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Aplicagao de culturas microbianas autdctones na produgao de enchidos
tradicionais do Alentejo e da Beira Baixa

RESUMO

A utilizagdo de culturas de arranque podera contribuir para a melhoria da qualidade e seguranca

dos enchidos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de diferentes culturas de arranque nas
caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas, reoldgicas e sensoriais e nos teores de aminas
biogénicas de paios de porco preto, do Alentejo, e painhos da Beira Baixa, produzidos em

ambiente industrial.

Inocularam-se culturas puras de Staphylococcus equorum S5MSA4, S. equorum S2M7,
Lactobacillus curvatus L2B2 e L. sakei CV3C2 e culturas mistas de levedura 2RB4, S. xylosus
CECT7057, L. sakei CECT7056, S. equorum S2M7 e L. sakei CV3C2, com diferentes composi¢oes
e concentracdes de inoculagdo que variaram de 10° a 108 células/g de massa, sendo que para a

levedura a concentracdo inoculada foi sempre de 108 células/g de massa.

Os efeitos positivos das inoculagdes foram mais evidentes sobre as caracteristicas gerais dos
dois tipos de enchidos produzidos quando foram inoculadas culturas mistas, na concentragao
108 células/g de massa, particularmente ao nivel da seguranca dos enchidos (reducdo dos teores
totais de aminas biogénicas e das contagens e presenca de microrganismos patogénicos). As
inoculacdes ndo tiveram um efeito muito evidente sobre a cor, as caracteristicas reoldgicas e a
avaliacdo sensorial dos produtos, todavia, as culturas de arranque testadas nao prejudicaram
nenhum dos trés conjuntos de parametros de qualidade referidos, porém, também ndo lhes

conferiram caracteristicas diferenciadoras.

A cultura mista S. equorum S2M7 e L. sakei CV3C2, na concentracdo 10 células/g de massa,
contribuiu para a seguranca dos dois tipos de enchidos estudados sem depreciar a qualidade
sensorial dos mesmos, mostrando aptiddo para ser inoculada em fabricas, processos

tecnoldgicos e regides distintos.

As culturas de arranque autéctones estudadas neste trabalho ndo apresentaram prejuizos para
as caracteristicas dos produtos, podendo considerar-se que a sua utilizagdo pode contribuir para

a seguranca dos enchidos, sem comprometer a qualidade sensorial.

Palavras-chave: Enchidos tradicionais portugueses, culturas de arranque, qualidade e seguranca

alimentar.



Application of autochthonous microbial cultures in the production of the
traditional sausages of Alentejo and Beira Baixa

ABSTRACT

The use of starter cultures may contribute to the improvement of sausage quality and safety.

The objective of this work was to evaluate the effects of different starter cultures on the
physicochemical, microbiological, rheological and sensory characteristics and biogenic amines
content of paio de porco preto, from Alentejo, and painhos from Beira Baixa, produced in

industrial environments.

Pure cultures of Staphylococcus equorum 5MSA4, S. equorum S2M7, Lactobacillus curvatus L2B2
and L. sakei CV3C2 and mixed cultures of yeast 2RB4, S. xylosus CECT7057, L. sakei CECT7056, S.
equorum S2M7 and L. sakei CV3C2 were inoculated, with different compositions and inoculation
concentrations ranging from 10% to 108 cells/g of meat batter, wherein for the yeast the

inoculated concentration was always 10° cells/g of meat batter.

The positive effects of the inoculations were more evident on the general characteristics of the
two types of sausages produced when mixed cultures were inoculated, at a concentration of 108
cells/g meat batter, particularly for sausage safety (reduction of the total contents of biogenic
amines and counts and presence of pathogenic microorganisms). Inoculations did not have a
very evident effect on colour, rheological characteristics, and sensory evaluation of the
products, however, the starter cultures tested did not affect any of the three sets of quality

parameters mentioned, but also did not confer distinctive characteristics.

The mixed culture S. equorum S2M7 and L. sakei CV3C2, at a concentration of 108 cells/g of meat
batter, contributed to the safety of the two types of sausages studied without depreciating the
sensory quality of the sausages, showing the aptitude to be inoculated in different manufactured

units, technological processes and regions.

The studied autochthonous starter cultures did not depreciate the characteristics of the
products, and thus their use may contribute to sausage safety without compromising sensory

quality.

Keywords: Fermented meat sausages, starter cultures, quality and food safety.
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1. INTRODUCAO

A carne de suino e os enchidos sdo e tém sido elementos caracteristicos da gastronomia
portuguesa. Uma das razdes para o sucesso dos suinos podera estar relacionada com o facto de
todas as pecas deste animal, em fresco e/ou transformadas, serem utilizadas para alimentacdo

humana (o focinho, orelhas, chispes, rabos, pecas nobres, entre outros).

Os produtos com maior expressao na salsicharia tradicional portuguesa sdo os enchidos de carne
(chourigos, linguicas, paios e salpicdes), os enchidos de sangue (morcelas e chourigas), o paio do

lombo (ensacado de carne) e os presuntos curados.

Em Portugal e no mundo os produtos carneos transformados apresentam uma grande variedade
de formas, sabores e texturas, resultado da diversidade das matérias-primas, ingredientes,
processos de fabrico utilizados e das regides onde sao produzidos. O que é transversal é o facto
da transformacgao dos produtos cdrneos - onde se incluem os enchidos carneos fermentados -
aumentar o tempo de vida atil das matérias-primas que Ihe ddo origem, assim como o seu valor

econdmico.

As alteracdes dos habitos dos clientes e/ou consumidores, o aumento da exigéncia por parte
dos mesmos, a diversificacio da oferta e o aumento da concorréncia, obriga a que o
investimento em novas tecnologias seja um objetivo estratégico da maioria das industrias
alimentares. Num setor tdo competitivo, é clara a importancia que se deve dar ao conhecimento
tecnolégico e do mercado, bem como a mobilizagdo de meios tecnolégicos para aceder a

informacao relevante, ndo esquecendo a valorizagdo e aproveitamento do capital intelectual.

A qualidade diferenciadora dos paios produzidos a partir de porco da raga Alentejana e também
de porco preto deve-se, fundamentalmente, as caracteristicas das matérias-primas carneas e
das gorduras utilizadas, aliadas ao processo produtivo. As caracteristicas adipogénicas
particulares da raga Alentejana e do cruzamento das ragas Alentejana e Duroc (porco preto),
com elevado teor de gordura intramuscular monoinsaturada, contribui para o desenvolvimento
de atributos sensoriais impares. No painho da Beira Baixa destaca-se o processo produtivo, onde
prevalecem as técnicas tradicionais, de realcar a fumagem tradicional com madeiras rijas ndo
resinosas, especificamente a madeira de azinheira - azinho. No entanto, por vezes surgem
problemas no que respeita a homogeneidade das caracteristicas deste tipo de enchidos, como
tal, tudo o que se possa fazer para contribuir para a padroniza¢do destes produtos podera
fomentar os habitos de consumo e garantir a repetibilidade da sua compra. A utilizagdo de

culturas de arranque, com base na microbiota autdctone, podera contribuir para a melhoria da
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seguranca dos produtos através do controlo de microrganismos patogénicos, pela competicdo
entre os diferentes grupos microbianos e pela producdo de metabolitos (acidos orgéanicos e
bacteriocinas, entre outros). Poderd ainda, aumentar o tempo de vida util dos produtos pela
inibicdo de microrganismos deteriorantes, reduzir a producdo de aminas biogénicas - conhecidas
por serem alergénios e terem propriedades carcinogénicas, entre outras -, diversificar os
produtos, através da alteracdo das caracteristicas das matérias-primas, a fim de se obterem
novas propriedades sensoriais e acelerar o processo produtivo. Tudo isto sdo pormenores
tecnoldgicos que poderdo resultar num impacto econémico desejavel para os produtores,
contribuindo para a modernizagao e para a valorizagdo dos produtos e para o aumento da sua a

competitividade.

De acordo com o Decreto-Lei n.® 95/2014, de 24 de junho, a referéncia porco preto s6 pode ser
utilizada nos animais ou nos produtos deles derivados que cumpram um dos seguintes

requisitos:

“a) Animais de raca pura, porcos de raca alentejana, registados no Livro Genealdgico Portugués
de Suinos (LGPS) - secc¢do raca alentejana, conforme o anexo Il do Decreto-Lei n.° 79/2011, de
20 de junho, alterado pelo Decreto-Lei n.° 260/2012, de 12 de dezembro, inscritos no livro de

nascimentos e filhos de progenitores inscritos no livro de adultos”;

“b) Animais resultantes de cruzamento de racas, suinos inscritos ou registados no livro de
nascimentos de cruzados de alentejano, obtidos a partir do cruzamento de porcas puras e
registadas no livro genealdgico da raga «alentejana» com varrascos da raga «Duroc» em linha
pura (100 %), ou cruzados de alentejano (50% ou 75%), inscritos no livro de cruzados,
certificados como validos pelas entidades gestoras do Livro Genealdgico Portugués de Suinos.
Contudo, a denominagado de venda associada a referéncia «porco preto» pode ser utilizada ainda
em animais, ou nos produtos deles derivados, que sejam provenientes de «Cerdo Ibérico»,

desde que seja cumprido, com as necessarias adaptagées, o disposto em a) e b)”.

Ao longo deste trabalho abordar-se-a um tema que se julga atual para a industria dos enchidos
tradicionais portugueses. De entre estes, elegeu-se o paio por ser um dos produtos de salsicharia
mais fabricados em todo o pais. A escolha recaiu sobre o paio de porco preto, do Alentejo, e o
painho da Beira Baixa produzido a partir de porco branco, por serem produtos representativos
da salsicharia tradicional portuguesa e obtidos com diferentes matérias-primas e processos
tecnoldgicos. Pretende-se aliar a tradicionalidade e genuinidade dos enchidos referidos, as
culturas de arranque, ou seja, conciliar o conhecimento tecnoldgico, a inovacgdo cientifica, a

informacao relevante e os produtos tradicionais.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Enchidos

2.1.1. Definigdo

De acordo com o Regulamento (CE) N.2 853/2004, do Parlamento Europeu e do Conselho, de 29 de
abril de 2004, que estabelece regras especificas de higiene aplicaveis aos géneros alimenticios de
origem animal, os enchidos sdo definidos como “produtos transformados resultantes da
transformacao da carne ou da ulterior transformacdo desses produtos transformados, de tal modo
que a superficie de corte a vista permita constatar o desaparecimento das caracteristicas da carne

fresca”.

Os enchidos carneos fermentados incluem-se no grupo de alimentos prontos para consumo, definidos
pelo Regulamento (CE) N.2 2073/2005, do Parlamento Europeu e do Conselho, de 15 de novembro de
2005, relativo aos critérios microbioldgicos aplicaveis aos géneros alimenticios, como “alimentos
destinados pelo produtor ou fabricante ao consumo humano direto, sem necessidade de cozedura ou
outra transformacao, eficazes para eliminar ou reduzir para um nivel aceitavel os microrganismos

perigosos”.

Posto isto, facilmente podemos constatar que, legalmente, os enchidos sdao considerados produtos
estdveis e com reduzido risco sanitdrio. Em nossa opinido esta posi¢do baseia-se fundamentalmente
em cinco fatores: a) a redugdo do valor do pH, principalmente, pela fermentagdo microbiana dos
hidratos de carbono; b) a diminui¢do do valor da atividade da agua (aw) devido aos sais adicionados
as massas e a desidratagdo progressiva durante o processo produtivo; ) a adi¢do de nitratos e nitritos,
sobejamente conhecidos por disporem de propriedades que previnem e/ou eliminam microrganismos
patogénicos e deteriorantes; d) a adi¢cdo de especiarias com atividade antimicrobiana e e) quando se

recorre a fumagem, a atividade bacteriostatica e bactericida do fumo.

Em Portugal existe uma grande tradi¢cdo na producdo de enchidos, todavia, ha um abuso claro na
designacdo tradicional, que o Regulamento N.2 1151/2012 do Parlamento Europeu e do Conselho, de
21 de novembro, relativo aos regimes de qualidade dos produtos agricolas e dos géneros alimenticios,
designa como “a utilizacdo no mercado nacional comprovada por um periodo que permite a

transmissdo entre geragGes; este periodo deve ser de, pelo menos, 30 anos”.

A referéncia a porco preto também é utilizada no mercado nacional de forma indiscriminada na carne
fresca, nos preparados de carne e nos produtos a base de carne, ndo correspondendo, na maior parte

dos casos, as caracteristicas subjacentes aquela expressdo. Do mesmo modo, no sector da
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restauragdo, constata-se igualmente a utilizagdo, por vezes abusiva, da referéncia porco preto

(Decreto-Lei 95/2014).

2.1.2. Breve perspetiva histdrica

Apesar de existirem indicios que mostram a utilizagdo do fogo ha cerca de 700 000 anos (Goren-Inbar
et al., 2004), a sua utilizacdo frequente e dominada ocorreu no Paleolitico Superior (40 000 a 12 000
anos a.C.), a vida do Homem primitivo transformou-se. A conservacdo da carne passou a ser
conseguida por meio de carbonizacdo superficial ou por fumagem que possibilitava desidratar e
conservar a carne. Aquela descoberta permitia cagar nas estac6es de abundancia para consumo a

posteriori, quando a caca ndo fosse possivel.

Esta necessidade de conservar a carne tera estado na origem da salsicharia. Praticas como a cura ou
a fumagem da carne resultaram da necessidade de prolongar a duragdo da conservagao daquele

alimento e ndo de um imperativo do gosto ou paladar (Elias, 2004).

A carne era um alimento muito apreciado pelo Homem. Os gregos primitivos, heréis de Homero,
ofereciam nos banquetes, entre outros alimentos, carne assada; ja os primitivos espartanos
distribuiam em banquetes publicos, a cada cidaddo, uma ra¢do de physkai (sopanegra)
correspondente a uma mistura de carne de porco assada, vinho e pao de cevada, podendo este ser

considerado como o primitivo antepassado da morcela tal como referenciado por Egafia (1948).

Antes da chegada dos romanos a Peninsula Ibérica ja se produziam grandes quantidades de suinos.
Os ibéricos, naquela altura, ja comercializavam azeite, vinho, enchidos e presunto. O suino foi tdo
valioso que, na época de Augusto e de Agripa, as moedas romanas criadas tinham a forma de um
presunto. Também apareceram figuras de suinos em medalhas consulares, usadas como o emblema
de uma legido militar. Na época romana, a matanca do suino, num primeiro momento era efetuada
pelo coquus (escravo de prestigio), mas depois passou a ser realizada apenas por cozinheiros

especificos chamados vicarius supra cenas (Sabor Artesano, 2011).

A partir do século XIll, a peninsula lbérica comegou a alargar as suas fronteiras, permitindo que
existisse uma maior divulgacdo de costumes, o que promoveu a criagao de suinos, que por sua vez fez
disparar a producdo de enchidos, passando naquela altura a serem consumidos por toda a sociedade

(Sabor Artesano, 2011).

Ainda hoje os suinos sdo produzidos domesticamente de Norte a Sul do pais, com maior incidéncia

nalgumas regidoes, com Tras-os-Montes, Beiras, Ribatejo, Alentejo e Algarve.

Nas regibes do interior de Portugal, até ha poucas décadas atras (talvez ndo mais de cinco) ndo havia

eletricidade em muitas casas de habitacdo. Nestas condic¢des, a salga das carnes e do toucinho e o
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fabrico de enchidos no periodo do Inverno, aproveitando as baixas temperaturas para maior garantia
da salubridade dos produtos, eram praticas fundamentais para garantir uma fonte de proteina e
gordura de origem animal durante o resto do ano (Elias, 2004). Nesta regido parca de recursos, os
enchidos, o toucinho e o presunto representavam, nesta época, uma fonte de alimentacdo

fundamental.

Ocorriam frequentemente trocas deste tipo de produtos entre as pessoas, 0s mais pobres chegavam
a efetuar trocas com os mais abastados, davam presuntos e enchidos e recebiam toucinho. Esta troca
permitia-lhes obter grandes quantidades de toucinho porque os enchidos e o presunto eram — e sao
— mais valiosos, no entanto, esse toucinho permitiria alimentar as familias durante mais tempo e ao

mesmo tempo temperar os géneros alimenticios.

Os enchidos tradicionais portugueses sdo produtos Unicos que tém normalmente origem em zonas
geograficas que sdo, em regra, associadas a respetiva designa¢do comercial, apresentam uma grande
variedade comercial, ao nivel dos sabores, texturas, formas e dimensoées, resultado da diversidade das
matérias-primas, ingredientes, processos de fabrico utilizados e condi¢des edafoclimdaticas da regido

onde sdo produzidos.

2.1.3. Produc¢do de enchidos em Portugal
De acordo com o Instituto Nacional de Estatistica (INE, 2017), em 2015, das 361 660 toneladas de
carne de suino refrigeradas, cerca de 62 769 resultaram na producdo de enchidos. O que representa

17,36 % e um valor de vendas de 175 776 milhGes de euros.

Se observarmos os resultados publicados pelo INE desde o ano 2000, concluimos que houve um forte
incremento da producdao de enchidos, a producdo dos mesmos mais do que triplicou, tendo-se
verificado o pico em 2012 (80 886 toneladas). Porém, verificou-se um decréscimo entre 2012 e 2015,
julgamos que a conjuntura econdmico-financeira e, por ventura, a procura por géneros alimenticios,

teoricamente, mais sauddveis tenham contribuido para reduc¢do da producao.

2.1.4. Etapas gerais do processo de fabrico

Vignolo et al. (2010) relataram descri¢cGes de técnicas de fermentagao e cura de produtos cadrneos ha
mais de 2500 anos na China, podendo dizer-se que estes métodos de conservacdo sdao dos mais
antigos. Puolanne & Petédja-Kanninen (2015) corroboram o referido por Vignolo et al. (2010), mas
apontam, para além da China, a area do Mediterraneo como sendo uma das de onde provem mais

informacdo relevante sobre a utilizagdo das técnicas mencionadas.

No que concerne a producdo de enchidos de uma forma geral, e dos paios de porco preto, do Alentejo,

em particular, consideram-se seis etapas: selecdo das matérias-primas, miga, preparacdo da massa,

5



maturacdo da massa, enchimento, atadura e cura (cdmaras de cura com T°C e HR% controladas)
(Gomes, 2016; Elias, 2004; Zanardi et al., 2004). Obviamente que poderao existir ligeiras alteragGes.
Por exemplo, alguns fabricantes colocam os enchidos antes de entrarem na camara de cura umas
horas em fumeiros tradicionais com lume pouco intenso. O objetivo daquela etapa prende-se com a
promoc¢do de uma desidratacao inicial mais eficaz, simultaneamente os enchidos sofrem ligeiras

modificagGes ao nivel sensorial, causadas pelo fumo.

Nalguns casos, como o dos painhos da Beira Baixa, a cura ocorre pelo processo de fumagem, que
decorre em fumeiros tradicionais com recurso a madeiras rijas ndo resinosas, geralmente azinho ou
sobro. As etapas que antecedem a fumagem sao iguais ou muito semelhantes as dos paios de porco

preto, do Alentejo.

A fumagem tradicional favorece a conservagdo dos alimentos e modifica de forma positiva as
caracteristicas sensoriais como o aroma, o sabor, a cor e a textura. Numerosos compostos do fumo,
entre eles o formaldeido e sobretudo os compostos fenélicos, possuem uma agdo bacteriostatica e
bactericida (Pittia et al., 2005; Martinez et al., 2004; Girard, 1991), ainda que compostos com um
grupo aldeido adicional sejam antimicrobianos mais eficazes que os fendis (Sikorski & Kotakowski,
2015). Sikorski & Kofakowski (2010) acrescentam os acidos carboxilicos a este tipo de compostos.
Estrada-Mufioz et al. (1998) referem que, além do referido, determinados compostos fendlicos do
fumo exercem um efeito antioxidante sobre os lipidos, acdo que também pode ocorrer com a
utilizacdo de fumo liquido. Sikorski & Kotakowski (2010) referem que as propriedades antioxidantes
dos compostos fendlicos estdo identificadas ha mais de 50 anos. Os mesmos autores referem que,
para as mesmas concentragdes, alguns compostos fendlicos tém maior poder antioxidante do que
alguns antioxidantes de sintese, como o hidroxianisol butilado (E-320) e o hidroxitolueno butilado

(E-321).

Importa referir que esta agdo conservante do fumo deve-se a acdo combinada de diversos fatores,
entre eles a concentragdo salina dos produtos, duracdo do processo/etapa de fumagem, aumentoda

temperatura no fumeiro, reducdo do valor da aw, entre outros.

A cor conferida pela fumagem ocorre, principalmente, pela sedimentag¢do de substancias corantes,
principalmente compostos fendlicos, os quais sofrem escurecimento por polimerizagdo ou oxidacao.
Contudo, a principal causa da coloragdo escura por agao do fumo reside nas reagdes de pardeamento
ndo enzimatico ou reacbes de Maillard. Estas implicam a reacdo de um grupo amina livre das proteinas
ou de outros compostos azotados com os grupos carbonilos dos agucares redutores, originando
compostos escuros, as melanoidinas (Sikorski & Sinkiewicz 2015; Sikorski & Kotakowski 2010; Méhler,

1980).
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A acdo do fumo sobre a textura é resultado da modificagao por desnaturagdo ou coagulagdo das fibras
musculares da carne ou da tripa, devidas ao formol e aos vapores creosotados. Produzindo o
formaldeido uma reticulagao irreversivel no colagénio das tripas. O referido influencia a solubilidade
do colagénio, dando aos enchidos maior resisténcia a medida que as temperaturas aumentam (Sousa

& Ribeiro, 1983; Mdohler, 1980).

Porém, apesar de todos os desenvolvimentos tecnoldgicos, a fumagem tradicional é efetuada de uma
forma um pouco “descontrolada”, como tal, formam-se diversos compostos que poderao ter impacto
na saude dos consumidores e no meio ambiente. De acordo com Sikorski & Sinkiewicz (2015),
Emmerson (2011) e Sikorski & Kotakowski (2010), as principais familias de compostos detetados no
fumo sdo compostos fendlicos, carbonilos, dcidos carboxilicos, furanos, lactonas, alcoois, ésteres e

hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HAPs).

Os produtos que nos merecem maior preocupacao sdo os HAPs pela sua possivel agdo carcinogénica
(Emmerson, 2011; Lorenzo et al., 2011; Roseiro et al., 2011; Palma, 2008). No entanto, Sikorski &
Kotakowski (2010) indicam, para além dos HAPs, os N-compostos nitrosos e a possibilidade de

formacgao de aminas aromaticas heterociclicas (AAHs), como compostos potencialmente perigosos.

De acordo com Lorenzo (2011), HAPs sdo compostos organicos formados por poluentes ambientais

provenientes de inUmeros processos naturais e atividades humanas.

2.2. Evolugao dos perfis fisico, bioquimico e microbioldgico durante a
producao de enchidos

Os produtos cdrneos apresentam uma grande variedade de formas, tamanhos, aromas, sabores e
texturas. Resultam da interagao entre as matérias-primas, restantes ingredientes e aditivos, métodos
de producdo, regido onde sao produzidos e microbiota autéctone. No entanto, esta multiplicidade de
enchidos, durante o processo produtivo, esta sujeita a inumeras modificagbes/reac¢des fisicas,
bioquimicas, microbioldgicas e sensoriais que sdo transversais a todos os produtos. Resumidamente,
referimo-nos a descida do pH, alteragGes da microbiota inicial, reducdo de nitratos a nitritos e
posteriormente a éxido nitroso, formacdo da nitrosomioglobina, solubilizacdo e gelificacdo das
proteinas miofibrilares e sarcoplasmaticas, protedlise, lipdlise, oxidacdo lipidica e desidrata¢do, com

consequente reducao do valor da aw.

A estabilidade dos enchidos carneos fermentados deve-se, principalmente, a inibicdo dos
microrganismos putrefativos, resultante da combinac¢do do pH 4acido, da reduzida aw (consequéncia
da adicdo de sais de cura, da producdo de substadncias de baixo peso molecular com atividade

osmotica e também devido a desidratagao) e, nos casos em que se submetem os produtos a fumagem,

7



dos agentes antimicrobianos presentes no fumo (Kumar et al., 2017; Vignolo et al. 2010; Toldra, 2008;

Elias, 2004).

2.2.1. Perfil fisico

Relativamente ao perfil fisico, a principal alteracdo que decorre durante o processo de fabrico de
enchidos carneos fermentados é a perda de peso ao longo do tempo. Resultando, principalmente, da
eliminacdo da agua integrante das matérias-primas e da adicionada as massas de carne. A perda de
gordura por gotejamento também deve ser tida em conta, apesar de ser insignificante, isto se o
processo de cura - incluindo ou ndo a fumagem - decorrer da forma mais adequada. Jay (2002) refere
gue nos primeiros dias de matura¢do a dgua presente no produto tende a ficar mais proxima da
superficie e entdo evapora. Esta perda de agua resultard naturalmente no abaixamento do valor da

aw, que tem como consequéncia a alteragao e redugao da microbiota dos enchidos.

A percentagem de perda de peso e a velocidade com que a mesma decorre influenciam fortemente a
qualidade e seguranca dos produtos. Estes parametros sao influenciados, principalmente, pelos
valores de temperatura e humidade relativa (HR) utilizados durante o processo de fabrico. A
desidratacdo deve ser paulatina, caso ndao ocorra desta forma poderao surgir problemas na ligacdo
das massas e na retra¢do do volume do enchido, ficando com aspeto enrugado, para além de ocorrer
uma desidratacdo periférica excessiva, que tera um efeito impermedvel no que diz respeito a
desidratacdo das camadas internas. A desidratacdo inadequada destas zonas podera conduzir a
multiplicacdo de microrganismos indesejaveis, alteracdes da textura e contribuir, negativamente,

para o aspeto sensorial dos produtos.

Como é facilmente compreensivel, o calibre do enchido influencia a velocidade a que ocorre a
desidratacdo. Enchidos com menor didmetro desidratardo mais no mesmo tempo e nas mesmas
condi¢Bes de cura que enchidos de calibres superiores. Por outro lado, ndo podemos descurar a
influéncia da dimensao dos pedacos de carne e gordura, que a partida quanto maiores forem mais

dificil sera a sua desidratacdo.

No que respeita as massas, estas deverdo ter uma composi¢do equilibrada entre as fragdes muscular
e lipidica (80% - 20% ou 70% - 30%, respetivamente). Um baixo teor em gordura reflete-se, por
exemplo, na qualidade sensorial dos enchidos, que se tornam secos e quebradicos, prejudicando o
seu aspeto, textura e flavour, para além de estarem sujeitos a quebras de peso excessivas, com
impacto financeiro para o produtor. Massas com percentagem elevada de gordura tém baixo poder

de retencdo de agua e/ou dificil ligagdo das massas.

Um parametro que pode influenciar o descrito nos paragrafos anteriores é o pH que, como é sabido,

influencia a capacidade de retencdo de agua (CRA) da carne. Sem aprofundar esta tematica podemos
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falar da carne do tipo PSE e/ou DFD, ou até, de uma forma mais simples, do efeito do NaCl no pH das
formulagGes. De acordo com Alvarez (1994) a velocidade de desidratagdao sera tanto maior quanto
mais baixo for o pH, até valores de 4,5-5,0, na auséncia de sal, e de 4,0 na presenga das concentragées
habitualmente utilizadas. Girard (1991) refere que a adicdo de sal em carne fresca, nas doses
habituais, diminui o pH em aproximadamente 0,2 unidades colocando-o em valores proximos de 5,0.
Por isto, nas condig¢des habituais de producdo de produtos carneos (pH 5,5 - 6,0), a diferenca entre o
pH das proteinas e do meio aumentara, o que se traduz num aumento da CRA. Andrés & Ruiz (2001)
corroboram os autores anteriores referindo o efeito Donnan (equilibrio entre cargas positivas e
negativas). Os mesmos autores referem que qualquer fator que tenha como consequéncia uma
redugdo ou um aumento do espaco entre os miofilamentos das fibras musculares formados
fundamentalmente por actina e miosina provocara, respetivamente, uma diminuicdo ou um aumento
do seu ponto isoelétrico. Como consequéncia, ocorrerda um incremento do nimero de cargas
negativas das proteinas e por fendmenos de repulsdo, um aumento do espacgo entre as proteinas, por

conseguinte um aumento da CRA.

2.2.2. Perfil bioquimico

Os principais fendmenos bioquimicos que afetam os componentes dos enchidos carneos fermentados
durante a maturacao sao a fermentacao dos hidratos de carbono, a acao dos nitritos, quando usados
nas formulacbes, e as degradacGes que afetam as proteinas (protedlise) e os lipidos (lipdlise e

oxidacdo lipidica).

Paramithiotis et al. (2010) referem que os principais fendmenos bioquimicos ocorrem durante a cura

dos enchidos e afetam a qualidade e seguranca dos mesmos, como se pode verificar na Figura 1.
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Figura 1 - Principais modificages bioquimicas que ocorrem durante o processo de cura de enchidos
carneos fermentados (Paramithiotis et al., 2010).

2.2.2.1. Glicdlise em enchidos

De acordo com Paramithiotis et al. (2010); Toldra (2008) e Arnau et al. (2007) os hidratos de carbono,
como por exemplo a dextrose, funcionam como fornecedores de carbono e energia para a microbiota
autdctone e/ou culturas de arranque adicionadas as massas dos enchidos carneos fermentados. A
fermentacdo dos hidratos de carbono é produzida com maior intensidade nos primeiros dias de
maturacao e deve-se fundamentalmente as bactérias laticas, originando, principalmente, acido latico.
Como consequéncia ocorre uma redugao no valor do pH, tendo este decréscimo um efeito multiplo
na qualidade dos produtos. Contribui para inibir o desenvolvimento de microrganismos patogénicos
e deteriorantes, favorece a libertacdo de agua através da coagulagdo proteica, bem como a agdo
hidrolitica da catepsina D e da enzima lipase acido lisossomal. Trontel et al. (2011) referem que este
acido é representado em dois isdmeros, o D(-) acido latico e L(+) acido latico. Para Taskila & Ojamo
(2013) a relagdo entre estes isdémeros influencia as suas aplicagOes, que podem variar da produgdo de
géneros alimenticios a producdo de polimeros biodegradaveis. A producdo de ambos os isémeros é
comum entre as bactérias laticas com carater homofermentativo, como as pertencentes ao género

Lactobacillus. A producdo acentuada de um ou de outro isdmero depende de uma reacdo especifica
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de lactato-desidrogenasses NAD dependentes, a presenga ou nao destas enzimas é que dita qual dos

isdmeros serd produzido (Goffin et al., 2005; Connolly & Lonnerdal, 2004).

A producdo de D(-) acido latico por algumas estirpes de Lactobacillus pode ser influenciada pela
presenca de uma enzima produzida pela prépria bactéria, esta enzima induz a conversdo de L(+) em

D(-) acido latico, até que haja um equilibrio entre ambos (Narayana et al., 2004).

De acordo com Paramithiotis et al. (2010), Toldrad (2008) e Arnau et al. (2007) a intensidade do
abaixamento do pH depende das estirpes de bactérias laticas envolvidas no processo, do tipo e
quantidade de hidratos de carbono adicionados as massas — caso o sejam —, das temperaturas de
fermentacdo (normalmente mais elevadas nos EUA que na Europa) e de outros pardmetros a ter em
conta como a percentagem de NaCl adicionado, tempo e condi¢des de cura, entre outros. A
inoculagdo de bactérias laticas heterofermentativas resulta na producdo de outros compostos, como
acetoina, etanol, acido féormico e diacetilo, que tém efeitos benéficos na qualidade sensorial dos
produtos. Montel et al. (1998) referem que, por exemplo, um dos efeitos dos compostos referidos nas

linhas anteriores sera o incremento do aroma amanteigado aos enchidos.

A geracdo de compostos volateis, obtidos durante a fermentagao de hidratos de carbono, depende
das estirpes inoculadas. A degradacdo de agUcares é uma importante fonte de di e tricarbonilos que
podem reagir, subsequentemente, com aminoacidos, devido a reacGes de Strecker (Toldra & Flores,

2007).

2.2.2.2. Protedlise

De acordo com Toldra & Reig (2015) e Toldra & Flores (1998), a protedlise é um processo bastante
complexo nos quais participam, basicamente, dois grandes grupos de enzimas: a) as endopeptidases
(u-calpaina (l), m-calpaina (ll), catepsinas B, D, H, e L e o proteassoma) e b) as exopeptidases
(tripeptidilpeptidases | e Il e dipeptidilpeptidases I, II, Il e IV, carboxipeptidases e alanil-, arginil-,
metionil-, leucil- e piroglutamil-aminopeptidases). As endopeptidases sdo responsaveis,
principalmente, pela degradagao das proteinas miofibrilares e em menor grau pelas sarcoplasmaticas,
gerando fragmentos proteicos e peptidicos que servirdo de substrato as exopeptidases. Estas
hidrolisam as cadeias peptidicas a partir das extremidades. Toldra & Flores (1998) referem que as
peptidases sdo as responsaveis pela geracao de pequenos péptidos, enquanto as aminonopeptidases
e as carboxipeptidases libertam aminoacidos livres. Toldrd & Reig (2015) e Rojas & Caceres (2001)
referem que estes compostos servem de base ao desenvolvimento de novas rea¢des quimicas,
importantes no desenvolvimento do flavour dos enchidos. Os autores referem-se a reacdo de Maillard

e/ou a degradacdo de Strecker.
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2.2.2.2.1. Protedlise em enchidos

A carne é composta basicamente por agua (72%-76%), proteinas (15%-22%), lipidos (1,5%-4,0%) e
vestigio de hidratos de carbono (<1%) (Toldra & Reig, 2015). Como tal, pensamos que o conhecimento
e a percecdo das alteragdes fisico-quimicas que lhes sdo caracteristicas, e respetivas consequéncias,

deverdo ser tidas em conta.

As proteinas da carne sdo os principais componentes funcionais e estruturais dos produtos carneos
transformados e, por isso, determinam as caracteristicas de tenrura, consisténcia, textura e aspeto
destes produtos. As proteinas miofibrilares constituem cerca de 50-55% do total das proteinas
musculares sendo as principais responsaveis pelas caracteristicas texturais dos produtos carneos.
Salienta-se especialmente a miosina, que para ser solubilizada necessita de uma forga iénica minima

de 0,6M (Ziegler & Acton, 1984).

Toldra (2011, 2007) refere que a protedlise dos enchidos fermentados resulta da agdo combinada de
enzimas musculares (proteases carneas) e microbianas (proteases microbianas), assim como da
tecnologia utilizada para o fabrico do enchido. Relativamente a acdo microbiana esta poderd ser
desenvolvida por microbiota autéctone e/ou adicionada (Toldra, 2011, 2008; Elias, 2004). Toldra
(2007) refere que o contributo de cada um destes grupos de enzimas depende do tipo de carne e do
tipo de cultura de arranque inoculada. Estas transformacGes levam a degradacdo das proteinas a

péptidos e posteriormente a aminoacidos livres.

Estas modificacGes determinam as caracteristicas sensoriais dos enchidos, designadamente, a textura,

0 aroma e o sabor tipicos dos produtos acabados.

Geralmente as enzimas microbianas parecem ter um efeito objetivo sobre a rutura de oligopéptidos
e péptidos de pequenas dimensdes, enquanto que apenas as proteases enddgenas parecem atuar nas

primeiras fases da degradagdo proteica (Molly et al.,1997; Verplaetse, 1994).

Toldra (2006a) refere que as reagdes proteoliticas progridem, sequencialmente, iniciando-se com a
quebra das principais proteinas miofibrilares pelas catepsinas e calpainas (endopeptidases),
resultando na formacdo de polipeptideos de tamanhos intermédios, que subsequentemente sdo
degradados em pequenos péptidos pela agdo das exopeptidases. Toldra et al. (1997) referem que as
aminopeptidases, di e tripeptidilpeptidases, geram, respetivamente, aminoacidos e pequenos

peptideos.

Toldra & Reig (2015), Sanz et al. (2002) e Toldra (1998) referem que as catepsinas B, D, H e L sdo
proteases (endopeptidases) lisossomicas de tamanho pequeno, que tém a sua atividade inibida por

altas concentragdes de sal e favorecidas por pH acido. Molly et al. (1997) referem que a catepsina D
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é a que mais contribui para a atividade proteolitica em enchidos, devido a sua estabilidade e atividade

em pH 4cido. Outras catepsinas como B e L tém uma agao menos efetiva sobre as proteinas cdrneas.

Fatores como a temperatura, o pH, a concentragdo se sal e a duragdo dos processos sdo de extrema
importancia na extensdo da protedlise. Valores elevados de azoto ndo proteico foram reportados por
Flores et al. (1997) em enchidos fermentados com valores de pH inferiores a 4,7. Toldra (2007) refere
gue a geragdo de pequenos péptidos pode ser inibida pela concentragdo salina que inibe as peptidases
musculares, apesar de se poderem alcancar valores elevados de azoto ndo proteico, até 20% do
conteudo do azoto total. Alguns aminoacidos sdo gerados pelas enzimas musculares e microbianas e
tém sido correlacionados com descritores sensoriais como o sabor picante, doce, amargo, entre
outros. Toldrd (2006b) refere que o metabolismo microbiano da leucina, valina, e isoleucina sdo
responsaveis pela producdo de aldeidos de cadeia ramificada e produtos secunddrios, como &cidos,
alcoois e ésteres. Demeyer et al. (2000) referem que este metabolismo se pode encontrar nos géneros
Staphylococcus e Kocuria, Debaryomices hansenii e de forma menos eficaz no género Lactobacillus.
No decurso do processo de fermentacdo dos enchidos, como consequéncia do aumento da
temperatura, da presenca de NaCl e da diminuicdo do pH, ocorre a insolubilizagcdo das proteinas
miofibrilares e sarcoplasmaticas, que continua durante o processo de cura (Lépez, 1997). Ainda que o
pH ndo continue a descer com o decurso da cura, podendo mesmo aumentar ligeiramente (Llicke,
1998), e a temperatura possa diminuir (por vezes para valores de 8°C - 15°C), a desidratagdo continua
pelo efeito da baixa humidade relativa ambiental. Esta conjuntura faz com que a interacdo
proteina-agua seja menor, o que dificulta a solubilizagdo proteica (Kenney & Hunt, 1990). Como
consequéncia desta perda de agua, aumenta a concentrac¢do salina dos enchidos que, devido a sua
elevada forca idnica, contribui para a desnaturagdo proteica da carne, o que se traduz em alteragGes

estruturais profundas (Knight & Parsons, 1988).

No concerne ao azoto nao proteico, no principio da cura dos enchidos os péptidos representam a
principal fracdo, enquanto os aminodcidos livres predominam no produto acabado (Toldra, 2011,

2008).

2.2.2.2.2. Transformacgao dos aminoacidos

Os aminodacidos desempenham um papel importante na formacgdo do sabor dos enchidos e também
no aroma pela geragdo de aldeidos de cadeia ramificada e seus produtos secundarios como acidos,
alcoois, ésteres e através do metabolismo microbiano da leucina, valina e isoleucina. No entanto, por
vezes, estes poderdo ter efeitos indesejaveis nas caracteristicas sensoriais dos enchidos (Toldr3,
2008). A degradacdo dos aminodcidos livres ocorre mediante reacdes de desaminacdo oxidativa,

descarboxilacdo e transaminacdo (Toldra, 2007). Molinard & Spinnler (1996) referem que a
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degradacdo de tirosina e triptofano levam a formacgao de fenol e indol e compostos como escatol
(3-metilindol), responsavel por originar aromas desagradaveis nos produtos carneos. Toldrd & Reig
(2015) apontam as aminas biogénicas como outro produto da descarboxilagdo microbiana dos
aminoacidos. Para a formagdo de aminas sdo necessdrios aminoacidos precursores disponiveis, a
presenca de microrganismos, ou de enzimas capazes de descarboxilar aminoacidos e, finalmente,
condicGes favordveis para a multiplicagdo destes microrganismos ou para a atuacdo das enzimas
descarboxilantes. Toldra & Flores (2007) referem que estas podem afetar negativamente o flavour e
a seguranca dos enchidos. Os mesmos autores indicam que a desaminac¢ao oxidativa e ndo oxidativa
de aminodcidos pode produzir cetodcidos que se podem transformar, por descarboxilacdo, em
aldeidos, alcoois e acidos de consideravel importancia, como o 2 - e 3-metilbutanol, 0 2 - e 3 -
metilbutanal e o 2 - e 3-metilpentandico. Stahnke (1994), referem que os 2 - e 3-metilbutanal
transmitem aroma a queijo, para além de poderem transformar-se nos ésteres correspondentes, que
produzem aromas frutados. O metional transmite um aroma a batata cozida, o 2-acetilpirrolina a

pipocas e carne assada e o acido 3-metilbutandico a meias suadas.

Sem aprofundar muito a tematica associada a reacdo de Maillard e degradagao de Strecker, é de
referir que as mesmas tém elevada influéncia no flavour dos enchidos, tal como referiram Flores &
Olivares (2015); Toldra & Flores (2007) e Ordofiez et al. (1999). Rojas & Caceres (2001) indicam que a
reacdo de Maillard ou de escurecimento ndo enzimatico ocorre entre aminodcidos e grupos
redutores, como aglcares e outros compostos carbonilos. Ja Ordofiez et al. (1999) referem que a
degradacdo de Strecker consiste na desaminagdo oxidativa e descarboxilacdo de um aminoacido na
presenca de um composto dicarbonilo, e finalmente a geracdo de um aldeido, o composto dicarbonilo

surge a partir de degradacGes de aglcar ou das reagdes de Maillard.

2.2.2.3. Lipolise

De acordo com Toldrd (2006a) a lipdlise resulta de um conjunto de rea¢les enzimaticas que
pressupdem a hidrdlise dos lipidos musculares ou do tecido adiposo, separando os acidos gordos das
moléculas de glicerol dos triacilglicerdis (lipases) e hidrolisando as liga¢cdes éster dos fosfolipidos
(fosfolipases). Estévez et al. (2009) indicam que o resultado final da acdo de ambos os grupos de
enzimas consiste na gera¢do de inUmeros acidos gordos livres, estes podem ser saturados, mono ou
polinsaturados e posteriormente estdo sujeitos a processos de oxidacdo quimica ou enzimatica,

contribuindo para o aroma dos produtos.
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2.2.2.3.1. Lipodlise em enchidos
Os lipidos constituem uma importante fracdo de praticamente todos os géneros alimenticios. Posto
isto, o conhecimento e a perce¢do das alteragdes fisico-quimicas que lhes sdo caracteristicas, e

respetivas consequéncias, deverdo ser tidas em conta (Richards, 2006).

A utilizacdo de gordura de suino na producdo de enchidos carneos fermentados é essencial para
conferir as caracteristicas organoléticas a que os consumidores estdo habituados. Os lipidos,
juntamente com a carne, constituem os principais ingredientes dos enchidos. Para Elias (2004) a
composicdo em acidos gordos da massa carnea inicial, em especial a relagdo entre acidos gordos
saturados e insaturados, desempenha um papel fundamental no desenvolvimento do aroma e sabor
dos enchidos. Os lipidos do tecido muscular sdo constituidos, essencialmente, por triacilgliceréis e
fosfolipidos e, em menor nimero, por matérias insaponificaveis, como o colesterol (Toldra & Reig,

2015; Richards, 2006).

A gordura utilizada na producdo de enchidos caracteriza-se por ser 50% monoinsaturada
(principalmente acido oleico) e 15-20% polinsaturada (principalmente acido linoleico), cabendo os

restantes 30-35% aos acidos gordos saturados (principalmente acido estedrico) (Skibsted et al., 1998).

Os triacilglicerdis e os fosfolipidos sdo os substratos naturais das lipases (acida lisosomal e neutra) e
fosfolipases musculares (A1, A2, C e D) (Rojas & Caceres, 2001), que vao exercer um efeito hidrolitico
libertando acidos gordos das moléculas de triacilglicerdis e fosfolipidos, respetivamente (Toldr3,

2006a; Rojas & Caceres, 2001).

A lipdlise consiste na degradacdo enzimatica de tri, di e monoacilglicerdis e fosfolipidos, com a
consequente formacdo de acidos gordos livres, tendo este processo uma forte influéncia na formacéo
do flavour dos enchidos (Toldrd, 2008). Rojas & Caceres (2001) corroboram o referido e indicam que
a lipase acida microssomal é a lipase mais importante do musculo, hidrolisando tri, di e

monoacilglicerdis, tendo um pH 6timo de atuagao compreendido entre os 4,5 e 5,5.

