida em 225 mL de agua peptonada estéril 0,1%
(p/v), seguida de diluicBes subsequentes em mesmo meio diluente. As bactérias lacticas foram
semeadas em meio Agar Man Rogosa Sharpe (MRS) no qual foi acrescido 0,3% de corante azul
de anilina (v/v) (Giraud, 1992), adicionada de sobrecamada de Agar Agar e incubadas 37 °C/48
h (Stahnke, 1995). As bactérias pertencentes a familia Micrococcaceae foram semeadas em meio
Agar Mannitol Salt (MSA), com a técnica de semeadura em profundidade, sendo as placas
incubadas a 30 °C/72 h (Stahnke, 1995). Os resultados das contagens microbioldgicas foram
transformados em logio UFC/g. Os valores de pH foram obtidos na mistura de 5 g de amostra
diluida em 50 mL de agua destilada, utilizando potencidmetro digital (AOAC, 2000).

Os dados foram analisados no programa SPSS 16.0 for Windows para calculo de médias,
desvios-padrdo, ANOVA e diferengas estatisticas calculadas pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O crescimento de bactérias lacticas (Tabela 1) durante a etapa de producéo dos salames
seguiu comportamento similar ao relatado em outros trabalhos com o mesmo tipo de produto
(Hugas e Monfort, 1997; Terra et al., 2003; Aro Aro et al., 2010). Logo ap6s embutimento e
sonicacao (dia zero), o efeito da aplicacdo de US s6 pode ser percebido para T2 (P<0,05), com
ligeira reducdo na viabilidade em comparacéo ao controle T1 e demais tratamentos. A producéao
de &cido lactico acelera o desenvolvimento destas bactérias, o que pode ser observado no segundo
dia de processamento. Neste dia, em que a fermentacdo ocorria sob alta velocidade, o uso de
frequéncia 130 kHz durante 10 min (T4) apresentou maior contagem, mas sem diferir do controle.

Tabela 1- Contagens de bactérias lacticas em salame tipo Italiano submetido a diferentes
frequéncias e tempos de exposi¢do ao US

Tratamentos Dia0 Dia 2 Dia 23 Dia 45*
T1 5,88+0,10" 8,26+0,15"8 7,68+0,108 6,83+0,118
T2 5,63+0,048 7,97+0,06"8 7,26+0,02¢ 7,42+0,034
T3 5,79+0,04% 7,90+0,158 7,26+0,02¢ 6,48+0,078
T4 5,77+0,05 8,44+0,497 7,26+0,03¢ 6,70+0,098
T5 5,83+0,044 8,14+0,1778 7,85+0,117 6,69+0,328

Nota: médiast desvios padrfes na mesma coluna seguida pela mesma letra ndo apresentam diferenga
significativa (P>0,05) pelo teste de Tukey. Tratamentos: T1: controle, sem aplicacdo de ultrassom (US);
T2: US 45 kHz/10 minutos; T3: US 45 kHz/ 20 minutos; T4: 130 kHz/ 10 minutos; T5: 130 kHz/ 20
minutos.

*45 dias de armazenamento, embalados a vacuo e mantidos sob luz e temperatura ambiente.

Ao final do processamento (23° dia), o tratamento T5 (130 kHz/20 min) apresentou o
maior namero de colbnias, demonstrando que nesse tratamento a frequéncia e o tempo
empregados influenciaram (P<0,05) no nimero de col6nias de bactérias lacticas. Ainda assim, o
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efeito do US nas contagens foi inferior a um ciclo logaritmico. Estudos demonstraram que 0s
efeitos de US sobre micro-organismos se devem a cavitagdo acustica, a qual causa efeitos
mecanicos nas células, com a geracdo de radicais altamente reativos e produtos moleculares, além
de danificar a parede celular, reduzindo a viabilidade (Kadkhodaee e Povey, 2008). Por outro
lado, a cavitagdo pode romper macromoléculas e liberar nutrientes (Alarcon-Rojo et al., 2015),
assim como favorecer o transporte de oxigénio, assim influenciando positivamente no
crescimento de bactérias (Pitt e Ross, 2003).

Apos 45 dias de armazenamento, o nimero de coldnias atingiu a fase de declinio de
bactérias (Jay, 2005), chegando a logio 6,69 (T5), diferindo estatisticamente (P<0,05) do maior
valor de logio 7,42 (T2). Neste periodo, o nimero de colbnias de bactérias lacticas também é
dependente das condi¢des empregadas durante o tempo de permanéncia dentro da cdmara e no
armazenamento, tais como o bindmio temperatura e umidade relativa, além da cultura pura
utilizada (Moretti et al., 2004) e da tensdo de oxigénio reduzida pela utilizagdo de embalagens a
vacuo (Jay, 2005).

Logo apos aplicado o US (dia zero) observou-se estimulagdo no crescimento das
Micrococcaceae (Tabela 2), onde os tratamentos T2, T3, T4 e T5 apresentaram nUmero de
colonias significativamente (P<0,05) superiores ao controle (T1). Este efeito ndo foi observado
no 2° dia, pois ndo ocorreu diferenca significativa (P>0,05) entre os tratamentos. A mesma
tendéncia foi observada por Chisti (2003) e por Yeo e Liong (2011) ao usarem US em bactérias.
No 23° dia de processamento e apds 45 dias de armazenamento o tratamento T5 apresentou o
maior numero de colbnias de bactérias Micrococcaceae que somente ndo diferiu
significativamente (P>0,05) dos tratamentos T2 e T4 durante o periodo de armazenamento. O uso
de frequéncia 130 kHz (T4 e T5) parece ter afetado em menor proporc¢éo o numero de col6nias
destas bactérias, uma vez que em frequéncias acima de 100 kHz o efeito da cavitacao é reduzido.

