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Resumo

CRUXEN, Claudio Eduardo dos Santos. Culturas iniciadoras nativas: Aspectos
tecnoldgicos, de seguranca e aplicacdo em embutidos fermentados de carne
ovina. 2019. 104f. Tese (Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) -
Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2019.

Culturas iniciadoras sdo espécies de microrganismos que iniciam O processo
fermentativo em alimentos e bebidas para formagdo de grande parte das
caracteristicas sensoriais dos produtos finais como textura, cor, sabor e aroma,
bem como auxiliam na seguranca e conservagao do produto. Produtos produzidos
de forma artesanal em uma determinada regido podem apresentar propriedades
sensoriais Unicas, as quais estdo relacionadas a participacdo da microbiota nativa.
Esse fato pode atribuir alto valor agregado e vantagem competitiva mercadolégica
ao produto. Por este motivo, muitas pesquisas foram realizadas sobre isolamento
e caracterizacdo de microrganismos nativos. Geralmente, a matéria-prima utilizada
na producdo de embutidos carneos, refere-se a carne suina e bovina, porém a
carne de outros animais também pode ser utilizada. A carne ovina proveniente de
animais jovens é bastante apreciada pelos consumidores, contudo, animais
adultos ndo apresentam a mesma aceitagcdo por apresentar textura, cor e sabor
mais intensos. Diante disso, objetivou-se realizar uma compilagdo dos principais
métodos in vitro utilizados para avaliar caracteristicas tecnoldgicas e de seguranca
de isolados nativos, bem como avaliar a acdo desses isolados no desenvolvimento
de um embutido fermentado de carne ovina. Inicialmente, realizaram-se buscas
nas bases do National Center for Biotechnology Information e Science Direct para
obtencdo do acervo bibliografico o qual foi analisado. Consideraram-se o0s
métodos frequentemente empregados e atuais onde as limitacdes e
potencialidades foram comentadas. Para producdo de embutidos fermentados,
realizaram-se trés tratamentos com diferentes concentragdes de carne ovina (T1 =
30%, T2 = 60% e T3 = 90%) provenientes de animais adultos (idade superior a
quatro anos). Foi monitorada a viabilidade das culturas iniciadoras nativas,
realizada a caracterizacdo fisico-quimica e sensorial das formulacdes. Os
resultados a partir da revisdo de literatura demonstram que o pesquisador pode
optar por ensaios qualitativos ou quantitativos e que essa escolha deve considerar
a capacidade analitica disponivel, tempo de analise, sensibilidade do ensaio e
custos envolvidos. Além disso, foram apresentadas recentes publicacdes onde
diferentes areas das ciéncias 0micas foram aplicadas para melhor explicar as
dindmicas e func¢des das culturas iniciadoras in situ. J& no que se refere a
producdo dos embutidos carneos fermentados verificou-se que as culturas
iniciadoras conseguiram persistir viaveis durante a fermentacdo, em todas as
formulagbes. Percebeu-se uma acidificacdo mais rapida em T2 nas primeiras 24
horas de fermentacdo. Também foi verificada maior formacdo de compostos



volateis desejaveis como os ésteres em T2. A analise sensorial demonstrou que
T2 apresentou o menor percentual de rejeicdo e também o maior indice de
aceitacdo entre os tratamentos. Conclui-se que a revisdo dos principais métodos
in vitro foi capaz de oferecer uma sintese objetiva sobre pesquisas desenvolvidas
realizadas no ambito desse escopo. Os resultados da pesquisa experimental
indicaram uma opcao para agregar valor a carne ovina, proveniente de animais
adultos e ratificar sobre a possibilidade de utilizar microrganismos nativos em
alimentos fermentados.

Palavras-chave: Ciéncias 6émicas; métodos in vitro; Pediococcus pentosaceus;
Staphylococcus xylosus.



Abstract

CRUXEN, Claudio Eduardo dos Santos. 2019. Native starter cultures:
Technological and safety aspects and application in fermented mutton
sausage. 104f. Thesis (Doctoral degree em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) -
Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2019.