O primeiro passo na degradacdo dos lipidos é a hidrélise dos triacilglicerdis por enzimas microbianas
(Staphylococcaceae, Kocuria, bolores e leveduras) e lipases enddgenas (musculares e do tecido
adiposo) (Lachowiz, 2012). Molly et al. (1997, 1996) referem que 60%-80% desta atividade é realizada
pelas lipases musculares, cabendo a restante percentagem as enzimas microbianas. Sorensen &
Samuelsen (1996) indicam que lipases produzidas por Staphylococcus xylosus e Debaryomyces
hansenni hidrolizaram gordura de suino durante as etapas iniciais na producdo de enchidos

fermentados, ou seja, quando o pH se encontrava mais elevado.
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2.2.2.3.2. Oxidacdo lipidica em enchidos

De forma simultdnea e/ou consecutiva as reacdes enzimaticas (lipdlise), ocorre um conjunto de
reagOes quimicas (auto-oxidacdo) tanto primdrias (formacao de peréxidos lipidicos) como secundarias
(formagdo de compostos aromaticos volateis) porque os compostos primarios sdo bastante reativos,
sendo essa a razdo para se obterem os compostos secundarios. Importa referir que estes ultimos
compostos tém forte influéncia na formacao do flavour dos enchidos (Rojas & Caceres, 2001; Toldra

etal., 2001).

Como referido em 2.2.2.3.1., a maioria da gordura de suino utilizada na produgao de enchidos carneos
fermentados é insaturada. Toldra (2011, 2008) e Richards (2006) referem que estes acidos gordos,
contendo ligagGes duplas, caracterizam-se por serem suscetiveis a oxidagdo. Richards (2006) e Toldra
et al. (2001) indicam que estes processos oxidativos podem ser influenciados por catalisadores
externos como a luz, calor, teor de humidade e/ou catides metalicos ou enzimas oxidativas enddgenas

do musculo, como as peroxidases e as ciclo-oxigenases.

A concentracdo de acidos gordos livres depende da atividade hidrolitica das lipases, dos processos
metabdlicos dos microrganismos e das rea¢des oxidativas. A lipdlise avangada envolve a libertagdo de
acidos gordos livres que sofreram processos oxidativos enzimdaticos e ndo enzimaticos, originando
carbonilos e outros compostos de baixo peso molecular (dlcoois, hidrocarbonetos alifaticos, aldeidos,
cetonas e ésteres, sendo os Ultimos produzidos na auséncia de nitrito adicionado), sendo estes os
principais precursores do flavour dos produtos acabados (Toldra, 2011; Paramithiotis et al., 2010;
Richards, 2006; Toldra, 1998). A hidrélise enzimatica acelera a peroxida¢do dos lipidos. Devido ao
elevado conteldo de gordura e a baixa awa oxidagdo lipidica é o fator que mais deprecia a qualidade
dos enchidos, podendo originar aromas e sabores oxidados (ranc¢o) e perdas de pigmentos e
vitaminas, podendo a adicdo de antioxidantes comerciais ou naturais reduzir estes efeitos

(Paramithiotis et al., 2010; Richards, 2006).

2.2.2.4. Formagao do flavour em enchidos
O flavour inclui o sabor, o aroma, as sensacdes tateis e outras propriedades sensoriais (Flores &

Olivares, 2015).

Toldra (1998) refere que a formacao do flavour em produtos cdrneos resulta de processos bastante
complexos. O mesmo autor refere que alguns poderao ndo estar devidamente compreendidos, devido

ao numero de rea¢des envolvidas.

Toldra (2008) e Toldra & Flores (2007) referem que a formagao do flavour em enchidos fermentados

depende de fatores como o tipo de produto, os ingredientes e aditivos utilizados e as condigdes em
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que decorre o processo produtivo (a inoculagdo de culturas de arranque, quando ocorre, tem uma

influéncia consideravel).

Flores & Olivares (2015); Toldra & Flores (2007) e Toldra (1998), referem que a a¢do das enzimas e/ou
as reagdes quimicas e bioquimicas sdo as principais envolvidas no desenvolvimento do flavour. Entre
elas a degradacdo dos hidratos de carbono, a protedlise, reacbes de degradacdo dos aminoacidos
(descarboxilacdo, desaminagdo e transaminacdo), reacbes de Maillard, degradacdo de Strecker,

lipdlise e a oxidacdo lipidica.

A maioria dos autores aponta os microrganismos pertencentes aos ECN e ao género Kocuria como os
principais potenciadores do flavour de produtos carneos em geral e enchidos carneos fermentados
em particular (Toldra, 2015; Cocconcelli & Fontana, 2010; Todrd & Flores, 2007; Hammes & Hertel,
1998), ndo esquecendo o efeito das leveduras - principalmente a espécie Debaryomyces hansenii - e
dos bolores - principalmente o género Penicillium (Cocconcelli & Fontana, 2010; Hammes & Hertel,
1998). Até as bactérias laticas através da producdo dos acidos latico e acético, este em menor
guantidade, etanol e acetona, estdo envolvidos no metabolismo de péptidos e aminoacidos, tendo a

sua “cota” na formacao do flavour de enchidos carneos fermentados (Cocconcelli & Fontana, 2008).
2.2.3. Perfil microbiolégico

Antes de se abordar a evolucao da microbiota durante o processo produtivo dos enchidos, julga-se
ser importante referir que alguns autores, como Gossner et al. (2012); Kuhn (2011) e Talon et al.

(2007a) apresentaram casos de toxinfe¢des alimentares associadas a produtos carneos fermentados.

Agentes etioldgicos como Salmonella spp. ou Listeria monocytogenes levantam problemas aos
produtores, como tal, ha ja quem pasteurize os enchidos por forma a salvaguardar a seguranca dos
mesmos. Todavia, esse processo acarreta perdas ao nivel sensorial e poderd, em nossa opinido,
descaracterizar os produtos. Desse modo, a inoculagdo de culturas de arranque autdctones poderd

auxiliar no controlo da microbiota indesejavel e potencialmente presente em enchidos.

O tecido muscular dos animais s3os é estéril. E durante as opera¢des inerentes a obtencdo de carcagas
gue ocorre a inevitavel, embora controlavel, contaminagdo que tem fontes de procedéncia variadas,
como o ambiente, peles, cerdas, conteudo intestinal, facas, serras e os colaboradores, afetando
sobretudo a superficie mas também o interior das massas musculares, através da disseminagao pela
circulacdo sanguinea, quando a sangria € mal executada ou em consequéncia da evisceracdo errada
e/ou tardia (Garriga & Aymerich, 2015; Guerrero, 2006; International Commission on Microbiological

Specifications for Foods, 2005).
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A carne constitui um meio nutritivo muito favoravel ao desenvolvimento microbiano, consequéncia
do elevado teor em agua, pH préximo da neutralidade e da sua composi¢cdo rica em nutrientes,
principalmente proteina (Lawrie, 2005). Garriga & Aymerich (2015) corroboram o autor mencionado
e apresentam valores para a aw(0,96-0,97) e pH (5,6-6,0) que reforcam as causas para a carne ser um
meio favoravel a multiplicacdo microbiana. A relagdo existente entre hidratos de carbono e compostos
azotados é muito baixa; como consequéncia, mesmo com a presenca de microbiota acido-lactica, o
pH ndo decresce consideravelmente. Neste contexto, a multiplicagdo dos microrganismos na carne é
levado a cabo, fundamentalmente, as custas dos seus componentes soltveis: hidratos de carbono,

acido latico e aminoacidos.

As massas utilizadas para a produgao de enchidos tém uma microbiota proveniente, essencialmente,

das matérias-primas e das tripas, isto apds a etapa de enchimento.

Os microrganismos que se encontram na massa inicial dos enchidos desempenham um papel
fundamental na sua qualidade. Alguns daqueles microrganismos intervém no desenvolvimento das
caracteristicas sensoriais e no estabelecimento da salubridade dos enchidos, mediante diferentes
reacOes. Umas conduzidas por bactérias laticas: fermentacdo de agulcares e acidificagdo da massa,
outras conduzidas por Staphylococcaceae e Micrococcaceae: reducdo de nitratos e nitritos e
ocorréncia de fendmenos proteoliticos e lipoliticos. Em alguns tipos de enchidos também sdo Uteis os
bolores e as leveduras, que proporcionam prote¢do em relagdo a luz, ao oxigénio e a desidratacdo
excessiva, podendo mesmo participar em reagdes que determinam a qualidade organolética do

produto final (Orddiiez et al., 1999).

Os parametros ecoldgicos, tanto ambientais (temperatura, HR, entre outros) como os do produto (aw,
pH, matérias-primas, entre outros), alcancados durante o processo produtivo dos enchidos
determinam a selecdao de determinada microbiota, conseguindo-se deste modo a estabilidade dos

produtos e as caracteristicas sensoriais, habituais, dos mesmos (Guerrero, 2006; Jovita et al., 2001).

Ramos (1990) refere que as bactérias mais resistentes a valores de pH acido sdao as Gram-positivo,
concretamente Lactobacillus que tém um pH minimo de multiplicacdo que oscila entre 3,8 e 4,4.
Porém, Jay (2000) indica o valor de 3,16 como valor minimo de referéncia. Segundo o mesmo autor,
o limite minimo de multiplicacdo para Staphylococcus aureus é de 4,0 e as espécies do género
Salmonella spp. (Gram-negativo) ndo se desenvolvem a valores de pH inferiores a 4,05. Ja
microrganismos do género Clostridium tém dificuldades em multiplicar-se com valores de pH
inferiores a 4,6. Do exposto se infere que os valores de pH habituais na carne de suino nao
representam um obstaculo efetivo para a multiplicacdo dos principais microrganismos patogénicos

nem de outros, responsaveis por alteragdes nos produtos acabados.
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Ordodiez et al. (1999) referem que a carga microbiana inicial das massas de carne destinadas ao fabrico
de enchidos — sem adic3o de culturas de arranque — se situa entre 10° a 10° ufc/g e é composta por
microrganismos semelhantes aos que se podem encontrar em carne fresca: bactérias laticas,
Staphylococcaceae, Micrococcaceae, enterobactérias, pseudomonas, entre outros. Depois do
enchimento das tripas ocorre uma modificacdo das condi¢Ges ambientais, comparativamente com o
ambiente em que decorreu o processo de maturagdo das massas. Posto isto, Ravyts et al. (2012, 2010)
e Babic et al. (2011) inferem que devido ao consumo do oxigénio, abaixamento da aw, adi¢do dos
agentes de cura (NaCl, nitratos, nitritos e aglcares) e especiarias, aumento da acidez e fumagem
(quando existe) rapidamente as bactérias laticas se multiplicam e “dominam” o ambiente microbiano
dos produtos, seguidos por Staphylococcaceae, Micrococcaceae, bolores e leveduras. Os mesmos
autores, corroborados por Hames & Hertel (1998), referem que apesar da multiplicacdo precoce de
Staphylococcaceae e Micrococcaceae, estas sofrem um declinio causado pelo desenvolvimento as

bactérias laticas, que tornam o meio mais acido.

Paramithiotis et al. (2010) referem que no final da cura de enchidos — dependendo da carga
microbiana inicial das matérias-primas e das condi¢des do processo produtivo — a microbiota,
geralmente, consiste em 107 a 10° ufc/g de bactérias laticas, 10* a 10° ufc/g Staphylococcaceae,
Micrococcaceae e enterococos e 10% a 10* ufc/g de bolores e leveduras. Drosinos et al. (2005)
apresentam valores de bolores e leveduras de 10% a 10*ufc/g. Vignolo et al. (2010) e Ammor & Mayo
(2007), referem os microrganismos mais encontrados sdo primeiramente as bactérias laticas, seguidos
por ECN, os quais constituem a segunda maior populagdo na microbiota de produtos carneos
fermentados, normalmente apresentam concentracdes de 10° a 10% log ufc/g em produtos
processados a nivel industrial, destes, os mais frequentes sdo estirpes como Staphylococcus xylosus,

S. carnosus, S. equorum e Kocuria spp.

Bactérias da familia Staphylococcaceae auxiliam a fermentagdo do produto e sdo essenciais para a
estabilidade da cor do produto acabado, pois sdo capazes de realizar a redugao de nitratos a nitritos
e favorecer a formagdo de nitrosomioglobina (Paramithiotis et al., 2010; Mauriello et al., 2004).
Entretanto, estes microrganismos ndo se multiplicam facilmente em meios que contenham pH muito

acido, ao contrario de Lactobacillus (Cocconcelli & Fontana, 2010; Toldra, 2008; Jovita et al. 2001).

Microrganismos do género Enterococcus também podem ser encontrados em produtos cdrneos
fermentados, a sua alta tolerancia a meios salinos e ampla faixa de multiplicagdo em diferentes
temperaturas permite que estes microrganismos se desenvolvam durante o processo de maturagao

do produto (Lebert et al., 2007a).
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Guerrero (2006) e Orddnez et al. (1999) referem que a circunstancia as bactérias laticas,
Staphylococcaceae e Micrococcaceae (Kocuria) serem os principais grupos microbianos presentes nos
enchidos carneos fermentados esta associada ao facto dos valores do pH baixarem de 5,8-6,2 nas
massas para valores de 5,0 ou menos, no produto acabado. Simultaneamente a aw reduz-se a valores

inferiores a 0,90.
2.3. Culturas de arranque

De acordo com a bibliografia sdo inequivocos os beneficios da utilizagdo de culturas de arranque para
a melhoria da qualidade e seguranca dos produtos de salsicharia (Kumar et al., 2017; Laranjo et al.

2017b).

Culturas de arranque sao culturas microbiolégicas de organismos conhecidos, podendo ser puras ou
mistas, inoculadas em concentrac¢des definidas e que contribuem para as caracteristicas especificas

do substrato (Kumar et al., 2017; Laranjo et al., 2017b).

Hammes & Hertel (1998) definem culturas de arranque como preparagdes que contém formas viaveis
(vivas ou em estado latente) de microrganismos que se desenvolvem no substrato de fermentagao e
com uma atividade metabdlica desejada. Geralmente, mas ndo necessariamente, os microrganismos

crescem (multiplicam-se) neste substrato.

Para Garcia de Fernando et al. (1992) as culturas de arranque para enchidos sdo microrganismos
vidveis que, ao multiplicar-se, melhoram a conservabilidade, salubridade microbioldgica e potenciam

a sua aceitabilidade, mantendo ou melhorando a sua qualidade nutritiva.

Importa referir que apesar de atualmente alguns enchidos serem produzidos industrialmente com
recurso a culturas de arranque, ainda ha muitas regiées do mundo onde aqueles produtos sdo obtidos
através de métodos tradicionais sem adicdo deste tipo de cultura. Neste caso, os microrganismos
fermentadores necessarios sao origindrios da prépria carne e do ambiente fabril e constituem a
denominada "microbiota nativa ou autdctone” que tem capacidade para influenciar as caracteristicas

organoléticas e a seguranga dos produtos.

O inicio da utilizacado de culturas de arranque na produgdo de alimentos tera resultado da adigdo de
parte do produto final a matéria-prima destinada ao fabrico de alimentos com caracteristicas
idénticas, em inglés podem aplicar-se as designa¢des de back-slopping ou back-inoculation. As
condi¢cGes ambientais encarregar-se-iam de selecionar a microbiota capaz de crescer nos diferentes

substratos a transformar (Kumar et al., 2017).
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De acordo como Ricke et al. (2007) o uso de culturas de arranque em produtos como os enchidos é
relativamente recente, comparado com o uso deste tipo de cultura em produtos como a cerveja e os

produtos lateos.

As culturas de arranque foram utilizadas pela primeira vez em produtos lacteos fermentados e queijos
diversos (Roquefort, Stilton, Gorgonzola, Camembert e Brie). Desde entdo, tem-se estendido a sua
aplicagdo ao pdo e outros produtos de padaria, cerveja, vinho, espumantes, acidos organicos, como o
acético, citrico, glucdnico e tartarico, produtos a base de frutas e horticolas, sumos e azeitonas, assim
como produtos cdrneos e derivados dos ovos (Fischer et al., 1994). As culturas de arranque
comecaram a ser usadas no inicio do século XX e a partir da ultima década do mesmo século usam-se,
principalmente, bactérias laticas, Staphylococcaceae e em menor escala Micrococcaceae, bolores e
leveduras. Nos Estados Unidos da América os géneros Pediococcus e Lactobacillus eram objeto de
interesse para a tecnologia das carnes, na Europa a investigacao foi dirigida com maior intensidade
para o uso de estirpes da familia Micrococcaceae como culturas de arranque (Hammes & Hertel,

1998).

Estirpes tanto do género Micrococcus como do género Staphylococcus, no inicio pela sua capacidade
de produzir catalase e nitrato-redutase, foram paulatinamente assumindo importancia no fabrico de
enchidos e de outros produtos de salsicharia (Carrascosa, 1989). Posteriormente, para a selecdo
destes microrganismos foram valorizadas outras propriedades, como a reducdo de nitritos, a
capacidade de acidificar o meio e as capacidades proteolitica e lipolitica (Liicke & Hechelmann, 1987;
Liepe, 1985). Atualmente tém-se em conta todas a propriedades mencionadas no presente paragrafo,
mais o facto das estirpes a inocular ndo disporem de resisténcia a antibidticos e ndo serem produtoras

de aminas biogénicas (Kumar et al., 2017; Laranjo et al., 2017b).

Fischer et al. (1994) referem que a utiliza¢cdo de culturas de arranque em produtos carneos teve um
franco aumento durante a década de 70 do século XX. Buckenhuskes (1994) indica que no ultimo tergo
do século passado uma nova geragao de culturas de arranque, composta por estirpes isoladas a partir
da carne, como L. sakei e estafilococos coagulase negativa (ECN) passaram a ser inoculadas,
recorrendo a testes fenotipicos que indicassem a relevancia tecnoldgica das estirpes. Cocconcelli &
Fontana (2010) referem que esta geracdao de culturas de arranque é a utilizada atualmente pela

indUstria dos produtos carneos, dando primazia a utilizacdo de culturas microbianas autéctones.

E de realcar que a qualidade e seguranca das matérias-primas, associadas ao processo produtivo,
serdo os fatores primordiais na definicdo das caracteristicas do produto acabado. A utilizacdo de
culturas de arranque, apesar de contribuir para um controlo mais efetivo sobre o desenvolvimento

microbiano no produto, ndo substitui as boas praticas industriais, como as condicdes higio-sanitarias
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adequadas, manipuladores com formagao continua e a utilizacdo de matérias-primas com cargas

microbianas reduzidas de microrganismos indesejdveis, entre outros fatores.

Na Unido Europeia, os microrganismos com beneficios tecnolégicos sdo considerados ingredientes e
devem satisfazer os requisitos constantes do Regulamento CE n.2 178/2002, de 28 de janeiro, que
determina os principios e normas gerais da legislacdo alimentar, cria a Autoridade Europeia para a
Seguranca dos Alimentos (European Food Safety Authority-EFSA) e estabelece procedimentos em
matéria de seguranca dos géneros alimenticios. Consequentemente, a responsabilidade pela
utilizacdo segura destes microrganismos em alimentos devera ser assegurada pelos produtores dos

mesmos.

Uma grande variedade de bactérias e fungos é utilizada na producdo de alimentos e alimentos para
animais, alguns deles tém uma longa histdria de uso seguro, enquanto outros sdo menos estudados e

podem representar um perigo bioldgico para os consumidores (EFSA, 2013).

Aspetos relacionados com a segurancga das culturas de arranque sdo de extrema importancia, como
tal, a EFSA ha ja alguns anos introduziu o conceito de Qualified Presumption of Safety (QPS), homdlogo
do sistema Generally Recognized As Safe (GRAS) dos EUA, que tém como objetivo, entre muitos
outros, garantir que a utilizacdo de culturas de arranque nos alimentos e alimentos para animais é
“pré-avaliada”, contribuindo desta forma para que os mesmos ndo criem resisténcia a antibioticos

e/ou ndo contribuam para a formac&o de toxinas ou aminas biogénicas no produto acabado.

O Regulamento CE n.2 1169/2011, de 25 de outubro, relativo a prestacdo de informacdo aos
consumidores sobre os géneros alimenticios, refere a necessidade de estarem devidamente
identificados todos os ingredientes, por ordem decrescente, nos rétulos. Por conseguinte, visto os
microrganismos com beneficios tecnoldgicos serem considerados ingredientes, deverdo constar no

rotulo dos géneros alimenticios.
No entanto, deve ter-se a certeza que a seguranca alimentar nao funciona como um travdo a inovagao.

Na produgdo de enchidos, os microrganismos estardo sujeitos a um ambiente muito hostil, como
condicBes de anaerobiose, conteudos de sal elevados, utilizagao de nitratos e nitritos, temperaturas

de refrigeragdo e pH e aw reduzidos.

A maioria dos autores defende a utilizagdo de culturas de arranque selecionadas face as comerciais,
ou seja, aplicadas ao fim a que se destinam, dai existir a designacdo de culturas autdctones que,
teoricamente, estardo mais adaptadas as condi¢des do ambiente fabril, tecnologia aplicada,
formulagdes, entre outros. Desta forma, terdo capacidade competitiva face aos grupos deteriorantes

e/ou patogénicos (Babic et al., 2011; Casquete et al., 2011a; Cocconcelli & Fontana, 2010; Talon et al.,
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2008). Simultaneamente, aquelas culturas contribuirdo para a forma¢do do flavour
caracteristico/especifico/regional dos enchidos (Talon et al., 2007). Leroy et al. (2006) referem que as
culturas de arranque produzidos no Norte da Europa ndo se adaptam bem e nem sempre conseguem
competir com a microbiota que coloniza as unidades fabris e, consequentemente, os produtos

industriais do Sul da Europa, resultando em perdas das caracteristicas sensoriais.

Mais uma vez, o aumento da literacia alimentar por parte dos consumidores, os incentivos, as
recomendacdes e orientacdes de diversas instituicdes nacionais e internacionais, conduzem a um
desafio lancado a industria alimentar em geral, que é o de reduzir as concentracbes dos aditivos
alimentares, podendo as culturas de arranque contribuir para esta acao. Pois a fermentacao dos
produtos cdrneos é uma tecnologia que, se for corretamente efetuada e, eventualmente otimizada,
podera responder aos critérios indicados para tornar os produtos mais seguros. O seu contributo para
a conservacdo dos produtos cdrneos pode permitir reduzir as quantidades de aditivos com funcgado
conservante. Para além de se equacionar a possibilidade de obten¢do de uma “vantagem” probidtica,
uma vez que, habitualmente, os produtos cdrneos fermentados sdao consumidos crus, logo a

microbiota vidvel que estes incorporam é ingerida pelo consumidor.

2.3.1. Principais culturas de arranque inoculadas em enchidos

Hammes & Hertel (1998) forneceram argumentos relativamente aos aspetos que devem ser incluidos
na definicdo da qualidade microbiolédgica das preparacdes a inocular como culturas de arranque: i)
“identidade” conhecida dos microrganismos ao nivel taxonémico; ii) Estabilidade das propriedades
fisiolégicas desejadas; iii) Pureza bioldgica (auséncia de contamina¢do que interfira com as
propriedades desejaveis da preparacdo) e iv) Seguranca sanitaria (livre de qualquer contaminagdo que
interfira com a saude do consumidor). Robinson (2014) acrescentou outros requisitos: i) ser de facil
manipulagdo, armazenamento e transporte; ii) ser efetivo ao longo do periodo de fermentagdo do
produto; iii) apresentar algum grau de resisténcia a fatores inibitorios presentes no produto fresco e
iv) ter capacidade para se multiplicar simultaneamente com outras culturas de arranque. Kumar et al.
(2017) referem que a cultura de arranque deve ser tipica (autdctone) do enchido a inocular, por forma

a contribuir para as caracteristicas sensoriais esperadas pelo consumidor daquele produto.

Para Cocconcelli & Fontana (2015); Simion et al. (2014); Casquete et al. (2012); Talon & Leroy (2011);
Cocconcelli & Fontana (2010); Glicikoglu & Kuplilii (2010); Laukova et al. (2011) e Vignolo et al. (2010)
as bactérias laticas (principalmente as dos géneros Lactobacillus e Pediococcus) e ECN sdo as culturas
utilizadas, mais frequentemente, na producdo de enchidos carneos fermentados. Cocconcelli &
Fontana (2015) e Cocconcelli & Fontana (2010) acrescentam as Micrococcaceae (Kocuria) e para

Cocconcelli & Fontana (2008) e Toldra (2008) além dos grupos referidos, com menor frequéncia
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também se usam: bolores e leveduras. De acordo com os mesmos autores, o referido no paragrafo
anterior aplica-se para as culturas comerciais e para as culturas autdctones utilizadas por todo o

mundo.
Importa referir que é nos cocos Gram-positivo que se incluem os ECN e Kocuria.

Na Tabela 1 apresentam-se as espécies mais frequentemente utilizadas como culturas de arranque na

producdo de enchidos carneos fermentados.

Tabela 1 - Espécies mais frequentemente utilizadas como culturas de arranque para a produgao de enchidos
carneos fermentados.

Grupo microbiano Espécie microbiana
Lactobacillus plantarum, L. curvatus, L. sakei, L
Bactérias laticas acidophilus, L. pentosus, L. alimentarius, Pediococcus

cerevisiae, P. acidilactici e P. pentasaceus
Staphylococcus carnosus, S. xylosus, S. simulans, S.
equorum

Kocuria kristinae, K. varians, Micrococcus auranticus,
M. conglomeratus e M. varians

Penicillium nalgiovensiss, P. chrysogenum, P.
candidum, P. camembertii, P. roquefortii, P.
Bolores canescens, P. simplicissimun, P. micznski, P. olsonii, P.
frecuentans, P. expansum, P. verrucosum, P.
janthinellum e P. cyclopium

Debaryomyces hansenii, D. kloeckerii, D. cantarellii,
D. pfaffii e Candida famata

Adaptado de: Cocconcelli & Fontana (2015); Babic et al. (2011); Talon & Leroy (2011); Cocconcelli & Fontana
(2010); Carrascosa (2001); Hames & Hertel (1998).

Estafilococos Coagulase Negativa (ECN)

Micrococcaceae

Leveduras

Anba-Mondoloni et al. (2015) e Cocconcelli & Fontana (2015) referem que, no que respeita as
bactérias laticas, as espécies Lactobacillus sakei, L. curvatus e L. plantarum s3o as mais
frequentemente utilizadas na Europa e Pediococccus pentosaceus e P. acidilactici sao as mais
frequentemente utilizadas na América do Norte. No que respeita a ECN, tanto na Europa como na
América do Norte, Staphylococcus xylosus e S. carnosus sao os mais conhecidos pelos contributos

verificados no desenvolvimento e estabilidade da cor, aroma e sabor.

2.3.2. Contributo das culturas de arranque para a melhoria da qualidade e seguranga dos
enchidos

A utilizagdo de culturas de arranque em enchidos visa fundamentalmente assegurar e melhorar: a
qualidade higio-sanitaria, mediante a inibicdo de microrganismos patogénicos e de microrganismos
de alteracdo; a qualidade sensorial, contribuindo para a estabiliza¢gdo da cor, o desenvolvimento de
aromas e sabores caracteristicos e o estabelecimento de altera¢des desejaveis na textura; a qualidade

tecnoldgica, melhorando a velocidade e a homogeneidade da perda de agua e contribuir para a
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padroniza¢do dos produtos acabados; a qualidade nutricional, através do efeito probidtico de alguns

microrganismos.

As caracteristicas sensoriais dos enchidos prontos a consumir resultam de uma interagao complexa
dos processos fisico-quimicos, bioquimicos e microbianos no desenrolar do processo produtivo, ao
longo do qual se vdo formando e modificando compostos responsaveis pela textura e aparéncia geral
dos produtos. As degradacbes envolvendo os lipidos (lipdlise e oxidacdo lipidica) e as proteinas
(protedlise) sdo os principais fendmenos que afetam as caracteristicas sensoriais dos produtos
carneos; com menor impacto aparecem a fermentacgdo dos hidratos de carbono e a a¢cdo dos agentes
nitrificantes, quando usados nas formulagGes (Laranjo et al., 2017a; Mgller et al., 2015; Ravyts et al.,

2012; Andrade et al., 2010).

Na Tabela 2 apresentam-se os contributos genéricos as bactérias laticas, ECN, Micrococcaceae
(Kocuriae), bolores e leveduras usados como culturas de arranque para a manutengdo e melhoria da

qualidade e seguranca dos enchidos.

Tabela 2 - Contributos das bactérias laticas, ECN, Micrococcaceae, bolores e leveduras usados como culturas de
arranque para a manutencao e melhoria da qualidade dos enchidos.

Beneficios no decorre da
fermentacgao
Sabor acido e picante; inibicao de
microrganismos patogénicos e
deteriorantes; textura; aceleracdo
do processo produtivo e formacdo
da cor.

Grupo microbiano Atividade metabdlica

Acidificagdo do meio

Bactérias laticas?

Atividade proteolitica

Flavour (compostos nao volateis)

Atividade antimicrobiana
(bacteriocinas)

Inibicdo  de  microrganismos
patogénicos e deteriorantes;
extensdo do periodo de vida util

Atividade antioxidante

Estabilidade da cor

Estafilococos Coagulase Negativa

Atividade nitrato-redutase

Redugdo do teor de nitratos no
produto e fixacdo da cor tipica

Catabolismo dos aminoacidos de

ECN)? . . iy
( ) cadeia ramificada e acidos gordos | Flavour (Compostos volateis)
livres
. . . Redugdo do teor de nitratos no
Micrococcaceae? Atividade nitrato-redutase s

produto e fixagdo da cor tipica

Bolores e leveduras??

Atividade antioxidante

Previne a oxidacdo dos lipidos
(rancificacgdo)
Estabilizacdo da cor

Atividade proteolitica

Sabor

Leveduras®*

Atividade lipolitica

Flavour (Compostos volateis)

Cocconcelli & Fontana (2010); 2Vignolo et al. (2010); 3 Bolumar et al. (2005); * Selgas et al. (2003)

Na Tabela 3 apresenta-se a composicdo de algumas culturas de arranque comerciais usadas em

produtos carneos fermentados, as suas propriedades tecnoldgicas e funcionais, bem como os

beneficios identificados ao longo da fermentacgao.
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Tabela 3 - Composi¢do de algumas culturas de arranque comerciais usadas em produtos carneos fermentados.

Espécies microbianas

Propriedades tecnolégicas e
funcionais para a carne

Beneficios no decorre da

Lactobacillus curvatus +
Staphylococcus carnosus?

fermentagao
fermentada s
Acidificacdo acelerada do meio,
contributo para o

desenvolvimento do aroma, bem
como a estabilizagdo da cor. O pH
final pode ser ajustado através das

Reducdo e inibicdo microbiana
resultantes do abaixamento do pH
Firmeza
Aroma

Pediococcus acidilactici +
Pediococcus pentosaceus?®

percentagens de aclcares
adicionados

Acidificacdo acelerada do meio,
contributo para o

desenvolvimento do aroma, bem
como a estabilizagdo da cor. O pH
final pode ser ajustado através das
percentagens de acucares
adicionados

Reducdo e inibicdo microbiana
resultantes do abaixamento do pH
Firmeza
Aroma

Staphylococcus xylosus +
Pediococcus pentosaceus?®

Acidificacdo acelerada do meio. S.
xylosus contribui para a fixacdo da
cor e desenvolvimento do aroma.

Redugdo e inibicdo microbiana
resultante do abaixamento do pH
Firmeza

Pediococcus acidilactici +
Lactobacillus curvatus +
Staphylococcus xylosus?

Acidificacdo acelerada do meio,
contributo para o
desenvolvimento do aroma, bem
como a estabilizagdo da cor. A
producdo de bacteriocinas por
parte do P. acidilactici e L.
curvatus  contribui  para a
eliminag¢do de L. monocytogenes

Inibicdo  de  microrganismos
patogénicos e deteriorantes;
extensdo do periodo de vida util
(pH e bacteriocinas)

Firmeza

Aroma

Lactobacillus sakei +
Staphylococcus carnosus?

Ligeira acidificacdo do meio,
contributo para o
desenvolvimento do aroma, bem
como a estabilizagdo da cor

Redugdo e inibicdo microbiana
resultantes do abaixamento do pH
Firmeza
Aroma

Pediococcus pentosaceus +
Staphylococcus carnosus?

Ligeira acidificagdo do meio,
contributo para o
desenvolvimento do aroma, bem
como a estabilizacdo da cor

Reducdo e inibicdo microbiana
resultantes do abaixamento do pH
Firmeza

Lactobacillus pentosus +
Staphylococcus carnosus?

Ligeira acidificagdo do meio e
contributo para o
desenvolvimento do aroma

Cor

Aroma

Reducdo e inibicdo microbiana
resultantes do abaixamento do pH

Lactobacillus sakei +
Staphylococcus xylosus +
S. carnosus?

Atividade proteolitica e lipolitica
Catabolismo de aminoécidos
Atividade nitrato-redutase
Atividade antioxidante: catalase e
superodxido desmutase

Cor

Aroma

Reducdo e inibicdo microbiana
resultantes do abaixamento do pH

Staphylococcus equorum?

Atividade nitrato-redutase
contributo para o
desenvolvimento do flavour

Cor

Aroma

Reducdo e inibicdo microbiana
resultantes do abaixamento do pH
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Tabela 3 (continuagdo) - Composicdo de algumas culturas de arranque comerciais usadas em produtos

carneos fermentados.

Espécies microbianas

Propriedades tecnoldgicas e
funcionais para a carne
fermentada

Beneficios no decorre da
fermentagdo

Kocuria varians?

Atividade nitrato-redutase

Cor
Reducdo e inibicdo microbiana
resultantes do abaixamento do pH

Micrococcus varians'?

Atividade nitrato-redutase

Flavour e aroma

i3 Atividade proteolitica, lipolitica e | Flavour, aroma e previne a
Debaromyces hansenii* L e
antioxidante rancificagao
Candida famata + Penicillium . . S .
Atividade proteolitica, lipolitica e | Flavour, aroma e previne a

nalgiovensiss + P.
camamabertii*?

antioxidante

rancificagao

! Laukova et al. (2011); 2Cocconcelli & Fontana (2010); 3Vignolo et al. (2010).

Tjener et al. (2004) escreveram que tipicamente se inoculam 10° a 107 células/g de massa de
estafilococos em enchidos, e que estes valores resultam de experiéncias um pouco na base da
tentativa e erro até se perceberem as vantagens e desvantagens do diferencial de concentrag¢des. Os
mesmos autores consideraram 10° células/g de massa, 10° células/g de massa e 5 x 107 células/g de
massa como niveis baixos, intermédios e elevados, respetivamente, de inoculacgdo.

Com a Tabela 4 pretende-se mostrar de uma forma sumadria alguns estudos de inoculagdo em

diferentes produtos, incluindo tipo e concentragdo das culturas de arranque.

Tabela 4 - Estudos de inoculagdo em diferentes produtos, incluindo tipo e concentragdo das culturas de

arranque.

Concentragdo inoculada

P t Referénci Culturad
roduto eferéncia ultura de arranque (células/g de massa)*
Enchidos fermentados Xie et al. (2015) L. plantarum + S. xylosus 10°
chineses
Paio do Alentejo Elias et al. (2014) L. sakei + S. xylosus 10°
Enchidos espanhdis Latorre-Moratalla et al. L. sakei CTC494 e L. 106

(2014)

curvatus CTC273

Enchidos fermentados

Simion et al. (2014)

L. sakei CECT5764 +
S.equorum SA25 +

L. sakei CECT5764 e
S.equorum SA25 (107) e

romenos L acidophilus CECT903 L.ac:dopi(nllg:)CECTQO_%
P. acidilactici MC184 + S.
vitulus RS34
Chourigo e Salsichao L ;
Casquete et al. (2012) P. acidilactici MS198 + S. 5x10

espanhois

vitulus RS34 e P.
acidilactici MS200 + S.
vitulus RS34
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Tabela 4 (continuagao) - Estudos de inoculagdo em diferentes produtos, incluindo tipo e concentragdo das

culturas de arranque.

C tragdo i lad
Produto Referéncia Cultura de arranque oneentragac inoct a*a
(células/g de massa)
P. acidilactici MC184 + S.
vitulus RS34
Salsichdo espanhol Casquete et al. (2011b) | P. acidilactici MS198 + S. 5x 107
vitulus RS34 e P.
acidilactici MS200 + S.
vitulus RS34
Fuet e llonganissa Latorre-(l\zllg 1ra2';a;lla etal. L. curvatus CTC273 10°
Enchidos fermentados Janssens et al. (2012) S. carnosus M72 10°
belgas
. L. sakei 4413; L. sakei
Enchldos::rcr;‘entados Baka et al. (2011) 8426; L. plantarum 7423 2-5x 107
gres e L. curvatus 8427
Enchidos fermentados L. sakei DBPZ0062 + S.
B tal (2011 106
italianos (Basilicata) onomo et al. { ) equorum DBPZ0241
Enchido de porco . L. fermentum HL57 e P. ;
ibérico Ruiz-Moyano (2011) acidilactici SP979 >x10
. L. sakei FO8F202 +
Enchldz;:iLT:sntados Talon et al. (2008) S.equorum FO8Bf15 + S. 10°
succinus FO8Bf19
Enchidos fermentados
italianos (Vallo di Casaburi et al. (2007) S-xylosus CVS11 e FVS21 107
Diano) e L. curvatus AVL3

*Valores aproximados

Tendo como base o descrito na Tabela 4, verifica-se que as concentra¢cdes mais frequentemente

inoculadas pelos autores foram 10° e 107 células/g de massa.

Todavia, numa revisdao efetuada por Oliveira et al. (2018) os autores apontam um intervalo de

concentra¢des um pouco mais amplo (10° células/g de massa - 10° células/g de massa).

2.3.2.1. Bactérias laticas

O termo bactérias laticas foi usado como sindnimo de milk-souring organism (Salminem & Wrigth,
1998). De acordo com o Abuja (1993) o termo “Bacterium acidi lactici” foi proposto por Weigmamn
em 1899, contudo, as primeiras referéncias a este tipo de bactérias sdo devidas a Hueppe (1884), que
descreveu uma parte da microbiota responsavel pela acidificacdo do leite e de produtos lacteos,
tendo-a designado por “Milchsauerbacillus”. Stiles & Holzapfel (1997) referem que o conceito de
bactérias laticas foi desenvolvido no inicio do século XX, precedido por desenvolvimentos cientificos
e técnicos ocorridos na segunda metade do século XIX. O facto de os autores perceberem
precocemente a influéncia positiva daguele grupo microbiano nos alimentos, ja em 1857, levou

Pasteur a desenvolver estudos envolvendo o mesmo, seguidos pelos de Lister em 1873, ano em que
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este autor conseguiu isolar a primeira cultura pura destas bactérias, designada, na altura, de
Bacterium lactis (provavelmente Lactococcus lactis). Os mesmos autores referem que o uso de
culturas de arranque foi quase simultaneo, tendo decorrido em 1890, em Copenhaga (Dinamarca) por

Storch, e em Kiel (Alemanha), por Weigmann.

No entanto, foi Beijerinck em 1901 que descreveu pela primeira vez este grupo bacteriano

(Orla-Jensen, 1919).

Genericamente, por bactérias laticas entende-se o grupo de microrganismos cuja principal
caracteristica é a producdo de 4acido latico a partir de hidratos de carbono fermentesciveis
(Florou-Paneri et al. 2013; Cocconcelli & Fontana, 2010; Stiles & Holzapfel, 1997). De acordo com
Florou-Paneri et al. (2013), as bactérias laticas encontram-se nos mais variados habitats, entre eles
leite e produtos lacteos, carne e produtos carneos, animais marinhos e terrestres, produtos vegetais,

trato gastrointestinal e urindrio de pessoas e animais.

As bactérias laticas caracterizam-se principalmente por serem Gram-positivo, catalase negativas, ndo
esporuladas, imdveis, anaerdbias facultativas ou microaerofilas, acido-tolerantes, ndo redutoras de
nitrato e produtoras de acido latico, produto final da fermenta¢do dos hidratos de carbono. No
entanto, Cocconcelli & Fontana (2008) referem que os Lactobacillus tém capacidade para eliminar
nitritos nos produtos carneos fermentados como consequéncia tanto da producdo de acido latico
como da producgdo de enzimas nitrito-redutoras, para além de apresentarem alguma atividade ao nivel
da catalase (L. sakei e L. plantarum). Os géneros mais importantes de bactérias laticas sdo:
Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissella,
Carnobacterium, Tetragenococcus, Oenococcus e Bifidobacterium (Hutkins, 2006; Klein et al., 1998;

Stiles & Holzapfel, 1997).
No que respeita ao tipo de fermentacdo as bactérias laticas podem dividir-se em trés grupos:

i) homofermentativas obrigatdrias: realizam a fermentagdo da glucose via glicdlise, gerando duas
moléculas de acido latico e duas moléculas de adenosina trifosfato (ATP) para cada molécula de
acucar. Ndo tém capacidade metabdlica para assimilar pentoses ou gluconato (Kang et al., 2013;

Corsetti & Settanni, 2007);

ii) heterofermentativas obrigatodrias: para além do acido latico ainda produzem CO,, acido acético
e/ou etanol, dependendo da presenca ou auséncia de recetores de eletrbes. Aquele processo de
fermentacdo, conhecido como 6-fosfogluconato/fosfocetolase (6-PG/PK), é mais rapido comparado
com o homofermentativo, mas é produzida 50 % menos energia, ou seja, a partir de uma molécula de

glucose produz-se uma molécula de ATP (Kang et al., 2013; Wright & Axelsson 2011);
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iii) heterofermentativas facultativas: realizam fermentacdo de forma semelhante ao grupo
homofermentativo, porém, algumas espécies produzem outros acidos em condi¢des limitantes de
glicose. As pentoses sdo catabolizadas em acido latico e acético via 6-fosfogluconato/fosfocetolase

(6-PG/PK) (Wright & Axelsson 2011).

Bactérias ldticas como Lactobacillus plantarum, L. sakei e L. curvatus possuem carater

heterofermentativo facultativo (Concconcelli & Fontana, 2008).

A EFSA (2007) refere que algumas espécies de bactérias laticas se incluem no grupo de
microrganismos com interesse tecnoldgico e terapéutico pelo que exibem o selo de (QPS). A Food and
Drugs Administration (FDA) considera que podem ser GRAS. No entanto, Ammor & Mayo (2007)
referem que existem estudos a demostrar a resisténcia a alguns antibiéticos por parte de espécies de
Lactobacillus, e por isso é que apenas algumas espécies estdo incluidas no grupo de microrganismos

reconhecidos como QPS ou GRAS.

De acordo com Babié¢ et al. (2011) e Ammor & Mayo (2007), no Sul da Europa, a espécie mais
frequentemente isolada a partir de enchidos carneos fermentados é L. sakei, ndo obstante de
frequentemente se isolarem L. plantarum e L. curvatus, pelo que estas sdo habitualmente
selecionadas para posterior utilizacgdo como cultura de arranque, sendo exemplos de espécies
classificados como QPS e GRAS. Ja bactérias como Pediococcus acidilactici e P. pentosaceus sdo
microrganismos de eleicdo nos Estados Unidos da América (EUA) para culturas de arranque utilizadas
em enchidos carneos fermentados. Toldra (2008) refere que esta situacdo se deve ao facto de na
Europa se usarem temperaturas de cura, normalmente, inferiores a 30°C e nos EUA entre os 30°C e os
35°C, e indica L. plantarum e Pediococcus acidilacti como as espécies mais frequentemente utilizadas

nos EUA.

As bactérias laticas sdo utilizadas frequentemente na industria alimentar, na drea da quimica e
também na medicina. Na Figura 2 apresentam-se os usos e ingredientes funcionais obtidos a partir

das bactérias laticas.
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Industria alimentar e de alimentos para animais

T

Medicina < > Quimica

Bactérias laticas

Probiéticos Ingredientes funcionais Enzimas

/ Vitaminas
Culturas de arranque Exopolissacarideos
/ \ Adogantes com baixo teor caldrico
Produtos Outros
lacteos produtos

v

Agentes antimicrobianos

b

Bioconservagao Medicina

Figura 2 - Usos e ingredientes funcionais obtidos a partir das bactérias laticas (Florou-Paneri et al.,
2013).