Tabela 2- Contagens de Micrococcaceae em salame tipo ltaliano submetido a diferentes
frequéncias e tempos de exposi¢do ao US

Tratamento Dia 0 Dia 2 Dia 23 Dia 45*
T1 5,01+0,148 5,41+0,06" 4,66+0,10¢ 3,97+0,078
T2 6,06+0,55* 5,38+0,05* 4,75+0,09¢ 4,.21+0,11~
T3 5,80+0,08* 5,41+0,10 4,65+0,08¢ 3,85+0,11¢
T4 5,79+0,03* 5,34+0,024 5,35+0,068 4,06+0,1478
T5 5,85+0,03* 5,47+0,04% 5,93+0,247 4,30+0,14

Nota: médiast desvios padrGes na mesma coluna seguida pela mesma letra maidscula ndo apresentam
diferenca significativa (P>0,05) pelo teste de Tukey. Tratamentos: T1: controle, sem aplicacéo de ultrassom
(US); T2: US 45 kHz/10 minutos; T3: US 45 kHz/ 20 minutos; T4: US 130 kHz/ 10 minutos; T5: US 130
kHz/ 20 minutos.

*45 dias de armazenamento, embalados a vacuo e mantidos sob luz e temperatura ambiente.

Um dos fatores que podem ter influenciado na cinética de inativacdo ou crescimento
das bactérias é o tipo de parede celular. As bactérias gram-positivas possuem camada de
peptideoglicano espessa e mais firmemente aderida, como no caso das bactérias lacticas e
Micrococcaceae, tornando-as mais resistentes a cavitacdo. As bactérias gram-negativas possuem
lipopolissacarideo na parede celular que as protegem contra alguns tipos de ataques quimicos,
preservando a integridade estrutural, porém s&o menos resistentes. No entanto, a resisténcia frente
ao US depende principalmente da frequéncia aplicada e do tempo de exposi¢édo que estes micro-
organismos sdo submetidos (Drakopoulou et al., 2009). Neste trabalho, ndo foi observado efeito
expressivo do tempo de exposicdo, quando comparados os tempos de 10 e 20 min.

Com relagéo ao pH (Tabela 3), observa-se que ndo houve diferenca entre os tratamentos
durante o processamento (P>0,05), mas ficou evidenciada rapida queda nos valores do dia 0 em
relacdo ao dia 2. Esta queda dos valores de pH é esperada em decorréncia da intensa fermentacéo
que ocorre neste periodo, com elevada producéo de acido lactico (Lucke, 2000; Terra et al., 2004).
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Tratamentos Dia 0 Dia 2 Dia 23 Dia 45*
T1 6,15+0,014 4,63+0,10* 4,61+0,024 5,03+0,06"8
T2 6,28+0,074 4,63+0,03 4,58+0,01* 5,07+0,024
T3 6,28+0,17A 4,59+0,03 4,64+0,047 4,89+0,048
T4 6,25+0,03* 4,59+0,034 4,63+0,01 4,95+0,078
T5 6,15+0,10" 4,660,047 4,70+0,047 5,01+0,07A8

Nota: médiast desvios padrGes na mesma coluna seguida pela mesma letra maidscula ndo apresentam
diferenca significativa (P>0,05) pelo teste de Tukey. Tratamentos: T1: controle, sem aplicacéo de ultrassom
(US); T2: US 45 kHz/10 minutos; T3: US 45 kHz/ 20 minutos; T4: US 130 kHz/ 10 minutos; T5: US 130
kHz/ 20 minutos.

*45 dias de armazenamento, embalados a vacuo e mantidos sob luz e temperatura ambiente.

Ordofiez et al. (1999) relataram que em salames tipo Milano os valores de pH
aumentaram a partir do 7° dia, e associaram este efeito a descarboxilacdo e desaminacdo dos
aminoacidos que liberam aménia no meio alcalinizando-o. Neste trabalho, os valores de pH
mantiveram-se muito proximos do 2° para o 23° dia de processamento. No entanto, foi observado
aumento do pH ap6s 45 dias de armazenamento. Pode-se observar que, de uma maneira geral, 0
uso de US ndo interferiu no pH dos salames.

4. CONCLUSAO

O uso de US ap6s o embutimento de salames tipo Italiano afetou o crescimento de
ambas bactérias avaliadas, estimulando sua viabilidade em alguns pontos de analise e reduzindo
a mesma em outros pontos. As bactérias Micrococcaceae foram mais afetadas pelo uso de US do
que as bactérias lacticas, especialmente quando usada a frequéncia de 130 kHz. Isto torna-se
interessante, considerando que estas bactérias sdo importantes no desenvolvimento e manutencao
de cor e aroma tipicos do produto. O processo fermentativo dos salames ndo foi afetado pela
sonicacdo, nas condicdes adotadas neste experimento.
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