Starter cultures are species of microorganisms that initiate the fermentative
process in food and beverages to form many of the sensory characteristics of the
end products such as texture, color, taste and aroma, as well as conserving the
product. Artisanal products produced in a given region may have unique sensory
properties, which are related to the participation of native microbiota. This fact can
attribute high added value and market competitive advantage to the product. For
this reason, much research has been carried out on isolation and characterization
of native microorganisms. Generally, the raw material used in the production of
meat sausages refers to pork and beef, but meat from other animals can also be
used. Meat from young sheep is much appreciated by consumers; however, meat
from adult animals does not have the same acceptance because mutton has more
intense texture, color and flavor. Therefore, the objective was to compile the main
in vitro methods used to evaluate technological and safety characteristics of native
isolates, as well as to evaluate the action of these isolates in the development of a
fermented mutton sausage. Initially, searches were performed in the National
Center for Biotechnology Information and Science Direct databases to obtain the
bibliographic collection which was analyzed. Frequently employed and current
methods were considered, and their limitations and potentialities were commented
on. For the production of fermented sausages, three treatments were carried out
with different concentrations of meat (T1 = 30%, T2 = 60% and T3 = 90%) from
adult sheep (aged over four years). The viability of native starter cultures was
monitored, and the physicochemical and sensory characterization of the
formulations was performed. The results from the literature review show that the
researcher can choose qualitative or quantitative tests and that this choice should
consider the available analytical capacity, analysis time, assay sensitivity and costs
involved. In addition, recent publications have been presented where different
areas of the omics sciences have been applied to better explain the dynamics and
functions of starter cultures in situ. Regarding the production of fermented meat
sausages, it was found that starter cultures were able to remain viable during
fermentation in all formulations. Faster acidification was observed in T2 in the first
24 hours of fermentation. Greater formation of desirable volatile compounds, such
as esters, was also found in T2. Sensory analysis showed that T2 had the lowest
rejection percentage and also the highest acceptance rate among treatments. It is
concluded that the review of the main in vitro methods was able to offer an
objective synthesis about research carried out within this scope. The results of the
experimental research indicated a way of adding value to mutton from adult



animals and to ratify the possibility of using native microorganisms in fermented
foods.

Keywords: Omics science; in vitro methods; Pediococcus pentosaceus;
Staphylococcus xylosus.
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1. Introducéo

Os microrganismos, desde a Antiguidade, participam dos processos
fermentativos, contribuindo para a conservagdo dos alimentos (CAMPBELL-
PLATT; COOK, 1995; ROSS; MORGAN; HILL, 2002). As carnes in natura eram
picadas e misturadas ao sal e a ervas aromaticas (especiarias), embutidos em
tripas para que ocorresse a fermentacao e desidratacdo (CAPLICE; FITZGERALD,
1999). Esse processo realizado desde os tempos remotos para conservar a
matéria-prima, € baseado na fermentacdo realizada por microrganismos. A
fermentacdo consiste na producdo de acidos organicos e outros metabdlitos, a
partir das fontes de carbono disponiveis, preferencialmente carboidratos (PRICE e
SCHWEIGERT, 1994; YAMADA e BERAQUET, 1993). Os microrganismos
responsaveis por essa fermentacdo sdo aqueles provenientes da prépria carne,
das tripas e dos utensilios utilizados, definidos pela expressdo microbiota
autoctone (SANTOS et al., 1998). Assim, no processo fermentativo natural, ndo ha
um controle da microbiota, a qual ir4 variar de acordo com a origem da carne,
condi¢bes de manipulacdo e utensilios utilizados. Desta forma, o perfil enzimatico
também é alterado de acordo com a composicdo de espécies da microbiota
presente, acarretando em variacdes fisicas (textura, cor), quimicas (compostos
volateis) e microbiolégicas (competicdo seletiva). Além disso, por essa microbiota
ser desconhecida, é possivel conter espécies patogénicas que podem causar
algum tipo de doenca (infeccdo ou intoxicacdo alimentar) (LANDETA et al.,
2013b).

A indastria objetivando produzir alimentos padronizados, com boas
caracteristicas sensoriais e seguros do ponto de vista microbiologico, opta pela
adicdo de culturas iniciadoras. Culturas iniciadoras sao microrganismos
previamente identificados e caracterizados, apresentando potencial tecnoldgico

(persistentes as condi¢cdes intrinsecas e extrinsecas do processamento
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tecnolégico e com desejavel perfil enzimatico) e de seguranca microbiologica e
toxicologica (LUCKE, 2000).