As bactérias laticas desempenham varias fungdes benéficas durante o processo produtivo dos
enchidos carneos fermentados, fundamentalmente, mas também nos enchidos em geral. Contudo, e
atendendo ao facto das bactérias laticas serem dos microrganismos mais competitivos durante o
processo produtivo, é-lhes atribuido o conceito de serem bioconservadoras/bioprotetoras, pois em
conjunto com fatores intrinsecos do alimento, como o pH, a temperatura e a aw, conseguem
estabelecer diferentes condi¢gdes que proporcionam obstaculos para os microrganismos patogénicos
e de deterioragdao, tornando o alimento mais seguro mesmo sem a utilizacdo de técnicas de
conservagdo como atmosferas modificadas, tratamentos de alta pressao, conservantes quimicos ou
outros (Krockel, 2013; Vignolo et al. 2010; Liicke, 2000). Estas capacidades contribuem efetivamente
para o fator de qualidade higio-sanitadrio, mas as bactérias laticas apresentam outros contributos para

a melhoria da qualidade e seguranca dos enchidos e que sdo resumidos na Tabela 5.
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Tabela 5 - Contribuicdao das bactérias laticas usadas como culturas de arranque para a manutengdo e melhoria
da qualidade e segurancga dos enchidos.

Fator de qualidade Efeito Caracteristica Atividade metabdlica
I Fermentagao latica
Inibicdo de | ,, . CA .
.. . . . (4cidos organicos, CO2)
Higio-sanitario microrganismos

Bioprotetor Produgdo de
bacteriocinas

Producdo de perdxidos

patogénicos e
deteriorantes

. . Presenca ou
s Melhoria da saude do . g ~
Probidtico . multiplicagdode
consumidor . .
L. microrganismos
Nutricional - —
Melhoria da Protedlise
Fermentativo digestibilidade e Lipdlise
eliminagao de nitritos Fermentacdo latica
Fermentacao latica
Firmeza ao corte “Pseudocatalase”
Sensorial Fermentativo Aroma e sabor Fermentacdo latica
Fixacdo da cor Protedlise
Lipdlise
. . Redugdo do tempo de o lsen
Tecnolégico Fermentativo Fermentacdo latica

Cura

Cocconcelli & Fontana (2010); Paramithiotis et al. (2010); Vignolo et al. (2010); Arnau et al. (2007); Carascosa
(2001).

Flores et al. (2015) e Toldra & Flores (1998) referem que as bactérias laticas utilizadas como culturas
de arranque para produtos carneos incidem favoravelmente sobre a qualidade sensorial. O acido
latico, por si so, além de criar condicGes de acidez que favorecem as reac¢des de formacdo da cor,
confere um sabor caracteristico aos produtos e contribui para a coagula¢do das proteinas da carne.
Ravyts et al. (2012) e Toldra (2008), para além do acido latico, falam em diacetilo, acetaldeido,
acetoina, etanol, acidos acético, propidnico e butirico, mas em concentra¢des menores, pois se tal
ndo acontecer poderdo comprometer os atributos sensoriais dos enchidos. Por exemplo, a formacao
de diacetilo e acetoina conferem aromas a manteiga e iogurte nos enchidos. Stahnke (1994) refere
gue o acido propidnico proporciona aos enchidos aromas como noz e o acido butirico a suor dos pés
ou a vomito. Ja Flores & Olivares (2015) mencionam que o acetaldeido e o etanol podem originar nos

enchidos aromas a erva e a fermento, respetivamente.

Como consequéncia da acidez, é produzida uma certa desnaturacdo e insolubilizacdo das proteinas
qgue acelera e melhora a aquisicdo de uma textura adequada, conferindo ao produto uma maior e
melhor firmeza, estabilidade e coesdo ao corte. A aproximacdo do pH ao ponto isoelétrico das
proteinas (5,1-5,3), leva a menor retencdo de dgua, sendo libertada com maior facilidade, melhorando
deste modo a qualidade tecnoldgica dos produtos e, indiretamente, a sua qualidade higio-sanitaria,

pela concomitante reduc¢do da aw (Girard, 1991). Desta forma, conseguem-se encurtar os processos
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produtivos, reduzir os custos de producdo e aumentar a competitividade no mercado atual. O facto
das culturas de arranque (Lactobacillus) disporem de capacidade para produzir bacteriocinas contribui
para a seguranga alimentar, que poderia ser comprometida com o encurtar dos processos produtivos,

caso os mesmos ocorram (Kumar et al., 2017; Ravyts et al., 2012).

2.3.2.2. Staphylococcaceae e Micrococcaceae

As Micrococcaceae sao frequentemente mencionadas como fazendo parte de culturas de arranque
para aplicar em produto carneos fermentados. No entanto, na maioria dos casos os autores estdo a
referir-se ao género Staphylococcus (que pertence a familia Staphylococcaceae). Originalmente este
género bacteriano era agrupado com outros cocos Gram-positivo, como os Micrococcus, porque 0s
dois géneros coabitam os mesmos habitats. Contudo, diversos estudos taxondmicos mostraram o
contrario, pois filogeneticamente estes géneros sdo distintos. O género Staphylococcus pertence a
subdivisdo Clostridium das bactérias Gram-positivo, enquanto o género Micrococcus faz parte das
Actinomycetales. Kocuria varians (formalmente classificada como Micrococcus varians) é membro da
familia das Micrococcaceae e é usada como cultura de arranque, principalmente, devido a sua

atividade nitrato redutase (Cocconcelli & Fontana, 2010, 2008).

Os ECN pertencem a classe Bacilli, inseridas na familia Staphylococcaceae, englobando cinco géneros,

Staphylococcus, Jeotigalicoccus, Macrococcus, Nosocomicoccus e Salinicoccus (Prax et al., 2013).

A capacidade de produzir coagulase por sua vez divide os estafilococos em dois grupos: Estafilococos
Coagulase Positiva (ECP) e ECN. Estes ultimos incluem as espécies S. xylosus, S. carnosus, S. equorum,
S. simulans, S. saprophyticus, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. warneri e S. lentus, entre outros

(Cocconcelli & Fontana, 2010).

As bactérias do género Staphylococcus crescem na presenca de 10% de cloreto de sédio e a
temperaturas compreendidas entre 6°C e 40°C (De Vos et al., 2009), mas o intervalo de temperatura
6timo para a sua multiplicagdo é entre 30°C e 37°C (Klooss & Bannermer, 1994). As suas coldnias sdo

geralmente opacas, podendo ser de cor branca, amarelada, creme ou alaranjadas.
De acordo com LPSN (2018) estdo descritas 52 espécies pertencentes ao género Staphylococcus.

De acordo com Babi¢ et al. (2011) e Cocconcelli & Fontana (2010, 2008) as espécies mais
frequentemente isoladas de enchidos carneos fermentados sdo Staphylococcus xylosus, S. equorum,
S. succinus e S. saprophyticus, predominando a espécie S. xylosus. Janssens et al. (2012) indicam que
as espécies que predominam sdo S. xylosus, S. saprophyticus e S. equorum. Ravyts et al. (2012)
apontam S. xylosus e S. saprophyticus e com menor frequéncia S. equorum e S. succinus. Porém,

Landeta et al. (2011); Leroy et al. (2009); Blaiotta et al. (2004) e Mauriello et al. (2004) alertam para o
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facto de algumas vezes a prevaléncia de S. equorum poder ter sido subestimada em favor de S. xylosus,
devido a dificuldades na diferenciacdo das espécies ao nivel da sequéncia do gene 16S rRNA e erros

de identificagcdo usando métodos de discriminagdo fenotipica.

As estirpes mais frequentemente isoladas poderao ndo ser as mais frequentemente inoculadas, uma
vez que as estirpes a inocular deverdao ser as que apresentem maior aptidao. Por maior aptidao,
entenda-se superior tolerancia a temperaturas de refrigeracdo, concentragdes mais elevadas de NaCl,
pH reduzidos, fumo, disporem de atividade nitrato redutase, entre outros, e ndo apresentarem efeitos

negativos para a saude dos consumidores.

As Micrococcaceae sdao cocos Gram-positivo, catalase positivos, ndo mdveis ou méveis, aparecendo
estes com menor frequéncia, aerdbios e anaerdbios facultativos, halotolerantes e com uma
temperatura 6tima de multiplicacdo entre os 25°C e 30°C, sendo que algumas sdo capazes de crescer

a temperaturas préximas de 10°C (Cocconcelli & Fontana, 2010, 2008; Jovita et al., 2001).

Dastager et al. (2010) referem que a familia Micrococcaceae engloba treze géneros, porém, os mais

relevantes para o presente estudo serao Kocuria e Micrococcus.

De acordo com Babic et al. (2011); Cocconcelli & Fontana (2010, 2008); Toldra (2008); Selgas & Garcia,
(2007) e Mauriello et al. (2004), Kocuria é o principal género pertencente a familia Micrococcaceae
utilizado em culturas de arranque para a inoculacdo em produtos carneos. Os mesmos autores
referem que os microrganismos do género Kocuria participam no desenvolvimento e estabiliza¢cdo da
cor vermelha pela atividade nitrato redutase, que auxilia na formacgao de nitrosomioglobina. Podem
contribuir para a formacgdo do aroma por apresentarem enzimas proteoliticas e lipoliticas, formando
péptidos, aminodcidos e acidos gordos, além de prevenirem a oxidacdo lipidica devido a sua atividade

catalitica.

Flores et al. (2015) referem que a ECN tém sido atribuidas faculdades na redugdo de nitrato e
degradacdo do perdxido de hidrogénio, com vantagens ao nivel da qualidade e estabilidade da cor dos
produtos, assim como de compostos azotados e lipidicos, com intera¢des ao nivel do flavour dos
mesmos (Laranjo et al., 2017b; Ravyts et al., 2012). Cocconcelli & Fontana (2015) e Simonova et al.
(2006) referem que ECN tém capacidade para libertar enzimas, lipases e proteases, capazes de formar
compostos de baixo peso molecular como péptidos, aminoacidos, aldeidos, aminas e acidos gordos
de cadeia curta que influenciam a textura e o desenvolvimento dos compostos responsaveis pelo

aroma.
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2.3.2.3. Leveduras

As leveduras sdo caraterizadas pela sua elevada halotolerancia, podendo crescer em meios com
valores de aw de 0,87, pelo seu metabolismo aerdbio ou ligeiramente fermentativo e por serem
acido-resistentes (multiplicam-se facilmente com valores de pH entre 4 e 7) (Selgas & Garcia, 2015;
2007). Flores et al. (2015); Corral et al. (2015) e Selgas & Garcia (2007) referem que as leveduras se
encontram naturalmente em carnes frescas e em enchidos fermentados. Rantsiou et al. (2005)
referem que a presenca das mesmas é comum em carnes frescas (10%-10* ufc/g), mas dependendo do
processo produtivo podem estar presentes ao longo do mesmo e no produto acabado em

concentrag¢des que variam de <1 ufc/g a 10° ufc/g.

Relativamente aos enchidos fermentados, e atendendo as condi¢Ges adversas em que decorre o
processo produtivo, as leveduras conseguem multiplicar-se por tolerarem os baixos valores de aw, pH,
temperatura e concentragGes elevadas de NaCl. Os autores citados no paragrafo anterior referem que
D. hansenii tolera bem as condi¢cdes mencionadas. Mendonga et al. (2013) corroboram os autores
referidos e indicam que o facto das leveduras se encontrarem em elevado nimero nos enchidos
fermentados podera sugerir que desempenham um papel importante durante o processo produtivo.
Os autores referidos e Durd et al. (2004a) sugerem que as leveduras tém um efeito bioprotetor,
porque poderdo inibir, por exclusdo competitiva, o desenvolvimento de microrganismos patogénicos

e de alteracao.

Flores et al. (2015); Corral et al. (2015); Mendonga et al. (2013); Cano-Garcia et al. (2013); Toldra
(2008); Segas & Garcia (2007) e Simoncini et al. (2007) referem que a espécie D. hansenii é a que se
encontra normalmente em maior nimero nos enchidos carneos fermentados, sem qualquer tipo de
inoculacdo (espontaneamente). Romano et al. (2006) e Samelis & Sofos (2003), além do género
Debaryomyces identificaram géneros como Yarrowia, Pichia, Rhodotorula, Cryptococcus e
Trichosporon. Encinas et al. (2000) identificaram espécies de Trichosporon em carne fresca, Candida
zeylonoides e Yarrowia lipolytica nas etapas iniciais do processo produtivo de enchidos e D. hansenii

no produto acabado.

As espécies de leveduras mais frequentemente utilizadas como culturas de arranque pertencem ao
género Debaryomyces: D. hansenii, D. kloeckerii, D. cantarellii e D. pfaffii (Licke, 1998; Fischer, 1994).
Por sua vez, Hammes & Hertel (1998) referem que as espécies de leveduras mais utilizadas como
culturas de arranque em produtos carneos sdo: D. hansenii e Candida famata. Cano-Garcia et al.
(2014); Purrifios et al. (2013); Laukova (2011); Andrade et al. (2010) e Selgas & Garcia (2007) indicam
Debaryomyces hansenii como a espécie mais frequentemente inoculada em enchidos fermentados e

apontam um incremento de ésteres e compostos acidos no produto acabado, aquando da sua
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inoculagdo. Andrade et al. (2010) detetaram o aumento de ésteres, alcoois ramificados, aldeidos e
alguns compostos volateis derivados da oxidagao lipidica em “salchichén” espanhol. Chaves-Lépez et
al. (2011); Bolumar et al. (2005) e Dura et al. (2004a) referem que D. hansenii tem elevada atividade
proteolitica, capaz de gerar compostos volateis a partir de aminoacidos de cadeia ramificada,
contribuindo deste modo para intensificar o aroma dos enchidos (Corral et al., 2015; Flores et al.,
2015; Durd et al., 2004b) e também apresentam atividade lipolitica, mas menos intensa (Vignollo et
al., 2015). Flores et al. (2015) também referem que a influéncia das leveduras no aroma dos enchidos

decorre da sua capacidade para degradar acidos organicos, principalmente latico e acético.

Quando as leveduras tém capacidade proteolitica e capacidade de metabolizar o lactato ocorre uma
ligeira subida do pH, podendo tornar os enchidos mais adocicados (Toldrd, 2008). E esta a¢do podera
ser benéfica ou prejudicial, dependendo do valor do pH do produto acabado. Durd et al. (2002)
referem que a atividade deaminase que Debaromyces hansenii tem sobre determinados aminodacidos

livres, originando amdnia, também podera conduzir ao aumento do valor de pH.

Leveduras, principalmente D. hansenii, podem ser adicionadas a superficie dos enchidos, sozinhas ou
em combinagdo com bolores, formando uma camada protetora que favorece a formagdo da cor e
dificulta a ocorréncia de fendmenos de autoxida¢do prematuros das gorduras devido a produgdo de
catalase. Esta aplicacdo pode ser feita por imersdo ou por pulverizacdo (Galvalisi et al., 2012; Selgas &

Garcia, 2007).

2.3.2.4. Bolores

Sunesen & Stahnke (2003) referem que na Europa se utilizam bolores na producdo de produtos
carneos e queijos. Leister (1986) refere que a utilizacdo destes microrganismos na producdo de
enchidos carneos fermentados remonta a 1730, em Itdlia, e em 1835 dois talhantes provenientes do

pais referido introduziram esta técnica na Hungria.

A maioria dos bolores sdo aerdbios estritos, geralmente multiplicam-se mais rapidamente a
temperaturas compreendidas entre 25°C e 30°C, toleram valores de pH entre 2,0 e 9,0, valores de aw
entre 0,61 e 0,99 e concentragdes elevadas de NaCl, pelo que sdo seres meséfilos, cido resistentes e
halotolerantes (Jay, 2005, 1996). A aplicagao de bolores como culturas de arranque devera ser evitada
em enchidos fumados, uma vez que os compostos antimicrobianos do fumo impedem a sua

multiplicacdo, ou dificultam-no fortemente (Carrascosa, 2001).

Os bolores tém elevada capacidade para se adaptarem e multiplicarem em diversos substratos, entre
0s quais se encontram os alimentos (Filtenborg et al., 1996). As condi¢cGes ambientais as quais os

enchidos carneos fermentados estdo sujeitos sdo bastante favoraveis a multiplicacdo de bolores a
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superficie dos mesmos (Montanha et al., 2018; Lozano-Ojalvo et al., 2015; Berndldez et al., 2013),

principalmente pelos baixos valores de pH e aw e teores considerdveis de sal.

Berni (2015) e Filtenborg et al. (1996) indicam os géneros Penicillium, Aspergillus, Fusarium e Eurotium

como os predominantes em produtos carneos.

Em produtos carneos curados e queijos é frequente ocorrer a multiplicagdo de fungos a superficie
durante o processo de cura, estes podem ter efeitos desejaveis e contribuir, em grande parte, para a
formacdo do sabor, aroma, textura do produto acabado e estabilizacdo da cor (Spotti et al., 2008,
Martin et al., 2006, 2005). Para além do referido, os bolores, normalmente em associacdo com as
leveduras, podem criar uma camada branca (flor) que funciona como protec¢édo a acdo da luz e do
oxigénio e minimiza a ocorréncia de uma desidratacdo excessiva, evitando a formac¢do de crosta
superficial. Concomitantemente, inibem o desenvolvimento de bactérias e bolores indesejaveis, estes
ultimos com capacidade para produzir toxinas (Berni, 2015; Spotti et al., 2008; Fischer, 1994), e devido
a capacidade para metabolizarem perdxidos protegem a gordura da oxidagdo, prevenindo a
rancificacdo (Berni, 2015). Toldra (2008) refere que na “flor” as espécies mais frequentemente
identificadas sao Penicillium nalgiovensis e P. chrysogenum e que aquelas contribuem para a formacao

do flavour devido a sua atividade lipolitica e proteolitica.

Ainoculacdo de bolores realiza-se mediante técnicas de imersdo ou pulverizacdo; em ambos os casos
utilizam-se suspensdes de esporos (Berni, 2015; Bruna et al., 2003; Lopez, 1997; Fischer, 1994). Por
se tratarem de microrganismos aerdbios, os bolores destinam-se a ser inoculados nas superficies de
enchidos ou de pernas para fabrico de presunto (Carrascosa, 2001). A multiplicacdo de bolores - e
leveduras em menor nimero - na superficie dos enchidos carneos fermentados, de uma forma geral,

é espontaneo (Hames & Hertel, 1998).

Para varios autores a utilizagdo de bolores como culturas de arranque na industria de transformacgao
das carnes deve-se fundamentalmente a possibilidade que estes tém de eliminar estirpes de bolores
pertencentes a microbiota ambiental da fabrica e produtoras de micotoxinas (Bernaldéz et al., 2013;

Ludmann et al., 2010; Spotti et al., 2008).

O facto das recentes descobertas indicarem a sobrevivéncia de algumas espécies de bolores, capazes
de produzir micotoxinas, na superficie de enchidos, sublinha a importancia de se selecionarem como
culturas de arranque estirpes que tenham capacidade para competirem com estas, tentando, desta
forma, contribuir para a seguranca sanitaria dos produtos acabados. Os mesmos autores apontam
algumas estirpes de Penicillium nalgiovensis e P. chrysogenum com capacidade para desempenhar

aquelas fungdes (Spotti et al., 2008; Filtenborg et al., 1996; Fischer, 1994).
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Berni (2015), Hierro et al. (2005) e Bruna et al. (2003) referem que a espécie P. camemberti também
foi usada em enchidos cdneos fermentados, devido a sua capacidade para incrementar as
caracteristicas sensoriais dos mesmos. Contudo, desde o isolamente de acido ciclopiazénico a partir
desta espécie a sua utilizacdo como cultura de arranque foi comprometida, devido a toxicidade

daquele acido.

2.4. Aminas biogénicas

A literacia alimentar dos consumidores leva a que os mesmos sejam cada vez mais exigentes,
tornando-se imperativa a acao das entidades nacionais e internacionais no que respeita ao controlo
efetivo dos perigos bioldgicos, fisicos, quimicos e até nutricionais que, em determinadas

concentragoes, podem por em causa a saude dos consumidores.

2.4.1. Classificagao das aminas biogénicas

As aminas biogénicas sdo compostos organicos azotados que se caracterizam por apresentarem um
grupo amino e serem de origem bioldgica. Sdo bases organicas de baixo peso molecular que possuem
atividade bioldgica e que podem ser formadas como resultado da atividade metabdlica normal nos
animais, plantas e microrganismos, sendo geralmente produzidas pela descarboxilacdo de
aminoacidos livres ou por aminagdo ou transaminac¢ao de aldeidos e cetonas (Stadnik & Dolatowski,

2010; Vidal-Carou et al., 2009).

As aminas biogénicas mais frequentemente encontradas nos alimentos, em fung¢ao da sua estrutura
guimica, podem ser agrupadas em monoaminas aromadticas [tiramina (TYR) e B-feniletilamina (PHE)],
aminas aromaticas heterociclicas [histamina (HIS) e triptamina (TRP)], diaminas alifaticas [putrescina
(PUT) e cadaverina (CAD)] e poliaminas alifaticas [espermidina (SPD), espermina (SPM) e agmatina]
(Vidal-Carou et al., 2015; Saaid et al., 2009; Vidal-Carou et al., 2009; Suzzi & Gardini, 2003; Shalaby et
al., 1996).

Prester (2016) e Eerola et al. (1998) classificam tiramina, histamina, triptamina e B-feniletilamina

como aminas biogénicas com propriedades vasoativas.

Singh et al. (2012); Latorre-Moratalla et al. (2010b) e Miguélez-Arrizado et al. (2006) referem que, de
uma forma geral, a tiramina, a putrescina, a cadaverina e a histamina sdo as aminas mais
frequentemente detetadas em enchidos carneos fermentados, produzidos de forma industrial ou
artesanal. Por sua vez, Vidal-Carou et al. (2015) e EFSA (2011) referem que a tiramina é a amina
biogénica mais abundante em enchidos fermentados. Contudo, Vidal-Carou et al. (2015) ressalvam
que a presencga de putrescina e cadaverina é bastante frequente, sendo, no entanto, mais varidveis
qgue a tiramina. No ambito dos enchidos nacionais, Roseiro et al. (2010) e Roseiro et al. (2006)
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verificaram a prevaléncia de putrescina e cadaverina em Chouri¢co Grosso de Estremoz e Borba, IGP,
e Painhos de Portalegre, respetivamente. Gomes (2016) e Claro (2009), em variados tipos de enchidos

portugueses, de uma forma geral, quantificaram putrescina em concentragdes mais pronunciadas.
2.4.2. Formagdo das aminas biogénicas

Dentro das rea¢Oes de formacgdo das aminas biogénicas, a descarboxilagdo de aminoacidos livres em
diversos processos metabdlicos é a mais frequentemente citada. Ocorre devido a presenga de
microrganismos com capacidade de produzir enzimas com atividade descarboxilase, a remoc¢ao do
grupo carboxilo alfa de um aminodcido produz a sua amina correspondente (Silva et al., 2013; Ladero
et al., 2010; Claro, 2009). A formacgdo primaria de determinadas aminas biogénicas resulta da reacdo
de descarboxilagdo e através de reagBes secunddrias sdo formadas as restantes aminas biogénicas

(Mariné et al., 1995).

As enzimas descarboxilases responsaveis pela sintese destas aminas biogénicas em alimentos sdo
principalmente de origem bacteriana e frequentemente induzidas por determinadas condi¢des
ambientais, como por exemplo pH acido desfavoravel a multiplicacdo microbiana (Vidal-Carou et al.,
2015; Claro, 2009; Mariné et al., 1995). Como tal, o controlo microbiano durante todo o
processamento é de extrema importancia, de forma a minimizar a formacdo de aminas biogénicas,

salvaguardando ao maximo a seguranca alimentar.

De acordo com Vidal-Carou et al. (2009), as aminas biogénicas podem ser de origem exdgena ou
enddgena, ou biogénica e natural, respetivamente. Contudo, por vezes, ndo ha uma clara divisdo entre
estas duas categorias. No primeiro caso, as aminas biogénicas resultam do metabolismo microbiano,
através da descarboxilagdo de aminodcidos precursores, como ja foi referido. Dentro deste grupo
encontram-se a tiramina, a B-feniletilamina, a histamina, a triptamina, a cadaverina, a putrescina e a
agmatina, as quais resultam da descarboxilacdo da tirosina, da fenilalanina, da histidina, do triptofano,

da lisina, da ornitina e da arginina, respetivamente (ver Figura 3 abaixo apresentada).

Por outro lado, as poliaminas naturais tém origem enddgena, resultando de processos metabdlicos
intracelulares, e estdo presentes nos alimentos em concentracées ndo toxicas, sendo essenciais para
diversos organismos vivos. Geralmente, considera-se que as poliaminas alifaticas, espermina e
espermidina, sdo as aminas mais representativas desta categoria (Vidal-Carou et al., 2015; Claro,

2009).
2.4.3. Fatores que influenciam a formacgdo de aminas biogénicas

Na Figura 3 esquematizam-se as estruturas quimicas e os mecanismos de formag¢do das aminas
biogénicas.
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Figura 3 - Estruturas quimicas e mecanismos de formagdo das aminas biogénicas (Vidal-Carou et al., 2015).

Os fatores necessarios para a formag¢do de aminas biogénicas nos alimentos estdo assegurados pela
disponibilidade de aminodcidos livres que servirdo de substrato para a formac¢ao daqueles compostos,
pela presenca de microrganismos descarboxilase positivos e por condicionantes que permitam a
multiplicacdo microbiana e a sintese e atividade das descarboxilases (Lorenzo et al., 2017), como por
exemplo a disponibilidade de agucares fermentaveis, a temperatura de armazenamento, humidade
relativa (HR), o pH, concentracdo de NaCl, o potencial redox, a utilizacdo de aditivos (sulfito de sddio
e nitrito de sddio), entre outros (EFSA, 2011 e Claro, 2009). Laranjo et al. (2016), Latorre-Moratalla et

al. (2012b) e Claro (2009) referem que o didametro dos produtos carneos tem influéncia na formacao
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das aminas biogénicas, verificando-se menor concentra¢do de sal e aw superior em produtos com
maior diametro, consequentemente, maior didmetro pode levar ao aumento dos teores de aminas
biogénicas, causado pelos processos mais prolongados para que se atinjam valores de aw que
garantam a seguranca sanitdria dos enchidos, consequentemente os produtos de maior calibre estdo

sujeitos a processos fermentativos e proteoliticos mais extensos.

Os géneros alimenticios fermentados, em geral, e os enchidos carneos fermentados em particular,
dispéem das condigdes dtimas para a acumulagdo de aminas biogénicas. Como foi referido no
primeiro paragrafo deste ponto, a multiplicacdo de microrganismos (descarboxilase positivos) e os
fendmenos proteoliticos, que ocorrem durante o processo produtivo, conduzem a formacdo de
aminodcidos livres (Jairath et al. 2015; Vidal-Carou et al., 2015), suscetiveis de resultarem em aminas

biogénicas.

Outro parametro que muitas vezes é relacionado com os teores de aminas biogénicas nos produtos é
o pH. Vidal-Carou et al. (2015) e EFSA (2011) referem que o pH reduzido inibe o desenvolvimento da
microbiota envolvida na aminogénese, porém, favorece, simultaneamente, a atividade das enzimas
descarboxilases por forma a neutralizar as condi¢ées desfavoraveis que surgem em meio acido.
Autores como Gonzdlez-Fernandez et al. (1997) e Maijala & Eerola (1993) reportaram valores
diretamente proporcionais para os parametros em andlise, enquanto Maijala et al. (1995) reportaram
o inverso. Santos (1996) refere que valores de pH compreendidos entre 4 e 5,5 sdo 6timos para que
ocorra descarboxilacdo. O pH podera sofrer alteragdes causadas pela adicdo de aglcares, todavia,
segundo Gonzélez-Fernandez et al. (2003) os teores de aminas biogénicas também poderao sofrer
alteragdes, pelo simples facto de ocorrer uma alteracdao da populagcdo microbiana. Em condicdes
normais a adicdo de aclcar fermentescivel favorecerd a multiplicacdo das bactérias laticas que sdo
conhecidas pela capacidade de competir como microrganismos indesejdveis com capacidade
descarboxilase positiva (Vidal-Carou et al.,, 2015). Ruiz-Capillas & Jiménez-Colmenero (2004)
apontaram os 3% como o valor de glucose adicionada a partir do qual ocorre uma reducdo
pronunciada de enzimas descarboxilases e consideram valores compreendidos entre 0,5% e 2% como

sendo os 6timos para a formacgao das referidas enzimas.

O potencial redox do meio também influencia os teores de aminas biogénicas, a redugdo do mesmo
favorece a formacdo de histamina e a atividade descarboxilativa da histidina parece ser inativada ou

destruida na presenca de oxigénio (Karovicova & Kohajdova, 2005).

Latorre-Moratalla et al. (2012b) referem que elevadas concentracbes de aminas biogénicas em
alimentos tém sido usadas como um “indice” da atividade microbiana indesejavel, resultante de

praticas de higiene, fabrico e/ou armazenagem inadequadas. Posto isto, a higiene e seguranca das
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matérias-primas e restantes ingredientes utilizados nas formulagdes e a selecdo de estirpes, quando
inoculadas as massas de enchidos, sdo fatores cruciais para reduzir a producdo daqueles compostos
(Latorre-Moratalla et al., 2012a). Os mesmos autores identificaram concentra¢des superiores de

aminas biogénicas em enchidos fatiados, face a enchidos inteiros.

Outro fator que pode afetar a formagdo de aminas biogénicas é a fumagem. Gomes (2016) registou
maiores concentragdes de aminas biogénicas em produtos secados com recurso a cdmara de cura,
contrariamente a Roseiro et al. (2010) que quantificaram maiores niveis destes compostos quando o
processo decorreu em fumeiros tradicionais, por oposicdo aos processados levados a cabo
exclusivamente em camara de cura. Elias e Carrascosa (2010) associaram maiores teores de azoto
basico volatil total e protedlise a processos de fumagem mais intensos. J& Martuscelli et al. (2009),
registaram maiores niveis de aminodcidos livres e aminas biogénicas nos produtos “ndo fumados” ou
“moderadamente fumados”, comparativamente aos que foram sujeitos a um regime de fumagem
intensa. A acdo da fumagem pode desempenhar, por isso, um papel importante no que se refere ao
controlo da microbiota contaminante (com capacidade descarboxilativa) como resultado do efeito

antimicrobiano do fumo (Djinovic et al., 2008).

A propdsito da acdo da temperatura sobre a formagdo de aminas biogénicas, Maijala et al. (1995)
constataram que, para aminas biogénicas, aquela relagdo nem sempre é linear. Aqueles autores
verificaram que na presenca de bactérias laticas descarboxilase-negativas, usadas como culturas de
arranque, os produtos processados a temperatura mais elevada continham niveis de aminas
inferiores. Karovicova & Kohajdova (2005) apontam valores compreendidos entre os 20°C e os 37°C
como Gtimos para atividade aminogénica, diminuido a temperatura para valores inferiores a 20°C
esta-se a minorar a dita atividade. A putrescina e a cadaverina, por acdo das temperaturas elevadas,
por exemplo, na fumagem de enchidos, podem ciclizar e serem convertidas em pirrolina e piperidina,

respetivamente, resultando na formacado de N-nitrosaminas (Drabik-Markiewicz et al., 2011).

Vidal-Carou & Latorre-Moratalla (2014) reforcam que a utilizacdo de culturas de arranque sem
capacidade aminogénica contribuiram de forma efetiva para a redu¢do de aminas biogénicas, nos

ultimos anos, em enchidos fermentados.

As boas praticas recomendam o armazenamento dos produtos acabados a temperaturas de
refrigeracdo, todavia, Kamenik et al. (2012) referem que desde que as boas praticas de fabrico e
higiene sejam cumpridas em todas as fases do processo ndo existe risco para o consumidor se os
enchidos forem mantidos a temperaturas até 15 °C, ou seja, os teores de aminas biogénicas ndo

sofrerao incrementos significativos.
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Autores como Bover-Cid et al. (1999) apontam as especiarias como tendo capacidade para se
tornarem veiculos para microrganismos potencialmente aminogénicos ou, eventualmente, para
enzimas aminodcido-descarboxilase em enchidos, especialmente pimenta e alho em pod
(Latorre-Moratalla et al., 2007). Nesta ultima especiaria foram detetados altos niveis de tiramina e
niveis mais baixos de feniletilamina, mas a sua contribuicdo para o conteludo total de aminas
biogénicas ndo é significativa, porque é adicionado as formulagGes em pequenas percentagens

(Simion et al. 2014).

2.4.4. Microrganismos produtores de aminas biogénicas em géneros alimenticios
A utilizagdo de microrganismos com fins tecnolédgicos tem sido usada ao longo dos tempos. Contudo,
alguns microrganismos tém uma longa histdria de utilizagdo enquanto outros sdo menos conhecidos,

podendo representar um potencial perigo para os consumidores.

Aspetos relacionados com a seguranca alimentar, como a produg¢do de enterotoxinas e de aminas
biogénicas, bem como a capacidade de degradar aminas biogénicas, devem ser fatores a considerar
na sele¢do de estirpes de cocos Gram-positivo, coagulase negativa, adequadas para serem utilizadas

como culturas de arranque.

De acordo com EFSA (2011) a producdo de putrescina e cadaverina estd particularmente associada a

Enterobacteriaceae e a tiramina a Enterococcus.

Lactobacillus buchneri, L. brevis, L. curvatus, L. hilgardii, Carnobacterium piscicola e C. divergens tém
sido identificadas como microrganismos descarboxilase positivos e consequentemente produtores de
aminas biogénicas (Suzzi & Gardini, 2003). Bover-Cid & Holzapfel (1999) referem que os géneros
Enterococcus, Carnobacterium e alguns géneros de Lactobacillus, particularmente L. buchneri, L. brevis
e L. curvatus sdo os géneros com maior capacidade para produzir tiramina em alimentos fermentados,

como € o caso dos enchidos carneos fermentados.

Vidal-Carou et al. (2007) referem que feniletilamina e triptamina sdo as aminas que aparecem em
menores concentragdes em enchidos fermentados e a sua acumulagao parece estar condicionada por

teores elevados de tiramina associados a determinados LAB ou ECN.

Singh et al. (2012) referem que a utilizacdo de L. sakei é mais adequada para reduzir a producdo de

aminas biogénicas em produtos carneos que L. curvatus.

Linares et al. (2011); Talon & Leroy (2011) e Latorre-Moratalla et al. (2010a) apontam estirpes de L.
sakei e L. plantarum como tendo baixa capacidade descarboxilase positiva, consequentemente

menores produtoras de aminas biogénicas.
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2.4.5. Aminas biogénicas nos géneros alimenticios e as suas implicagGes para a saude
humana

A FAO/WHO (2013) alerta para o facto do pescado e seus derivados serem a principal causa de

toxinfecdes alimentares originadas por histamina.

De acordo com a EFSA (2011), na Europa, dos 58 casos notificados em 2011 (com um total de 262

intoxicagGes), 56 surgiram apds o consumo de pescado ou dos seus derivados.

Shalaby (1996) refere que a presenca de aminas biogénicas nos alimentos, como a cadaverina,
putrescina, espermidina, histamina, agmatina, tiramina e fenetilamina, tém consequéncias para a
saude dos consumidores, porque a sua ingestdo pode originar alergias. Suzzi & Gardini (2003) referem
gue a ingestao deste tipo de aminas - referidas por Shalaby (1996) - pode originar problemas gastricos,

intestinais, alteracdes do sistema nervoso e aumento da pressdo arterial.

Atendendo a conhecida toxicidade de tiramina e histamina, Linares et al. (2016) estudaram in vitro a
citotoxicidade das aminas mencionadas em células intestinais humanas. Os autores concluiram que
tiramina (301,8 mg/kg) apresentou maior capacidade para induzir citoxicidade do que histamina
(440,6 mg/kg) nas células intestinais. Curiosamente, os endpoints observados foram diferentes:
tiramina causou necroses e histamina induziu a apoptose. Ja del Rio et al. (2017), também num estudo
realizado in vitro, concluiram que as aminas em discussdo podem interagir exercendo efeito sinérgico
em células intestinais humanas em concentracdes acima de 219,49 mg/kg de tiramina e 1445 mg/kg

de histamina.

EFSA (2011) refere que as aminas alifaticas sdo geralmente menos tdxicas, apesar de poderem
potenciar a toxicidade de outras aminas, principalmente a histamina. Sun et al. (2016); EFSA (2011) e
Hotchkiss et al. (1997) referem que, por exemplo, putrescina e cadaverina podem contribuir para a
formacgdo de nitrosaminas. As nitrosaminas tém atividade carcinogénica para o Homem. De acordo
com Vidal-Carou (2015) as nitrosaminas podem formar-se através da rea¢do dos nitritos com aminas

secundarias (R2NH).

Santos (1996) refere que a reacdo de agentes nitrosos com aminas primarias produz espécies
alcalinizantes de vida curta, que reagem com outros componentes da matriz dos alimentos para gerar
produtos isentos de atividade téxica, mesmo em concentra¢des elevadas. No entanto, as aminas
primarias, como a cadaverina e a putrescina, podem converter-se em secundarias, ndo sé pela a¢do
do calor, mas também a temperatura ambiente durante a maturagdo e armazenamento dos enchidos
(Eerola et al., 1997). Shalaby (1996) refere que a putrescina e a cadaverina sdo convertidas em
pirrrolidina e piperidina, respetivamente, a partir das quais se formam N - nitrosopirrolidina (NPYR) e
N - nitrosopiperidina.
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A gravidade dos sintomas clinicos ocasionados pelas aminas biogénicas depende de fatores como a
quantidade e variedade ingeridas, a suscetibilidade individual e o nivel de atividade de desintoxicacdo

do intestino (Ladero et al., 2010).

Na Tabela 6 sdo apresentados os efeitos fisioldgicos e toxicoldgicos das principais aminas exdogenas
presentes em enchidos cdrneos fermentados: histamina, tiramina, B-feniletilamina, triptamina,

putrescina e cadaverina.

Tabela 6 - Efeitos fisioldgicos e toxicoldgicos das aminas biogénicas.

Amina Biogénica Efeito fisiologico Efeito toxicologico
Dores de cabeca, suores, secrecao
Neurotransmissor, secre¢do de | nasal, rubor facial, tonturas,
acido gastrico, crescimento e | erupgbOes cutaneas, prurido,
diferenciacdo celular, regulacdo | edema (palpebras), urticaria,
do ritmo circadiano, temperatura | dificuldade em engolir, diarreia,

Histamina? . ~ . L
corporal, ingestdo de alimentos, | desconforto respiratorio,
aprendizagem e memdria, | broncospasmo, aumento do
resposta imune e reacgles | débito cardiaco,
alérgicas taquicardia e disturbios da

pressao arterial

Aumento da pressao arterial por
Neurotransmissor, vasoconstrigao | vasoconstricao periférica,
periférica, aumento do débito | aumento do débito e da forga

Tiramina? cardiaco, aumentar a respiragdo, | cardiaca, agdo hiperglicémica,
elevar a glicemia e liberacdo de | dores de cabega, enxaquecas,
noradrenalina disturbios neurolégicos, nduseas,

vomitos e doencgas respiratorias
Aumento da pressdo arterial,

B-feniletilamina? Libertagdo de noradrenalina vasoconstricdo periférica e
derrames

Triptamina®? Neurotransmissor Aumento da pressdo arterial e

vasoconstrigao

Regulagdo intestinal,
estabilizacdo das membranas | Hipotensdo, taquicardia e
celulares, crescimento e | propriedades carcinogénica

diferenciacado celular

Putrescina?

Potenciar o efeito de outras
Cadaverina? aminas, hipotensao, bradicardia e
paresia das extremidades

!Ladero et al. (2010); *Shalaby (1996)

2.4.6. Limites para a preseng¢a de aminas biogénicas em géneros alimenticios e principais
métodos utilizados na determina¢ao de aminas biogénicas em enchidos

Importa referir que de acordo com a legislagdo vigente histamina é a Unica amina biogénica com
regulamentacdo juridica estabelecida na Europa para algumas espécies de peixes e produtos
derivados, ndo existindo legislagcdo para os produtos carneos. O Regulamento (CE) N.2 1441/2007, da

Comissdo de 5 de dezembro de 2007, que altera o Regulamento (CE) N.2 2073/2005, da Comissdo de
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15 de novembro de 2005, relativo a critérios microbioldgicos aplicaveis aos géneros alimenticios,
adota as normas sanitarias relativas a producdo e colocagdo no mercado dos produtos da pesca e
estabelece o valor maximo permitido de histamina (mg/kg). Este regulamento, para os produtos da
pesca de espécies associadas a um elevado teor de histidina (particularmente as familias Scombridae,
Clupeidae, Engraulidae, Coryfenidae, Pomatomidae e Scombresosidae) indica que o teor médio de
histamina por cada lote de peixes (n = 9) ndo podera ultrapassar 100 mg/kg, podendo duas das nove
amostras apresentar teores entre 100 e 200 mg/kg, mas nenhuma amostra poderd exceder os 200
mg/kg. Os resultados sé serdo considerados satisfatdrios quando se cumprirem estas trés condi¢des.
Para os produtos da pesca que tenham sido submetidos a um tratamento de maturagdo enzimatica
em salmoura e fabricados a partir das espécies anteriormente referidas o teor médio de histamina
por cada lote de peixes (n = 9) ndo podera ultrapassar 200 mg/kg, podendo duas das nove amostras
apresentar teores entre 200 e 400 mg/kg, mas nenhuma amostra podera exceder os 400 mg/kg. Os

resultados so serao considerados satisfatérios quando se cumprirem estas trés condicoes.

N3do ha um consenso sobre a dose minima de histamina que pode provocar efeitos toxicolégicos nos
consumidores. EFSA (2011) refere que dos casos notificados - 58 - a concentragdo variava de 5 a 5000
mg/kg. A mesma entidade refere que esta variabilidade s6 tem explicacdo devido a presenca de
aminas provenientes de outros géneros alimenticios ou deficiéncias na metabolizacdo desta amina.
Com base nos resultados obtidos, esta entidade recomenda a ingestdo maxima desta amina de 25-50

mg por refeicdo. FAO/WHO (2013) fixa o valor de 50 mg como maximo.

Porém, varios autores desenvolveram metodologias que pretendem associar os niveis de aminas
biogénicas a qualidade e frescura dos produtos. Mietz e Karmas (1977) foram pioneiros no
desenvolvimento de uma metodologia denominada de Biogenic Amine Index (BAIl) que em portugués
significa “Indice de Aminas Biogénicas”. Basicamente os autores desenvolveram uma equagdo
matemadtica que procurava relacionar as concentracées de histamina, putrescina, cadaverina,

espermina e espermidina com a qualidade e frescura de peixe e produtos da pesca.

[Hist]+[Put]+[Cad]
1+[Esp]+[Espd]

A equacdo é a seguinte: BAI =

Hist - histamina
Put - putrescina
Cad - cadaverina
Esp - espermina

Espd - espermidina
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Valores de BAI > 10 indicavam produtos improéprios para consumo. Por outro lado, BAl entre 1 e 10
representada alguma deterioracdo do produto e BAI < 1 era sinénimo de produtos de elevada

qualidade.

Ruiz-Capillas & Jiménez-Colmenero (2004) referem que a utilidade das aminas biogénicas como indice
de qualidade dependera da natureza do produto. Os resultados tendem a ser mais satisfatérios em
carnes frescas e produtos tratados termicamente do que em produtos fermentados, ou seja, nestes
ultimos parecem ser de uso muito limitado. Vidal-Carou et al. (2009) corroboram o referido, uma vez
qgue a formacdo de aminas biogénicas ndo esta direta e exclusivamente associada a qualidade das
matérias-primas utilizadas mas, como mencionado em paragrafos supracitados, relacionada com a

acao dos microrganismos que levam a cabo a fermentac¢do dos produtos, entre outros fatores.

Outros autores apresentaram metodologias para produtos da pesca, mas também para produtos
carneos que se baseavam na concentracdo de uma (Vinci & Antonelli, 2002) ou varias aminas
biogénicas (Veciana-Nogués et al., 1997). Jgrgensen et al. (2000) calculavam o BAI com recurso a

combinac¢do da concentra¢do de varias aminas biogénicas e outros parametros como o pH.

Stadnik & Dolatowski (2010) indicam que, tendo em conta o aumento considerdvel de tiramina
durante o armazenamento da carne e dos produtos cdrneos, a mesma devera entrar nos calculos do
BAI. Wortberg & Woller (1982) referem que o somatdrio de tiramina, cadaverina, putrescina e

histamina ndo devera ultrapassar 500 mg/kg na producdo de enchidos da regido de Bolonha.

Hernandez-Jover et al. (1996) indicam um valor de BAl inferior a 5 mg/kg como o mais aceitavel para
carne fresca. Se o indice apresentar concentra¢des entre 20 a 50 mg/kg ou superior a 50 mg/kg

correspondera a carne de qualidade reduzida e deteriorada, respetivamente.

Nout (1994) prop6s 50 a 100 mg/kg para histamina e 100 a 800 mg/kg para a tiramina como valores

aceitaveis para produtos fermentados.

Tasi¢ et al. (2012) citam vérios autores e apontam valores superiores a 1000 mg/kg como perigosos
para a saude dos consumidores e sugerem teores para algumas aminas que evidenciam o
cumprimento das boas praticas de higiene e fabrico: 100 a 800 mg/kg para tiramina, 50 a 100 mg/kg
para histamina, < 30 mg/kg para B-feniletilamina e valores menores que 200 mg/kg para o somatdrio
das aminas vasoativas (histamina, tiramina, triptamina e B-feniletilamina) como sendo uma forma de
avaliar as boas praticas de higiene e fabrico. Lee & Lee (2015) também apontaram 1000 mg/kg como
limite para o teor total de aminas biogénicas, acima daquele valor sdo consideradas perigosas para a

saude dos consumidores.
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Nufiez et al. (2016) referem que, para adultos saudaveis, alimentos que contenham mais de 500 mg/kg
de histamina e 1000 mg/kg de tiramina sdo considerados toxicos ou suscetiveis de pér em causa a

saude do consumidor.

A metodologia utilizada pela maioria dos autores para a determina¢do de aminas biogénicas foi a
High Performance Liquid Chromatography (HPLC), em portugués cromatografia liquida de alta
eficiéncia (Laranjo et al., 2016; Dominguez et al., 2016; Simion et al., 2014; Latorre-Moratalla et al.,
2014; Latorre-Moratalla et al., 2012; Latorre-Moratalla et al., 2010; Roseiro et al., 2010). Contudo,
Onal et al. (2013) referem que apesar do HPLC ser mais comumente utilizado nos centros de
investigacdo mundiais, Ultra High Performance Liquid Chromatography (UHPLC), em portugués
cromatografia liquida de ultraeficiéncia, € uma técnica que acenta nos mesmos principios que o HPLC,
mas é mais rapida, mais sensivel e de maior resolucdo. A justificacdo para estes equipamentos serem

menos utilizados prende-se, principalmente, com os custos elevados da sua aquisi¢ao.

2.4.7. Teores de aminas biogénicas em enchidos
Na Tabela 7 apresentam-se resultados referentes aos teores de aminas biogénicas em enchidos,

obtidos em diversos paises, diferentes produtos e por varios autores.
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Tabela 7 -Teores de aminas biogénicas em enchidos (produto acabado).

Aminas (mg/kg de enchido

)

B-

Pais Referéncia Produto Triptamina e s Putrescina | Cadaverina | Histamina | Tiramina | Espermidina | Espermina | Vasoativas Total
feniletilamina
Laranjo et Chourigo Preto 38,62 265,36 7,24 0,31 19,31 291,41
Portugal | " (2017a) (6% NaCl) ND +4,552 +16,032 ND ND ND +1,582 +0,002 £21,642 | 430,582
Portugal Laranjo et Paio Preto 30,68 12,43 81,01 47,61 ND 123,53 6,48 34,18 164,15 332,13
al. (2017a) (6% Nacl) +2,28?2 +1,352 +24,332 +10,95° +7,76% +1,362 43,392 +9,572 +15,672
Portugal Laranjo et Catalao 117,22 ND 4,43 103,36 5,86 43,31 53,22 50,62 166,39 378,01
al. (2016) (6% Nacl) +29,042 12,44 +10,812 +1,062 +12,477 +36,33? +3,502 +22,80° +59,012
Portugal Laranjo et Salsichao 119,87 ND ND 83,34 9,04 122,62 6,39 48,90 251,52 390,14
al. (2016) (6% Nacl) +7,052 +41,62> +0,592 +9,392 +1,352 +2,432 +51,862 | +125,062
Gomes Chourigo de
Portugal (2016) Carne de 4,521 2,861 103,03 160,63!? 11,18¢ 133,241 8,00! 48,85 151,811 472,311
Tras-os-Montes
Gomes Salpicdo de 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Portugal (2016) Tras-os-Montes 10,69 9,93 125,57 99,60 70,10 226,95 8,19 54,01 317,67 605,04
Gomes Chourigo de
Portugal (2016) Carne do 38,691 4,90! 529,47 355,341 163,101 285,971 9,97* 56,88 492,67* 317,67¢
Alentejo
Portugal |  SoMeS Painho do 57,27 15,124 998,38 | 908,81' | 277,91' | 385,53 9,621 57,321 735,83' | 2709,96
(2016) Alentejo
Roménia | SiMion et i’;i:'::: 48,28 85,20 49,94 90,65 21,45 141,35 6,51 30,68 296 181 474,88
al. (2014) +1,662 +4,072 +7,812 43,562 +2,152 +15,152 +0,00? 17,122 ! 22,747
fermentados
Bover-Cid Enchidos
. 94,05 40,55 32,15 180,95
Espanha etal. carneos ND ND 24,417 +13 527 14,227 £25,347 ND ND 213,10¢ 253,65
(2014) fermentados
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Tabela 7 (continuagdo) — Teores de aminas biogénicas em enchidos (produto acabado).

Aminas (mg/kg de enchido)

B-

Pais Referéncia Produto Triptamina feniletilamina Putrescina | Cadaverina | Histamina | Tiramina | Espermidina | Espermina | Vasoativas Total
Enchidos
L. Tasi¢ et al. carneos 14,7 51,6 5,54 41,5 1 1
Servia (2012) fermentados +0,68? +2,58? +0,00 ND ND ND ND +2,092 66,30 113,34
(amostra Al)
_ | Papavergou Enchidos 7,34 5,12 118,49 43,34 81,49 199,20 2,86 26,20 . .
Grécia etal. carneos ) ) ) ) ) ) ) 293,15 484,04
+11,85 +7,44 116,41 +127,53 +139,37 132,26 11,34 14,76
(2012) fermentados
Enchidos
. . Papavergou . 14,27 6,71 187,86 94,19 89,07 164,95 6,71 36,63 1 1
G 275,00 600,39
reca (2011) carneos 17,612 +3,982 +144,942 | $213,62> | $101,55? | 498,082 +3,982 +10,30? ’ ’
fermentados
Chourigo
Rosei t G
Portugal | o o€ rosso de 5,61 33,21 751,61 710,61 14,41 359,31 4,91 82,41 412,50 | 1962,1!
al. (2010) Estremoz e
Borba (IGP)
Chourigo de
CIaro 1 1 1 1 1 1 1
Portugal (2009) Carne 53,68 ND 514,17 69,75 ND 208,07 38,21 23,62 261,75 1169,25
(Barrancos)
Claro Chourigo de
Portugal (2009) Carne 152,241 ND ND 25,96 ND 97,341 59,23 31,441 249,58! 366,21
(Alentejo)
cl Chourico d
Portugal aro ourico e 157,57* 50,401 527,38 527,03 591,70' | 360,27 51,95 27,08" 1159,94 | 2293,38
(2009) Carne (Beja)
Claro Chourigo de
Portugal (2009) Portalegre 378,991 ND 265,641 228,781 ND 275,60 71,411 22,861 654,59 1243,28
(IGP)
Claro Linguica
Port | N 65,251 76,57 97,68 ND 102,09 ND 9,56
ortuga (2009) Transmontana Q ! ! ! ! !
cl Chourico d
Portugal aro ourlso ge NQ 86,121 141,71} 25,40 33,66° | 68,18 ND 18,371
(2009) porco preto
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Tabela 7 (continuagdo) - Teores de aminas biogénicas em enchidos (produto acabado).

Aminas (mg/kg de enchido)

Pais Referéncia Produto Triptamina . B.- . Putrescina | Cadaverina | Histamina | Tiramina | Espermidina | Espermina | Vasoativas Total
feniletilamina
Claro Chourico de : : : : : :
Portugal (2009) Carne NQ 240,19 228,97 100,05 ND 94,74 87,25 18,45
cl Chouri
Portugal (2:;;) al‘:j:g? NQ 196,65! 26,70' 87,00! 195,33' | 93,84 76,05 21,421
Sopressa
Favaro et (enchido
Italia al. (2007) carneo NQ NQ 231,00 66,00 ND 214,001 2,00t 17,00!
) fermentado
tipico da Italia)
Favaro et Enchidos
Italia al, (2007) carneos NQ NQ 144,00 81,00 57,00 273,00 2! 18!
’ fermentados
Rosei t Painh
Portugal a‘l’sfz';%g) psl:aﬁ;ee 15,10! 24,30! 779,40 | 1253,90! 9,501 311,20! 5,70! 23,10! 360, 10 2171,5
1 Média

2Média * Desvio padrdo
ND - Ndo detetado
NQ - Ndo quantificado

O conjunto das aminas vasoativas corresponde a soma dos teores da triptamina, B-feniletilamina, histamina e tiramina.
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2.4.8. Efeito das culturas de arranque na produg¢ao de aminas biogénicas em enchidos
Nos ultimos 30 anos, os estudos envolvendo as aminas biogénicas em produtos cdrneos tinham
como principal objetivo aferir o estado higiénico das carnes. Porém, o paradigma alterou-se e
atualmente a questdo da seguranca alimentar - efeitos toxicoldgicos - associada as aminas
biogénicas é fulcral. Desta forma, todos os esforcos serdo benéficos para se conseguirem reduzir

os teores daqueles compostos (Latorre-Moratalla et al., 2010b).

Os produtos fermentados em geral, e os carneos fermentados em particular, constituem um dos
principais grupos de alimentos onde as aminas biogénicas tém sido identificadas
(Latorre-Moratalla et al., 2008; Suzzi & Gardini, 2003). Latorre-Moratalla et al. (2010b) referem
que atualmente a industria e os produtores que fabricam enchidos tradicionais estdo focados
em reduzir ao maximo a presenca de aminas biogénicas em enchidos, como tal, o refor¢o das
boas praticas de higiene desde a rece¢do das matérias-primas até a expedicdo dos produtos
acabados é fulcral. No entanto, este reforco podera ndo ser suficiente, logo, a utilizagdo de
culturas de arranque podera fornecer um contributo importante para se atingir este “objetivo
comum”. Vidal-Carou & Latorre-Moratalla (2014) referem que nos ultimos anos a utilizacdo de
culturas de arranque sem capacidade aminogénica contribuiram de forma efetiva para a

reducdo dos teores de aminas biogénicas em enchidos fermentados.

De acordo com o descrito nos pontos 2.4.2. e 2.4.3. podemos facilmente constatar que na
selecdo de culturas de arranque a inocular na formulacao dos enchidos, devemos dar particular
atencdo a capacidade dos microrganismos produzirem enzimas com atividade descarboxilase
positiva, evitando o uso de microrganismos com esta caracteristica. Por outro lado, as culturas
a inocular deverdo, preferencialmente, ser autéctones ou indigenas, ou como é uso designa-las
na linguagem de industria “flora da casa”, ou seja, os microrganismos fermentadores sdo
originarios da carne, gordura ou do ambiente fabril onde pretendemos efetuar as inoculagdes,
pois estes estdo adaptados ao ambiente fabril o que lhes permite competir com a restante
microbiota. Além disso, as condicGes em que decorre o processo produtivo - tempos,
temperaturas, concentragdes de NaCl, o pH e recurso a fumagem tradicional, ou ndo - também

sdao fundamentais.

Baka et al. (2011) e Gliclikoglu & Kipluli (2010) verificaram a capacidade que as culturas de
arranque tém para reduzir a formacdo de aminas biogénicas. O mesmo se pasou com Bover-Cid
et al. (2001b), no estanto, estes referem que de uma forma geral as culturas de arranque que
contém apenas culturas puras de Staphylococcus tém menor capacidade para reduzir a

producdo de aminas biogénicas que as culturas mistas, contendo Lactobacillus (em particular,
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culturas que contenham espécies como L. sakei ou L. plantarum) e outro género microbiano

(Baka et al., 2011; Tosukhowong et al., 2011).

Latorre-Moratalla et al. (2010b) referem que a utilizagdo de culturas mistas promove uma
reducdo superior de aminas biogénicas, quando comparada com a utilizacdo de estirpes
isoladas. Os mesmos autores verificaram que, quando adicionaram S. equorum em enchidos, os
teores de cadaverina reduziram-se em 45%, reduzindo-se em 75% quando inocularam L. sakei.
No entanto, quando conjugaram as duas estirpes referidas, conseguiram reduzir a cadaverina

em 89%.

Guclikoglu & Kiiplllti (2010) e Ayan et al. (1999) incocularam culturas comerciais e conseguiram
reduzir os teores de aminas biogénicas, todavia, autores como Casquete et al. (2011a) e
Latorre-Moratalla et al. (2010) obtiveram reduc¢des mais pronunciadas quando usaram culturas

autoctones.

Na Tabela 8 apresentam-se mais alguns exemplos recolhidos da literatura, onde se pode
verificar a capacidade das culturas de arranque para reduzirem a produgdo de aminas
biogénicas. Apresentam-se valores (%) para tiramina, putrescina, cadaverina e histamina por

serem as mais frequentemente encontradas em enchidos carneos fermentados.

53



Tabela 8 - Efeito das culturas de arranque na redugdo dos teores (%) de aminas biogénicas em enchidos.

Redugdo de aminas biogénicas (%) em
comparag¢dao com amostras nao inoculadas

Produto Referéncia Cultura de arranque (produtos acabados)
TI PU CA HI
A .. . S. carnosus + S. xylosus + P. pentosaceus ND ND 2,7 8
Enchidos espanhdis produzidos com carne Dominguez et al. (2016)* D. ansenii + S. xylosus ND ND 3,5 ND
de cavalo e gordura de porco
P. pentosaceus + S. xylosus ND 20 15 ND
. 6
Enchidos fermentados chineses com um -sral_)i(gj 5?;3:;;::;1 i LX ys/sligfjtox:/ﬁ:s/sl NaQ NaQ NaQ 6
processo tecnolégico semelhante ao do Sul Wang et al. (2015) o ) 6 o NQ NQ NQ 60
da Europa +S. carnosus + D hansenula (10° ufc/g)
SM-181: L. sakei + S. xylosus (10° ufc/g) NQ NQ NQ 94
L. sakei CECT5764 (107 ufc/g) + S. equorum
SA25 (107 ufc/g) 26 8 48 18
Enchidos fermentados romenos Simion et al. (2014) L. sakei CECT5764 (107 ufc/g) +
Staphylococcus equorum SA25 (107 ufc/g) + 59 47 59 29
L. acidophilus CECT903 (108 ufc/g)
L. sakei 4413 (2-5x107 ufc/g) 13 72 60 ND
. L. sakei 8426 (2-5x107 ufc/g) ND ND 25 ND
Enchidos fermentados gregos Baka et al. (2011) L. plantarum 7423 (2-5x107 ufc/g) ND ND 6 ND
L. curvatus 8427 (2-5x107 ufc/g) 9 29 ND ND
P. acidilactici MS200 + S. vitulus RS34
(Fermentagdo: 3 dias/4°C/70% HR; Cura: 90 38 ND 77 74
dias/7-12 °C/70% HR) (5x107 ufc/g)
P. acidilactici MS200 + S. vitulus RS34
(Fermentacdo: 3 dias/8 °C/75% HR; Cura: 65 dias 70 89 64 82
_ /12 °C/70% HR) (5x107 ufc/g)
Salsichdo espanhol Casquete et al. (2011b) o ocidiloctici MS198 + S vitolus R34
(Fermentagdo: 3 dias /4°C/70%HR; Cura: 90 dias 17 ND 65 21
/7-12°C/70% HR) (5x107 ufc/g)
P. acidilactici MS198 + S. vitulus RS34
(Fermentagdo: 3 dias /8°C/75% HR; Cura: 65 dias ND 72 71 58

/12°C/70% HR) (5x107 ufc/g)

ND - Ndo detetado. NQ - Nado quantificado. * Os autores ndo indicaram a concentragdo inoculada.
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Tabela 8 (continuagdo) - Efeito das culturas de arranque na redugdo dos teores (%) de aminas biogénicas em enchidos.

Redugdo de aminas biogénicas (%) em
comparag¢do com amostras nado inoculadas

Produto Referéncia Cultura de arranque (produtos acabados)
TI PU CA HI
c . . L. fermentum HL 57 (5x107) 28 48 6 30
Salchich hol Ruiz-M tal (2011
aichichon espanho uiz-Moyano et al. (2011) P. acidilactici SP979 (7,5 log ufc/g) ND 19 7 20
(L. sakei + S. xylosus B-FM (CHR-HANSEN) 54 62 ND 78
(Curaa22°C)
L. plantarum + S. carnosus TD-66
i Ucl upluli * 52 61 ND 75
Enchidos fermentados turcos Guclikoglu & Kiiplili (2010) (CHR-HANSEN) (Cura a 22 °C)
L. curvatus + S. carnosus + S. xylosus
(CHR-HANSEN) (Cura a 22 °C) 2> 63 ND 7>
L. sakei
(Fermentacdo: 48 Horas a 1,5°C/80% HR; 17 23 75 ND
Cura/fumagem: 8 dias /20°C/70% HR
S. equorum
Chourigo portugués Latorre-Moratalla et al. (2010b)* (Fermentagdo: 48 Horas a 1,5°C/80% HR; ND ND 45 ND

Cura/fumagem: 8 dias /20°C/70% HR

L. sakei + S. equorum
(Fermentagdo: 48 Horas a 1,5°C/80% HR; 15 20 89 ND
Cura/fumagem: 8 dias /20°C/70% HR

L. sakei CTC6626 + S. xylosus CTC6013
(Fermentagdo: 2 dias a 12°C/85% HR; Cura: 19 46 ND ND
28 dias /10°C/75% HR

- *
Fuet espanhol (semelhante a salamame) Latorre-Moratalla et al. (2010b) L. sakei CTCA494 + S, xylosus CTC6013

(Fermentacdo: 48 Horas a 1,5°C/80% HR; 45 50 ND ND
Cura: 28 dias /10°C/75% HR

ND - N3do detetado. NQ - Ndo quantificado. * Os autores ndo indicaram a concentracdo inoculada.



2.5. Analise sensorial

As caracteristicas sensoriais dos géneros alimenticios sdo preponderantes, pois determinam
fortemente a aceitabilidade dos mesmos por parte dos consumidores. Aqueles exigem, cada vez mais,
produtos que possuam propriedades nutricionais diferenciadoras e, simultaneamente, caracteristicas
sensoriais apelativas. Caso isso ndo suceda, os géneros alimenticios ndo terdo aceitabilidade no
mercado, o que poderad conduzir ao seu insucesso, concomitantemente poderdo deixar de ser

produzidos.

De acordo com IFT’s (1981) entende-se por analise sensorial a disciplina cientifica usada para evocar,
medir, analisar e interpretar as rea¢Oes as caracteristicas dos alimentos e materiais tal como sdo
percebidas pelos érgados dos sentidos: visdo (cor e forma); olfacto (aroma); gosto, sabor ou paladar
(na lingua as papilas gustativas - doce, salgado, acido, amargo e umami); audicao; tato (pele, labios e
mucosas). Segundo Martins (1990), o julgamento pelos érgdos dos sentidos processa-se pela seguinte

ordem: aparéncia, aroma, textura, flavour.

Produtos tradicionais como os enchidos apresentam caracteristicas especiais, o que obriga a utilizacdo
de técnicas sensoriais complexas. Fatores como a representatividade das amostras e a variabilidade
existente entre enchidos, devem ser tidos em conta no delineamento experimental dos testes
sensoriais. A utilizacdo de painéis treinados é essencial para se mitigarem fatores que possam causar

ruido na fiabilidade dos resultados.

2.5.1. Métodos sensoriais

De acordo com Sanchez & Lorente (2005); Lyon et al. (1992) e IFT’s (1981) os métodos utilizados em
analise sensorial podem ser classificados em dois grandes grupos: os afetivos, onde se avaliam as
preferéncias e/ou aceitacdo de um produto, e os analiticos, onde se avaliam as diferencas ou
semelhancas, qualidade e/ou quantidade das caracteristicas sensoriais de um produto. Por sua vez,
os analiticos dividem-se em discriminatorios e descritivos. Os discriminatdrios sdo testes analiticos
que indicam a existéncia ou nao de diferencgas entre produtos, podendo indicar também o sentido das
diferencas. Estdo compreendidos neste tipo de teste o teste de comparagao pareada, teste triangular,
testes duo-trio, teste de comparagdo, entre outros. Quanto aos descritivos, que permitem indicar
além da possivel diferenga entre amostras, a magnitude dessas diferencas e a sua caracterizacdo,
identificam-se duas fases: uma fase inicial de identificacdo qualitativa dos atributos e uma segunda
fase quantitativa de atribuicdo de pontuacdo para os atributos selecionados. O conjunto das
caracteristicas sensoriais do aspeto, aroma, sabor e textura sdo conhecidos como perfil sensorial de

um produto.
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De acordo com Lawless & Heymann (1999) a analise descritiva é a mais sofisticada. Esta técnica
permite obter descri¢cdo sensorial completa de produtos e ajuda a identificar varidveis do processo de
formulacdo e determinar atributos sensoriais que sao importantes do ponto de vista da aceitagdo do
produto. Existem varios e diferentes métodos de analise descritiva, que geralmente refletem

diferentes filosofias e abordagens para a descri¢do sensorial.

2.5.2. Atributos visuais

A caracteristica sensorial mais importante associada ao sentido da visdo é a avaliacdo da cor dos
produtos, contudo, a aparéncia, a forma, a superficie, o tamanho e o brilho também s&o avaliados
recorrendo a este sentido (Meilgaard et al., 1999; Anzaldia-Morales, 1994). Um exame visual aos
enchidos pode fornecer algumas informag&es sobre o processo tecnoldgico utilizado. A realizagdo de
cortes transversais nos enchidos e/ou a obtenc&o de fatias provenientes destes produtos permitem

avaliar varias caracteristicas:

Intensidade da cor: avaliagdo da luminosidade (claro/escuro) da cor vermelha para a carne e

da cor branca, amarela ou outra para a gordura;

Homogeneidade da cor: uniformidade da cor em toda a secgdo, ou seja, ndo se faz uma
avaliacdo independente entre musculos ou entre carne e gordura. Podemos avaliar a qualidade do

marmoreado e a efetividade da etapa de mistura dos ingredientes;

Presenca de aponevroses, ganglios e cerdas: Permite-nos avaliar a presenca destas

estruturas, pois estas depreciam a qualidade dos enchidos.

2.5.3. Atributos do aroma, sabor e flavour
Estas caracteristicas sdo criticas e das mais dificeis de avaliar. Para a maioria destes parametros ndo
existem referéncias suficientemente adequadas para permitirem avaliar o atributo quer em termos

de qualidade quer em termos de quantidade (Guerrero et al., 2005; Meilgaard et al., 1999).

Cocconcelli & Fontana (2010); Toldra (2008) e Leroy et al. (2006) referem que a interagdo entre
microrganismos, matérias-primas, enzimas proteoliticas e lipoliticas e as condi¢Ges de processamento
é que determinam as caracteristicas sensorias dos enchidos. Flores (2008) refere que a utilizagdo dos
condimentos habituais na produgdo de enchidos e o recurso a fumagem tradicional, tém uma

influéncia enorme nas caracteristicas sensoriais dos mesmos.

Desta forma, apresentamos alguns atributos negativos e positivos mais comuns na andlise sensorial

de enchidos:

Alguns dos atributos considerados negativos sdo: Humidade: aroma e flavour a lugar fechado, hiumido

e pouco ventilado. Fungos: aroma e flavour a bolor. Animal: aroma e flavour a animal. Floral: aroma
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e flavour semelhante a determinadas flores, similar ao produzido pelo fenilacetaldeido (acidificado).
Avinagrado: aroma e flavour ligeiramente irritante, por vezes pode lembrar o 4cido acético. Rango:
aroma e flavour a rango (oxidacdo dos lipidos). Metdlico: aroma e flavour que por vezes faz lembrar

sangue.
Como atributos positivos poder-se-iam incluir:

Frutos secos: aroma e flavour a frutos secos. Cura: aroma e flavour complexos formados por
varios atributos, que se vao desenvolvendo ao longo do processo de cura. Doce: sabor procedente da
degradacgdo das proteinas e lipidos. Pode usar-se como referéncia a sacarose. Salgado: sabor basico
produzido por NaCl (equilibrado/sem excessos). Amargo: sabor basico que se perceciona na parte
posterior da lingua. Acido: sabor caracteristico que pode ocorrer quando a cura destes produtos é
feita de forma rapida, quando s3o adicionados agucares fermentesciveis ou quando se adiciona vinho
as massas em excesso. Picante: associado a formulagdo dos enchidos ou muitas vezes influenciado
por enchidos ligeiramente acidificados. Umami: sabor tipico do glutamato monosédico e de alguns

nucledtidos. Certos aminoacidos e péptidos também podem conferir esta sensagao (Arnau, 2000).

2.5.4. Atributos da textura
A textura é o conjunto de todos os atributos mecéanicos, geométricos e de superficie de um produto,
percetiveis por meios mecanicos, tateis e quando apropriado, por recetores visuais e auditivos (ISO

11036:1994).

Mais recentemente, Szczesniak (2002) define a textura como a manifestacgdo sensorial e funcional das
propriedades estruturais, mecanicas e superficies dos alimentos, detetada por meio dos sentidos da
visdo, audicdo, tato e cinestesia. A mesma autora refere que esta definicdo leva a importantes

conceitos, tais como:

a) atextura é uma propriedade sensorial, portanto, apenas um ser humano ou um animal a podem
percecionar. Os instrumentos de medicdo da textura s6 podem detetar e quantificar certos

parametros fisicos, devendo estes ser interpretados em termos de percepgao sensorial;
b) um atributo multiparamétrico;
c) deriva da estrutura dos alimentos (molecular, microscépica e macroscdpica);
d) pode ser detetada por varios sentidos, sendo o tato o mais importante.

Na tentativa de relacionar a avaliacdo feita pelo homem com as medic¢des instrumentais Szczesniak
(1963b) classificou as caracteristicas texturais em trés grupos: i) Atributos mecanicos, apresentados

na Figura 4; ii) Atributos geométricos: Granulometria - relacionados com a perce¢do da forma, do
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tamanho e a orientacdo das particulas; iii) e outros, refere-se as propriedades humectantes (teor de

agua) e ao teor de gordura.
2.6. Métodos utilizados para a determinagao da textura

Scott-Blair (1958) classifica os métodos instrumentais para medir a textura em trés grupos:

Métodos fundamentais: Sdo utilizados para medir propriedades reoldgicas fundamentais
como a viscosidade, o mddulo de elasticidade e a reacdo de Poisson. Dentro deste grupo, os ensaios
mais comuns sao os de relaxacao e os de compressdao-descompressao. Geralmente estdo um pouco
correlacionados com as medidas sensoriais que nao sao realizadas em condi¢gdes ambientais de

consumo (Rosenthal, 1999; Bourne, 1982).

Métodos empiricos: Medem parametros normalmente pouco definidos do ponto de vista
reoldgico. Dentro deste grupo, os ensaios mais comuns sdo os de penetrometria, pungdo, compressao
e de corte. Estes métodos medem propriedades dos produtos que frequentemente sao mal definidas
para além de serem de dificil expressao. Os resultados obtidos sdo normalmente caracteristicos para

as condi¢cOes experimentais utilizadas (Rosenthal, 1999).

Métodos imitativos: Tentam imitar as condi¢gdes em que se encontram os alimentos na boca
dos consumidores. Dentro deste grupo, a analise do perfil de textura do inglés Texture Profile Analysis,
vulgarmente conhecido como ensaio TPA é o método que nos ultimos anos tem sido mais utilizado

para avaliar todo o tipo de géneros alimenticios (Rosenthal, 1999; Pons & Fiszman, 1996).

O ensaio TPA pode, nalguns casos, substituir um painel de provadores na avaliacdo da textura de

alimentos (Bourne, 2002; Szczesniak, 2002).

Este método baseia-se na realizacdo de dois ciclos de compressdo sucessivos sobre os alimentos,

imitando a a¢do das mandibulas (ver Figura 4 ).
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Figura 4 - Curva tipica obtida no teste TPA e respetivos pardmetros de textura (adaptado de Zheng et al., 2016;
Sanchez, 2009; Rosenthal, 1999).

Segundo Szczesniak (1963a) os parametros de textura que podem ser obtidos através do ensaio TPA

sao:

Fraturabilidade F (N, g) - Define o cardter quebradico, crocante, fragil. Médulo Map (N/s ou
g/s) - Declive da curva no primeiro ciclo (rigidez do material). Dureza 1 = F1 (Firmeza, N ou g) - For¢a
de compressao ou penetragao no primeiro ciclo. Define a dureza, suavidade, firmeza. Adesividade =
A3 (m? ou mm?) - Trabalho necessario para vencer as forcas de atracdo. Define o carater pegajoso,
adesivo. Forgca adesiva = F3 (N ou g) - Forgca negativa. Stringiness (m ou mm) - Define o caracter
fibroso. Dureza 2 = F2 (N ou g) - For¢ca de compressao ou penetragdo no segundo ciclo. Springiness
(elasticidade) - CD/AB. Plasticidade e elasticidade. Coesividade = A2/A1 - Forga de ligagdo interna que
define a estrutura dos alimentos. Gomosidade (N ou g) - F1 x coesividade. Define o carater gomoso,
farinhento, pastoso. Mastigabilidade (N ou g) - gomosidade x elasticidade. Define a tenrura, o carater
mastigdvel (chewiness). Zheng et al. (2016) e Sanchez (2009) acrescentam a Resiliéncia = Subarea
2/Subdrea 1. Define a capacidade de um alimento absorver energia mecanica em regime elastico (ou
resistir a energia mecanica absorvida) e readquirir a forma original quando é retirada a carga que

provocou a deformagao. Quanto mais resiliente for o alimento, menos fragil este sera.
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2.7. Medicao objetiva da cor

A cor dos enchidos é uma caracteristica que em conjunto com as outras definem a aparéncia dos
mesmos. A aparéncia de um género alimenticio é importante porque é praticamente o Unico critério
que o/s cliente/s e/ou consumidore/s pode/m utilizar para avaliar a aceitabilidade dos produtos no
ato de compra. Lima (2014) refere que a aparéncia é determinada por uma combinacgdo de fatores,
incluindo a fonte luminosa, o observador e o tipo de superficie do material exposto, se € uma
superficie boa refletora, ou ndo. A mesma autora escreve que em 1931 a Commission Internacional
de L’Eclairage (CIE) debrucgou-se sobre o assunto na tentativa de sistematizar os métodos de avaliacdo
da cor e considerou como elementos fundamentais: 1) o observador padrdo 22 (2 graus) (baseado no
sistema Triestimulos XYZ); 2) o iluminante padrdo D65 - fonte luminosa com curvas espectrais
caracteristicas, cuja temperatura de cor é 6504 K, e é utilizado para representar a variacdo da luz solar

ao longo do dia, na gama do visivel do espetro e na regido UV até 300 nm.

A avaliagdo ou medicdo da cor pode fazer-se através de diversos métodos, subjetivos e objetivos. Os
métodos mais frequentemente utilizados sdo baseados no sistema CIE LAB ou L* a* b* (Comission
Internationale de I'Eclairage, 1978). Entre os equipamentos mais usados para medir a cor dos enchidos
estdo os colorimetros Minolta (Mora-Galego, 2014; Essid & Hassouna, 2013; Casaburi et al. 2007),
provavelmente, devido as elevadas correlagdes observadas entre a avaliacdo subjetiva e as medicGes
objetivas da cor utilizando o sistema CIE LAB (Gomez & Lorenzo, 2013; Lorenzo & Franco, 2012;

Jeremiah et al., 1972).

O método CIE LAB tem como base a teoria de que a cor é definida com a combinacdo de trés cores
primarias (azul, verde e vermelho). Este método foi criado a partir de alguns testes que foram feitos
para determinar a sensibilidade média de diversos observadores reais a partir dos quais foram
definidas curvas de sensibilidade para cada uma das cores primarias. Aos valores médios de X
(vermelho), Y (verde) e Z (azul) foi dado o nome de “valores triestimulos”. Para tornar a resposta mais
facil de interpretar, estes valores sdo usualmente convertidos para o denominado sistema CIELab, que
da as coordenadas L*, a*, b* e é o sistema atualmente aceite a nivel mundial. Os colorimetros sdo
equipamentos que permitem a medi¢cdo destas coordenadas, com exatiddo, a partir das quais se

podem detetar as diferengas de cor.

O sistema ClIELab define o espago com coordenadas retangulares (L*, a*, b*) conjuntamente com

outras coordenadas cilindricas (L*, C*, H°) onde (Lima, 2014; Warriss, 1996; Murray, 1995):

e L* (Value) mede a variacdo da luminosidade entre o preto (0) e o branco (100);
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a* é uma coordenada da cromaticidade que representa a quantidade de croma ou cor
em plano cromatico e define a cor vermelha para valores positivos e a cor verde para

valores negativos;

b* é uma coordenada da cromaticidade que representa a quantidade de croma ou cor
em plano cromdtico e define a cor amarela para valores positivos e a cor azul para

valores negativos;

C*(Chroma) corresponde a pureza, saturagdo, croma ou quantidade de cor e quanto

mais forte e brilhante é a cor mais afastado esta da origem das coordenadas, em que

Ct=VTTT B

H° (Hue) corresponde a tonalidade e é representado por um angulo entre 0° a 360°. Os
angulos entre 0° e 90° representam os vermelhos, laranja e amarelo, de 90° a 180° sdo
os amarelos, amarelos-verdes e os verdes, de 180° a 270° sdo os verdes, cyans
(azul-verde) e azuis, de 270° a 360° sdo os azuis, magenta e novamente os vermelhos.

H° = arctg (b*/a*).



3. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi a avaliacdo do efeito de diferentes culturas de arranque
autéctones, puras e mistas, na qualidade e na segurancga de paios de porco preto, do Alentejo,

e painhos da Beira Baixa produzidos em ambiente industrial.

Considerando que na utilizagdo de culturas de arranque é necessario escolher tanto os
microrganismos que as constituem, bem como a sua concentragdo, com a realizagdo deste

estudo pretendemos atingir os seguintes objetivos especificos:

| - Avaliar qual ou quais as estirpes a usar como cultura de arranque e em que concentragdes
apresentam melhores efeitos ao nivel da qualidade (cor, perfil de textura e andlise sensorial dos
produtos) e ao nivel da seguranca (pH, aw, parametros microbioldgicos, incluindo indicadores

de higiene e de seguranca, e aminas biogénicas) nos enchidos a inocular.

Il - Com base nos resultados obtidos, propor as culturas mais adequadas e as respetivas
concentragOes, perspetivando a sua utilizagdo como culturas de arranque no fabrico dos

enchidos alvo de estudo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Matérias-primas e ingredientes

Foi utilizada carne e gordura de porco preto, para os enchidos produzidos no Alentejo e carne e
gordura de porco branco, para a producgdo dos painhos da Beira Baixa. A compra e escolha das
matérias-primas, a par dos restantes ingredientes e matérias-primas subsidiarias, ficaram ao cuidado

das empresas parceiras, para minimizar alteragdes ao processo produtivo habitual de cada fabrica.

Na Tabela 9 apresentamos os ingredientes utilizados na producdao dos paios de porco preto, do

Alentejo.

Tabela 9 - Ingredientes dos paios de porco preto, do Alentejo.

Vinho branco, 8%; sal, 2,5%; massa de pimentdo, 2,5%; massa de
alho, 0,8%; nitrito de sddio, 0,02%; nitrato de potassio, 0,008%,
Ingredientes nitrito de potassio, 0,007%; fosfato disddico, 0,03%; trifosfato
pentassddico, 0,03%; acido ascérbico, 0,03% e ascorbato de
sodio, 0,02%.

Na Tabela 10 apresentamos os ingredientes utilizados na producao de painhos da Beira Baixa.

Tabela 10 - Ingredientes dos painhos da Beira Baixa.

Vinho branco, 5%; sal, 2,5%; massa de pimentdo, 2,5%; agua, 2%;
massa de alho, 0,8%; louro, 0,05%; nitrito de sddio, 0,02%; nitrato
Ingredientes de potassio, 0,007%, nitrito de potassio, 0,007%; fosfato disddico,
0,03%,; trifosfato pentassddico, 0,03%; acido ascorbico, 0,04% e
ascorbato de sddio, 0,02%.

4.2. Processos de fabrico

O processo produtivo dos paios de porco preto, do Alentejo, decorreu como referido na Tabela 11,

onde enumeramos as etapas e as descrevemos de forma breve.

Tabela 11 - Etapas do processo produtivo dos paios de porco preto, do Alentejo, e respetiva descrigdo.

Etapa Descrigao
Recegdo das matérias-primas <7,0°C
Armazenamento das matérias-primas 0,0°C-3,0°C
Cubicagem <12,0°C

Mistura dos ingredientes (incluindo a inoculagdo das

<£12,0°C
culturas de arranque)

Aproximadamente 72 horas/3,0°C- 5,0°C/ Humidade
Relativa (HR) 90,0% - 95,0%
Enchimento, atadura e picado <12,0°C

Maturagao
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Tabela 11 (continuagdo) - Etapas do processo produtivo dos paios de porco preto, do Alentejo, e respetiva
descricdo.

Etapa
Fermentacao
(s6 culturas mistas inoculadas com a concentragio
108 células grama de massa)
Desidratacdo inicial em fumeiro tradicional com
recurso a lenha de azinho

Descrigao

Na antecdmara dos fumeiros a temperaturas
compreendidas entre 14,3°C — 21,2°C

24 horas/18,0°C - 24,0°C/HR 28,0% - 72,0%

8,0°C - 12,0°C/HR 60,0% - 80,0% até se atingir 38% a
40% de perda de peso inicial - aproximadamente 40
dias

Cura em camara de cura com temperatura e
humidade relativa controladas

Sob vacuo
Mala térmica (Camping Gaz Coldstar 100, Lyon,
Franga) com capacidade para manter continuamente
o fornecimento de frio através do isqueiro do carro,
a fim de garantir a manutencdo de temperaturas de
refrigeracdo (3-5°C)

Embalamento

Transporte até ao laboratério

Para produzirmos os paios de porco preto, do Alentejo, recorremos a uma cubicadora da marca MHS,
modelo Schneidetechnik 1000 (Abstatt, Alemanha), misturadora a vacuo com pas em formas de Z da
marca Asgo, modelo MVZ300 (Ermesinde, Portugal), enchedora da marca Frey, modelo F-Line F190
(Herbrechetingen, Alemanha) e embaladora a vdcuo da marca Turbovac, modelo 700 STE-XL
('s-Hertogenbosch, Holanda) e camaras de cura da marca Zanotti, modelo Uniblock UAUOO7ER299F

(Alessandria, Italia).

O processo produtivo dos painhos da Beira Baixa decorreu como referido na Tabela 12, onde

enumeramos as etapas e as descrevemos de forma breve.

Tabela 12 - Etapas do processo produtivo dos painhos da Beira Baixa e respetiva descricao.

Etapa Descricao
Recegdo das matérias-primas <7,0°C
Armazenamento das matérias-primas 0,0°C-3,0°C
Picagem <12,0°C
Mistura dos ingredientes (incluindo a inoculagdo d
istura dos ingredientes (incluindo a inoculagdo das <12,0°C

culturas de arranque)

Maturagao

Aproximadamente 72 horas/3,0°C - 5,0°C/ HR
90,0% - 95,0%

Enchimento, atadura e picado

<12,0°C

Fermentacdo (s6 culturas mistas)

Na antecdmara dos fumeiros a temperaturas
compreendidas entre 15,1°C - 22,3°C

Cura em fumeiro tradicional com recurso a lenha de
azinho

10,5°C - 48,4°C/HR 31,7% - 84,8% até se atingir 38% a
40% de perda de peso inicial - aproximadamente 17
dias

Embalamento

Sob vacuo

Transporte até ao laboratério

Mala térmica (Camping Gaz Coldstar 100, Lyon,
Franga) com capacidade para manter continuamente
o fornecimento de frio através do isqueiro do carro,
a fim de garantir a manutengdo de temperaturas de
refrigeracdo (3-5°C)
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Para produzirmos os painhos da Beira Baixa recorremos a uma picadora da marca Braher, modelo 114
(Andoain, Espanha), misturadora a vacuo com pas em formas de Z da marca Asgo, modelo MVZ150
(Ermesinde, Portugal), enchedora da marca Frey, modelo F-Line F193 (Herbrechetingen, Alemanha) e

embaladora a vacuo da marca Henkelman, modelo 2-75 ('s-Hertogenbosch, Holanda).
A cura dos painhos decorreu integralmente em fumeiro tradicional, sem recurso a cdmaras de cura.

Como invélucros, como é habitual nos enchidos tradicionais, utilizdmos intestino grosso de suino
(tripa natural, fresca e salgada) para os paios e painhos. Antes do enchimento as tripas foram
cuidadosamente raspadas e lavadas com recurso a agua, sal grosso, limao, vinagre e desinfetante

comercial para tripas (Desitripa, Formulab - Maia, Portugal).

4.3. Caracteristicas gerais dos enchidos

Na Tabela 13 apresentamos as caracteristicas gerais dos paios de porco preto, do Alentejo, e dos

painhos da Beira Baixa.

Tabela 13 - Caracteristicas gerais dos paios de porco preto, do Alentejo, e dos painhos da Beira Baixa.
Dimensdo do produto (comprimento) 25cm-30cm
Peso apds enchimento 400g-450g
Peso do produto acabado 240g-270g
Diametro do produto acabado Aproximadamente 5 cm

4.4. Ensaios de inoculagao

4.4.1. Culturas de arranque

As estirpes inoculadas (Tabela 14) foram isoladas de enchidos carneos fermentados e da superficie
de equipamentos de varias industrias de transformacdo de produtos carneos. Foram selecionadas
por apresentarem melhores resultados em provas de caracterizacdo fenotipica, nomeadamente
atividades nitrato redutase, lipolitica e proteolitica, bem como auséncia de resisténcia a
antimicrobianos. A sua identificacdo foi efetuada com recurso a técnicas de biologia molecular. A
identificacdo molecular das estirpes foi efetuada com recurso a PCR e PCR fingerprinting.
Pertencem as cole¢des de isolados da Universidade de Evora e da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade de Lisboa. As estirpes pertencentes a colecdo de isolados da
Universidade de Evora foram identificadas usando métodos moleculares por M. Laranjo
(comunicacdo pessoal). No que respeita as estirpes de Staphylococcus e Lactobacillus pertencentes

a Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa, foram identificados por M.J.
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Fraqueza (comunicacdo pessoal) e Gongalves (2012), respetivamente, através de métodos

moleculares.

Também inoculdmos estirpes - patenteadas - que ja tinham provado ter um papel melhorador nos
paios de porco Alentejano de outras fabricas, estudados ha alguns anos atras (Elias, 2004). A
identificacdo das estirpes patenteadas foi efetuada por métodos bioquimicos, usando galerias
miniaturizadas API (BioMérieux — Marcy-1'Etoile, Franca), nomeadamente API Staph para S. xylosus

CECT7057 (Almeida, 2001) e API1 50 CH para L. sakei CECT7056 (Soares, 2003).

A patente espanhola com o titulo “Procedimiento biotecnoldgico para obtener embutidos ibéricos
com un contenido reducido en aminas bidgenas”, cujos inventores sdo Miguel Elias (Universidade
de Evora) e Alfonso Carrascosa (CSIC - Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, Madrid), foi
registada na “Oficina Espafiola de Patentes y Marcas” com o n2 de publicagao 2281247 de 2008).
Foi concedida aos mesmos inventores a patente portuguesa n2 103508, com o titulo
“Procedimento biotecnoldgico para obter enchidos de porco da raga Alentejana com um teor

reduzido em aminas biogénicas”, registada no Boletim da Propriedade Industrial, n2 1 de 2007.
Na Tabela 14 apresentamos a identificacdo e origem das estirpes inoculadas.

Tabela 14 - Identificacdo e origem das estirpes inoculadas.