As bactérias acido laticas (BAL) sdo responsaveis pela producéo de acidos
organicos, principalmente o acido latico que ira reduzir o pH do embutido carneo
durante a fermentacédo. Esse processo € importante para inibir o desenvolvimento
da microbiota autéctone e também coagular as proteinas miofibrilares, resultando
no aumento da firmeza e conferindo fatiabilidade do produto, apés o periodo de
maturacdo (DROSINOS et al.,, 2007) As espécies de BAL frequentemente
utilizadas sdo Pediococcus pentosaceus e Lactobacillus plantarum. Também é
importante a participacdo de bactérias Estafilococos coagulase negativa (ECN),
onde merecem destaque as espécies amplamente utilizadas Staphylococcus
xylosus e S. carnosus. Esse grupo de microrganismos contribui para a formacao
do flavor caracteristico do produto por suas atividades enziméticas. Além disso,
essas bactérias reduzem o nitrato a nitrito e por essa razdo sdo importantes na
formacéo da cor caracteristica dos embutidos fermentados (MAURIELLO et al.,
2004; TALON et al., 1999).

As culturas iniciadoras, aplicadas em produtos fermentados no Brasil, sdo
importadas de paises como Dinamarca, Franca, Alemanha, entre outros, pois o
Brasil ainda ndo produz em escala industrial para comercializacdo. Sabe-se que
microrganismos isolados da microbiota de produtos locais, jA se encontram bem
adaptados as condicbes climaticas, tecnolégicas e a microbiota nativa das
matérias-primas utilizadas nos processos fermentativos. Portanto, possuem como
vantagens, maior capacidade de se desenvolver, competir e reduzir a microbiota
autoctone. Além disso, podem contribuir para um sabor genuino, que remete a
caracteristicas Unicas do produto de uma determinada regido (DROSINOS et al.,
2005; MAURIELLO et al., 2004).

Desta forma, varios pesquisadores se dedicaram ao isolamento e
caracterizagdo de microrganismos nativos para oferecer maiores op¢cbes em seus
paises ou regides de onde foram isolados (ALMEIDA JUNIOR et al., 2015;
BONOMO et al., 2009; LANDETA et al.,, 2013a, 2013b; RUARO et al., 2013;

SAWITZKI et al.,, 2008). Destacam-se, dentro do escopo apresentado, as
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publicagdes “Phenotypic and molecular characterization of Staphylococcus
xylosus: technological potential for use in fermented sausage” (FIORENTINI et al.,
2009) e “Characterization of Staphylococcus xylosus LQ3 and its application in
dried cured sausage” (CRUXEN et al., 2017).

Portanto, se reconhece um notoério acervo de informacdes sobre culturas
iniciadoras e suas aplicacbes em diferentes produtos fermentados. N&o obstante,
nos ultimos anos, houve um avanco em técnicas cromatogréaficas, maior
disponibilidade de equipamentos com identificacdo baseada na espectrometria de
massas, avancgos consideraveis também na area de sequenciamento de material
genético e maior capacidade de analise de dados com base na bioinformética e
bioestatistica. Neste contexto, novas pesquisas estdo surgindo, exatamente para
investigar e explicar melhor as dinamicas no microbioma, baseado na aplicacédo
das ciéncias Omicas, da bioinformatica e bioestatistica. As ciéncias Omicas
englobam analises de genbmica, transcriptdmica, protebmica e metabolémica,
oferecendo uma capacidade de analise completa dos sistemas biolégicos. A
bioinformética e a bioestatistica ocupam destaque neste cenario, pois sao as
responsaveis por analisar esse conjunto de dados e cruzar todas essas
informagdes, permitindo novos avangos na ciéncia e tecnologia dos alimentos
fermentados.

Ja no que se refere a matéria-prima, em especial a carne ovina, sabe-se
gue a producdo mundial de ovinos esta aumentando e estima-se um crescimento
de 22% na oferta global de carne ovina nos préximos 10 anos. A Asia é o
continente com maior produgcéao de ovinos no mundo, com 45% do efetivo mundial
(BEHRENDT; WEEKS, 2017). O Brasil contava com um numero médio de
17.771.841 cabecas no triénio 2013-2015. Entre as unidades da federacado, o Rio
Grande do Sul é o estado com o maior rebanho do Brasil. Sabe-se que a
ovinocultura no Estado do Rio Grande do Sul sempre foi uma atividade de
importancia econbmica e que o rebanho Galdcho se mantém entre os maiores do
Brasil (IBGE, 2016; SILVA et al.,, 2013). Os principais municipios produtores

encontram-se principalmente na porcao sul-sudoeste do Rio Grande do Sul onde
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se destaca a maior producdo em Santana do Livramento, seguido pelo Municipio
de Alegrete (IBGE, 2016).