Grupo microbiano Género Espécie Estirpe Origem
Staphylococcus® | equorum 5MSA4 Chourico de carne de porco preto
Staphylococcaceae | Staphylococcus? | equorum S2Mm7 Superficie de picadora
Staphylococcus® xylosus CECT7057 Paio de porco Alentejano
Lactobacillus? curvatus L2B2 Linguica
Lactobacillaceae Lactobacillus? sakei Cv3c2 Chourico de vinho
Lactobacillus® sakei CECT7056 Paio de porco Alentejano
Leveduras 1 - 2RB4 Superficie de misturadora

! Universidade de Evora; 2 Faculdade de Medicina Veterinéria de Lisboa da Universidade de Lisboa; 3 Estirpes
patenteadas

Todos os isolados utilizados neste estudo estavam em criotubos contendo Brain Heart Infusion
(BHI) (Scharlau - Barcelona, Espanha) suplementado com 15% de Glicerol (Merck - Nova Jersey,
EUA) e armazenados a -80 °C, em arcas de ultracongelacdo da marca Haier, modelo Bio Medical

DW-86L388 (Qingdao, China).

A pureza das estirpes foi confirmada antes de procedermos a sua multiplicagdo, mediante
sementeira a superficie em placas com meio MRS Agar (Scharlau - Barcelona, Espanha), para
Lactobacillus, meio BHI Agar (Scharlau - Barcelona, Espanha), para Staphylococcus e para a
levedura 2RB4. As estirpes de Lactobacillus incubaram a 30°C durante 72 horas, em condic¢des de
anaerobiose, e as estirpes de Staphylococcus a 37°C durante 24 horas e a levedura 2RB4 a 25°C

durante 72 horas.
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Para a multiplicagdo das estirpes de Lactobacillus, a partir de uma coldnia bem isolada de entre as
que haviam crescido em MRS Agar (Scharlau - Barcelona, Espanha), com a ajuda de uma ansa estéril
de platina semearam-se 2 Erlenmeyers (capacidade de 100 mL) que continham 30 mL de MRS caldo
(Scharlau - Barcelona, Espanha) com 4% de NaCl (Prolabo - VWR, Pensilvania, USA). Os meios
inoculados foram a incubar durante 24 h a 30°C em estufa (Memmert - Schwabach, Alemanha).
Ap0s este periodo de multiplicagdo, o contetudo de cada um dos Erlenmeyers foi transferido para
outros 2 Erlenmeyers (capacidade de 2000 mL) que continham 1000 mL de MRS caldo com 4% de
NaCl. Posteriormente foram colocados 48 horas a 30°C em estufa (Memmert - Schwabach,

Alemanha).

Para a multiplicacdo da levedura 2RB4 seguiu-se metodologia idéntica a dos Lactobacillus, no
entanto, a temperatura de incubacdo foi de 25°C e o meio de cultura usado foi o BHI caldo

(Scharlau - Barcelona, Espanha) com 4% de NaCl.

No que respeita a multiplicacdo das estirpes de Staphylococcus seguiu-se metodologia idéntica a
dos Lactobacillus, contudo, a temperatura de incubagao foi de 37°C e os Erlenmeyers (capacidade
de 2000 mL), que continham 1000 mL de BHI caldo com 4% de NaCl, foram colocados sob agitacdo
orbital num agitador da marca IKA, modelo KS 4000i (Staufen im Breisgau, Alemanha) a 160 rpm e

a 37°C durante 24 h.

Apds a multiplicacdo as culturas foram submetidas a centrifugacdo, por forma a concentrar o
numero de células microbianas assim como eliminar os metabolitos microbianos e o caldo nutritivo
onde as bactérias cresceram. Para tal, as culturas que se haviam obtido foram centrifugadas a 7000
RPM durante 10 minutos, em ambiente refrigerado (4°C), numa centrifuga da marca Thermo
Scientific Sorvall, modelo Lynx 4000 (Massachusetts, USA), rotor Fiberlite F14-6x250y da mesma
marca e copos de centrifuga (Nalgene - Massachusetts, USA). De seguida, eliminamos o
sobrenadante e as células concentradas foram ressuspensas em soro fisiolégico. Esta solucdo foi
homogeneizada e tornou a ser centrifugada. A operagao efetuou-se duas vezes de modo a reduzir
a influéncia de compostos estranhos no aroma dos enchidos. Por fim, ressuspendemos as células

concentradas em agua destilada estéril (adaptado de Elias, 2004).

Com recurso a um turbidimetro Densichek (Biomérieux - Marcy-I'Etoile, Franga) foi estimado o
numero de microrganismos (densidade o6tica) existentes na solucdo concentrada de células
bacterianas. De seguida, procedeu-se a sua diluicido em agua destilada estéril, de acordo que a
concentracgdo que pretendiamos inocular. As suspensdes microbianas foram colocadas em frascos
de vidro estéreis com capacidade para 500 mL a aproximadamente 5°C, durante um periodo

maximo de 16 horas, até ocorrer a inoculagdo das massas. Como densidade dtica ndo é sindnimo
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de viabilidade microbiana, a mesma foi atestada mediante a sementeira em placas de diluigdes
decimais de amostras de inéculo, recolhidas imediatamente antes da inoculagdo das massas de

carne.
4.4.2. Inocula¢Ges das massas com culturas puras

As estirpes inoculadas como culturas puras nas massas produzidas nas duas fabricas foram

Staphylococcus equorum 5MSA4, S. equorum S2M7, Lactobacillus curvatus L2B2 e L. sakei CV3C2.

Para as inoculagGes com culturas puras, as concentra¢ées de células inoculados por grama de
massa de cada estirpe foram de aproximadamente 10% e 10° para os paios de porco preto, do
Alentejo, existindo sempre um lote controlo, e aproximadamente 10° e 108 para os painhos da
Beira Baixa, também com um lote controlo. A diferenca entre as concentragdes utilizadas nas duas
fabricas deveu-se a diferenca entre os processos produtivos associados ao fabrico dos enchidos.
Nos painhos da Beira Baixa recorremos somente a fumagem tradicional, como tal, as
condicOes - teoricamente - serdo mais adversas, nomeadamente a acao do fumo sobre as estirpes
e as temperaturas elevadas que sdo atingidas durante a etapa de fumagem, por comparagdo com
as que os paios de porco preto, do Alentejo, estiveram sujeitos. Por isso, reforcamos a
concentracdo microbiana, na tentativa das estirpes disporem de numero suficiente para

competirem com a microbiota nativa.

A escolha das concentragdes de células a inocular por grama de massa teve com base a consulta
de diferentes autores, nomeadamente Elias et al. (2014), Casquete et al. (2012), Janssens et al.
(2012), Tabanelli et al. (2012), Casquete et al. (2011b), Ruiz-Moyano et al. (2011) e Talon et al.
(2008), entre outros, todavia, de uma forma geral, as concentra¢Ges, por grama de massa
inoculadas pelos autores indicados andaram mais préximas das 107 a 108 células/g de massa,
valores que se aproximam mais das concentragdes inoculadas nos painhos. Porém, atendendo aos
precos das culturas de arranque e numa perspetiva biotecnoldgica para os produtores daquelas
culturas e, consequentemente, dos produtores de enchidos, equaciondmos inocular
concentragdes mais reduzidas nos paios, com o intuito de percebermos se a agdao das mesmas seria

evidenciada com concentrac¢des aproximadas de 10° e 10° células/g de massa.

Em cada uma das fabricas foram preparados trés lotes independentes ao longo do tempo, para
cada uma das estirpes inoculadas (S. equorum 5MSAA4, S. equorum S2M7, L. curvatus L2B2 e L. sakei
CV3(C2), com o peso unitdrio de 150 kg, de massa, com excecdo dos lotes preparados na fabrica do
Alentejo, aquando das inoculagdes com as estirpes pertencentes ao género Lactobacillus, neste

caso, cada lote teve o peso unitdrio de 180 kg, de massa. Os lotes foram compostos por 5
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modalidades de inoculagdo, com exce¢do dos que foram preparados na fabrica do Alentejo,
aquando das inoculagdes com as estirpes pertencentes ao género Lactobacillus, naquele caso, cada
lote foi composto por 6 modalidades de inoculagdo. O peso unitario de cada modalidade de
inoculacdo foi de 30 kg, de massa, independentemente de existirem 5 ou 6 modalidades de

inoculacao.

Optamos, como muitos outros autores (Simion et al., 2014; Latorre-Moratalla et al., 2010b; Talon
et al., 2008; Fontan et al., 2007; Gonzalez-Fernandez et al., 2006; Bover-cid et al., 2001a), por
adicionar dextrose alimentar as massas dos enchidos, com exce¢do dos inoculados com culturas
puras de Staphylococcus nos paios de porco preto, do Alentejo, e de uma modalidade controlo sem
dextrose no mesmo tipo de enchido, mas inoculado com culturas puras de Lactobacillus. A
concentragdo por nés adicionada foi de 0,25% da massa produzida e resultou da consulta dos

autores referidos. Aqueles autores adicionaram concentra¢des muito variadas (0,1% a 2,0%).

A excecdo evidenciada nos dois pardgrafos anteriores, relativa a inoculacdo das estirpes de
Lactobacillus na fabrica do Alentejo, resultou da criacdo de uma sexta modalidade (controlo sem
dextrose), a qual ndo adicionamos dextrose alimentar, com o intuito de percebermos como a

microbiota indigena responderia a presenca daquela fonte de energia.

As modalidades de inocula¢dao nos paios de porco preto, do Alentejo, inoculados com culturas
puras de Staphylococcus foram: 1 - Controlo; 2 - Staphylococcus equorum 5MSA4, na concentracao
de 103 células por grama de massa; 3 - Staphylococcus equorum 5MSA4, na concentracdo de 10°
células por grama de massa; 4 - Staphylococcus equorum S2M7, na concentracdo de 10° células
por grama de massa; 5 - Staphylococcus equorum S2M7, na concentracdo de 10° células por grama

de massa.

As modalidades de inoculagdo nos paios de porco preto, do Alentejo, inoculados com culturas
puras de Lactobacillus foram: 1 - Controlo; 2 - Controlo com dextrose; 3 - Lactobacillus curvatus
L2B2, na concentracdo de 10° células por grama de massa; 4 - Lactobacillus curvatus L2B2, na
concentracdo de 10° células por grama de massa; 5 - Lactobacillus sakei CV3C2, na concentracdo
de 103 células por grama de massa; 6 - Lactobacillus sakei CV3C2, na concentrac¢do de 10° células

por grama de massa.

As modalidades de inoculagdo nos painhos da Beira Baixa inoculados com culturas puras de
Staphylococcus foram: 1 - Controlo com dextrose; 2 - Staphylococcus equorum 5MSA4, na
concentracdo de 10° células por grama de massa; 3 - Staphylococcus equorum 5MSA4, na

concentracdo de 10® células por grama de massa; 4 - Staphylococcus equorum S2M7, na
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concentragdo de 10° células por grama de massa; 5 - Staphylococcus equorum S2M7, na

concentracdo de 10® células por grama de massa.

As modalidades de inoculagdo nos painhos da Beira Baixa inoculados com culturas puras de
Lactobacillus foram: 1 - Controlo com dextrose; 2 - Lactobacillus curvatus L2B2, na concentracao
10° células por grama de massa; 3 - Lactobacillus curvatus L2B2, na concentragdo 10% células por
grama de massa; 4 - Lactobacillus sakei CV3C2, na concentrac¢ido 10° células por grama de massa;

5 - Lactobacillus sakei CV3C2, na concentracdo 108 células por grama de massa.
4.4.3. InoculagGes das massas com culturas mistas

Nas inocula¢gdes com culturas mistas foram preparados trés lotes independentes ao longo do
tempo em cada fabrica, com o peso unitdrio de 150 kg, de massa. Os lotes foram compostos por 5
modalidades de inoculagdo e o peso unitdrio de cada modalidade de inoculagao foi de 30 kg, de
massa. A todas as modalidades, independentemente do tipo de enchido fabricado, foi adicionada

dextrose alimentar (0,25%).

A escolha da estirpe do género Staphylococcus e do género Lactobacillus a inocular como cultura
mista foi fundamentada em funcdo dos resultados obtidos para os parametros fisico-quimicos,
microbioldgicos, reoldgicos e sensoriais e nos teores de aminas biogénicas obtidos aquando da
inoculacdo das culturas puras, ou seja, as estirpes que mostraram ter um efeito melhorador sobre
as caracteristicas gerais dos enchidos, no caso, S. equorum S2M7 e L. sakei CV3C2. A cultura mista
também continha a levedura 2RB4, todavia, a escolha daquela levedura baseou-se em testes
laboratoriais, nomeadamente a presenca de atividade lipolitica e proteolitica, isto é, ndo foi

testada como cultura pura nos paios de porco preto, do Alentejo, e/ou nos painhos da Beira Baixa.

No entanto, os resultados dos ensaios em que foram inoculadas culturas puras, provavelmente
devido as condig¢Ges de fabrico adotadas em ambas as fabricas, ndo mostraram haver diferencas
muito pronunciadas entre as modalidades de inoculacdo estudadas. Posto isto, decidimos testar
estirpes - patenteadas - que ja tinham provado ter um papel melhorador nas caracteristicas de
paios de porco Alentejano de outras fabricas, estudados ha alguns anos atras. As estirpes em causa

foram S. xylosus CECT7057 e L. sakei CECT7056.

Na empresa do Alentejo executamos dois ensaios de inoculagdo com culturas mistas. No primeiro
ensaio foram inoculadas as estirpes que haviam mostrado melhores resultados enquanto culturas
puras (S. equorum S2M7 e L. sakei CV3C2) e a levedura 2RB4. No segundo ensaio, além das estirpes
usadas no primeiro ensaio, também inoculdmos as estirpes patenteadas (S. xylosus CECT7057 e L.

sakei CECT7056).
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Na empresa da Beira Baixa foi efetuado apenas um ensaio com culturas mistas, onde foram
inoculadas as estirpes usadas no segundo ensaio das inocula¢cdes efetuadas na empresa do
Alentejo, ou seja, S. equorum S2M7, L. sakei CV3C2, levedura 2RB4, S. xylosus CECT7057 e L. sakei
CECT7056.

As concentragdes de células inoculadas por grama de massa das estirpes que haviam mostrado
melhores resultados quando inoculadas como culturas puras (S. equorum S2M7 e L. sakei CV3C2)
recairam sobre 10° para os paios de porco preto, do Alentejo, e 108, para os painhos da Beira
Baixa. Significando isto, portanto, que no primeiro ensaio das inoculacdes dos paios de porco
preto, do Alentejo, com culturas mistas inoculdmos concentracdes de 10° células/g de massa e nos

painhos da Beira Baixa inoculdmos concentracdes de 108 células/g de massa.

No que concerne a levedura, a concentracdo utilizada foi sempre de 10° células/g de massa,
independentemente do tipo de enchido, de acordo com o proposto noutros estudos,
nomeadamente por Wang et al. (2015), Cano-Garcia et al. (2014), Porrifios et al. (2013) e Andrade
et al. (2010).

Contudo, e devido ao mencionado anteriormente, inoculdmos culturas mistas nos paios de porco
preto, do Alentejo, recorrendo as estirpes que haviam mostrado resultados mais satisfatdrios quando
inoculadas como culturas puras, mais a levedura 2RB4, e mais as culturas patenteadas, e utilizdmos
uma concentracdo de aproximadamente 10% células/g de massa para as estirpes bacterianas.
Optamos por reforgar a concentracdo das estirpes, no sentido de perceber se esta variavel estaria a
afetar negativamente a acdo das mesmas, e porque a concentracao referida foi a que havia sido

inoculada pelos detentores da patente.

As modalidades de inoculagdo nos paios de porco preto, do Alentejo, inoculados com culturas
mistas na concentracdo 10° células por grama de massa foram: 1 - Controlo com dextrose;
2 - Staphylococcus equorum S2M7, na concentracdo de 10° células por grama de massa;
3 - Lactobacillus sakei CV3C2, na concentracdo de 10° células por grama de massa; 4 - Staphylococcus
equorum S2M7, na concentracdo de 10° células por grama de massa e Lactobacillus sakei CV3C2, na
concentracdo de 10° células por grama de massa; 5 - Staphylococcus equorum S2M7, na concentracdo
de 10° células por grama de massa, Lactobacillus sakei CV3C2, na concentracdo de 10° células por

grama de massa e levedura 2RB4, na concentrac¢3o de 10° células por grama de massa.

Apesar de utilizarmos a designagdo culturas mistas, neste ensaio em particular, optamos por inocular
as estirpes S. equorum S2M7 e L. sakei CV3C2 enquanto culturas puras, porque as mesmas formaram

a cultura mista composta por S. equorum S2M7 e L. sakei CV3C2. Com esta a¢do pretendiamos
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averiguar o comportamento das estirpes nas mesmas condi¢cdes de fabrico, mas inoculadas
isoladamente e enquanto cultura mistas, de forma a aferirmos os efeitos isolados e sinérgicos entre
estirpes. Nao inoculdamos a levedura 2RB4 como cultura pura porque ndo faria sentido fazé-lo em

termos tecnoldgicos.

As modalidades de inoculagdao nos painhos da Beira Baixa inoculados com culturas mistas foram:
1- Controlo com dextrose; 2 - Staphylococcus equorum S2M7, na concentracdo de 108 células por
grama de massa e Lactobacillus sakei CV3C2, na concentracdo de 10% células por grama de massa;
3 - Staphylococcus equorum S2M7, na concentracdo de 108 células por grama de massa, Lactobacillus
sakei CV3C2, na concentrac3o de 108 células por grama de massa e levedura 2RB4, na concentracdo
de 10° células por grama de massa; 4 - Staphylococcus xylosus CECT7057, na concentrac¢do de 102
células por grama de massa e Lactobacillus sakei CECT7056, na concentracdo de 108 células por grama
de massa; 5 - Staphylococcus xylosus CECT7057, na concentracio de 108 células por grama de massa,
Lactobacillus sakei CECT7056, na concentracdo de 108 células por grama de massa e levedura 2RB4,

na concentrac¢do de 10° células por grama de massa.

As modalidades de inoculagdo nos paios de porco preto, do Alentejo, inoculados com culturas
mistas na concentracdo 10% células por grama de massa foram: 1 - Controlo com dextrose;
2 - Staphylococcus equorum S2M7, na concentracdo de 108 células por grama de massa e Lactobacillus
sakei CV3C2, na concentracdo de 108 células por grama de massa; 3 - Staphylococcus equorum S2M7,
na concentrac3o de 10% células por grama de massa, Lactobacillus sakei CV3C2, na concentracdo de
108 células por grama de massa e levedura 2RB4, na concentracdo de 10° células por grama de massa;
4 - Staphylococcus xylosus CECT7057, na concentracdo de 10% células por grama de massa e
Lactobacillus sakei CECT7056, na concentracdo de 102 células por grama de massa; 5 - Staphylococcus
xylosus CECT7057, na concentracdo de 108 células por grama de massa, Lactobacillus sakei CECT7056,
na concentracdo de 102 células por grama de massa e levedura 2RB4, na concentrac¢io de 10° células

por grama de massa.

4.4.4. Planos de amostragem

Na Figura 5 esquematiza-se o plano de amostragem dos ensaios de inoculagdo com culturas puras e
do ensaio de inoculacdo em paios de porco preto, do Alentejo, inoculados com culturas mistas na

concentracdo 10° células/grama de massa.
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Figura 5 - Plano de amostragem dos ensaios de inoculagdo com culturas puras e do ensaio de inoculagdo em
paios de porco preto, do Alentejo, inoculados com culturas mistas na concentracdo 10° células/grama de
massa.

A diferenca de tempos (T5/T10) entre a recolha de amostras para os dois tipos de enchidos estudados,
deveu-se ao facto do processo produtivo dos painhos demorar aproximadamente metade do tempo
necessario para produzirmos os paios. Os tempos mencionados referem-se a fase intermédia da cura
dos dois tipos de enchidos estudados: T10 - 10 dias de cura (a contar desde o dia do enchimento) no
caso dos paios de porco preto, do Alentejo, e T5 - 5 dias de cura (a contar desde o dia do enchimento)

para os painhos da Beira Baixa.

As amostras para a determinagdo de aminas biogénicas, aquando da chegada a Herdade da Mitra,

foram imediatamente congeladas para posterior determinacao.

Na Figura 6 esquematiza-se o plano de amostragem do ensaio de inoculagao dos painhos da Beira

Baixa inoculados com culturas mistas.
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enchidos
T7 Fase intermédia da cura > —
aw, pH,
TFinal Produto acabado microbiologia,

(38% a 40% de perda de peso) aminas

biogénicas,

cor, textura e
analise sensorial

Figura 6 - Plano de amostragem executado no ensaio de inoculagao dos painhos da Beira Baixa inoculados
com culturas mistas.
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-T2 - 48 h apds o enchimento e imediatamente antes dos enchidos entrarem para a camara de cura
(48 h na antecamara dos fumeiros). Durante o tempo mencionado os enchidos ficaram sujeitos a
temperaturas entre os 15,1°C e os 22,3°C. Introduzimos este tempo, por comparacdao com as
inoculagdes que tinhamos efetuado até ao momento, como objetivo de facilitar a multiplicacdo das
estirpes, pois se estas forem sujeitas de imediato a acdo do fumo e a temperaturas elevadas terdo,

teoricamente, maiores dificuldades em se manterem ativas.

- T7 - 7 dias de cura (a contar desde o dia do enchimento). O tempo mencionado refere-se a fase
intermédia da cura dos painhos da Beira Baixa. Para as culturas puras, como acima referido,
recolhemos amostras no T5 (5 dias de cura), no entanto, como a introdu¢do do T2, optdmos por

manter o mesmo intervalo de tempo entre recolha de amostras, isto é, 5 dias.

As amostras para a determinacdo de aminas biogénicas, aquando da chegada a Herdade da Mitra,

foram imediatamente congeladas para posterior determinacao.

Na Figura 7 esquematiza-se o plano de amostragem do ensaio de inoculagado dos paios de porco preto,

do Alentejo, inoculados com culturas mistas na concentracdo 10% células/grama de massa.
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L. monocytogenes
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. = Produto acabado
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microbiologia,
aminas
biogénicas, cor,
textura e analise
sensorial

Figura 7 - Plano de amostragem efetuado no ensaio de inoculagdo dos paios de porco preto, do Alentejo,
inoculados com culturas mistas na concentracdo 108 células/grama de massa.
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-T2 - 48 h apds o enchimento e imediatamente antes dos enchidos entrarem para a camara de cura
(48 h na antecamara dos fumeiros). Durante o tempo mencionado os enchidos ficaram sujeitos a
temperaturas entre os 14,3°C e 0s 21,2°C e a razdo para a introdugao deste tempo de amostragem foi

a mesma que a indicada para os painhos da Beira Baixa inoculados com culturas mistas.

- T12 - 12 dias de cura (a contar desde o dia do enchimento). O tempo mencionado refere-se a fase
intermédia da cura dos paios de porco preto, do Alentejo. Para as culturas puras, como acima referido,
recolhemos amostras no T10 (10 dias de cura), no entanto, como a introdu¢do do T2, optamos por

manter o mesmo intervalo de tempo entre recolha de amostras, isto é, 10 dias.

- T25 - 25 dias de cura (a contar desde o dia do enchimento). Como consequéncia do abaixamento da
aw e do pH o efeito das estirpes inoculadas poderd ndo ser tdo evidente no final da cura, pelo que
optamos por introduzir um tempo de amostragem intermédio com o objetivo de avaliar o efeito
redutor das culturas sobre os indicadores de seguranca (L. monocytogenes e Salmonella spp.) e de

higiene (enterobactérias).

As amostras para a determinacdo de aminas biogénicas, aquando da chegada a Herdade da Mitra,

foram imediatamente congeladas para posterior determinacao.

4.5. Métodos analiticos

4.5.1. Parametros fisicos (temperatura, humidade relativa e perdas de peso)

As medi¢Ges da temperatura e da humidade relativa das cdmaras de maturagao de ambas as fabricas,
da camara de cura da empresa do Alentejo, do fumeiro da empresa da Beira Baixa e das antecamaras
dos fumeiros de ambas as fabricas foram efetuadas com recurso a Logger da marca Ebro, modelo

EBI-20 THP (Ingolstadt, Alemanha).

O célculo da percentagem (%) de perda de peso decorreu de igual modo para os dois tipos de enchido.
Pesamos 30 paios de porco preto, do Alentejo, ou painhos da Beira Baixa, aleatoriamente, de cada
modalidade apds o enchimento e fomo-los pesando ao longo do processo de cura, até atingirem 38%

a 40% de perda de peso inicial.

As perdas de peso foram calculadas fazendo a diferenca relativa entre o peso inicial de cada enchido
e o respetivo peso final. Foi utilizada a seguinte formula: perda de peso em percentagem =

(Pi-Px)*100/Pi em que Pi é o peso inicial e Px é o peso final do enchido.
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Os paios de porco preto, do Alentejo, foram pesados numa balanca da marca Dini Argeo, modelo

DFWXP-TT15 (Modena, Italia).

Os painhos da Beira Baixa foram pesados numa balanga da marca DIGI, modelo DI-517SS (Tdquio,

Japao).

4.5.2. Parametros fisico-quimicos

O pH e a aw foram determinados nas amostras nos T0, T2, T5/T10, T7/T12, T25 e TFinal (38% a 40%

perda de peso inicial).

O pH foi determinado de acordo com o método descrito na ISO 2917:1999. A leitura realizou-se com
um potenciémetro digital da marca Crison, modelo Basic 20 (Barcelona, Espanha). O elétrodo utilizado

foi da mesma marca e o modelo foi 0 25-21.

Para realizar a determinacdo da atividade da agua (aw) recorreu-se ao equipamento especifico
Rotronic Hygroscop DT (Zurique, Suica), com sonda WA-40 (Zurique, Suica) mantida a temperatura de

25°C.

4.5.3. Parametros microbioldgicos

De acordo com a legislacdo vigente, nomeadamente o Regulamento (CE) N.2 1441/2007, da Comiss&do
de 5 de dezembro de 2007, que altera o Regulamento (CE) N.2 2073/2005, da Comissdo de 15 de
novembro de 2005, relativo a critérios microbioldgicos aplicaveis aos géneros alimenticios, o Unico
parametro que temos de pesquisar para os produtos em causa é Salmonella spp. e o Unico parametro
contavel é L. monocytogenes, isto é, indicadores de seguranga. Com base em trabalhos como os de
Simion et al. (2014); Baka et al. (2011); Aro Aro et al. (2010); Elias & Carrascosa (2010); Latorre &
Moratalla et al. (2010); Roseiro et al. (2010) e Casaburi et al. (2007) avalidmos ainda os diferentes

indicadores de higiene e parametros tecnoldgicos indicados na Tabela 15.

Na Tabela 15 apresentamos os parametros microbioldgicos determinados nas amostras de paios e

painhos nos TO, T2, T5/T10, T7/T12, T25 e TFinal.
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Tabela 15 - Parametros microbiolégicos determinados em cada amostra.
PARAMETROS MICROBIOLOGICOS
Indicadores de seguranga Indicadores de higiene Indicadores tecnolégicos

Contagem de microrganismos aerdbios
mesofilos totais a 30°C

(log ufc/g) Contagem de Lactobacillus

H *
Pesquisa de Salmonella spp. Contagem de microrganismos (Iogszrf)é/g)
psicrotroéficos
(log ufc/g)
Contagem de Staphylococcus
Contagem de bolores spp.
Contagem de L. monocytogenes*® (log ufc/g) (log ufc/g)
(ufc/g)
Contagem de Enterobacteriaceae* Contagem de leveduras

(log ufc/g) (log ufc/g)

Os parametros microbioldgicos determinados no T25 encontram-se indicados com um asterisco (*).

Para a pesquisa de Salmonella spp., a 25 g de amostra foram adicionados 225 mL de d4gua peptonada
(Scharlau - Barcelona, Espanha). A homogeneizacdo foi realizada durante aproximadamente 90
segundos num Stomacher Masticator (UL Instruments - Barcelona, Espanha) com sacos préprios para
aquele efeito (Intersciense - Mourjou, Franga). Os mesmos foram a incubar a 37°C + 1°C durante 16 a
22 horas em estufa (Memmert - Schwabach, Alemanha). De seguida, pipetamos 0,1 mL do contetdo
para o meio de enriquecimento de Salmonella Xpress 2 (SLMX), indo os mesmos a incubar durante 22
a 26 horas a 41,5°C + 1°C em estufa. Apds o tempo de incubag¢do homogeneizamos e pipetamos 0,5
mL para barretes Salmonella (SLM) Vidas, as mesmas foram colocadas 15 minutos no Vidas Heat & Go
Dri-Block® DB-3D (Techne - Stafforshine, Reino Unido), a 131°C, repousaram 10 minutos a
temperatura ambiente, antes de serem colocadas no mini Vidas®. Simultaneamente, colocdmos no
equipamento os cones (SPR-Recipientes de fase sdlida) correspondentes ao numero de barretes. Os
resultados foram obtidos em aproximadamente 45 minutos e o procedimento imunoenzimdtico foi
levado a cabo pelo mini Vidas®. O meio de enriquecimento Salmonella Xpress 2 (SLMX), as barretes
de Salmonella (SLM), os cones SPR e o mini Vidas® foram fornecidos pela bioMérieux (Marcy-I'Etoile,

Franca).
Todos os resultados positivos foram confirmados de acordo com a Norma ISO 6579-1:2017.

Para os restantes parametros, as amostras de 10 g foram adicionados 90 mL de agua peptonada
(Scharlau - Barcelona, Espanha), (diluicdo 107%). A homogeneizacdo foi realizada durante
aproximadamente 90 segundos num Stomacher Masticator (IUL Instruments - Barcelona, Espanha)
com sacos préprios para aquele efeito (Intersciense - Mourjou, Franga). Procedendo-se,
posteriormente, a preparacdo de diluicbes decimais seriadas com agua peptonada tamponada

(Scharlau - Barcelona, Espanha).
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Os resultados das contagens dos grupos microbianos determinados no presente trabalho foram

expressos em log ufc/g, com excecdo de L. monocytogenes para a qual foram expressos em ufc/g.

A contagem de colénias totais a 30°C foi efetuada de acordo com a ISO 4833-1:2013. A determinacgado
foi realizada em placa com meio de cultura Tryptone Glucose Extract (TGE) Agar (Merck - New Jersey,

USA). A incubacdo fez-se a temperatura de 30°C durante 48 h.

A contagem de microrganismos psicrotroficos foi efetuada de acordo com a ISO 17410:2001. A
determinacdo foi realizada em placa com meio de cultura TGE (Merck - New Jersey, USA). As placas

foram a incubar a 6,5°C durante 10 dias.

A contagem de Staphylococcus spp. foi efetuada de acordo com Talon et al. (2007a). A determinacdo
foi realizada em placa com meio de cultura Manitol Salt Agar (MSA) (Scharlau - Barcelona, Espanha).

Aincubagdo fez-se durante 48 h a 37°C.

A contagem de Lactobacillus spp. foi efetuada de acordo com a ISO 15214:1998. A determinacdo foi
realizada em placa com meio de cultura Man, Rogosa & Sharpe (MRS) Agar (Scharlau - Barcelona,
Espanha). A incubacdo fez-se durante 72 h a 30°C em condig¢des de anaerobiose, utilizando-se para o
efeito uma jarra de anaerobiose (Oxoid - Cheshire, Inglaterra), gerador de gds e indicador de

anaerobiose da mesma marca.

A contagem de bolores e leveduras foi efetuada de acordo com a ISO 21527-2:2008. A determinacao
foi realizada em placa com meio de cultura Rose Bengal Chloramphenicol Agar (Scharlau - Barcelona,
Espanha). A incubacdo fez-se durante 48 h a 25°C; efetuou-se a contagem separada de coldnias de

bolores e de leveduras.

A contagem de Enterobacteriaceae foi efetuada de acordo com a ISO 21528-2:2017. A determinacao
foi realizada em placa com meio de cultura Violet Red Bile Glucose (VRBG) Agar (Scharlau - Barcelona,

Espanha). Aincubacgdo decorreu a 30°C durante 48 h.

Para as contagens de L. monocytogenes, a partir da diluicdo 10 e da diluicdo 10%foi inoculado 0,1 mL
do indculo em placas contendo meio Agar Listeria de Ottaviani & Agosti (ALOA)
(bioMérieux - Marcy-I'Etoile, Franca) de acordo com a ISO 11290-2: 2014 e com o auxilio de um
semeador de vidro esterilizado o contetdo foi homogeneamente distribuido pelas placas. As mesmas
foram incubadas a 37°C por um periodo de 24 a 48 horas. Apenas foram contadas as colénias

caracteristicas (cor azul e/ou verde com halo transparente).
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4.5.4. Determinagdo de aminas biogénicas

Na Tabela 16 apresentamos as aminas biogénicas determinadas em cada amostra nos TO, T2, T5/T10,
T7/T12 e TFinal (38% a 40% de perda de peso inicial).
Tabela 16 - Aminas biogénicas determinadas em cada amostra.

Extracdo por Derivatizagao por
amostra amostra

Leituras em HPLC por amostra Aminas biogénicas

Triptamina
B-feniletilamina
Putrescina
Cadaverina
Histamina
Tiramina
Espermidina
Espermina

Pardametros determinados de acordo com Roseiro (2006).

Importa relembrar que as amostras para a determinacdo de aminas biogénicas foram congeladas

imediatamente apds a recolha, pelo que foi necessario proceder a descongelagdo das mesmas.

Homogeneizamos 8 g de amostra em 40 mL de 4cido percldrico 0,4 M (Panreac - Barcelona, Espanha)
recorrendo a um homogeneizador da marca IKA, modelo T25 digital Ultra Turax e sonda da mesma
marca com o modelo 18G-ST (Staufen im Breisgau, Alemanha). Centrifugaram-se as amostras a 5000
RPM durante 10 minutos, em ambiente refrigerado (4°C), numa centrifuga da marca Thermo Scientific
Sorvall, modelo Lynx 4000 (Massachusetts, USA), rotor Fiberlite F14-6x250y da mesma marca e copos
de centrifuga da marca Nalgene (Massachusetts, USA). De seguida, recolheu-se o sobrenadante e
filtrou-se com recurso a papel de filtro Whatman n.2 42 (Maidstone, Reino Unido). O pellet resultante
foi ressuspendido com 40 mL de acido perclérico e foi centrifugado nas mesmas condi¢des, sendo
novamente depois o sobrenadante filtrado e combinado com o anterior. Ambos os filtrados foram
colocados num baldo de 100 mL. Adicionou-se 1 mL de padrdo interno (1,7-diaminoheptano) (Merck
- Nova Jersey, EUA) e perfez-se o baldo com dacido perclérico 0,4 M. Todas as amostras foram

realizadas em duplicado.

Para a derivatizagdo dos estratos, retirou-se 1 mL do extrato da amostra e adicionou-se a esse volume
200 pl de solugdo de hidréxido de sédio (2N) e 300 pl de bicarbonato de sédio saturado. Em seguida
adicionaram-se 2 mL de solu¢do de cloreto de dansilo (na proporcdo de 5 mg/mL de acetona),

preparada no préprio dia e sempre protegida da luz.

Os tubos onde se preparou a reagao foram colocados numa estufa a 40°C por um periodo de 45
minutos. Terminado o tempo de incubacdo, adicionaram-se 100 pl de amdnia (Panreac - Barcelona,

Espanha) para remocdo do excesso de cloreto de dansilo e deixou-se repousar durante 30 minutos.
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Decorrido esse tempo, todo o agente derivatizante em excesso foi consumido e adicionaram-se 1400
pL de acetonitrilo, HPLC-grade, (VWR - Pensilvania, USA) para se obter um volume final de 5 mL e
centrifugou-se numa centrifuga da marca Hettich, modelo Universal 32R (Kirchlengern, Alemanha) a

2500 rpm durante 5 minutos a 4°C.

Filtrou-se com recurso a seringas Soft-Jet (Henke Sass Wolf - Tuttlingen, Alemanha) e uma membrana
Acrodisc 25 mm GHP, GF 0,45 pm (Gelman Sciences, Inc.) para viels roscados e septos

(VWR - Pensilvania, USA) e injetou-se 20 pL no HPLC-DAD.

As aminas biogénicas foram separadas e quantificadas num sistema High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) da marca Thermo Scientific Dionex, modelo Ultimate 3000 (Massaschusetts,
EUA), equipado com uma bomba quaterndria (HPLC Ultimate 3000 pump), extrator automadtico
(Ultimate 3000 Autosampler), detetor de diodo Array (DAD) (Ultimate 3000 RS Diode Array detetor).
O comprimento de onda foi ajustado para 254 nm e utilizou-se uma coluna de fase reversa RP-18 (5
pum de 4.0 x 125 mm e 100A°) (Merck - Nova Jersey, EUA). Para a sua separagdo realizou-se um
programa de eluicdo com uma mistura de acetato de amédnio a 0,1 M (solvente A) e acetonitrilo
(solvente B). O gradiente iniciou com 50% e terminou com 90% de acetonitrilo decorridos 23 minutos,

com um fluxo de 1 mL min* a temperatura de 25°C. O volume de injec¢do foi de 20 pL.

A identificacdo das aminas biogénicas foi realizada com recurso a padrées, na forma de sais

hidrocldricos (Dr. Ehrenstorfer - GmbH, Alemanha) de concentrag¢do conhecida.

Como referido na Tabela 16 a derivatizacdo e quantificagcdo das oito aminas biogénicas em estudo

foram efetuadas de acordo com Roseiro (2006).

Relativamente a quantificacdo esta foi efetuada por calibracdo externa, através da integracdo das
areas obtidas de uma mistura de padrdes individuais de concentragdo conhecida. As concentragées
foram calculadas a partir das curvas de calibracdo obtidas através da razdo entre as areas dos picos

cromatograficos das aminas padrdo com diferentes concentra¢des [0-100 pg mL?].
O teor em aminas biogénicas foi expresso em mg kg de peso fresco.

A recolha e o tratamento dos dados cromatograficos foram efetuados utilizando o software

Chromeleon versdo 6.8 (Thermo Scientific Dionex - Massaschusetts, USA).

4.5.5. Determinagao objetiva da cor

Relembramos que os parametros da cor e da textura foram determinados apenas no TFinal (38% a

40% perda de peso inicial).
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De cada amostra cortdmos cinco fatias com um centimetro de espessura e com aproximadamente

cinco centimetros de diametro.

As cinco medi¢Bes por amostra (cinco fatias) decorreram a temperatura de 20°C + 1°C e foram
determinadas com recurso a um colorimetro de refletdncia da marca Konica Minolta, modelo CR-400
(Osaka, Jap3o), controlado pelo programa Color Data Software CM-S100w Spetra Magic™ NX vers3o
2.40.0004 (Konica Minolta - Osaka, Jap&do), com o Iluminante D65 sendo o observador padrdo/angulo
de incidéncia 2° e a drea de 8 mm de diametro. O equipamento foi previamente calibrado, usando um
padrdo de referéncia branco com as coordenadas Y= 86,8, x=-0,3171, y= 0,3242. Foram medidas as

coordenadas de cor L* a* b* e calculadas as C* e H°, todas do sistema CIELab.

4.5.6. Parametros reoldgicos - Analise do perfil de textura

De cada amostra foram avaliadas cinco fatias com um centimetro de espessura e aproximadamente

cinco centimetros de diametro.

Foi feita uma analise do perfil de textura (TPA) e determinados os seguintes parametros em cada fatia:
dureza (N), adesividade (N.s?), coesividade, elasticidade, resiliéncia e mastigabilidade (N). Para
efetuarmos estas determinacdes recorremos a um Texturémetro da marca Stable Micro Systems,

modelo TA-HD Plus (Godalming, Inglaterra).
Na Tabela 17 apresentamos as condi¢cdes em que decorreram 0s ensaios.

Tabela 17 - Condi¢Ges do ensaio para analise da textura.

Temperatura da sala 20°C+1°C
Tipo de ensaio TPA
N2 de ciclos de compressado 2
Trigger point 0,01 N
Hold time 5s
Velocidade do ensaio 1 mm/s
Target unit Distancia
Target value 10 mm
Tipo de sonda Sonda cilindrica plana com 1 cm? de area (P/1K)
Tipo de grafico Forga (N) vs.Tempo (s)

Adaptado de Laranjo et al. (2015)

4.5.7. Analise sensorial

Os parametros de analise sensorial foram avaliados por um painel de provadores treinados da
Universidade de Evora, constituido por dez elementos, cinco do sexo feminino e cinco do sexo
masculino, com idades compreendidas entre os 35 e 60 anos. Este painel foi selecionado e treinado

de acordo com as diretrizes constantes da I1ISO 8586-1:1993.
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As provas decorreram numa sala de andlise sensorial preparada de acordo com as indica¢des

constantes da ISO 8589:2012.

Trinta minutos antes da prova cortaram-se cinco fatias, por amostra, dos paios de porco preto, do

Alentejo, e dos painhos da Beira Baixa, com trés milimetros de espessura cada.

Os provadores avaliaram por dia, no maximo, seis enchidos (amostras), e de cada um provaram trés

fatias com as caracteristicas indicadas no paragrafo anterior.

A ficha de andlise sensorial, que se encontra no anexo 1, foi baseada numa analise quantitativa
(0-100), em que 0 significa ndo detetado e 100 totalmente percecionado. No caso dos atributos

intensidade da salga e dureza o valor 6timo esperado sera de 50.

Apenas foram avaliados produtos acabados (TFinal - 38% a 40% de perda de peso inicial).

4.6. Andlise estatistica

Todas as andlises estatisticas foram efetuadas no Statistica™ V.8.0 da Statsoft (StatSoft Inc.,
1984 - 2007, Texas, USA). A identificacdo de outliers foi efetuada com recurso ao teste de Grubbs (p
<0,05).

Antes de efetuarmos as andlises de variancia e a compara¢do de médias aos resultados obtidos,
considerando os fatores modalidade, tempo de amostragem e modalidade x tempo de amostragem,
efetuamos anadlises de variancias considerando apenas o fator lote. Esta agdo teve como objetivo

aferirmos se o mesmo foi ou n3o significativo sobre os pardmetros/varidveis em analise.

No tratamento dos resultados determinamos valores médios e desvios padrdo para cada uma das
modalidades estudadas ao longo da cura, isto para os parametros microbiolégicos, aminas biogénicas,
pH e aw. Posto isto, efetudamos uma analise de variancia multifatorial. Quando o teste F da ANOVA foi
significativo recorremos ao Teste Post Hoc Honest Significant Difference (HSD) Tukey para comparagao
multipla de médias. O nivel de significancia considerado foi de 5% (p <0,05), de modo a verificar a
existéncia ou ndo de diferencas significativas entre modalidades, tempo de amostragem e modalidade
X tempo de amostragem. Comparando os niveis do fator tempo de amostragem dentro de cada nivel
do fator modalidade e os niveis do fator modalidade dentro de cada nivel do fator tempo de
amostragem.

No que concerne aos parametros da cor, textura e andlise sensorial determinamos valores médios e
desvios padrao para cada uma das modalidades apenas no produto acabado (38% a 40% de perda de
peso inicial). Deste modo, efetudmos o teste paramétrico de analise de variancias simples (One-Way

ANOVA). Quando o teste F da ANOVA foi significativo recorremos ao Teste Post Hoc Honest Significant
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Difference (HSD) Tukey para comparag¢ao multipla de médias. O nivel de significancia considerado foi
de 5% (p <0,05), de modo a verificar a existéncia ou ndo de diferengas significativas entre as

modalidades.
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5. APRESENTACAO, ANALISE E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

5.1. Ensaio de inoculagao em paios de porco preto, do Alentejo, com culturas
puras de Staphylococcus

5.1.1. Parametros fisico-quimicos (pH e aw)

Na Tabela 18 apresenta-se a analise de variancia para os resultados do pH e da aw, considerando o

fator lote.

Tabela 18 - Anélise de varidncia para os resultados do pH e da aw, considerando o fator lote.
Fator

Lote
G.L.=2
F=2,7233
P=0,0667"->
F=21,1250
P=0,0000***

Variaveis

pH

dw

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; ***significativo para p<0,001

A analise da Tabela 18 permite concluir que o fator lote foi altamente significativo (p<0,001) para a aw

e nao foi significativo (p=0,05) para o pH.

Os resultados da analise de variancia ndo sado totalmente inesperados, apesar das modalidades e as
condigcBes de cura serem idénticas, o facto dos lotes terem sido produzidos em datas diferentes e com

matérias-primas distintas pode originar este tipo de variancia.

Na Tabela 19 apresenta-se a andlise de variancia para os resultados do pH e da aw, considerando os

fatores modalidade e tempo de amostragem.

Tabela 19 - Analise de varidncia para os resultados do pH e da aw, considerando os fatores modalidade e tempo
de amostragem.

Fatores
L. Modalidade Tempo de amostragem Modalidade x Tempo de
Variaveis amostragem
G.L=4 G.L.=2 G.L.=8
F=2,4515 F=3861,9031 F=2,0794
pH
P=0,0450* P=0,0000*** P=0,0365*
F=1,4394 F=610,0769 F=4,0185
aw
P=0,2199N-> P=0,0000*** P=0,0001***

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S.= N3do significativo; * Significativo para p<0,05; *** Significativo para p<0,001
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Observando a Tabela 19 pode inferir-se que o fator modalidade foi significativo (p<0,05) para a variavel
pH e ndo significativo para aw (p=0,05). O fator tempo de amostragem foi altamente significativo
(p<0,001) para as duas varidveis em analise. A interagdo entre fatores foi altamente significativa

(p<0,001) para a aw e significativa (p<0,05) para o pH.

Conclui-se que o efeito do fator tempo de amostragem foi superior sobre as variaveis em estudo, por

comparac¢ao com o fator modalidade.

Na Tabela 20 apresentam-se os valores médios e desvios padrdo para o pH e a awobtidos nos paios de

porco preto, inoculados com Staphylococcus.

Tabela 20 - Valores médios e desvios padrdo para o pH e a aw obtidos nos paios de porco preto inoculados com
Staphylococcus.

Parametros
Tempo de amostragem Modalidade pH aw

1 5,79%+0,02 0,971** +0,005

TO 2 5,75"10,10 0,973 +0,004

3 5,77*+0,11 0,976"7 0,004

4 5,75"+0,07 0,963*°+0,009

5 5,75"+0,09 0,974*2"+0,003

1 4,865 +0,09 0,947%" +0,009

T10 2 4,92%°+0,11 0,948%%° +0,011
3 4,875 +0,10 0,951 +0,016

4 4,84 0,05 0,956°° +0,006

5 4,86 +0,14 0,953%2"+0,014

1 4,99° +0,09 0,885%% +0,044

TFinal 2 5,018+0,08 0,872%%°+0,036
3 5,058+0,14 0,852 +0,065

4 5,00°+0,08 0,883%%+0,025

5 5,00°+0,08 0,873%%°+0,033

TO (pré-enchimento); T10 (fase intermédia da cura); TFinal (produto acabado).

1 - Controlo; 2 - Staphylococcus equorum 5MSA4 (103 células/g); 3 - Staphylococcus equorum 5MSA4 (10°
células/g); 4 - Staphylococcus equorum S2M7 (103 células/g); 5 - Staphylococcus equorum S2M7 (10° células/g).
Para a mesma modalidade e na mesma coluna, letras maiusculas diferentes representam médias com diferencas
significativas para p< 0,05. Para o mesmo tempo de amostragem e na mesma coluna, letras minusculas
representam médias com diferencgas significativas para p< 0,05.

A andlise da Tabela 20 permite concluir que existiram diferencas significativas para o pH ao longo do
processo produtivo, os valores baixaram do TO (pré-enchimento) para o T10 (fase intermédia da cura)
e depois subiram ligeiramente no produto acabado. No que concerne a uma avaliagdo por tempo de
amostragem, no TO ndo existiram diferencas significativas entre modalidades. Os valores médios
variaram entre 5,75 £ 0,07 e 5,77 £ 0,11, nas massas inoculadas; na modalidade controlo o valor médio
do pH foi de 5,79 + 0,02. Na fase intermédia da cura (T10), como seria expectavel, os valores de pH

reduziram-se de forma considerdvel em todas as modalidades. Esta reducdo deveu-se,
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presumivelmente, a formagdo de dacidos organicos, principalmente l4tico, como resultado da
degradacdo dos hidratos de carbono durante a fermentacao, tal como escreveram Zaho et al. (2011)
e Aro Aro et al. (2010). Os paios inoculados com a estirpe S. equorum S2M7 10° (modalidade 4)
apresentaram um valor médio (4,84 + 0,05) significativamente inferior aos da modalidade 2 (S.
equorum 5MSA4 103), valor que foi de 4,92 + 0,11. No produto acabado n3o existiram diferencas
significativas entre modalidades. Porém, as modalidades 2 e 3, ou seja, as inoculadas com S. equorum
5MSA4, em ambas as concentragdes, apresentaram valores médios de pH ligeiramente superiores as
restantes. Importa referir que no produto acabado, verificou-se, para todas as modalidades, um ligeiro
aumento dos valores médios do pH em relagdo a fase anterior (T10). Lorenzo & Franco (2012);
Ruiz-Moyano et al. (2011) e Bover-Cid et al. (1999) também observaram aquele aumento nos estudos
que executaram em enchidos. Gonzalez-Fernandez et al. (2003) atribuiram tal facto a a¢do da
microbiota com capacidade para desencadear a protedlise, principalmente bactérias e eventualmente
bolores. Ruiz-Moyano et al. (2011) e Elias & Carrascosa (2010) complementam a informacdo dos
autores referidos com a agdo das proteases enddgenas, com consequente formacdo de péptidos,
aminodcidos livres, aminas e amoniaco, entre outros, aumentando deste modo a concentragdo de
substancias tampdo. Flores et al. (1997) referem que, nesta fase do processo, as leveduras também
poderdo ser responsaveis pela subida dos valores do pH. Patarata (2002) refere que, em termos
tecnoldgicos, ndo é de excluir a hipdtese da perda de acido acético associada a cinética da desidratacdo

contribuir para o referido aumento do pH.

Tendo em conta os resultados médios que acabamos de analisar, relativamente a resultados obtidos
por outros autores, Elias (2004) realizou dois ensaios em paios de porco Alentejano inoculados com S.
xylosus 8M, na concentracdo aproximada de 10% células/g de massa, e n3o adicionou dextrose
alimentar; obteve valores médios de 5,37 £ 0,02 nas massas controlo e 5,36 + 0,02 nas congéneres
inoculadas, isto num primeiro ensaio. Num segundo ensaio com condi¢Ges semelhantes obteve valores
médios de 6,04 £ 0,56 nas massas controlo e 5,33 + 0,14 nas inoculadas com a estirpe mencionada. Na
fase intermédia da cura os valores aumentaram, aproximando-se de 5,60, tanto nos paios ndo
inoculados como nos inoculados, no primeiro ensaio, e 5,98 + 0,24 para os paios inoculados no
segundo ensaio, enquanto os paios ndo inoculados, no segundo ensaio, apresentaram uma redugdo
para 5,80 £ 0,11. No produto acabado do primeiro ensaio obteve valores médios de 5,76 + 0,01 e 5,82
+ 0,01 para os paios nao inoculados e inoculados, respetivamente. Num segundo ensaio, obteve

valores médios de 5,76 + 0,15 e 5,61 + 0,04 para os paios ndo inoculados e controlo, respetivamente.

Elias & Carrascosa (2010) obtiveram em paios de porco Alentejano prontos a consumir, ndo inoculados

e sem aclcar adicionado, o valor médio 5,5 + 0,4.
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Bover-Cid et al. (1999) produziram fuet - enchido tradicional Espanhol - e inocularam trés estirpes do
género Staphylococcus, sendo elas S. carnosus LTH 2102, S. xylosus CTC 3037 e S. xylosus CTC 3050. A
concentra¢do microbiana inoculada foi de aproximadamente 10° células/g de massa e foi adicionada
dextrose (0,7%) e lactose (1,0%). Nas massas, os resultados obtidos pelos autores iniciaram-se em
torno de 5,9 para todas as modalidades de inoculagdo, incluindo a controlo. Na fase intermédia da
cura alternaram entre os 5,5, para os enchidos inoculados com S. xylosus CTC 3037, e 5,7, para os
inoculados com S. xylosus CTC 3050. No produto acabado foram os enchidos nao inoculados que
apresentaram os valores médios mais reduzidos, cabendo a estes o valor de 5,6, enquanto os

inoculados com S. xylosus CTC 3050 se aproximaram de 5,8.

Aro Aro et al. (2010) obtiveram, em enchidos japoneses (curiosamente com uma tecnologia
semelhante a por nds usada), valores médios proximos de 5,9, quer para as massas ndo inoculadas
(controlo), quer para as inoculadas com uma estirpe de S. xylosus (cultura comercial S-Sx
Bactoferm™ - Dinamarca). Aqueles valores ndo sofreram altera¢des na fase intermédia da cura e nem
mesmo no produto acabado (21 dias de cura), revelando a inexisténcia de diferengas com significado
estatistico entre enchidos inoculados e o grupo controlo. Os autores citados utilizaram a concentracdo
microbiana aproximada de 107 células/g de massa, adicionaram glucose (1,0%) as massas e certamente
nao utilizaram carne e gordura de porco preto, a indicagdo presente no artigo cientifico consultado é

a de utilizacdo de carne magra de porco.

Fonseca et al. (2013) obtiveram valores médios de 5,95 + 0,13 nas massas de chourico galego (Galiza)

ndo inoculado, 6,13 + 0,12 na fase intermédia da cura e 6,13 + 0,16 no produto acabado.

Dos autores citados, apenas Elias (2004) apresentou valores de pH inferiores aos por nés determinados
no pré-enchimento. No entanto, a meio da cura esta situagdo inverteu-se, passando os paios
produzidos neste estudo (ndo inoculados e inoculados) a apresentarem valores médios de pH bastante
inferiores aos do autor mencionado, 4,84-4,92 face a 5,54-5,98. A mesma tendéncia foi observada no
produto acabado, pois os valores médios obtidos no presente estudo situaram-se entre 4,99-5,05 e os

do autor entre 5,76-5,82.

Desta forma podemos afirmar que os paios produzidos neste ensaio dispdem de um valor de pH que
contribuird para a seguranca alimentar de uma forma mais efetiva, face aos resultados determinados
pelos diversos autores mencionados. Os resultados por nds obtidos sugerem que, provavelmente, os
Lactobacillus naturalmente presentes (autdctones) no ambiente fabril onde os paios foram produzidos
dispdem de uma atividade acidificante superior aos dos utilizados pelos autores mencionados, uma
vez que Staphylococcus spp. (estirpes inoculadas) ndo sdo reconhecidos principalmente pela acdo

acidificante. Apesar de Cocconceli & Fontana (2015) e Toldra (2008) referirem que Staphylococcus
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também usam os hidratos de carbono, mas de forma mais lenta e em menores quantidades. Todavia,
valores muito baixos de pH poderdo originar enchidos excessivamente acidos que se tornardo
desagradaveis na avaliacdo sensorial. Roseiro et al. (2010) apontam o valor de 5,20 como o limite de
seguranca para os enchidos serem considerados de baixo teor de acido. Porém, Bozkurt & Erkman
(2002) indicam o intervalo de valores de 4,7 a 5,2 como sendo o indicado para enchidos curados de
elevada qualidade. Os valores médios do pH no produto acabado, de todas as modalidades, couberam
no intervalo indicado. No entanto, foram inferiores ao indicado por Roseiro et al. (2010), revelando

que, segundo aqueles autores, os enchidos ndo sdo de baixo teor de acido.

Deve ter-se em conta que o pH dos enchidos é influenciado pelos microrganismos que constituem a
cultura de arranque, mas também pela microbiota que estd naturalmente presente nas

matérias-primas, restantes ingredientes e em todo o ambiente fabril.

Quanto aos valores da aw, como seria expectavel, houve uma reducdo ao longo do processo de cura,
consequentemente existiram diferencas significativas entre tempos de amostragem. Efetuando uma
analise isolada por tempo de amostragem, para o TO, verificamos que as massas apresentaram valores
muito préximos. Na fase intermédia da cura (T10) foram as modalidades 1 (controlo) e 2 (S. equorum
5MSA4 10%) aquelas que apresentaram paios com valores médios inferiores aos restantes, 0,947 +
0,009 e 0,948 + 0,011, respetivamente. No produto acabado os paios inoculados com S. equorum
5MSA4 10° (modalidade 3) apresentaram um valor médio (0,852 + 0,065) significativamente mais
reduzido que os das modalidades 1 e 4 (S. equorum S2M7 10%), que apresentaram valores médios de
0,885 + 0,044 e 0,883 + 0,025, respetivamente. Denotando que a estirpe S. equorum 5MSA4 108
(modalidade 3) teve um efeito positivo no tempo de cura, isto é, conseguiu acelerar o processo
produtivo, tal como verificaram Bingol et al. (2014) e Bingol et al. (2011) em enchidos turcos tipo Sucuk.
Como referido ao longo do capitulo revisdao bibliografica, Staphylococcus spp. sdao referidos como
microrganismos que aceleram os processos de cura, devido essencialmente a sua acdo proteolitica.
Esta acdo poderd acelerar a perda de dgua e gerard a acumulagdo de metabolitos que, conjuntamente,
contribuirdo para o decréscimo da aw. Outra conclusdo que se retira é que os paios inoculados com a
concentracdo aproximada de 10° células/g de massa, para ambas as estirpes, apresentaram valores

médios inferiores para a aw, por compara¢do com os inoculados com 103 células/g de massa.

Fonseca et al. (2013); Elias & Carrascosa (2010); e Elias (2004), nas condigdes citadas na discussdo dos
resultados obtidos para os valores de pH, obtiveram valores médios para a aw, no produto acabado,
ao contrario do que sucedera para o pH, inferiores aos por nds determinados. Os valores obtidos por
aqueles autores rondaram os 0,82. Tal facto deveu-se, presumivelmente, aos tempos de cura usados

por aqueles autores, superiores aos do presente ensaio. Contudo, Hierro et al. (2015) apontam valores
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inferiores a 0,90 para a awe a 5,5 para o pH, como sendo os indicados para manter um elevado nivel
de higiene alimentar em enchidos. Leistner & Rodel (1975) referiram que produtos comum pH<5,2 e
aw < 0,95 ou somente pH < 5,0 ou aw < 0,91, sdo produtos que ndo necessitam de temperaturas de
refrigeracdo para se manterem estdveis. Tendo em conta os critérios apresentados por Hierro et al.
(2015) e Leistner & Rodel (1975), concluimos que os enchidos produzidos no corrente ensaio poderdo

ser conservados a temperatura ambiente.

5.1.2. Parametros microbioldgicos

Na Tabela 21 apresenta-se a andlise de varidncia para os resultados dos parametros microbioldgicos,

considerando o fator lote.

Tabela 21 - Andlise de varidncia para os resultados dos parametros microbioldgicos, considerando o fator lote.

Fator
L Lote
Variaveis G.L=2
. F=0,1652
MeSOfI|OS P_O 8485NS
. . F=5,933
Psicrotroficos P=0.0038**
YN F=1,3433
Bactérias laticas P=0.2663N-
F=3,6062
Staphylococcus spp. P=0 '0313*
. F=4,4550
Enterobactérias P=0 0144*
Bolores F=9,0226
P=0,0003***
F=2,5746
Leveduras P=0.0820M
F=25,9556
L. monocytogenes P=0 0000***

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; * Significativo para p<0,05; **Significativo para p<0,01;
*** Significativo para p<0,001

A observacdo da Tabela 21 permite concluir que o fator lote foi altamente significativo (p<0,001) para
as contagens de bolores e de L. monocytogenes, muito significativo (p<0,01) para microrganismos
psicrotroéficos, significativo (p<0,05) para Staphylococcus spp. e enterobactérias e ndo foi significativo
(p=0,05) para as restantes varidveis. A microbiota pode ser influenciada por multiplos fatores, facto

que se confirma com a variabilidade existente entre os trés lotes produzidos neste ensaio.

Na Tabela 22 apresenta-se a analise de variancia para os parametros microbioldgicos, considerando os

fatores modalidade e tempo de amostragem.
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Tabela 22 - Andlise de variancia para os parametros microbioldgicos, considerando os fatores modalidade e
tempo de amostragem.

Fatores
Modalidade x T
L Modalidade Tempo de amostragem odalidade x Tempo de

Variaveis amostragem

G.L=4 G.L.=2 G.L.=8

Meséfilos F=0,8089 F=28,7144 F=0,3652
P=0,5234N P=0,0000*** P=0,9356N>

Psicrotréficos F=0,1583 F=35,5971 F=0,0937
P=0,9587N-> P=0,0000*** P=0,9993N-

Bactérias lsticas F=1,1161 F=313,9932 F=0,3818
P=0,3553N- P=0,0000*** P=0,9272N-

Staphylococcus F=2,0673 F=7,3696 F=2,0602
spp. P=0,0935N-> P=0,0012*** P=0,0504N->
Enterobactérias F=0,4547 F=156,1329 F=0,2992
P=0,7687N-> P=0,0000*** P=0,9641N-

Bolores F=0,8904 F=1,2867 F=1,10368
P=0,4740NS P=0,2822Ns P=0,4165N"°

Leveduras F=1,0750 F=43,3495 F=1,3605
P=0,3750N-> P=0,0000*** P=0,2279N->

L. F=0,8961 F=3,1968 F=0,4069
monocytogenes P=0,4707N-5 P=0,0465* P=0,9132N-

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S.= N3do significativo; * Significativo para p<0,05; *** Significativo para p<0,001

A analise da Tabela 22 leva-nos a concluir que o fator modalidade nado foi significativo (p=0,05) para
nenhuma das varidveis em estudo. Entre tempos de amostragem apenas a contagem de bolores ndo
apresentou diferencas significativas (p=0,05), para as contagens de microrganismos mesdfilos,
psicrotréficos, bactérias laticas, Staphylococcus spp., enterobactérias e leveduras foi altamente
significativo (p<0,001) e significativo (p<0,05) para L. monocytogenes. A interagdo modalidade x tempo
de amostragem nao foi significativa (p=0,05) para nenhuma das variaveis estudadas, logo a ac¢do de
cada um dos fatores sera independente, isto €, ndo se influenciam mutuamente. Conclui-se que o fator
modalidade teve pouca influéncia sobre as varidveis estudadas e que a existéncia de diferencas ao
longo do tempo de amostragem/fases do fabrico sdo normais e aceitaveis, resultando das multiplas

modifica¢cdes que ocorrem com a evolugao da cura dos produtos.

Na Tabela 23 apresentam-se os valores médios e desvios padrdo para os parametros microbioldgicos

obtidos nos paios de porco preto inoculados com Staphylococcus.
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Tabela 23 - Valores médios e desvios padrdo para os parametros microbiolégicos obtidos nos paios de porco
preto inoculados com Staphylococcus.

Parametros
T . L Badtérias ” Liveria Sabmonela
d:’;‘: Modsicade | - Mesoios | Peirotrios | “2 S"”";":‘" Enterobactérias | Bolores | Leveduras o
1 5,63° 5,858 | 4,528 5,87 5,56* 0,37 3,738 25,83 ND
+1,02 +0,67 +0,52 +0,98 +0,79 +0,57 +0,72 +39,30
2 5,60° 5,788 | 4,528 6,01 5,26" 1,05 3,42° 19,17 1
40,34 40,43 +0,62 +0,65 +0,63 +0,88 +0,50 124,36
T0 3 6,00 5,96"% | 4,56° 6,12 5,544 0,53 3,69 19,17 ND
+0,69 +0,40 +0,50 0,72 +0,70 +0,83 +0,39 +28,53
a 5,81° 5,90 | 4,19° 6,318 5,30* 0,93 3,56° 33,33 1
+0,57 10,42 +0,49 0,63 0,77 +1,02 +0,50 +52,59
5 5,88° 5,948 4,708 6,25° 5,434 < 3,84° 11,17 ND
+0,63 +0,56 +0,88 +0,97 40,71 +0,27 +24,00
1 7,154 7,14% 7,024 6,87 5,04* 0,33 4,49" 37,50 ND
40,30 40,21 +0,35 +0,90 +0,65 +0,82 +0,51 +20,92
2 6,94* 7,044 7,10* 7,42 5,00* 0,50 4,94 20,00 ND
+0,42 40,23 +0,51 +1,43 +0,22 +1,22 +0,27 114,14
T10 3 7,09 7,204 7,15 6,94 5,124 1,38 4,74 22,51 ND
+0,97 40,24 +0,46 +0,75 40,64 +1,54 +0,83 126,97
4 7,134 7,16* 7,30* 7,194 4,974 0,38 4,81" 22,50 ND
+0,56 0,19 +0,71 +1,21 10,81 +0,94 +0,46 +18,10
5 7,294 7,36% 7,47% 7,1178 4,91* 1,00 4,924 15,83 ND
+0,58 10,65 +0,85 +1,05 +0,58 +1,55 +0,30 117,44
1 5,57° 4,81° 7,54* 6,10 2,44° 0,95 2,75° 2,50 ND
+0,83 +1,43 +0,25 +1,43 0,63 +1,09 +1,00 4,18
2 6,158 5,08°¢ 7,54* 5,63 1,75° 1,58 3,28° 5,00 ND
+0,89 +1,69 40,34 +1,39 +0,99 +1,25 +0,46 18,36
TFinal 3 6,30 5,338 7,46* 6,64 1,67° 0,87 3,93 15,00 ND
+0,85 +0,83 40,20 40,70 +1,37 +0,03 +1,55 118,44
a 5,89° 4,94° 7,574 5,62° 2,048 1,05 3,198 16,66 ND
+0,77 +1,55 40,26 +0,89 +1,14 +0,97 +0,73 129,26
5 6,262 4,958 7,824 8,054 1,87° 0,53 2,75°¢ 3,33 ND
+0,96 +1,56 10,24 +1,29 +1,14 +0,85 +0,54 +2,58

TO (pré-enchimento); T10 (fase intermédia da cura); TFinal (produto acabado).

1 - Controlo; 2 - Staphylococcus equorum 5MSA4 (103 células/g); 3 - Staphylococcus equorum 5MSA4 (10°
células/g); 4 - Staphylococcus equorum S2M7 (103 células/g); 5 - Staphylococcus equorum S2M7 (10° células/g).
Listeria monocytogenes apresenta-se em ufc/g. Os restantes pardmetros contaveis apresentam-se em log ufc/g.
Os valores indicados para Salmonella spp. referem-se ao nimero de resultados positivos em 6 amostras.

<1 - Contagens inferiores a uma unidade formadora de coldnia por grama (ufc/g).

ND - Ndo detetado (auséncia em 25g).

Para a mesma modalidade e na mesma coluna, letras maiusculas diferentes representam médias com diferencas
significativas para p< 0,05.

A contagem de microrganismos mesofilos, cuja origem e comportamento das populagcées nos enchidos
é bastante heterogénea, ndo constitui um indicador seguro do tipo de popula¢des presentes nos
géneros alimenticios, porque inclui microrganismos indesejaveis, capazes de produzir alteragGes
depreciativas nos géneros alimenticios e microrganismos responsdveis por toxinfe¢des alimentares,
juntamente com microrganismos de interesse tecnoldgico, onde se incluem as bactérias laticas e os

Staphylococcus spp.
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Observando a Tabela 23 podemos inferir que para a contagem de microrganismo mesdfilos, ao longo
do tempo de amostragem, de uma forma geral, existiram algumas diferencas com significado
estatistico, principalmente entre o TO (pré-enchimento) e o T10 (fase intermédia da cura), notando-se
um ligeiro incremento da concentracao deste grupo microbiano. Avaliando isoladamente cada tempo
de amostragem, ndo se observaram diferencas entre modalidades em nenhum dos tempos. Porém,
no produto acabado os enchidos ndo inoculados (controlo) apresentaram contagens de mesdfilos

inferiores, ainda que sem significado estatistico, aos inoculados.

Lorenzo et al. (2014) e Baka et al. (2011) referem que as contagens de microrganismos mesdfilos,
bactérias laticas e Staphylococcus no inicio da cura poderdo estar relacionadas com a inoculacédo de
culturas de arranque, ou seja, poderdo sofrer incrementos significativos. O que ndo se observou no

corrente estudo, provavelmente por razdes competitivas.

No que concerne a resultados obtidos por outros autores, no pré-enchimento, Elias (2004), quando
inoculou S. xylosus 8M em paios de porco Alentejano, numa concentracdo préxima de 108 células/g de
massa e sem acucar adicionado, obteve valores médios para mesdfilos de 7,23 log ufc/g para os paios
controlo, ou seja, ndo inoculados, e 8,06 log ufc/g para os paios inoculados, isto num primeiro ensaio.
Num segundo ensaio produzido com condi¢bes semelhantes ao primeiro, obteve 7,78 log ufc/g para
os paios n3o inoculados e 8,78 log ufc/g para os paios inoculados. Aro Aro et al. (2010) obtiveram
resultados de 3,92 log ufc/g para os enchidos controlo e proximos de 6,50 log ufc/g para os inoculados
com S. xylosus (cultura comercial S-Sx Bactoferm™ - Dinamarca) com uma concentra¢do microbiana
aproximada de 107 células/g de massa e 1% de glucose adicionada. Roseiro et al. (2010) obtiveram em
chourico grosso de Estremoz e Borba, IGP, ndo inoculados, um valor médio de 3,82 log ufc/g. Fonseca
et al. (2013) indicaram um valor de 5,24 log ufc/g de massa em chourico galego (Galiza) ndo inoculado
e Elias & Carrascosa (2010) obtiveram valores médios de 6,2 log ufc/g em paios do Alentejo ndo
inoculados e sem acgucar adicionado, mas produzidos com condi¢des semelhantes as do corrente

ensaio.

Os resultados obtidos no presente estudo para os paios ndo inoculados foram inferiores aos de Elias
(2004), semelhantes aos de Fonseca et al. (2013) e Elias & Carrascosa (2010) e superiores aos dos
restantes autores. Todavia, os inoculados foram inferiores aos apresentados pelos autores que
efetuaram inoculagdes com culturas puras de Staphylococcus, ou seja, Aro Aro et al. (2010) e Elias
(2004). Mas é de referir que Elias (2004) também ndo observou diferencas significativas entre os

enchidos controlo e inoculados.

Na fase intermédia da cura, a par do presente estudo, todos os autores mencionados, com excecdo de

Elias & Carrascosa (2010), observaram um incremento deste grupo microbiano, verificando-se
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variacdes entre os 0,5 log ufc/g e os 3 log ufc/g. Os valores obtidos por Elias & Carrascosa (2010)

sofreram uma reducdo para proximos dos log ufc/g.

No corrente estudo, os resultados obtidos no produto acabado, independentemente da modalidade,
aproximaram-se dos valores indicados para o pré-enchimento (6,0 log ufc/g), enquanto Fonseca et al.
(2013), Roseiro et al. (2010) e Elias (2004) obtiveram valores médios préximos dos 8,5 log ufc/g. Aro
Aro el al. (2010) apresentaram valores médios préximos do 7,0 log ufc/g para os enchidos inoculados
e 6,0 log ufc/g para os ndo inoculados, mais proximos dos obtidos neste estudo. O mesmo foi verificado

por Elias & Carrascosa (2010).

Nas contagens de microrganismos psicrotrdficos observaram-se reduces nas contagens entre o T10
e o produto acabado, cabendo os valores médios significativamente inferiores ao ultimo tempo de
amostragem. As contagens determinadas neste trabalho para microrganismos psicrotroficos foram
semelhantes as obtidas para os meséfilos até ao T10 (fase intermédia da cura), ou seja, préximas dos
6,0 log ufc/g no TO (pré-enchimento), préximas dos 7,0 log ufc/g no (T10) e préximas de 5,0 log ufc/g
no produto acabado, tendo sido neste Ultimo tempo que as contagens de microrganismos
psicrotréficos foram inferiores as de mesodfilos. Alguns dos autores citados ndo determinaram
psicrotréficos nos seus estudos. No entanto, Elias (2004) e Elias & Carrascosa (2010) determinaram. O
primeiro obteve valores semelhantes aos por nés contados, com excecdo do produto acabado onde
quantificou valores proximos de 7,5 log ufc/g, num primeiro ensaio, mas num segundo ensaio obteve
valores em todos os tempos de cura préximos de 8,0 log ufc/g. Ja os segundos autores, para paios do
Alentejo, indicaram valores médios de 5,3 log ufc/g para as fases do pré-enchimento e fase intermédia
da cura e 5,7 log ufc/g para o produto acabado. Estes resultados vdo ao encontro do referido por
Benito et al. (2007), isto é, as contagens de microrganismos psicrotréficos, normalmente, neste tipo

de enchido, sdo inferiores as de microrganismos mesofilos.

Para as contagens de bactérias laticas existiram diferencas significativas entre o TO e os tempos de
amostragem que lhe sucederam, verifica-se que no TO a concentragao foi significativamente mais
reduzida que nos tempos T10 e TFinal. No TO ndo existiram diferencas entre modalidades e o mesmo
se verificou para os restantes tempos de amostragem, algo perfeitamente aceitavel porque ndo

inoculdmos estirpes de bactérias laticas.

Em enchidos chineses produzidos com uma tecnologia semelhante a usada no presente estudo, mas
certamente com matéria-prima distinta, Xie et al. (2015) obtiveram, para contagens de bactérias
laticas, valores de 4,40 log ufc/g e 3,71 log ufc/g em massas inoculados com uma estirpe de S. xylosus
e ndo inoculados, respetivamente. E de realgar que os autores inocularam uma concentra¢do

aproximada de 10° células/g de massa e adicionaram 1% de glucose as massas. Na fase intermédia da
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cura e no produto acabado obtiveram valores préximos de 10,0 log ufc/g, quer para os enchidos
controlo quer para os inoculados com S. xylosus. Bover-Cid et al. (1999) produziram 3 lotes de
fuet - enchido tradicional espanhol -, cada um deles inoculado com uma de trés estirpes do género
Staphylococcus, sendo elas S. carnosus LTH 2102, S. xylosus CTC 3037 e S. xylosus CTC 3050, a
concentracdo microbiana inoculada foi de aproximadamente 108 células/g de massa, adicionaram
0,7% de dextrose e 1% de lactose e obtiveram valores médios préoximos dos 5,5 log ufc/g,
independentemente da modalidade, antes do enchimento e valores na ordem dos 8,5 log ufc/g na fase
intermédia da cura e produto acabado, para todos os enchidos, valores préximos dos obtidos por Elias
(2004) e Roseiro et al. (2010) no produto acabado. Aro Aro et al. (2010) obtiveram valores préximos
dos 6 log ufc/g em enchidos Japoneses prontos a consumir e Elias & Carrascosa (2010) 7,7 log ufc/g
ufc/g para paios de porco Alentejano ndo inoculados e sem aglcar adicionado. Os nossos resultados
iniciaram-se préximos dos 4,5 log ufc/g, passaram a 7,0 log ufc/g na fase intermédia da cura e
fixaram-se em torno de 7,5 log ufc/g no produto acabado, independentemente da modalidade. Posto
isto, concluimos que os paios (produto acabado) produzidos neste estudo apresentaram valores

proximos dos da maioria dos autores citados.

Para um numero considerdvel de autores, incluindo os mencionados no paragrafo anterior, as
bactérias laticas sdo o grupo microbiano que, a partir de determinado momento da cura, se apresenta
em maior nimero nos enchidos carneos fermentados (Ravyts et al., 2012, 2010; Babi¢ et al., 2011).
Porém, Armengol et al. (1994) e Sarra et al. (1982) observaram concentracGes superiores de
Staphylococcus spp. em enchidos (produto acabado). Julgamos que esta situacdo podera ocorrer se o
substrato para as bactérias laticas ndo for muito rico em nutrientes e se as concentragdes de nitratos
forem elevadas, pois neste caso Staphylococcus spp. ndao ficam t3ao expostos a uma acidificacao
violenta do meio. Neste ensaio as concentra¢gdes foram semelhantes entre bactérias laticas e

Staphylococcus spp., com exceg¢ao do TO onde os Ultimos se destacaram por terem sido inoculados.

As contagens de Staphylococcus spp. evidenciam que ndo existiram diferencas muito pronunciadas, ao
nivel estatistico, no decorrer da cura, apesar de ter existido um ligeiro incremento do TO parao T10 e,
de uma forma geral, no produto acabado ter existido um ligeiro decréscimo. Benito et al. (2007) e
Martin et al. (2007) também puderam observar este comportamento para Staphylococcus spp. Uma
avaliacdo isolada por tempo de amostragem permite inferir que ndo foram exibidas diferencgas
significativas entre modalidades. Apesar disso, no produto acabado a modalidade 5 (S. equorum S2M7
10°) apresentou um valor médio (8,05 * 1,29 log ufc/g) superior as restantes modalidades. Importa
salientar que no TO, apesar de termos inoculado as estirpes em concentracbes aproximadas de 103 e

10° células/g de massa, ndo existiram diferencas entre modalidades, todas apresentaram contagens
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proximas dos 6 log ufc/g. Os paios controlo apresentaram um valor médio de 5,87 + 0,98 log ufc/g e
os inoculados variaram entre 6,01 + 0,65 log ufc/g e 6,31 + 0,63 log ufc/g. Como as amostras ndo foram
colhidas apés a inoculagdo, mas apds 72 horas de maturagao, pressupomos que as estirpes inoculadas
ndo se irdo “somar” as instaladas mas, sobretudo, substitui-las por exclusdo competitiva. Dai ndo
terem existido diferencas entre os enchidos inoculados e os controlo. Todavia, poder-se-ia colocar a
questdo da viabilidade microbiana, porque também ndo existiram diferencas entre os enchidos
inoculados com 103 e 10° células/g de massa. Porém, excluimos essa possibilidade, porque a mesma
foi atestada mediante sementeira em placas de diluicdes decimais de amostras de indculo, recolhidas
antes da inoculacdo das massas de carne. O facto das estirpes ficarem sujeitas a temperaturas de
refrigeracdo durante as 72 horas de maturacdo poderd, eventualmente, ter contribuido para a perda
de viabilidade microbiana, até porque as estirpes foram testadas a 7 °C (M. Laranjo, comunicac¢do
pessoal; M.). Fraqueza, comunicacdo pessoal) e as massas dos enchidos ficaram a maturar a
temperaturas de refrigeracdo (3°C a 5°C), para além de Abis (2018) referir que as espécies S. equorum
tem dificuldades em multiplicar-se a temperaturas inferiores a 6°C. Os fatores pH e concentragao de
NaCl sdo de extrema importancia, mas nao nos parecem ter condicionado a multiplicacdo das estirpes,
porque as mesmas foram testadas a temperatura referida, com a concentra¢do de 6% de NaCl e a pH

5,0 e multiplicaram-se.

Alguns autores como Xie et al. (2015), em enchidos fermentados chineses, Patarata (2002), em linguica
transmontana e Bover-Cid et al. (1999), em fuet espanhol, recorrendo a inoculacbes com
concentracdes aproximadas de 10° células/g de massa, no caso dos primeiros autores citados, e 10°
células/g de massa para os restantes autores, observaram, imediatamente apds a inoculagdo, e ndo
no pré-enchimento, como ocorreu no nosso estudo, contagens para Micrococcaceae inferiores as
teoricamente esperadas, de referir que Xie et al. (2015) referem que contaram
Micrococcaceae/Staphylococcaceae. Nas datas em que Patarata (2002) e Bover-Cid et al. (1999)
desenvolveram os seus estudos o género Staphylococcus estava integrado na familia Micrococcaceae,
dai os autores terem apresentado os resultados daquela forma, todavia, tendo em conta a microbiota
que habitualmente estd presente em enchidos, a maioria das coldnias seriam, certamente, referentes
a Staphylococcus spp. A possibilidade referida pelos autores para as contagens terem sido inferiores
as concentragdes inoculadas prende-se com a perda de microrganismos vidveis até o culminar do
processo de preparagdo da mistura das massas. Lizaso et al. (1999), apds ter colocado as massas
inoculadas a maturar a temperaturas de refrigeracdo (tal como nds), contou valores inferiores para
Micrococcaceae aos que tinha determinado imediatamente apds a etapa de mistura, provavelmente

devido as temperaturas baixas e a reducao dos valores do pH promovidos pelas bactérias laticas.
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Elias (2004) realizou dois ensaios de inoculacdo independentes, mas com condi¢des de processamento
o mais semelhantes possivel, e obteve valores médios para Staphylococcus spp. de 6,86 log ufc/g para
os paios inoculados com S. xylosus 8M, numa concentrac¢do proxima de 108 células/g de massa, e 6,19
log ufc/g para os paios controlo, isto num primeiro ensaio. Num segundo ensaio obteve valores
superiores, cabendo 8,22 log ufc/g aos paios inoculados e 7,36 log ufc/g aos ndo inoculados. Na fase
intermédia da cura e no produto acabado obteve contagens préximas de 7,0 log ufc/g e 6,0 log ufc/g,
respetivamente, tanto para os enchidos controlo como para os inoculados, ou seja, ndo observou
diferencas significativas em nenhum dos momentos do processo. Bover-Cid et al. (1999) obtiveram
valores préximos de 3,8 log ufc/g para massas de fuet ndo inoculadas, cabendo as inoculadas
concentragdes com mais 2 log ufc/g. Na fase intermédia da cura e no produto acabado os valores
foram semelhantes entre todos os enchidos e apresentaram-se proximos dos 6 log ufc/g. Valores

semelhantes aos obtidos por Fonseca et al. (2013); Elias & Carrascosa (2010) e Roseiro et al. (2010).

De uma forma geral, os resultados por nds obtidos sdo proximos dos apresentados pelos autores
descritos. Todavia, no produto acabado os paios inoculados com S. equorum S2M7 10° destacaram-se,
porque apresentaram um valor médio de 8,05 log ufc/g, parecendo que a estirpe mencionada teve

superior capacidade de adapta¢do ao meio.

Nas contagens de enterobactérias, no produto acabado, observaram-se diferencas significativas em
comparagdo com os tempos de amostragem que lhe antecederam, ou seja, nos TO e T10 as contagens
do grupo bacteriano em analise foram significativamente superiores. Fazendo uma analise isolada para
cada tempo de amostragem, constatamos que ndo existiram diferencas entre modalidades para
nenhum dos trés tempos de amostragem estudados. No produto acabado, por comparagdo com o TO,
observaram-se redug¢des nas contagens entre 3 e 4 log ufc/g, variando os resultados no produto final
entre 1,67 e 2,44 log ufc/g, cabendo o valor mais elevado ao grupo controlo. Os valores indicados vdo
ao encontro dos registados por Castafio et al. (2002). Elias (2004) obteve valores médios para o
produto acabado ligeiramente superiores a 1,0 log ufc/g e inferiores a 1,50 log ufc/g,
independentemente de serem ou ndo inoculados. Xie et al. (2015) apresentaram valores médios de
5,70 log ufc/g e 5,92 log ufc/g para os enchidos inoculados com S. xylosus e controlo, respetivamente.
Alids, aqueles autores observaram um aumento da concentra¢do deste grupo bacteriano até quase a
fase intermédia da cura, que atingiu 7,25 log ufc/g e 6,95 log ufc/g para os enchidos inoculados e
controlo, respetivamente. Roseiro et al. (2010) obtiveram o valor médio de 0,8 log ufc/g, valor
semelhante ao obtido por Elias & Carrascosa (2010) que foi de 0,1 log ufc/g. Bover-Cid et al. (1999)
obtiveram valores de <1 log ufc/g a 1,0 log ufc/g, cabendo este Gltimo aos enchidos controlo e Fonseca

et al. (2013) obtiveram o valor médio 5,61 log ufc/g.
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Os resultados obtidos neste estudo sdo proximos dos de Elias (2004), inferiores aos de Xie et al. (2015)
e Fonseca et al. (2013) e superiores aos dos demais autores citados. Pensamos que a justificacdo para
o descrito se prende com o facto dos paios produzidos neste estudo apresentarem valores de pH
reduzidos (préximos de 5,0) enquanto, por exemplo, os enchidos produzidos por Xie et al. (2015) e
Fonseca et al. (2013) apresentarem valores compreendidos entre 5,72 e 6,13, respetivamente. Nos
estudos dos restantes autores, apesar dos nossos enchidos apresentarem valores de pH mais
reduzidos, foram encontrados, de uma forma geral, valores de aw ligeiramente superiores e essa
diferenca podera ter contribuido para os paios apresentarem contagens semelhantes ou superiores
de enterobactérias. Hu et al. (2008), Drosinos et al. (2005) e Papamanoli et al. (2003) apresentaram

justificacoes semelhantes para os resultados que obtiveram para o grupo bacteriano em causa.

Para bolores ndo existiram diferencas entre modalidades ao longo de todo o processo produtivo.
Julgamos que as contagens de bolores obtidas no presente estudo foram reduzidas, principalmente

porque retirdmos a tripa as amostras analisadas.

Nas contagens de leveduras observaram-se diferencas entre o T10 e o TFinal, com os valores médios
significativamente superiores no T10. Ndo de detetaram diferengas entre modalidades no mesmo
tempo de cura. No produto acabado a concentragdo de leveduras reduziu-se para valores semelhantes
aos obtidos no TO (proximos dos 3-3,5 log ufc/g). Todavia, autores como Silvestri et al. (2007) e
Drosinos et al. (2005) observaram um incremento da concentracdo deste grupo microbiano, em
algumas amostras, a medida que a cura se foi efetivando. Elias & Carrascosa (2010), Roseiro et al.
(2010), Cocolin et al. (2006) obtiveram valores médios proximos dos 6 log ufc/g no produto acabado,
independentemente dos enchidos serem ou ndo inoculados. Mendoncga et al. (2013) e Andrade et al.
(2010) sugerem que as leveduras, por se encontraram em concentrac¢des elevadas, desempenham um
papel importante nas caracteristicas dos enchidos. Os autores referem-se essencialmente ao
contributo associado as propriedades sensoriais. As contagens obtidas no corrente estudo foram
inferiores as apresentadas pelos autores citados, possivelmente porque os valores médios do pH por
nds determinados também foram consideravelmente inferiores, chegando a atingir uma unidade a

menos.

Devido a grande variabilidade nos resultados, ndo houve diferencas com significado estatistico para as
contagens de L. monocytogenes. Contudo, importa referir que todos os valores foram inferiores aos
indicados na legislacdo vigente (100 ufc/g, segundo o Reg. 1441/2007) para alimentos prontos para
consumo suscetiveis de permitirem a multiplicacdo de L. monocytogenes, exceto os destinados a
lactentes e a fins medicinais especificos, e que se observou uma reducdo dos valores médios no

produto acabado, por comparagdo com os tempos de amostragem que lhe antecederam.
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L. monocytogenes estd bem adaptada aos ambientes dos matadouros e aos ambientes das fabricas
onde sdo produzidos os enchidos. Posto isto, é frequente existirem autores que reportam a sua
presenga em equipamentos e utensilios, como foi o caso de Gounadaki et al. (2008). Talon et al.
(2007a) foram mais longe e concluiram que L. monocytogenes foi detetada em 6,7% das 314 amostras
provenientes dos ambientes fabris de pequenas industrias produtoras de enchidos de paises
mediterranicos e da Eslovaquia. Pala & Sevila (2004) e Atanassova et al. (2001) reportaram a sua
presenca em carne de porco e produtos carneos. Todavia, no produto acabado, geralmente, as
concentragdes sdo reduzidas (Chevallier et al., 2006; Aymerich et al., 2003) ou inferiores ao limiar de

dete¢do do método (Comi et al., 2005).

No presente estudo, no produto acabado, os resultados variaram entre 3,33 + 2,58 ufc/g e 16,66 +
29,26 ufc/g para os enchidos inoculados; a média do grupo controlo foi de 2,50 + 4,18 ufc/g. Ainda
assim, a estirpe S. equorum S2M7 108 foi aquela que mostrou algum efeito na reducdo das contagens

de L. monocytogenes.

A pesquisa de Salmonella spp. foi negativa em todas as amostras analisadas nos T10 e TFinal. No TO os
paios alocados as modalidades 2 (S. equorum 5MSA4 10%) e 4 (S. equorum S2M7 10°) apresentaram

uma amostra positiva em seis analisadas.

Salmonella spp. sdo microrganismos patogénicos, como tal, podem poér em causa a saude do
consumidor. Com efeito, tém sido identificados alguns surtos associados a enchidos fermentados
Europeus, sendo exemplo disso os apontados por Gossner et al. (2012) e Kuhn (2011) para um enchido
francés e um salame dinamarqués, respetivamente. Talon et al. (2007a) concluiram que Salmonella
spp. foi detetada em 4,8% das 314 amostras provenientes dos ambientes fabris de pequenas industrias
produtoras de enchidos de paises mediterranicos e da Eslovaquia. Porém, a maioria dos autores nido
detetou Salmonella spp. nos estudos que levaram a cabo (Gounadaki et al., 2008; Lebert et al., 2007b;

Drosinos et al., 2005; Gomi et al., 2005; Rantsiou et al., 2005; Gimeno et al., 2001).