A carne ovina tem sido muito apreciada e € crescente seu consumo
(BEHRENDT; WEEKS, 2017), porém a preferéncia do mercado consumidor € por
categorias mais jovens como cordeiros e borregos. Outras categorias adultas
como ovelhas e reprodutores (idade superior a 4 anos) ndo apresentam a mesma
aceitacéo, por apresentarem uma textura mais firme, sabor, odor mais intensos,
refletindo num menor valor agregado (DA SILVEIRA OSORIO; OSORIO;
SANUDO, 2009; NASSU; BESERRA; GONCALVES, 2002). Sendo assim,
agroindustrializar a carne ovina no que se refere a carne proveniente de
categorias adultas € uma necessidade, pois além de agregar valor a uma
categoria economicamente desvalorizada, se estara desenvolvendo novos
produtos.

A presente pesquisa faz parte dos projetos Institucionais (UFPel), (1)
Bactérias acido lacticas: isolamento, caracterizacdo, metabélitos e aplicacao
em alimentos (COCEPE - 4393) e (2) Staphylococcus xylosus e Lactobacillus
plantarum como culturas iniciadoras na elaboracdo de embutidos
fermentados (COCEPE- 50000014). As bactérias usadas na pesquisa
experimental fazem parte da Colecdo de Bactérias Probioticas e Culturas
Iniciadoras do Laboratério de Microbiologia de Alimentos (UFPel). Foram isoladas
e identificadas por métodos fenotipicos e moleculares pelo nosso grupo de
pesquisa, sendo Pediococcus pentosaceus P38 obtida a partir de presunto cozido
fatiado e Staphylococcus xylosus LQ3 de queijo parmesao.

Os resultados obtidos estdo apresentados na Tese, estruturados em dois
capitulos: O Capitulo | aborda o tema: Selecdo de cultura iniciadora bacteriana
nativa na producdo de embutidos carneos fermentados: potencial de aplicacao,
aspectos de seguranca e tecnologias emergentes. Esse capitulo visa buscar
respostas para questionamentos como: quais analises/métodos mais
frequentemente empregadas para avaliar isolados nativos e como o emprego, em
conjunto, de diferentes éareas das ciéncias 6micas podem ser uteis na

microbiologia de alimentos fermentados. Deste estudo, foi gerado o artigo:
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“Selection of native bacterial starter culture in the production of fermented meat
sausages: application potential, safety aspects, and emerging technologies”
publicado na Food Research International (Fator de Impacto 3.520), doi
10.1016/j.foodres.2019.04.018.

No Capitulo Il, o estudo foi proposto a partir da problematica da baixa
aceitacdo por parte dos consumidores no que se refere a carne ovina proveniente
de animais adultos onde se buscou valorizar essa matéria-prima, através de um
processo fermentativo. Esse estudo foi realizado em parceria com a Universidade
Federal de Santa Maria, Laboratorio de Analise de Compostos Volateis e
Precursores (Dr. Roger Wagner) e com Centro de Ciéncias Quimicas,
Farmacéuticas e de Alimentos/UFPel, Laboratério de Andlise Sensorial (Dra.
Marcia Arocha Gularte). A divulgacdo cientifica deste estudo encontra-se no
artigo: Development of fermented sausage produced with mutton and native starter
cultures publicado na Food Science and Technology — LWT (Fator de Impacto
3.129), doi 10.1016/j.Iwt.2018.04.060.
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2. Objetivos
2.1  Objetivo Geral

- Sistematizar informacfes sobre os principais métodos in vitro empregados para
selecionar culturas iniciadoras nativas que serdo destinadas a aplicacdo em
alimentos carneos fermentados, bem como avaliar a acdo dessas culturas no

desenvolvimento e na caracterizacdo de um produto fermentado de carne ovina.
2.2  Objetivos Especificos

- Compilar estudos sobre métodos in vitro utilizados para avaliar aspectos

tecnoldgicos e de seguranca de isolados nativos.

- Avaliar recentes pesquisas que utilizaram emergentes tecnologias émicas para
melhor compreender as dinamicas e fungdes das culturas iniciadoras em

alimentos fermentados.

- Desenvolver embutido fermentado contendo carne ovina proveniente de animais
adultos, adicionado de culturas iniciadoras nativas (Pediococcus pentosaceus P38
e Staphylococcus xylosus LQ3).

- Caracterizar o embutido fermentado quanto as caracteristicas fisicas, quimicas,
microbioldgicas e sensoriais.