5.1.3. Determinagao de aminas biogénicas

Na Tabela 24 apresenta-se a analise de varidncia para os resultados das aminas biogénicas,

considerando o fator lote.
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Tabela 24 - Anilise de varidncia para os resultados das aminas biogénicas, considerando o fator lote.

Fator
Lo . Lote
Variaveis

G.L.=2

Triptamina F=2,8168
P=0,0625"5

I F=6,3404

B - feniletilamina b0 0022+
Putrescina F=52,4637
P=0,0000***

Cadaverina F=49,3734
P=0,0000***

Histamina F=1,3746
P=0,2556"-*

Tiramina F=60,6933
P=0,0000***

Espermidina F=0,0822
P=0,9211N5

Espermina F=2,7233
P=0,0667"*

Aminas vasoativas F=20,7260
P=0,0000***

F=26,6454

Total de aminas

P=0,0000***

Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; **Significativo para p<0,01; ***Significativo para p<0,001

G.L. — Graus de Liberdade

A andlise da Tabela 24 permite concluir que o fator lote foi altamente (p<0,001) significativo para

putrescina, cadaverina, tiramina, aminas vasoativas e total de aminas, muito significativo (p<0,01) para

B-feniletilamina e nado foi significativo (p>0,05) para as demais varidveis estudadas.

Os resultados da andlise de varidncia ndo sdo totalmente inesperados, a aminogénese esta

condicionada por multiplos fatores, entre outros, a temperatura, o pH, a microbiota, a utilizacdo de

aditivos, o que podera originar a variancia observada.

Na Tabela 25 apresenta-se a analise de varidncia para os resultados das aminas biogénicas,

considerando os fatores modalidade e tempo de amostragem.
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Tabela 25 - Analise de variancia para os resultados das aminas biogénicas, considerando os fatores modalidade

e tempo de amostragem.

Fatores
T d
Variaveis Modalidade empo de Modalidade x Tempo de amostragem
(mg/ke d hido) amostragem
m e encniao
&/ke G.L=4 GL=2 G.L-8
rotaming F-3,4341 F-908,2110 F-0,8694
P P=0,0100* P=0,0000*** P=0,54365
. F=3,8020 F-441,1914 F=0,2135
B-feniletilamina P=0,0055** P=0,0000%** P=0,9882N*
butrescina F-1,5324. F=7,4477 F=0,1055
P=0,1951N5 P=0,0008*** P=0,9990N*
Cadaverina F-0,3314 F=17,1757 F=0,0779.
P=0,8566* P=0,0000%** P=0,9997NS
. F=10,2698 F=957,5978 F=2,6161
Histamina P=0,0000%** P=0,0000*** P=0,0101*
. F=0,8423 F=28,3936 F=0,0454
Tiramina P=0,5002"5 P=0,0000*** P=1,0000M
Espermidina F=1,0959 F=3565,3290 F=0,9118
P=0,3604"* P=0,0000%** P=0,5082"*
Ecoermina F=0,7813 F=2851,5840 F=0,5363
P P=0,5388N* P=0,0000%** P=0,8279N*
; . F=1,2132 F-117,8271 F=0,1229
Aminas vasoativas P=0,3072"5 P=0,0000*** P=0,9983N5
i F-0,9316 F-82,8919 F=0,1534
Total de aminas P=0,4471NS P=0,0000*** P=0,9962"5

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; * Significativo para p<0,05; **Significativo para p<0,01;
***Significativo para p<0,001

A leitura da Tabela 25 permite inferir que o fator modalidade foi altamente significativo (p<0,001) para
histamina, muito significativo (p<0,01) B-feniletilamina, significativo (p<0,05) para triptamina e nao
significativo (p=0,05) para as restantes variaveis. O fator tempo de amostragem foi altamente
significativo (p<0,001) para todos as varidveis estudadas. A interacdo entre ambos foi significativa

(p<0,05) para histamina e nao significativa (p=0,05) para as restantes varidveis.

O fator tempo de amostragem mostrou-se significativo sobre um maior nimero de variaveis estudadas
que a modalidade, seguindo a tendéncia observada para os parametros fisico-quimicos e

microbioldgicos.

Na Tabela 26 apresentam-se os valores médios e os desvios padrado para as aminas biogénicas obtidos

nos paios de porco preto inoculados com Staphylococcus.
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Tabela 26 - Valores médios e desvios padrao para aminas biogénicas obtidos nos paios de porco preto inoculados com Staphylococcus.
Parametros (mg/kg de enchido)

de Tempo Modalidade Triptamina B-fenietiamina Putresdna Cadaverina Histamina Tramina Espermidina Espermina Aminas vasoativas Totaldeaminas
1 9,588 6,15° 489,934 262,508 63,3182 243,1078 107,41~ 224,698 322,148 1406,67°
+2,30 +0,97 184,63 +80,21 +14,02 +103,62 +3,47 +19,00 196,48 +262,51
2 9,178 6,18° 454,30% 267,378 59,9882 231,59%8 107,608 223,56" 306,91° 1358,73"
+3,15 +0,59 176,31 66,43 +13,34 +88,48 +1,79 +14,97 191,14 +222,94
TO 3 5,628 6,248 480,77 276,778 51,16%20 240,327¢ 107,218 218,76" 303,35° 1386,85"
+4,20 +1,22 194,93 59,25 +8,06 195,02 +1,07 +15,10 185,34 +225,38
4 6,298 5,748 432,08 256,68 48,445:b 216,56"¢ 106,82° 218,358 277,128 1291,05*
+6,59 +0,67 +141,05 +134,96 +10,81 +76,10 1,54 +13,79 +68,40 +338,26
5 5,718 5,298 467,95 256,66° 41,0850 237,708 99,124 208,228 289,168 1321,1178
16,27 +1,52 +200,15 +109,44 +16,76 +87,16 27,92 159,24 194,45 +450,16
1 32,497 8,754 400,308 343,60 90,6842 302,234 110,54* 339,254 434,15~ 1627,834
+2,34 +0,98 +84,89 +80,10 +13,98 +103,63 +3,46 +18,79 196,30 +262,38
2 32,074 8,77% 364,67° 348,46" 87,370 290,68* 110,724 338,117 418,90 1580,86"
13,13 +0,58 176,43 66,19 +3,64 +88,30 +1,64 +14,86 90,93 222,32
T10 3 28,507 8,834 390,61 357,544 78,49420 299,26 110,224 333,13~ 415,09% 1606,58*
14,25 +1,22 195,32 158,43 +7,98 194,87 +1,38 +15,00 185,14 224,64
a 29,244 8,334 341,57 337,35 75,7740 275,327 109,774 332,644 388,66" 1509,98*
16,70 +0,68 +140,83 +134,45 +10,81 +75,71 +1,69 +13,55 167,94 +336,70
5 29,144 8,354 413,46 365,85 73,35%0 314,45 110,12# 339,45~ 425,90 1654,18*
+7,33 +0,39 +149,88 +89,29 +14,08 +55,83 +1,50 +8,66 +49,40 +257,78
1 NDC 3,91¢ 435,77%8 260,98° 0,29¢2 191,32¢ 8,528 52,88¢ 195,52¢ 953,68¢
+0,96 185,44 178,05 +0,44 +105,64 13,02 +19,60 +105,15 261,22
2 NDC 3,85¢ 418,7048 267,428 0,07¢20 167,458 8,59¢ 49,28°¢ 171,37¢ 915,36°¢
+0,59 71,23 65,05 0,11 186,11 +1,47 +12,88 +86,20 +210,81
TFinal 3 NDC 3,88¢ 448,79 276,238 0,12620 177,048 8,23¢ 45,33¢ 181,04¢ 959,50¢
+1,20 194,47 +58,35 +0,28 193,88 +1,37 +15,12 92,93 234,02
4 NDC 3,39¢ 400,53 254,53 NDCH 154,41° 7,67¢ 44,72¢ 157,80¢ 865,36°
+0,70 142,83 +134,99 +75,87 +1,60 +13,00 +75,77 345,71
5 NDC 3,43¢ 469,30 284,858 NDCb 193,228 8,138 53,23¢ 196,65¢ 1010,34"
0,44 +156,16 +86,68 +55,80 +1,50 +8,99 +55,68 +262,39

TO (pré-enchimento); T10 (fase intermédia da cura); TFinal (produto acabado). 1 - Controlo; 2 - S. equorum 5MSA4 (103 células/g); 3 - S. equorum SMSA4 (10° células/g);

4 - S. equorum S2M7 (103 células/g); 5 - S. equorum S2M7 (10° células/g). O conjunto das aminas vasoativas corresponde a soma dos teores da triptamina, B-feniletilamina,
histamina e tiramina. Para a mesma modalidade e na mesma coluna, letras maiudsculas diferentes representam médias com diferencas significativas para p< 0,05. Para o mesmo
tempo de amostragem e na mesma coluna, letras minusculas representam médias com diferencas significativas para p< 0,05. ND - Ndo detetado
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A andlise da Tabela 26 permite verificar que a concentragdo de triptamina aumentou
significativamente entre o TO (pré-enchimento) e o T10 (fase intermédia da cura), porém, no TFinal
(produto acabado) esta amina nao foi detetada. Os teores de B-feniletilamina, histamina, tiramina,
espermidina e espermina sofreram um incremento do TO para o T10 e reduziram-se para os valores
significativamente inferiores no TFinal. Nos paios inoculados com a estirpe de S. equorum S2M7,
independentemente da concentracdo inoculada, ndo foi detetada (ND) histamina no produto

acabado.

A presenca das poliaminas naturais espermidina e espermina seguiu o padrdao habitualmente
encontrado em enchidos (Laranjo et al., 2016; Tasic et al., 2012; Papavergou et al., 2012; Roseiro et
al., 2010), com a prevaléncia da segunda sobre a primeira. Acerca da proporg¢ado entre estas duas
aminas, existem na literatura diversos exemplos onde sdo reportados resultados semelhantes,
nomeadamente em trabalhos desenvolvidos pelos autores citados na segunda linha deste paragrafo.
Kala¢ & Krausova (2005) referem que a carne e os produtos cdrneos geralmente apresentam
concentragdes que raramente excedem 10 mg/kg para espermidina e teores entre 20 e 60 mg/kg ja
sdo considerados elevados para espermina. Todavia, Tasic” et al. (2012) determinaram valores para
espermina de 101 mg/kg em enchidos sérvios ndo inoculados. Kala¢ (2009) refere que a presenca de
maiores quantidades de espermina é comum nos géneros alimenticios de origem animal, pese
embora a proporgdo relativa entre estas duas aminas biogénicas possa ser variavel em fungdo do tipo
de matérias-primas usado na formula¢do dos enchidos. Este ensaio corrobora o indicado por Stadnik
& Dolatowski (2010) e Ruiz-Capillas & Jiménez-Colmonero (2004), que referem que os teores das
poliaminas naturais, de uma forma geral, se vao reduzindo ou mantendo ao longo do processo de

cura. Hernandez-Jover et al. (1997) referem que é mais comum reduzirem-se os teores de espermina,

porque aquela amina pode ser usada por alguns microrganismos como fonte de azoto.

Para o grupo das aminas com propriedades vasoativas (triptamina, B-feniletilamina, histamina e
tiramina) e para o somatério dos teores das oito aminas estudadas, em fun¢do do descrito nos
pardgrafos anteriores, seria expectavel que tivesse ocorrido um incremento do TO para o T10,

sucedido por uma reducdo no TFinal, e foi exatamente o que adveio.

Os paios controlo, desde o TO, foram sempre, ainda que sem significado estatistico, os que
apresentaram teores mais elevados para aminas vasoativas, porém, no produto acabado, os teores
foram muito semelhantes entre os paios controlo e os inoculados com a modalidade 5 (S. equorum
S2M7 10°). A estirpe referida, inoculada na concentracdo 10° células/g de massa, foi a que mais

contribuiu para a reducdao daquele grupo de aminas e o mesmo se aplica ao total de aminas
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biogénicas. Parece que a maior concentragao de células inoculadas terd contribuido para a atividade

aminogénica.

As aminas biogénicas que apresentaram concentra¢des mais elevadas no produto acabado foram,
por ordem decrescente, putrescina, cadaverina, tiramina e espermina. Por outro lado, triptamina,
histamina e B-feniletilamina foram as que apresentaram teores mais reduzidos. Alids, a primeira ndo
foi detetada. Gomes (2016) e Vidal-Carou et al. (2007), no produto acabado, salvo raras excegoes,

também foram as aminas que determinaram em menores concentrag&es.

Eerola et al. (1998) e Santos (1996) referem que tiramina é a amina biogénica mais toxica e que teores
entre 100 e 800 mg/kg (produto acabado) poderdo ser perigosos para o consumidor. Neste ensaio,
no produto acabado, todos os valores médios foram préximos de 200 mg/kg para a amina aludida,
ou seja, poderdo ser perigosos para a saude dos consumidores, mas foi a Unica amina com

propriedades vasoativas a apresentar teores elevados.

No produto acabado, os valores médios obtidos para o conjunto das aminas vasoativas foram
inferiores a 200 mg/kg e para a o total de aminas biogénicas inferiores a e 1000 mg/kg; - apenas a
modalidade 5 apresentou o valor 1010,34 + 262,39 mg/kg. Estes resultados sdo positivos em termos
higiénicos, visto serem os limites apresentados como aceitaveis por varios autores, citados por Tasi¢

et al. (2012).

A predominancia de putrescina relativamente as restantes aminas exdgenas foi também encontrada
por outros autores, nomeadamente Gonzalez-Fernandez et al. (2003). Em Portugal, Roseiro et al.
(2010) e Roseiro et al. (2006) verificaram a prevaléncia de putrescina e cadaverina em chourigo grosso
de Estremoz e Borba, IGP, e painhos de Portalegre, respetivamente. Gomes (2016) também
guantificou putrescina, salvo raras exce¢des, em maiores concentracdes em variados enchidos

portugueses.

Latorre-Moratalla et al. (2007) associaram histamina a presenca de diaminas, especialmente

cadaverina, no entanto, no presente ensaio essa relagao nao foi muito evidente.

Como referido no capitulo revisdo bibliografica, Santos (1996) aponta valores de pH compreendidos
entre 4 e 5,5 como 6timos para que ocorra descarboxilagdo. Gomes (2016) confirmou o descrito para
painho (5,23), cacholeira (5,54) e chourico de carne (5,19), tendo sido estes os enchidos que
apresentaram os teores mais elevados de aminas biogénicas no estudo levado a cabo pela autora.
Todavia, aquela autora determinou valores de pH de 5,18, 5,64 e 5,71, respetivamente, para chourico
mouro, salpicdo e chourico de carne Transmontano, ou seja, valores préximos dos considerados

6timos, mas os niveis de aminas biogénicas foram significativamente inferiores aos dos primeiros
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produtos referidos. Lu et al. (2010) também concluiram algo semelhante, porque obtiveram valores
de pH compreendidos entre 5,30 e 6,56 e ndo conseguiram estabelecer uma correlacdo entre o pH e
os teores de aminas biogénicas. Ja Gonzdlez-Tenorio et al. (2013) atribuiram aos valores mais
reduzidos de pH a possivel causa para teores de aminas biogénicas superiores. Nos resultados obtidos
no presente ensaio, com excec¢ao do TO, todos os valores de pH se situaram entre 4 e 5,5, como tal,
ndo nos parece muito correto afirmar perentoriamente que o pH teve um efeito evidente na
manutenc¢do, aumento ou reducdo daqueles contaminantes quimicos. Parece-nos que o descrito,
mais uma vez, evidencia a dificuldade em estabelecer uma correlacao direta entre a acumulagao de

aminas biogénicas e o pH.

A presencga de elevados teores de aminas biogénicas, em geral, e de putrescina e cadaverina, em
particular, poderdo estar associados a diversos fatores. Todavia, o cuidado a ter na selegdo das
matérias-primas e a forma como decorre o processo produtivo poderao condicionar a formacgdo de
aminas biogénicas (Vidal-Carou et al., 2015). De acordo com Gonzalez-Tenorio et al. (2013); EFSA
(2011); Suzzi & Gardini (2003) e Bover-Cid et al. (2001a) a producdo de putrescina e cadaverina esta
particularmente associada a bactérias Gram-negativo, principalmente Enterobacteriaceae e também
pseudomonas. Rabie et al. (2014) referem que a multiplicacdo descontrolada daquelas bactérias
ocorre normalmente em virtude de condi¢cbes de armazenamento inadequadas (descontrolo da
temperatura) ou até de uma fermentacdo descuidada com a libertagdo de maiores quantidades de
enzimas descarboxilases para o meio. Gomes (2016) reforca que o desenvolvimento das
Enterobacteriaceae é igualmente facilitado pelo aumento da d4rea de exposicdo a microbiota
contaminante que resulta da miga da carne e gordura que ocorre na maioria dos enchidos. Estas
bactérias, normalmente, apresentam concentracdes mais elevadas nas fases iniciais do processo
produtivo, todavia, tém a possibilidade de libertar enzimas descarboxilases que se mantém ativas
mesmo na auséncia de células microbianas viaveis (Bover-Cid et al., 2001b). Deste modo, a presenca
de putrescina e cadaverina nos produtos poderda estar associada ao desenvolvimento de
Enterobacteriaceae. No presente estudo as concentragbes de enterobactérias foram
significativamente inferiores no produto acabado, por comparagdo com os tempos que lhe
antecederam. Porém, os teores de putrescina e cadaverina ndo apresentaram diferengas muito
pronunciadas ao longo de todo o processo, ou seja, ndo se confirmou o descrito pelos autores citados
ou houve libertacao de enzimas descarboxilases que se mantiveram ativas, como referiram Bover-Cid

etal., 2001a.

Se tivermos em conta os resultados obtidos por Laranjo et al. (2016); Tasi¢ et al. (2012); Papavergou

et al. (2012) e Papavergou et al. (2011), concluimos que os teores totais de aminas biogénicas
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determinados no presente ensaio, no produto acabado, foram superiores aos daqueles autores.
Porém, Gomes (2016), em painho do Alentejo (2709,96 mg/kg), Roseiro et al. (2010), em chourigo
grosso de Estremoz e Borba, IGP, (1962,1 mg/kg), Claro (2009), em chourico de carne de Barrancos
(1169,25 mg/kg), chourico de carne de Beja (2293,38 mg/kg) e chourico de Portalegre, IGP, (1243,28
mg/kg) e Roseiro et al. (2006), em painho de Portalegre (2171,5 mg/kg) quantificaram teores
superiores. Julgamos ser importante destacar que os enchidos analisados pelos autores citados foram
todos produzidos no Alentejo, regido onde produzimos os paios utilizados neste estudo. Também é
de realcar que a tecnologia de fabrico dos enchidos alentejanos, de um modo geral, apresenta

grandes semelhancas entre si, podendo ser uma das razdes para terem obtido teores tao elevados.

No entanto, no que respeita aos teores de aminas vasoativas sucedeu o contrario, isto é, apenas
Gomes (2016) em chourigo de Carne de Tras-os-Montes, Laranjo et al. (2017a), Laranjo et al. (2016)
em cataldo e Tasic¢ et al. (2012) apresentaram valores inferiores aos por nds determinados. Os demais
autores obtiveram resultados superiores a 200 mg/kg, o que segundo Latorre-Moratalla et al. (2017)
e Eerola et al. (1998) podera representar falta de higiene e praticas inadequadas desde a escolha das

matérias-primas até ao culminar do processo produtivo.

Na Tabela 27 apresenta-se a percentagem de redugao dos teores de aminas biogénicas no produto

acabado, por comparacdo entre os paios controlo e os inoculados.

Tabela 27 - Percentagem de reducdo dos teores de aminas biogénicas no produto acabado, por comparagdo
entre os paios controlo e os inoculados.

% de Redugdo

Modaidadk Triotami B-' Putres Cadneri Histami Trami E ich . Aminas Toliﬂ‘b

" VU R [ [N [ RS [ [ [P
2 ND 1,54 3,92 NR 24,14 | 12,48 NR 6,81 12,35 | 4,02
3 ND 0,77 NR NR 58,62 7,46 3,40 14,28 7,41 NR
4 ND 13,30 8,09 2,47 ND 19,29 9,98 15,43 19,29 | 9,26
5 ND 12,28 NR NR ND NR 4,58 NR NR NR

1 - Controlo; 2 - Staphylococcus equorum 5MSA4 (10° células/g); 3 - Staphylococcus equorum 5MSA4 (10°
células/g); 4 - Staphylococcus equorum S2M7 (103 células/g); 5 - Staphylococcus equorum S2M7 (10° células/g).
O conjunto das aminas vasoativas corresponde a soma dos teores da triptamina, B-feniletilamina, histamina e
tiramina.

ND - Ndo detetado

NR - Ndo ocorreu redugao

Tendo como base o descrito na Tabela 27, concluimos que as inoculacbes, de uma forma geral,
promoveram um decréscimo nos teores de aminas biogénicas dos paios. No entanto, a estirpe S.
equorum S2M7 na concentracdo 10° células/g de massa ndo seguiu essa tendéncia, ou melhor,

apenas seguiu para B-feniletilamina e espermidina. Também n3o promoveu a redugao dos teores de

aminas vasoativas e total de aminas biogénicas, neste Ultimo caso, acompanhada pela modalidade 3
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que continha S. equorum 10° células/g de massa. Em sentido oposto surgiram as modalidades 2 (S.
equorum 5MSA4 10%) e 4 (S. equorum S2M7 103), destacando-se a ultima, porque promoveu
superiores redugcdes quer para os teores de aminas vasoativas quer para os teores totais daqueles
compostos. Apenas dispomos da atividade descarboxilativa de S. equorum S2M7 que foi avaliada por
Alfaia et al. (2018). A mesma foi baixa para tiramina e ndo foi detetada para as restantes aminas,
como é natural ndo foi estudada para as poliaminas naturais espermina e espemidina, o que nos

permite excluir a possibilidade de a estirpe em causa ter atividade descarboxilativa elevada.

Varios autores confirmaram a ac¢do das culturas de arranque na reducdo dos teores de aminas
biogénicas (Dominguez et al., 2016; Wang et al., 2015; Simion et al., 2014; Baka et al., 2011; Casquete
et al., 2011b; Ruiz-Moyano et al., 2011; Latorre-Moratalla et al., 2010b). A maioria dos autores afirma
que o efeito melhorador, isto é, a diminuicdo dos teores de aminas biogénicas, ocorre quando sdo
adicionadas culturas mistas. A maioria dos autores também chegou a conclusdo que as inoculagdes
com culturas puras de Staphylococcus foram menos eficazes na reducdao dos teores daqueles
compostos, por comparagao com a utilizagdo de culturas puras de Lactobacillus (Baka et al., 2011;
Tosukhowong et al., 2011), apesar destes Ultimos serem associados, algumas vezes, a producdo de
tiramina, juntamente com Enterococcus (Talon & Leroy, 2011; Ansorena et al., 2002). Autores como
Tosukhowong et al. (2011) e Latorre-Moratalla et al. (2012b, 2010b) referem que as culturas de
arrangque compostas por bactérias laticas poderao ter maior capacidade para reduzir a aminogénese,
porque mais facilmente conseguem competir com a microbiéta com potencial aminogénico, que se
encontre naturamente presente nas massas e, desse modo, substitui-la, em particular culturas de
arrangque que contenham espécies de L. sakei e L. plantarum. Jairath et al. (2015) reforcam o
contributo das bactérias laticas na reducdo dos teores de aminas biogénicas durante o
armazenamento dos enchidos, mais uma vez pela sua capacidade competitiva. Essa capacidade
competitiva decorre dos atributos necessario para promoverem abaixamento dos valores do pH, da
capacidade de produzirem bacteriocinas, por exemplo curvacina A (Hammes & Hertel, 1996), do tipo
respiratdrio anaerdbio ou microaerdfilo e da capacidade para se multiplicarem a temperaturas de
refrigeracdo (Reis et al., 2012). Ammor & Mayo (2007) acrescentam a tolerancia a diferentes
concentragdes de NaCl e nitrito. Porém, serd de ressalvar que a redugdo dos teores de aminas
biogénicas pela acdo das estirpes inoculadas dependerd de iniUmeros fatores, tais como as condi¢Ges
em que decorre o processo produtivo, a higiene das matérias-primas e, obviamente, a ndo
capacidade para promoverem descarboxilacdo de forma expressiva por parte das estirpes (Jairath et

al., (2015); Latorre-Moratalla et al., 2012b, 2010b).
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5.1.4. Parametros da cor

Na Tabela 28 apresenta-se a analise de varidncia para os resultados dos parametros da cor,

considerando o fator lote.

Tabela 28 - Analise de varidncia para os resultados dos parametros da cor, considerando o fator lote.

Fator
Variaveis Lote
G.L.=2
L* F=2,9737
P=0,0542N->
a* F=4,8161
P=0,0094**
b* F=8,1220
P=0,0005***
c* F=4,2342
P=0,0163*
He F=20,3199
P=0,0000***

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; * Significativo para p<0,05; ** Significativo para p<0,01;
***Significativo para p<0,001

A andlise dos resultados apresentados na Tabela 28 permite verificar que o fator lote foi altamente
significativo para os parametros b* e H° (p<0,001), muito significativo para a* (p<0,01), significativo
para C* (p<0,05) e ndo apresentou diferencas significativas (p=0,05) para L*. Como as coordenadas
de cor sdao fortemente influenciadas pelo pH, awe pela a microbiota é natural que tal variancia ocorra,

tendo em conta o que haviamos escrito na discussdo relativa aqueles parametros.

Na Tabela 29 apresenta-se a analise de variancia para os resultados dos pardametros da cor,

considerando o fator modalidade.

Tabela 29 - Analise de varidncia para os parametros da cor, considerando o fator modalidade.

Fator
Variavei Modalidade
ariaveis Gloa
L* F=4,0578
P=0,0038**
a* F=0,6485
P=0,6288N->
b* F=0,7609
P=0,5524"->
c* F=0,6006
P=0,6006N->
He F=0,5694
P=0,6852N->

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; ** Significativo para p<0,01
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Observando a Tabela 29 pode-se constatar que o fator modalidade foi muito significativo (p<0,01)

para L* e ndo tendo esse efeito ou outro estatisticamente significativo sobre as restantes varidveis

estudadas (p=0,05).

Na Tabela 30 apresentam-se os valores médios e desvios padrdo para os parametros da cor obtidos

nos paios de porco preto inoculados com Staphylococcus.

Tabela 30 - Valores médios e desvios padrdo para os parametros da cor obtidos nos paios de porco preto
inoculados com Staphylococcus.

Parametros
Tempo de Modalidade L* a* b* c* H°
amostragem

1 40,40°+3,76 | 16,94+3,94 | 13,18+4,90 | 21,6245,73 | 37,0146,90

TFinal 2 43,07°°+4,48 | 17,2643,53 | 14,54+6,78 | 22,76+7,04 | 38,65+6,49
(produto acabado) 3 42,73°°+4,86 | 18,0343,07 | 14,09+4,51 | 23,04+4,73 | 37,22+6,84
4 44,45°+4,05 | 17,34+3,58 | 13,9445,21 | 22,36%4,73 | 37,98+5,38

5 41,46"+3,49 | 16,59+3,04 | 12,48+3,70 | 20,96+4,17 | 36,37%6,37

1 - Controlo; 2 - Staphylococcus equorum 5MSA4 (10° células/g); 3 - Staphylococcus equorum 5MSA4 (10°
células/g); 4 - Staphylococcus equorum S2M7 (103 células/g); 5 - Staphylococcus equorum S2M7 (108 células/g).
Na mesma coluna, letras diferentes representam médias com diferencas significativas para p < 0,05.

Observando a Tabela 30 podemos verificar que apenas existiram diferengas estatisticamente
significativas para o pardmetro L*. A modalidade 4 (S. equorum S2M7 10°) foi aquela que mais
contribuiu para tornar os paios mais claros (valores de L* superiores), visto ter apresentado um valor
médio de 44,45 + 4,05, principalmente em comparagao com as modalidades 1 (controlo) e 5 (S.
equorum S2M7 10°) para as quais foi significativamente mais elevada, pois os paios alocados aquelas

modalidades apresentaram valores médios de 40,40 + 3,76 e 41,46 + 3,49, respetivamente.

Patarata (2002) inoculou, separadamente, trés modalidades de culturas mistas
(1) L. plantarum e S. xylosus; (2) L. sakei e S. xylosus; (3) L. sakei, S. carnosus e S. xylosus), na propor¢do
de 10° células/g de massa, em linguica tradicional transmontana e quando mediu a cor no
homogeneizado da amostra procedente de linguica com 30 dias de cura, observou que a utilizacao
de culturas de arranque nao influenciou a luminosidade (L*) nem a coordenada a*. Relativamente a
coordenada b*, o autor registou valores ligeiramente mais baixos no lote controlo (10,70 + 1,10).
Pérez-Alvarez et al. (1999), corroborados por Patarata (2002), atribuiram as variacGes existentes no
parametro L*, fundamentalmente, ao teor de humidade das amostras, sendo os valores de L* tanto
mais elevados quanto maiores forem os teores daquele parametro, e as caracteristicas exsudativas
da carne, decorrentes de diferengas do pH, com valores de L* superiores nas carnes mais exsudativas.
Sanabria et al. (2004) atestam o descrito pelos autores, mas para presunto. Parece-nos que os teores
em gordura também poderdo afetar a coordenada de cor L*, isto &, os valores daquela coordenada

serdo proporcionais aos teores de gordura, tal como reportado por Papadima & Bloukas (1999). Elias
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(2004) realizou dois ensaios independentes, com as mesmas condi¢des, e obteve, em paios de porco
Alentejano inoculados com S. xylosus 8M, na concentracdo aproximada de 108 células/g de massa e
sem acgUcar adicionado, valores médios para o parametro L* de 37,81 £ 2,85 num primeiro ensaio e
37,50 * 3,46 num segundo ensaio, ambos inferiores aos por nds obtidos, pois os nossos resultados
foram superiores a 40,00 e inferiores a 45,00. O mesmo autor, para enchidos nao inoculados
(controlo), obteve para o mesmo parametros valores médios de 39,11 + 5,44, num primeiro ensaio,
e 37,74 £ 1,55 num segundo ensaio. Seguiu-se o mesmo padrao identificado nos inoculados, ou seja,
0s nossos resultados, mais uma vez, foram ligeiramente superiores a 40,00. Elias & Carrascosa (2010)
obtiveram para o parametro L*, em paios do Alentejo ndo inoculados e sem agucar adicionado, 40,4
14,2, ou seja, um valor mais préximo dos obtidos no presente estudo. Para os resultados obtidos por
Patarata (2002), apenas apresentamos os referentes as linguicas tradicionais transmontanas nao
inoculadas porque o autor inoculou sempre culturas mistas (compostas por duas ou mais estirpes).
O valor médio obtido no estudo do autor referido foi de 42,46 + 4,43. Gimeno et al. (2001) obtiveram
valores médios superiores a 50,00 para enchidos espanhdis produzidos de forma tradicional e com
substituicdo parcial de cloreto de sédio por ascorbato de cdlcio. No entanto, os autores obtiveram
valores de pH entre 4,42 e 4,66, ou seja, valores bastante baixos. Aqueles autores associaram a
acidificacdo elevada a valores mais reduzidos de L* e superiores de a* e b*, provavelmente pela
facilidade em eliminar a agua livre, com o efeito do pH reduzido. Tendo como base o descrito por
Pérez-Alvarez et al. (1999) e Patarata (2002) no inicio deste paragrafo, podemos comparar, apesar da
percentagem de humidade ser um parametro distinto da aw, os valores médios obtidos por Elias
(2004) com os nossos e tentar perceber se a premissa indicada pelos autores se aplicou ao nosso
estudo. Observando a Tabela 20 relativa aos valores médios e desvios padrdo para o pH e a aw, obtidos
nos 3 lotes dos paios de porco preto inoculados com Staphylococcus, constatamos que, no produto
acabado, os valores médios por nds obtidos para a aw variaram entre 0,885 + 0,044 para os paios ndo
inoculados e 0,852 + 0,065 (valor mais baixo) e 0,883 + 0,025 (valor mais elevado) para os inoculados.
Elias (2004) obteve valores médios de 0,734 + 0,091 e 0,688 + 0,095 para os paios ndo inoculados e
inoculados, respetivamente, e num segundo ensaio 0,734 £ 0,057 e 0,821 £ 0,029, seguindo a mesma
ordem indicada para o primeiro ensaio, ou seja, teoricamente a premissa mantém-se como valida,
pois os valores médios da aw obtidos pelo autor sdo claramente inferiores aos por nés determinados,

concomitantemente os valores de L* foram mais reduzidos.

Porém, ndo parece aplicar-se aos resultados apresentados por Elias & Carrascosa (2010), porque os
autores obtiveram valores médios de L* proximos dos obtidos no presente estudo (préximos de 40),
mas os valores médios de aw foram de 0,82 + 0,05, significando, portanto, que foram relativamente

inferiores aos por nés obtidos, que ficaram compreendidos ente 0,852 + 0,065 e 0,885 + 0,044.
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5.1.5. Parametros reoldgicos

Na Tabela 31 apresenta-se a analise de variancia para os resultados dos parametros reoldgicos,

considerando o fator lote.

Tabela 31 - Andlise de varidncia para os resultados dos parametros reoldgicos, considerando o fator lote.

Fator
L Lote
Variaveis
G.L.=2
F=4,2095
Dureza (N) P=0,0167*
F=21,2270
- -1 4
Adesividade (N.s™) P=0,0000%**
.. F=12,6918
Coesividade P=0,0000%***
. F=1,4671
Elasticidade P=0,2340MS
Resiliéncia F=2,53>3
P=0,0827"
- F=2,0892
Mastigabilidade (N) P=0,1274NS:

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; * Significativo para p<0,05; *** Significativo para p<0,001

A observacdo da Tabela 31 permite-nos concluir que o fator lote foi altamente significativo (p<0,001)
para adesividade e coesividade, significativo (p<0,05) para dureza e ndo significativo (p>0,05) para
elasticidade, resiliéncia e mastigabilidade. Para os parametros reoldgicos aplica-se o que escrevemos
para as coordenadas de cor, ou seja, sdo fortemente influenciados pelo pH, aw e pela microbiota, é
natural que tal variancia ocorra, tendo em conta o que haviamos escrito na discussao relativa aqueles

parametros.

Na Tabela 32 apresentamos a andlise de variancia para os resultados dos parametros reoldgicos,

considerando o fator modalidade.

Tabela 32 - Analise de variancia para os resultados dos parametros reoldgicos, considerando o fator
modalidade.

Fator
Modalidade
G.L=4
F=2,3449
P=0,0575N-*
F=2,4056
P=0,0523N-*
F=3,3776
P=0,01126*

Variaveis

Dureza (N)

Adesividade (N.s})

Coesividade
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Tabela 32 (continuagdo) - Andlise de variancia para os resultados dos parametros reoldgicos, considerando
o fator modalidade.

Fator
Modalidade
G.L=4
F=1,8156
P=0,1290N-*
F=3,1837
P=0,0153*
F=0,8239
P=0,5119N->

Variaveis

Elasticidade

Resiliéncia

Mastigabilidade (N)

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; * Significativo para p<0,05

Observando a Tabela 32 verificamos que o fator modalidade foi significativo (p<0,05) para

coesividade e resiliéncia e ndo significativo (p=0,05) para as demais variaveis.

Na Tabela 33 apresentam-se os valores médios e desvios padrdo para os parametros reoldgicos

obtidos nos paios de porco preto inoculados com Staphylococcus.

Tabela 33 - Valores médios e desvios padrdo para os parametros reolégicos obtidos nos paios de porco preto
inoculados com Staphylococcus.

TFinal (produto acabado)

Modalidade

Parametros 1 2 3 4 5

Dureza (N) 52,705¢23,254 | 48,502+14,239 | 42,286+13,948 | 56,318+28,206 | 54,505+19,877
'?:e:'l‘)"dade -0,936£0,588 | -1,246+1,086 | -0,797+0,687 | -1,375£1,049 | -1,448+1,348
Coesividade 0,556°+0,078 | 0,580°°+0,054 | 0,607°+0,049 | 0,565°+0,068 | 0,5887+0,043
Elasticidade 0,877+0,068 | 0,933+0,262 | 0,890+0,144 | 0,845+0,066 | 0,849+0,080
Resiliéncia 0,115°+0,028 | 0,123%°+0,019 | 0,136°+0,026 | 0,121°°+0,023 | 0,129°"+0,023
m?s“gab'"dade 25,828+10,878 | 26,783+12,664 | 22,95648,788 | 26,652+11,175 | 27,815+11,798

1 - Controlo; 2 - Staphylococcus equorum 5MSA4 (10° células/g); 3 - Staphylococcus equorum 5MSA4 (10°
células/g); 4 - Staphylococcus equorum S2M7 (103 células/g); 5 - Staphylococcus equorum S2M7 (10° células/g).
Na mesma linha, letras diferentes representam médias com diferencas significativas para p < 0,05.

Muitos sdo os fatores que influenciam a textura final dos produtos cédrneos, incluindo os ingredientes
utilizados e tudo o que envolve o processo produtivo e as suas condicionantes. Barbut (2015) refere
que, no geral, o desenvolvimento da textura ocorre em trés passos principais: extragdo das proteinas
(principalmente actina e miosina) pela acdo dos sais durante a mistura dos ingredientes, formacao
de um gel proteico durante a acidificacao e fortalecimento do gel proteico por desnaturacao durante
o processo de cura. E impossivel n3o mencionar a a¢gdo do pH e da aw nas caracteristicas texturais dos
enchidos, o pH pelas consequéncias que tem nas propriedades fisicas das proteinas, nomeadamente

na sua capacidade de adsorc¢do de agua e solubilidade e a depressao da aw pela redugao da agua livre,
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e consequente aumento da dureza e redugao de reagGes proteoliticas, consequéncia do menor teor

de dgua disponivel para as enzimas atuarem sobre as proteinas da carne.

Observando a Tabela 33 verificamos que apenas existiram diferencas significativas para os
parametros coesividade e resiliéncia. Relativamente ao primeiro, foram os paios inoculados com S.
equorum 5MSA4 10° (modalidade 3) que se apresentaram estatisticamente mais coesos (0,607 +
0,049), em relacdo aos associados as modalidades 1 (controlo) e 4 (S. equorum S2M7 10%) que

apresentaram valores médios de 0,556 + 0,078 e 0,565 + 0,068, respetivamente.

Os paios inoculados com S. equorum 5MSA4 10° também foram aqueles que apresentaram um valor
médio (0,136 + 0,026) superior para a resiliéncia, surgindo os paios ndo inoculados como os menos

resilientes (0,115 + 0,028), ou seja, existiram diferencas significativas entre as modalidades aludidas.

O mais importante a ressalvar serda o facto dos paios inoculados com a modalidade 3 terem
apresentado melhor ligacdo das massas (maior coesividade) e, de uma forma geral, todos os paios

que foram inoculados apresentaram essa tendéncia.

Bourne (2002) refere que a resiliéncia representa o grau em que a amostra retorna a forma original,
ou seja, quanto maior for a resiliéncia maior serd a recuperagdo em relacdo a forma original e
vice-versa. Também é sabido que este parametro, geralmente, revela tendéncia para decrescer ao

longo do tempo de cura.

Os paios inoculados com S. equorum 5MSA4 10% e 108 células/g de massa foram os menos duros
(48,502 + 14,239 N e 42,286 + 13,948 N, respetivamente). E de destacar que este pardmetro pode
representar um fator negativo se for excessivamente elevado, mas o mesmo se passa se for
demasiado baixo, ndo sendo o caso dos nossos resultados, visto andarem préximos dos 50 N. Laranjo
et al. (2015); Elias et al. (2014) e Elias (2004) obtiveram, para enchidos semelhantes aos por nds
produzidos, resultados préximos do valor indicado. Casquete et al. (2011b) obtiveram valores
proximos para um dos processos produtivos utilizados por aqueles autores e valores muito superiores
para o outro, valores superiores a 100 N. Melendo et al. (1996) consideraram que valores reduzidos
de dureza tornaram os chouricos espanhdis por eles produzidos mais aprecidveis em termos
sensoriais, enquanto Gimeno et al. (1999) consideram valores de 62,33 N como um defeito em

chourigos de Pamplona, por serem baixos, aos quais havia sido alterada a habitual formulag3do.

Relembramos que os consumidores esperam dos enchidos um grau de consisténcia e resisténcia a

mastigacdo minimo, abaixo do qual o produto tera fortes possibilidades de ser depreciado.

Como haviamos referido na discussdo dos resultados dos parametros da cor, Patarata (2002)

inoculou, separadamente, trés modalidades de culturas mistas (1) L. plantarum e S. xylosus; (2) L.
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sakei e S. xylosus; (3) L. sakei e S. carnosus e S. xylosus, na proporc¢do de 10° células/g de massa, em
linguica tradicional transmontana. Na analise do perfil da textura, para uma deformacdo da amostra
de 40% com uma sonda cilindrica, considerou os parametros dureza, coesividade e adesividade tendo
concluido que a utilizacdo de culturas de arranque ndo teve qualquer efeito sobre os parametros por
ele estudados. Elias (2004), em paios de porco Alentejano inoculados, apesar de ndo ter registado
diferencas significativas entre modalidades de inoculacdo, provavelmente devido a grande
variabilidade entre amostras, concluiu que a dureza foi superior nos paios do grupo controlo. No

Nnosso caso, como vimos anteriormente, ndo observamos diferengas para o parametro referido.

Elias (2004) também observou que a coesividade foi menor nos grupos controlo, ou seja, denotou
pior ligacdo das massas nos produtos ndo inoculados. De uma forma geral, vai no sentido do por nds
observado. No presente ensaio foram os paios inoculados com S. equorum 5MSA4 10° (modalidade

3) que se mostraram mais coesos.

No que respeita aos ensaios de textura em enchidos, o parametro coesividade é de extrema
importancia, porque, como ja referimos, estd associado a ligacdo das massas e a mesma é

fundamental na prova de enchidos.

5.1.6. Analise sensorial

Na Tabela 34 apresenta-se a andlise de variancia para os resultados dos parametros de andlise

sensorial, considerando o fator lote.

Tabela 34 - Analise de variancia para os resultados dos parametros de andlise sensorial, considerando o fator
lote.

Fator
L. Lote
Variaveis
G.L.=2
) F=5,7876
Intensidade da cor P=0,0035**
Cores estranhas F=0,4783
P=0,6205N->
F=15,0131
Marmoreado on'oooo***
. F=1,6080
Intensidade do aroma P=0,2025N5-
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Tabela 34 (continuag¢do) - Andlise de varidncia para os resultados dos parametros de anadlise sensorial,
considerando o fator lote.

Fator
Lo . Lote
Variaveis
G.L.=2
Aromas estranhos F=0,8785
P=0,1309">
Dureza F=11,0012
P=0,0000***
i i F=0,3422
Fibrosidade P07 1064
Suculéncia F=5,8350
P=0,0034**
i F=32,8437
Intensidade do sabor p0.0602"
Sabores negativos F=4,7681
s P=0,0093**
i F=2,5962
Intensidade da salga p0.O7ENS
iaca F=1,7540
Apreciagao global b0, 78NS

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; ** Significativo para p<0,01; *** Significativo para p<0,001

A observacdo da Tabela 34 permite concluir que o fator lote foi altamente significativo (p<0,001) para
marmoreado e dureza, muito significativo (p<0,01) para intensidade da cor, suculéncia e sabores

negativos e nao significativo (p20,05) para as restantes variaveis.

Em funcdo dos resultados da analise de variancia dos pardmetros anteriormente obtidos, seria
natural que o fator lote se mantivesse significativo sobre os pardmetros de andlise sensorial, porque

0s mesmos sdo influenciados por todos os que analisdmos a montante.

Na Tabela 35 apresenta-se a andlise de variancia para os resultados dos parametros de andlise

sensorial, considerando o fator modalidade.

Tabela 35 - Andlise de varidncia para os resultados dos parametros de analise sensorial, considerando o fator
modalidade.

Fator
o Modalidade
Variaveis
G.L=4
. F=3,0997
Intensidade da cor P=0,0164*
Cores estranhas F0,9088
P=0,4595"*
F=1,1691
Marmoreado P=0,3252N5
] F=3,7150
Intensidade do aroma P=0,0060**

115



Tabela 35 (continuag¢do) - Andlise de varidncia para os resultados dos parametros de anadlise sensorial,
considerando o fator modalidade.