3. Capitulo |

Selection of native bacterial starter culture in the production of fermented meat

sausages: application potential, safety aspects, and emerging technologies

Artigo de revisdo publicado na Food Research International (Fator de Impacto
3.520), Qualis Al na Area de Ciéncia de Alimentos

Abstract

The development of standardized and safe food products with the typical
characteristics of each region is highly desirable and can be obtained by using
native starter cultures that influence the flavor, texture, and color of fermented
foods. Therefore, scientists have been employing various techniques for screening
and characterizing native bacteria (lactic acid bacteria and Gram-positive catalase-
positive cocci) for application in fermented meat sausage. The present review
outlines in vitro assays that evaluate the potential application and safety aspects of
native isolates and introduces emerging omics technologies applied to the
microbiology of fermented meat sausage. Results from current research are
presented, and the strengths and limitations of each assay are provided, with
references indicating where further details can be obtained. In choosing the most
appropriate in vitro method, it is necessary to consider the available analytical
infrastructure, the sensitivity and selectivity of the assay, the time it takes to get the

results, the ease of the assay, and the costs involved.

Keywords: Starter culture; Methods; Virulence factors; Enzyme activities; in vitro

assays; Next Generation Sequencing; Omics.
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4. Capitulo Il

Development of fermented sausage produced with mutton and native starter

cultures

Artigo publicado em LWT - Food Science and Technology (Fator de Impacto
3.129), Qualis Al na Area de Ciéncia de Alimentos

Abstract

The aims of this study were to develop and characterize a fermented sausage
produced with different percentages of mutton (from adult female sheep, over four
years old) and additional native starter cultures. Three treatments of fermented
sausage were prepared: (T1) 30% of mutton; (T2) 60% of mutton; (T3) 90% of
mutton. Starter cultures Staphylococcus xylosus LQ3 and Pediococcus
pentosaceus P38 were used for the fermentation/maturation process. The
parameters of a,, pH, acidity, weight loss, and monitoring of native starter cultures
were evaluated during the fermentation and maturation processes. After
maturation, the sausages were assessed for texture profile, color, lipid profile,
volatile compounds and sensory analysis. Based on principal components analysis
(PCA), it was verified that as mutton was added, there was a reduction of
unsaturated fatty acids and an increase in red tonality. T2 showed higher ester
production, which possibly positively influenced the acceptance of the aroma of the
sausage. Sensorial analysis demonstrated that T2 had a greater tendency to be
accepted. It can be concluded that up to 60% of meat from adult sheep can be
used in the preparation of fermented sausages and that the use of native cultures

attributed positive and typical characteristics to fermented sausage.
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keywords: lipid profile; texture profile; volatile compounds; sensory analysis;

multivariate analysis
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5. Consideracfes Finais

Os principais métodos in vitro utilizados para avaliar isolados nativos
bacterianos foram revisados, comentados e sugeridas referéncias onde maiores
informacGes podem ser obtidas, oferecendo, portanto, uma sintese objetiva para
pesquisadores que atuam no ambito desse escopo. Essa escolha devera
considerar varios aspectos dentre eles: capacidade analitica disponivel, tempo
necessario para obtencdo dos resultados, custos envolvidos e sensibilidade do
método. Também foi possivel apresentar trabalhos recentes, que empregaram
estudos de metagenbmica, metatranscriptdmica, protedmica e metabolémica
visando explicar a dindmica da microbiota de alimentos fermentados. A realizacao
desse tipo de delineamento que englobe e integre essas diferentes areas das
ciéncias Omicas ainda ndo sdo comuns, devido aos custos envolvidos e a
necessidade de conhecimento em diferentes especialidades. Contudo, a maior
disponibilidade de centros de sequenciamento e o crescente aumento do numero
de cientistas com conhecimento em bioinformética e em bioestatistica tendem a
tornar esse tipo de delineamentos mais acessiveis. Assim, projeta-se que, no
futuro, se possa acessar um maior niumero de informacfes organizadas em um
banco de dados e assim se possam escolher 0s microrganismos que irdo compor
as culturas iniciadoras, de acordo com os atributos sensoriais desejados no
produto final.

Também foi possivel desenvolver embutido de carne ovina proveniente de
animais adultos, adicionado de culturas iniciadoras nativas, sendo o produto com
60% de carne ovina, o mais preferido pelos consumidores. Esses resultados sao
importantes, pois oferecem uma alternativa para uma matéria-prima de baixo valor
agregado e de grande oferta, principalmente no que se refere ao Estado do Rio
Grande do Sul. Além disso, foi demonstrado que culturas iniciadoras compostas
por isolados nativos de uma regido, podem ser utilizadas como alternativa as

culturas iniciadoras importadas, obtidas comercialmente. O cultivo desses isolados
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nativos em escala industrial € possivel, oferecendo a inddstria mais uma
possibilidade de obter as culturas iniciadoras, porém sem a necessidade de

importa-las.