Fator
. Modalidade
Variaveis
G.L=4

Aromas estranhos F=1,5081
P=0,2006N-*

Dureza F=2,6613

P=0,0335*%

. . F=0,4588
Fibrosidade P=0,7659"5

Suculéncia F=0,6675
P=0,6152N-

. F=2,8947
Intensidade do sabor P=0,0629"-S-

Sabores negativos F=2,1254
& P=0,0780"*

. F=0,9965
Intensidade da salga P=0,4102M5

i F=1,9236
Apreciagao global P=0,1073"5

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; * Significativo para p<0,05; ** Significativo para
p<0,01

Observando a Tabela 35 constata-se que o fator modalidade foi muito significativo (p<0,01) para
intensidade do aroma e significativo (p<0,05) para intensidade da cor e dureza. Para as restantes

variaveis foi ndo significativo (p=0,05).

Na Tabela 36 mostram-se os valores médios e desvios padrdo para os parametros da analise sensorial

obtidos nos paios de porco preto inoculados com Staphylococcus.

Tabela 36 - Valores médios e desvios padrdo para os parametros de analise sensorial obtidos nos paios de porco
preto inoculados com Staphylococcus.

TFinal (produto acabado)

Modalidade

Parametros 1 2 3 4 5
:j"at‘zz:'dade 66,81°°+12,57 | 6592°°+11,25 | 61,28°+12,28 | 64,50°°+11,24 | 69,48°+11,41
Cores

1,60+8,85 0,34+1,71 0,40£1,70 0,00£0,00 0,80+3,40
estranhas
Marmoreado | 55,74+18,48 51,04+20,33 50,84+16,98 55,33+16,68 49,25+18,28
Intensidade 73,91°+9,97 | 70,34°°+10,53 | 64,98°+12,95 | 67,25"°+13,20 | 66,63"+16,14
do aroma
Aromas 0,64+3,23 1,00+2,86 2,90+6,93 2,0845,93 1,63+5,25
estranhos
Dureza 5835+959 | 57,64°°+10,73 | 54,80°+11,34 | 58,86°°+10,47 | 62,20°+13,30
Fibrosidade 39,81427,94 40,64+26,17 41,50+26,92 44,66+28,22 46,35+30,01
Suculéncia 53,80+21,39 53,10420,91 57,11415,62 52,52418,32 50,73 22,13
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Tabela 36 (continuagdo) - Valores médios e desvios padrdo para os parametros de analise sensorial obtidos
nos paios de porco preto inoculados com Staphylococcus.

TFinal (produto acabado)

Modalidade
Parametros 1 2 3 4 5
Intensidade 72,5249,37 71,66+8,83 66,22+14,02 66,72+18,05 66,07+12,21
do sabor
Sabores 4,48+10,78 3,04+6,47 8,72+17,07 10,11+18,63 5,0746,84
negathOS
L“;::fg':ade 62,49+14,27 64,84+12,08 61,98+11,83 61,98+13,96 59,43+13,90
;z::acllacao 59,81+14,54 56,82+15,13 51,74+16,68 51,93+16,35 52,91+16,32

1 - Controlo; 2 - Staphylococcus equorum 5MSA4 (10° células/g); 3 - Staphylococcus equorum 5MSA4 (10°
células/g); 4 - Staphylococcus equorum S2M7 (103 células/g); 5 - Staphylococcus equorum S2M7 (10° células/g).
Na mesma linha, letras diferentes representam médias com diferencas significativas para p < 0,05.

Observando a Tabela 36 verifica-se que apenas existiram diferencas significativas entre modalidades

para os parametros intensidade da cor, intensidade do aroma e dureza.

A intensidade da cor (69,48 + 11,41) foi significativamente superior nos paios inoculados com S.
equorum S2M7 10° (modalidade 5), por comparacdo com os da modalidade 3 (S. equorum 5MSA4
10°) que apresentaram o valor médio de 61,28 + 12,28. A intensidade do aroma foi significativamente
mais evidente nos enchidos controlo (73,91 + 9,97) e menos intensa nos paios inoculados com as
modalidades 3 (64,98 = 12,95) e 5 (66,63 + 16,14). Os paios mais duros foram os alocados a
modalidade 5 (62,20 + 13,30), apesar de serem semelhantes aos das restantes modalidades, com

excec¢do dos da modalidade 3 (54,80 + 11,34) para os quais foram significativamente mais duros.

Relativamente aos parametros onde ndo existiram diferencas significativas, parece-nos importante
realcar o facto de, por exemplo, para as cores estranhas os paios nao inoculados apresentaram o
valor médio mais elevado (1,60 + 8,85) e na modalidade 4 (S. equorum S2M7 10%) o painel n3o ter
percecionado esta ocorréncia (0,00 + 0,00). Nas restantes modalidades os valores médios foram
inferiores a 1,00. Porém, para os aromas estranhos foram os paios ndo inoculados a obterem um
valor médio de 0,64 + 3,23 e as restantes modalidades a obterem valores superiores ou préximos de
1,00. Em parametros como a intensidade do sabor e a apreciagdo global as pontuac¢des foram
superiores nos paios controlo, tendo sido os paios inoculados com S. equorum 5MSA4 103
(modalidade 2) aqueles que mais de aproximaram dos valores de topo. Tendo sido esta ultima
modalidade a que obteve melhores pontuacdes, valores mais baixos, relativamente ao parametro

sabores estranhos (3,94 + 6,47).
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Os painéis de provadores consideram como cor mais intensa aquela que apresenta tons de vermelho
mais carregado, ou seja, mais escuro. Estes tons correspondem a valores de a* mais reduzidos, ja que
este parametro tem valores mais elevados quanto mais aberta for a cor vermelha. Se verificarmos a
Tabela 30 relativa aos valores médios e desvios padrdo para os parametros da cor, podemos constatar
que, apesar de ndo existirem diferencas significativas entre modalidades, o valor médio mais elevado
coube & modalidade 3 (S. equorum 5MSA4 10°) e o mais reduzido @ modalidade 5 (S. equorum S2M7
10°%). Agora, observando a Tabela 36 onde est3o refletidas as pontuacdes atribuidas pelo painel de
provadores, percecionamos que as posicoes das modalidades 3 e 5 se inverteram. Logo, a premissa
descrita no inicio deste paragrafo é corroborada pelo nosso estudo e parece-nos que uma das
aptidées do método ClELab é a comparagdo qualitativa dos resultados da avaliagdo sensorial e da

avalia¢do instrumental.

A dureza é outro parametro que muitas vezes é sujeito a testes de correlagdo entre os resultados
sensoriais e os métodos instrumentais (Gomez & Lorenzo, 2013; Lorenzo & Franco, 2012). Lima
(2014), refere que a comparag¢do qualitativa dos resultados da avaliagdo sensorial e da avaliacdo
instrumental é, sem duavida, uma das aptiddes do ensaio TPA. Posto isto, observando a Tabela 33
relativa aos valores médios e desvios padrdo obtidos para a analise do perfil de textura, verificamos
que, para a dureza, os valores médios obtidos para cada modalidade, por ordem decrescente, foram
hierarquizados do seguinte modo: modalidades 4, 5, 1, 2 e 3. Por outro lado, tendo como base a
Tabela 36, verificamos que o painel de provadores pontuou a dureza dos paios, por ordem
decrescente, da seguinte forma: modalidades 5, 4, 1, 2 e 3. Havendo uma aproximac¢ao ao descrito
por Lima (2014), pelo menos para o parametro em causa. Curioso verificar que os paios inoculados
com S. equorum 5MSA4 (modalidades 2 e 3) foram os menos duros em ambas as avaliacGes. Ndo
apresentamos mais nenhuma comparag¢do entre parametros por ndo haver nenhum com uma

relagdo tao direta como a dureza.

Patarata (2002), em linguica tradicional transmontana, constatou que a maioria dos atributos
avaliados ndo se mostrou afetada pela inoculagdo de culturas de arranque. Contudo, a intensidade
global do gosto e ao gosto picante foram atribuidas pontuagdes significativamente mais elevadas no
lote controlo, quando comparado com um inoculado com uma cultura comercial contendo estirpes
de L. sakei e S. carnosus e S. xylosus. Em resposta a uma pergunta de natureza heddnica contida na

ficha de prova, o painel preferiu claramente as amostras do lote ndo inoculado.

Em jeito de conclusdo, parece-nos que a preferéncia do painel, no presente estudo, de uma forma
geral, recaiu sobre os paios ndo inoculados. Porém, ndo nos parece correto afirmar que a inoculagdo

das estirpes teve uma agdo negativa do ponto de vista sensorial. Elias (2004) chegou a conclusGes
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semelhantes quando inoculou S. xylosus 8M numa concentracdo aproximada de 10® células/g de

massa (sem agucar adicionado) destinada a producdo de paios de porco Alentejano.

5.1.7. Principais conclusdes do ensaio

Este ensaio permitiu concluir que o efeito das inoculagdes com estirpes de Staphylococcus nao se fez
sentir ao nivel do pH dos produtos. A Unica estirpe que promoveu a reducdo significativa da aw no
produto acabado foi S. equorum 5MSA4 10° células/g de massa, porém, para os teores de aminas
biogénicas foi S. equorum S2M7 103 células/g de massa que contribuiu mais para a reducdo daqueles
contaminantes quimicos. Ao nivel microbioldgico, tinha-se destacado, ligeiramente, S. equorum
S2M7 108 células/g de massa, nomeadamente no que concerne a reducdo das contagens do indicador
de seguranga L. monocytogenes e no ligeiro aumento das contagens dos indicadores tecnoldgicos
bactérias laticas e Staphylococcus spp., ainda que sem significado estatistico. Ao nivel sensorial, apds
os paios controlo e os inoculados com S. equorum 5MSA4 103 células/g de massa, respetivamente,
foram os inoculados com S. equorum S2M7 10° células/g de massa a destacar-se pela positiva. Em
funcdo do indicado, sabendo que as estirpes por vezes tém efeitos positivos em determinados grupos
de parametros e noutros ndo sdo tdo evidentes, selecionamos a estirpe S. equorum S2M7, na
concentracdo 10° células/g de massa, como sendo a mais indicada para fazer parte integrante da
cultura mista, pois esta estirpe foi a que, ainda assim, mais contribuiu para a seguranca dos paios de

porco preto, do Alentejo, ndo desvirtuando as suas propriedades sensoriais.
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5.2. Ensaio de inoculagao em paios de porco preto, do Alentejo, com culturas
puras de Lactobacillus

Neste ensaio optamos por criar uma nova modalidade, a controlo sem dextrose, com o intuito de

percebermos como a microbiota indigena responderia a presenca daquela fonte de energia.

5.2.1. Parametros fisico-quimicos (pH e aw)

Na Tabela 37 mostra-se a andlise de variancia para os resultados do pH e da aw, considerando o fator

lote.

Tabela 37 - Andlise de variancia para os resultados do pH e da aw, considerando o fator lote.

Fator

Lote
G.L.=2
F=4,5922
P=0,0105*
F=5,6041
P=0,0039**

Variaveis

pH

dw

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: *Significativo para p<0,05; ** Significativo para p<0,01

A leitura da Tabela 37 permite concluir que o fator lote foi muito significativo (p<0,01) para a aw e

significativo (p<0,05) para o pH.

A andlise de variancia evidencia que os resultados obtidos para parametros como o pH e a aw estardo
sujeitos a varios fatores, como a microbiota das matérias-primas, todo o processo produtivo, incluindo
as condicdes de higiene, entre outros, que contribuem para que surjam variacbes que sao

consideradas normais em produtos como os enchidos.

Na Tabela 38 apresenta-se a andlise de variancia para os resultados do pH e da aw, considerando os

fatores modalidade e tempo de amostragem.

Tabela 38 - Andlise de variancia para os resultados do pH e da aw, considerando os fatores modalidade e tempo
de amostragem.

Fatores
. Modalidade Tempo de amostragem Modalidade x Tempo de
Variaveis amostragem
G.L.=5 G.L.=2 G.L.=10
pH F=5,9520 F=3550,1466 F=3,1697
P=0,0000*** P=0,0000*** P=0,0006***
3w F=1,4909 F=1434,9133 F=2,3842
P=0,1910N> P=0,0000*** P=0,0091**

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S.= N3o significativo; ** Significativo para p<0,01; *** Significativo para p<0,001
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Analisando a Tabela 38 constata-se que os dois fatores foram altamente significativos (p<0,001) para
o pH, assim como a interagdo entre ambos. Para a aw o fator modalidade foi ndo significativo (p=0,05),
o tempo de amostragem foi altamente significativo (p<0,001) e a interagdo entre ambos foi muito

significativa (p<0,01).

Na Tabela 39 sdo apresentados os valores médios e desvios padrao para os resultados do pH e a da aw

obtidos nos paios de porco preto inoculados com Lactobacillus.

Tabela 39 - Valores médios e desvios padrao para os resultados do pH e a da aw obtidos nos paios de porco preto
inoculados com Lactobacillus.

Parametros
Tempo de amostragem Modalidade pH aw

1 5,94"2+0,09 0,972"2+0,007

2 5,84 +0,14 0,9692" +0,003

TO 3 5,83"°+0,16 0,968"2" +0,001
4 5,83"°+0,16 0,963 +0,007

5 5,82+0,15 0,965 +0,005

6 5,89”7°+0,20 0,964"+0,007

1 5,04%2+0,04 0,948%%° +0,004

2 4,98 +0,04 0,952%2 +0,006

T10 3 4,95 +0,05 0,949%%° +0,006
4 4,97 +0,04 0,947%%° +0,009

5 5,04%2+0,09 0,944%° +0,001

6 5,00%°" +0,13 0,947%%*+0,014

1 5,00%2°+0,05 0,861%%°+0,015

2 4,995 +0,10 0,853 40,005

TFinal 3 4,955 +0,07 0,865%“"+0,003
4 5,00%2" +0,12 0,862 +0,046

5 5,06%7+0,10 0,858 +0,013

6 4,96%° 0,10 0,876%°+0,030

TO (pré-enchimento); T10 (fase intermédia da cura); TFinal (produto acabado).

1 - Controlo; 2 - Controlo com dextrose; 3 - Lactobacillus curvatus L2B2 (103 células/g); 4 - Lactobacillus curvatus
L2B2 (108 células/g); 5 - Lactobacillus sakei CV3C2 (103 células/g); 6 - Lactobacillus sakei CV3C2 (108 células/g).
Para a mesma modalidade e na mesma coluna, letras maiusculas diferentes representam médias com diferencas
significativas para p< 0,05. Para o mesmo tempo de amostragem e na mesma coluna, letras minusculas
representam médias com diferencgas significativas para p< 0,05.

A observacao da Tabela 39 permite concluir que para o pH, ao longo tempo de amostragem, foram
observadas diferencas significativas entre o TO (pré-enchimento) e os restantes temos de amostragem,

cabendo, como seria de esperar, os valores mais reduzidos aos ultimos.

Efetuando uma andlise por tempo de amostragem, no TO as massas inoculadas com as modalidades 3
(L. curvatus L2B2 10%), 4 (L. curvatus L2B2 10°) e 5 (L. sakei CV3C2 10%) apresentaram valores médios
de 5,83+0,16,5,83 £ 0,16 € 5,82 + 0,15, respetivamente, que foram significativamente mais reduzidos
que o apresentado pelos paios controlo (modalidade 1), que foi de 5,94 £ 0,09. Ao nivel sanitdrio, o
decréscimo dos valores de pH nesta fase do processo é importante, uma vez que pode dificultar a

multiplicacdo de alguma microbiota indesejdvel que esteja presente nas massas. Pensamos que esta
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situacdo se deve a inoculagcdo das estirpes de Lactobacillus, uma vez que se analisarmos a Tabela 42
abaixo apresentada, relativa aos parametros microbioldgicos, concluimos que a concentragdo das
bactérias referidas, de uma forma geral, foi ligeiramente superior nas modalidades inoculadas, ainda
gue sem significado estatistico. Esta rapida acidificacdo significa que as estirpes se adaptaram bem as
condicbes existentes nas massas e, consequentemente, conseguiram metabolizar a dextrose
adicionada. Wang et al. (2015) acrescentam que o facto dos valores serem baixos no inicio da
fermentacdo acarreta beneficios ndo sé ao nivel sanitdrio, mas também poderdo contribuir para a
fixacdo da cor vermelha, melhoria da textura e reducdao dos teores de nitrito ao longo da cura. Em
suma, contribui para a qualidade e seguranca sanitaria dos enchidos. Na fase intermédia da cura (T10)
os valores de pH reduziram-se de forma consideravel em todas as modalidades, aquela reducdo
deveu-se, presumivelmente, as razGes ja apresentadas na discussdo para os paios inoculados com

estirpes de Staphylococcus.

No produto acabado, os paios associados a modalidade 5 apresentaram um valor médio (5,06 £ 0,10)
significativamente mais elevado que os das modalidades 3 (L. curvatus L2B2 10%) e 6 (L. sakei CV3C2
10°) que obtiveram os valores médios 4,95 + 0,07 e 4,96 * 0,10, respetivamente. Ao contrério do
verificado para paios inoculados com Staphylococcus, nao se verificou um ligeiro aumento do pH no
produto acabado, causado, a partida, pela protedlise devida a agdo microbiana, com consequente
formacdo de péptidos, aminoacidos livres, aminas e amoniaco, entre outros, aumentando deste modo
a concentracdo de substancias tampdo, todavia, ndo podemos afirmar o referido para os nossos
resultados, porque ndo efetudmos determinagdes que o asseverem. Porém, os valores foram bastante
similares aos determinados na fase intermédia da cura. Simion et al. (2014) constataram o mesmo que
nds, mas para enchidos ndo inoculados, enquanto Elias (2004) observou, no produto acabado, um
incremento dos valores de pH em paios de porco Alentejano inoculados com culturas puras de
Lactobacillus. Uma justificacdo, ainda que possa ser uma suposicdo, poderd estar relacionada com o
facto das estirpes inoculados no presente ensaio terem capacidade para produzir mais acido que as de
Elias (2004), compensado, desse modo, o incremento do pH devido a maior concentracdo de

substancias tampao.

E de referir que os enchidos alocados a formulagdo controlo com dextrose apresentaram valores
médios de pH sempre inferiores aos controlo sem dextrose, todavia, essa diferenga foi mais evidente

no T10.

No que respeita a resultados obtidos por outros autores, Rubio et al. (2013) inocularam L. plantarum
299V e L. rhamnosus GC em enchidos espanhdis, com as concentra¢des de aproximadamente 103

células/g de massa e 107 células/g de massa e adicionaram 0,05% de dextrose + 0,7% de lactose. Antes
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do enchimento ndo detetaram diferencas muito evidentes entre enchidos inoculados e controlo,
situando-se os valores em torno de 6,0. Apds a fermentagdo os valores reduziram-se de forma
consideravel, até que no produto acabado os enchidos controlo apresentaram um valor médio de 5,21
+ 0,05 e os inoculados apresentaram valores médios entre 4,69 + 0,01 e 5,01 + 0,03, que foram
significativamente inferiores aos dos enchidos controlo. Tendencialmente, para a mesma estirpe, os
paios inoculados por aqueles autores, com a concentracdo 107 células/g de massa, apresentaram
valores médios do pH significativamente inferiores aos que foram inoculados com a concentrac¢do 10°
células/g de massa. Baka et al. (2011) inocularam as estirpes L. sakei 8416, L. sakei 4413, L. sakei 8426,
L. plantarum 7423 e L. curvatus 8427 com concentracdes aproximadas de 2-5 x107 células/g de massa
em enchidos gregos e adicionaram 0,3% de sacarose + 0,1 de lactose. No inicio da cura ndo existiram
diferencgas entre os enchidos inoculados e controlo e os valores variaram entre 5,8 e préximos de 6,0.
Os valores indicados foram-se reduzindo até a fase intermédia da cura para valores médios entre 4,5
e 5,5, e no produto acabado subiram ligeiramente, variando entre 4,9 e préximos de 5,1, mas ndo se
observaram diferencas entre modalidades, ou seja, foram semelhantes aos obtidos no presente
estudo. Elias (2004) verificou, em paios de porco Alentejano inoculados com uma concentragdo
aproximada de 10® células/g de massa, que o pH aumentou de forma gradual 8 medida que a cura se
foi consumando, independentemente dos paios terem sido inoculados com L. sakei 27L ou ndo terem
sido sujeitos a inoculagdo, isto num primeiro ensaio. Num segundo ensaio com condicGes idénticas, os
valores dos paios inoculados foram sempre inferiores aos dos nao inoculados, apesar de ndo existirem
diferencas significativas entre os mesmos. Todavia, em ambos os ensaios os valores obtidos pelo autor,
no produto acabado, foram superiores aos por nds determinados, situando-se proximos dos 5,70 para
0s paios inoculados e controlo. Patarata (2002) também observou que a reducdo do pH foi mais
acentuada quando utilizou culturas de arranque em que participaram bactérias laticas do que quando
a fermentacdo ocorreu de forma espontanea. Aquele autor, no produto acabado, obteve o valor médio
de 5,23 £ 0,05 para as linguicas ndo inoculadas e valores médios compreendidos entre 5,13 + 0,12 e
5,15 £ 0,03 para os enchidos inoculados. No presente ensaio as diferencas ndo foram tdo

pronunciadas.

De acordo com o descrito verificamos que os nossos resultados foram inferiores, superiores e até
semelhantes aos apresentados pelos autores referidos. No produto acabado, também se confirma
que, dos autores citados, apenas Rubio et al. (2013) e Patarata (2002) identificaram diferencas
significativas entre os enchidos inoculados e os controlo. O referido mostra que, provavelmente, as
bactérias laticas indigenas tiveram uma capacidade acidificante que se aproximou das culturas

inoculadas.
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Quanto aos valores médios obtido para a aw, ao longo do tempo de amostragem, verificaram-se
diferencas significativas entre o produto acabado e os tempos que lhe antecederam, sendo os valores
do produto acabado significativamente inferiores. A andlise isolada por tempo de amostragem,
permite-nos verificar que no TO as massas ndo inoculadas, sem dextrose (modalidade 1), apresentaram
o valor médio (0,972 + 0,007) mais elevado, tendo sido significativo para algumas massas inoculadas.
Como seria expectavel houve um decréscimo dos valores médios, para todas as modalidades, do TO
para o T10. No produto acabado foram os paios alocados as modalidades 2 (controlo com dextrose) e
5 (L. sakei CV3C2 10%) que apresentaram valores médios significativamente inferiores, 0,853 + 0,005 e
0,858 + 0,013, respetivamente, em relacdo aos associados a modalidade 6 (0,876 + 0,030). O valor
médio obtido para os paios controlo foi de 0,861 £ 0,015. Rubio et al. (2013) obtiveram, nas condi¢cGes
descritas na discussdo dos resultados obtidos para o pH, no produto acabado, valores médios
superiores aos obtidos no presente estudo; tendo os mesmos sido de 0,907 + 0,00 para os enchidos
nao inoculados e 0,908 + 0,000 a 0,928 + 0,00 para os inoculados, cabendo, portanto, o valor médio
mais reduzido aos paios ndo inoculados. Casquete et al. (2012) obtiveram valores médios proximos de
0,80 para salsichdn e chourico espanhdis. Elias (2004) obteve valores médios para os paios inoculados
com L. sakei 27 L de 0,775 + 0,070 e 0,761 £0,025 num primeiro e segundo ensaios, respetivamente,
para os controlo obteve 0,734 + 0,091 e 0,821 + 0,029, respetivamente. Com base nos resultados
apresentados para os autores mencionados, verificamos que os resultados obtidos neste ensaio foram
inferiores aos obtidos por Rubio et al. (2013) e superiores aos dos restantes autores. Julgamos que as
diferencas nos valores da aw se prenderdo essencialmente com periodos de cura mais prolongados

nos estudos que apresentaram valores inferiores para aquele parametro.

Os enchidos alocados a formulagdo controlo com dextrose apresentaram valores médios de pH sempre
inferiores aos controlo, todavia, essa diferenca foi mais evidente no T10 (fase intermédia da cura). A
tendéncia para os valores serem mais reduzidos nos enchidos aos quais foi adicionada dextrose

também se confirmou para a aw, com exceg¢do do T10.

5.2.2. Parametros microbiolégicos

Na Tabela 40 apresenta-se a analise de varidncia para os resultados dos parametros microbioldgicos,

considerando o fator lote.

124



Tabela 40 - Anilise de varidncia para os resultados dos parametros microbioldgicos, considerando o fator lote.

Fator
Lo . Lote
Variaveis
G.L.=2
6fi F=8,8465
Meséfilos p20.0003 %+
Psicrotréficos F=17,5791
P=0,0000***
Bactérias lati F=0,4997
actérias laticas o Loaans
Staphylococcus spp. F=10,5114
P=0,0000***
Enterobactérias F=4,2957
P=0,0161*
Bol F=2,1735
oere P=0,0161*
Leveduras F=6,7308
P=0,0018**
F=14,9512
L. monocytogenes P—0.0000" +*

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; * Significativo para p<0,05; **significativo para p<0,01; ***
Significativo para p<0,001

Relativamente aos resultados obtidos, o fator lote foi altamente significativo (p<0,001) para as
contagens de microrganismos meséfilos, psicrotréficos, Staphylococcus spp. e L. monocytogenes,
muito significativo (p<0,01) para leveduras, significativo (p<0,05) para enterobactérias e bolores e ndo
significativo (p>0,05) para bactérias laticas. Os resultados da analise de variancia seguem o observado
para os parametros fisico-quimicos, demostrando a variancia entre lotes que resultara das variacoes
naturais entre as matérias-primas usadas e todos os outros fatores que afetam a microbiota dos

enchidos.

Na Tabela 41 apresenta-se a andlise de varidncia para os resultados dos parametros microbioldgicos,

considerando os fatores modalidade e tempo de amostragem.

Tabela 41 - Andlise de variancia para os resultados dos parametros microbioldgicos, considerando os fatores
modalidade e tempo de amostragem.

Fatores
L. Modalidade Tempo de Modalidade x Tempo de amostragem
Variaveis amostragem
G.L.=5 G.L.=2 G.L.=10
Meséfilos F=0,8696 F=15,4527 F=1,9204
P=0,5049N-> P=0,0000*** P=0,0523N
Psicrotréficos F=0,6867 F=45,6776 F=0,2793
P=0,6347N- P=0,0000*** P=0,9843N-
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Tabela 41 (continuagdo) - Andlise de varidncia para os resultados dos parametros microbiolégicos,
considerando os fatores modalidade e tempo de amostragem.

Fatores
L Modalidade Tempo de Modalidade x Tempo de amostragem
Variaveis amostragem
G.L.=5 G.L.=2 G.L.=10
Bactérias lsticas F=2,3455 F=299,5859 F=0,7867
P=0,0475* P=0,0000*** P=0,6414N-*
Staphylococcus F=0,6821 F=19,8014 F=0,4168
spp. P=0,6381N-> P=0,0000*** P=0,9352N-5
Enterobactérias F=1,3944 F=151,8137 F=1,0603
P=0,2339N-> P=0,0000*** P=0,4011N->
Bolores F=0,7339 F=0,0929 F=0,8096
P=0,5999N-> P=0,9114N-> P=0,6199"->
Leveduras F=0,7236 F=16,3033 F=1,2115
P=0,6075N-* P=0,0000*** P=0,2945N-
L F=0,2260 F=2,0344 F=0,9914
monocytogenes P=0,9503"-* P=0,1367"* P=0,4569N->

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S.= N3do Significativo; * Significativo para p<0,05; *** Significativo para p<0,001

Analisando a Tabela 41 podemos inferir que o fator modalidade foi significativo (p<0,05) para bactérias
laticas e ndo significativo (p>0,05) para as demais varidveis. Entre tempos de amostragem os
microrganismos mesdfilos, psicrotréficos, bactérias laticas, Staphylococcus spp., enterobactérias e
leveduras apresentaram diferengas altamente significativas (p<0,001), enquanto para bolores e L.
monocytogenes as diferencgas ndo foram significativas (p=0,05). Para a interacdo entre fatores ndo se
identificaram diferencas significativas (p=0,05). O fator tempo de amostragem mostrou-se significativo
sobre mais parametros que a modalidade de inoculagdo, revelando que as estirpes ndo tiveram um

efeito pronunciado sobre a microbiota dos enchidos.

Na Tabela 42 apresentam-se os valores médios e desvios padrdo para os parametros microbioldgicos

obtidos nos paios de porco preto inoculados com Lactobacillus.
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Tabela 42 - Valores médios e desvios padrdo para os parametros microbiolégicos obtidos nos paios de porco
preto inoculados com Lactobacillus.

Parametros
oo | Mocicace | Mescos | Psoowcieos | o Erteckactes | Bobres | lovedrs || P ”"O'w'e'"

1 6,50 | 6,48 | 3,72° 4,65° 533 | 0,38 | 3,80° 8,33 R
+0,67 | 0,70 | +1,06 +0,91 +0,56 | +0,60 | 0,52 | 15,71

5 6,51°F | 6,62° | 3,71¢ 4,67° 541 | 0,22 | 4,00 5,00 R
+0,35 | 0,75 | +1,13 +0,88 +0,10 | 0,53 | 0,57 | 5,47

3 6,56 | 6,56* | 4,59° 4,558 4,40 <1 | 350 10,00 .

T0 +0,49 | 10,63 | 0,50 +0,98 +0,35 +0,61 | +10,95

4 6,39 | 6,59 | 4,56° 4,67° 5,48" <1 | 366 5,83 .
+0,45 | 0,55 | +0,53 +0,91 +0,31 +0,41 | 8,01

5 6,68 | 6,70°t | 4,04° 4,40° 5,55" REED 4,17 o
+0,36 | 0,38 | +1,28 +0,95 +0,42 +0,31 | 8,01

6 6,4 | 6,48 | 3,92¢ 4,93 5,16" <1 | 378 3,33 .
+0,65 | 0,41 | +0,89 +0,15 +0,50 +0,29 | 45,16

1 7,20 | 7,45* | 7,83" 6,63" 5,14" <1 4,65" 3,33 R
+0,41 | 0,40 | 0,15 +0,83 +1,63 +0,36 | 8,26

5 7,54* | 7,57 | 8,40 6,51 482" | 053 | 4,43 7,50 5
+1,14 | +0,58 | +0,58 +1,25 +1,62 | +1,15 | 0,44 | 18,21
7,04 | 7,12* | 8,60 6,27" 4,60 0,27 | 4,08 3,33

T10 3 +0,81 | 0,87 | 0,93 +0,24 +0,88 | +0,65 | 0,64 | 16,05 2

4 661 | 6,88 | 852 6,49" 4,33 0,22 | 3,98 5,00 ,
+0,41 | 10,77 | *1,44 +0,63 +0,93 | 0,53 | 0,38 | 16,32

5 7,00 | 7,57° | 8,20 7,214 5,41° KR 10,83 ,
+0,43 | 10,54 | 0,60 +1,90 +1,30 +0,34 | +12,00

6 7,65 | 7,47 | 8,95 6,70 5,55" <1 | 428 11,67 .
+0,66 | 0,88 | 0,77 +2,75 +1,46 +0,49 | +12,52

1 584° | 5,68° | 7,554 | 6,46°° 1,24° <1 3,88° 9,17 .
+0,76 | +1,00 | 0,19 +1,67 +1,19 +0,34 | +20,10

5 580° | 5,35° | 6,98%" | 5,39°° 1,338 0,17 | 3,65 <1 o
+0,87 | 1,34 | +0,98 +1,02 +1,37 | £0,41 | +0,96

3 546° | 520° | 7,59%%* | 4,80° 0,17° 0,33 | 4,03 <1 .

TFinal +0,66 | 0,78 | 0,30 +0,34 +0,41 | 0,82 | 0,39

4 7,00 | 5,30° | 802* | 5,57 1,97° 0,22 | 3,90 3,33 o
+1,32 | +0,96 | +0,75 +0,89 +1,10 | +0,53 | 0,44 | 16,06

5 6,44 | 5,76° | 7,60~ | 6,03 2,018 <1 | 372 2,50 o
+1,08 | +1,29 | 0,21 +1,72 +1,35 +0,36 | 6,12

6 6,49 | 5,66° | 7,65 | 547 1,338 <1 | 386 1,67 o
+1,31 | 1,13 | 0,18 +2,03 +1,71 +0,31 | 2,58

TO (pré-enchimento); T10 (fase intermédia da cura); TFinal (produto acabado).

1 - Controlo; 2 - Controlo com dextrose; 3 - Lactobacillus curvatus L2B2 (103 células/g); 4 - Lactobacillus curvatus
L2B2 (10° células/g); 5 - Lactobacillus sakei CV3C2 (103 células/g); 6 - Lactobacillus sakei CV3C2 (10° células/g).
Listeria monocytogenes apresenta-se em ufc/g. Os restantes pardmetros contaveis apresentam-se em log ufc/g.
Os valores indicados para Salmonella spp. referem-se ao nimero de resultados positivos em 6 amostras.

<1 - Contagens inferiores a uma unidade formadora de coldnia por grama (ufc/g).

Para a mesma modalidade e na mesma coluna, letras maiusculas diferentes representam médias com diferencas
significativas para p< 0,05. Para o mesmo tempo de amostragem e na mesma coluna, letras minusculas
representam médias com diferencgas significativas para p< 0,05.

ND - Ndo detetado (auséncia em 25g).
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Da anadlise da Tabela 42, conclui-se que as contagens de microrganismos meséfilos e psicrotroficos
foram semelhantes até ao T10 (fase intermédia da cura). No TFinal (produto acabado) os paios
inoculados com L. curvatus L2B2 108, L. sakei CV3C2 10° e L. sakei CV3V2 10° (modalidades 4, 5 e 6,
respetivamente) apresentaram contagem superiores, de 1 log ufc/g a 1,5 log ufc/g para o grupo dos
microrganismos mesofilos, face aos microrganismos psicrotréficos. No TO, para os dois grupos
microbianos, os resultados rondaram os 6,5 log ufc/g, no T10 foram préximos dos 7,0 log ufc/g e no
produto acabado variaram entre os 5,5 log ufc/g para psicrotréficos e os 7,0 log ufc/g para

microrganismos mesdfilos.

Para as contagens de microrganismos mesdfilos, Ruiz-Moyano et al. (2011), no inicio da cura,
observaram diferencas significativas entre enchidos espanhdis ndo inoculados e inoculados com L.
fermentum HL57 e P. acidilactici SP979, na concentragdo aproximada de 5 x 107 log ufc/g de massa e
sem agucar adicionado. Naquela fase da cura, os valores variaram entre os 6 log ufc/g para os enchidos
controlo e os 6,5 log ufc/g e 8 log ufc/g para os inoculados com Pediococcus e Lactobacillus,
respetivamente. Todavia, no produto acabado ndo observaram diferencas entre os enchidos
inoculados e ndo inoculados, mas as concentra¢bes foram superiores a 8 log ufc/g. Valor que também
foi contado por Casquete et al. (2012) e Elias (2004), independentemente das amostras terem sido
inoculadas ou ndo, e por Benito et al. (2007) e Fontan et al. (2007), mas estes dois ultimos grupos de
autores ndo inocularam culturas de arranque, como tal, apenas servem de referéncia para a

concentracdo de 8 log ufc/g no produto acabado.

O que escrevemos nos dois paragrafos anteriores para o produto acabado, revela que os resultados
obtidos no presente estudo foram um pouco inferiores - 1 a 2,5 log ufc/g - aos obtidos nos estudos
referidos, parecendo que as estirpes tiveram alguma dificuldade em adaptarem-se ao meio e,
consequentemente multiplicar-se, possivelmente, porque tiveram dificuldade em competir com a

microbiota indigena.

Para as contagens de microrganismos psicrotréficos, Casquete et al. (2012) e Benito et al. (2007), no
produto acabado, observaram contagens similares as obtidas no presente estudo, ja Elias (2004)
obteve valores com aproximadamente mais 1 log ufc/g a 2 log ufc/g nos dois ensaios realizou. O grupo
dos microrganismos psicrotréficos apresentou contagens semelhantes as da maioria dos autores e
citados, o que é positivo na medida em que este grupo microbiano podera ter efeitos depreciativos,

nomeadamente ao nivel sensorial, sobre os enchidos.

No que respeita as contagens de bactérias laticas, verificou-se um incremento do TO para os restantes
tempos de amostragem, havendo mesmo diferencas significativas. Porém, no produto acabado

observou-se um ligeiro decréscimo deste grupo bacteriano face ao T10 (fase intermédia da cura).
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Quando efetuamos uma analise por tempo de amostragem, verificamos que apenas existiram
diferencas significativas no produto acabado, tendencialmente os paios inoculados apresentaram
contagens superiores e os enchidos controlo aos quais de adicionou dextrose apresentaram as
contagens mais reduzidas. No entanto, no TO, apesar de ndo existirem diferencas entre enchidos
inoculados e ndo inoculados, notamos que os primeiros apresentaram, de uma forma geral, valores
médios com aproximadamente mais meio valor na escala logaritmica. Também importa evidenciar que
para os paios ndo inoculados com e sem dextrose nao se observaram quaisquer diferencgas, pois os
resultados obtidos foram de 3,72 * 1,06 log ufc/g e 3,71 + 1,13 log ufc/g, respetivamente. Apesar de
termos inoculado as estirpes em concentracbes aproximadas de 10° e 10° células/g de massa, ndo
existiram diferencas entre modalidades, todas apresentaram contagens proximas dos 4 log ufc/g,
revelando que podera ter ocorrido perda de microrganismos vidveis durante as 72 h de maturagao, no
entanto, excluimos essa hipétese porque, como haviamos referido no capitulo materiais e métodos
deste trabalho, a mesma foi atestada mediante a sementeira em placas de diluicdes decimais de
amostras de inéculo, recolhidas antes da inoculagdo das massas de carne. Todavia, as concentragées
inoculadas variaram entre 10% e 10° células/g de massa, como tal, teoricamente, deveriam existir
diferengas entre as modalidades de inoculagdo, mas nao sera de excluir a possibilidade de terem
ocorrido interagdes entre a microbiota indigena e a inoculada, durante a maturacdo das massas. No
T10 houve um aumento da concentracdo deste grupo microbiano e foram os paios controlo sem
dextrose (modalidade 1) que apresentaram o valor médio (7,83 + 0,15 log ufc/g) mais reduzido e os
alocados a modalidade 6 (L. sakei CV3C2 10°) o mais elevado, valor que foi de 8,95 + 0,77 log ufc/g.
Naquele momento da cura, a adicdao de dextrose alimentar parece ter tido algum efeito porque os
enchidos aos quais foi adicionada, independentemente de serem ou ndo inoculados, apresentaram
um incremento de quase 1 log ufc/g por comparagdo com os controlo sem dextrose. Esta evolucgdo é
natural uma vez que, depois de atingido o maximo de multiplicagdo, a duragdo da fase estacionaria é
muito dependente da disponibilidade de nutrientes, que era maior nas modalidades as quais foi
adicionada dextrose. No produto acabado ndo se notaram grandes diferencas entre modalidades,
porém, o valor médio (6,98 + 0,98 log ufc/g) mais baixo coube aos enchidos associados a modalidade
2 (controlo com dextrose) e o mais elevado (8,02 + 0,75 log ufc/g) aos paios inoculados com L. curvatus

L2B2 10°ufc/g de massa, tendo existido significAncia entre os mesmos.

Como ja foi mencionado algumas vezes ao longo deste trabalho, as bactérias laticas constituem a maior
parte da microbiota dos enchidos ao longo do processo de cura e no produto acabado, sendo o género
Lactobacillus aquele que predomina (Talon & Leroy, 2011), o que também foi corroborado pelo
presente estudo. Autores como Rubio et al. (2013); Casquete et al. (2012); Baka et al. (2011);

Ruiz-Moyano (2011) e Elias (2004), acerca do produto acabado, apresentaram resultados superiores
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ou muito proximos de 8 log ufc/g em enchidos inoculados e Benito et al. (2007) apresentaram valores
médios proximos de 7 log ufc/g em enchidos ndo inoculados. Também ja foi referido no capitulo
revisdo bibliografica que o abaixamento do pH facilita esta predominancia face a outros grupos
microbianos, como por exemplo Staphylococcus spp. Leroy et al. (2015b) alertam para as
consequéncias de valores de pH elevados (>6,5) que podem culminar com atividades excessivas dos

bolores, conduzindo a um aumento da amdnia e consequentemente reducdo de acido latico.

Os valores por nds obtidos aproximaram-se dos 8 log ufc/g, com excecdo dos paios alocados a
modalidade controlo com dextrose que ficaram por 6,98 + 0,98 log ufc/g. Guyot et al. (2000)
observaram, na presenca de glicose, que a taxa de multiplicacdo de L. manihotivorans LMG 18010
permaneceu inalterada, sugerindo que o fluxo de energia adicional obtido a partir da fermentagao
direta de glicose foi utilizada para fungbes diferentes da multiplicacdo, provavelmente para a
manutencdo celular. Spaziani et al. (2009) também concluiram que a adicdo de 0,5% de glicose as
massas ndo apresentou grandes diferengas nas contagens de LAB, por comparagao com as massas sem

acucar fermentescivel adicionado.

As contagens de Staphylococcus spp. foram significativamente superiores no T10, por comparagao com
o TO. As contagens mencionadas aumentaram 2 log ufc/g a 2,5 log ufc/g do TO para o T10, diminuindo
na ultima fase do processo produtivo devido ao abaixamento do valor da aw, nesta fase os valores
ficaram préximos dos 6 log ufc/g. No TO os valores médios rondaram os 4,5 log ufc/g e no T10 os 6,5

log ufc/g.

Benito et al. (2007), para chourico e salsichon espanhdis ndo inoculados, ndo percecionaram
diferencas ao longo do processo produtivo e os valores situaram-se entre os 3 log ufc/g e os 5 log ufc/g.
Baka et al. (2011), em enchidos gregos, quantificaram 4 log ufc/g no inicio da cura para enchidos
controlo e inoculados com estirpes de L. sakei e L. plantarum na concentra¢do aproximada 2-5 x 107
células g/ de massa, a meio da cura e no produto acabado os enchidos controlo mantiveram a mesma
concentragdo. Porém, os inoculados alternaram entre os 3,5 e 4,7 log ufc/g. Elias (2004) obteve
resultados, em paios de porco Alentejano, proximos dos 6 log ufc/g no inicio da cura e no produto

acabado, independentemente de serem ou ndo inoculados.

O descrito permite-nos inferir que os resultados obtidos neste estudo ficaram acima dos obtidos por
Benito et al. (2007) e Baka et al. (2011) e foram préximos dos obtidos por Elias (2004). Os valores
apresentados encontram-se proximos dos habitualmente encontrados em enchidos que, dependendo
da microbiota das matérias-primas e das condi¢cdes de processamento, poderdo variar de 6,0 log ufc/g

a 8,0 log ufc/g (Vignolo et al., 2010; Ammor & Mayo, 2007).
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Para as contagens de enterobactérias, como seria de esperar, houve um decréscimo consideravel por
comparacgdo entre o TO e o TFinal. Todavia, no T10 as concentragdes mantiveram-se proximas das
obtidas no TO, isto é, proximas dos 5 log ufc/g. Significando, portanto, que os valores obtidos no
produto acabado foram significativamente mais reduzidos que os dos tempos que lhe antecederam.
No produto acabado os valores variaram entre 0s 0,17 * 0,41 log ufc/g e os 2,01 + 1,35 log ufc/g. Uma
andlise isolada por tempo de amostragem permite concluir que ndo existiram diferencas entre
modalidades em nenhum dos trés tempos de analise. As contagens inferiores no produto acabado
resultaram do efeito conjunto da reducao do pH, reducao da aw, producao de bacteriocinas por parte
das bactérias laticas e fendmenos competitivos que conduziram a reducdo desta microbiota

Gram-negativo (Lu et al., 2015).

Garriga et al. (2015) referem que é comum no inicio do processo de cura as contagens de
enterobactérias variarem entre 3 e 6 log ufc/g. Elias (2004), a par do presente estudo, obteve
resultados préximos dos 5 log ufc/g quer em enchidos inoculados com L. sakei 27 L quer nos controlo,
em dois ensaios distintos. Casquete et al. (2012) obtiveram resultados (6,5 log ufc/g) ligeiramente
superiores em chourigos e salchichdn espanhdis. Em sentido oposto, Baka et al. (2011), em enchidos
gregos inoculados com L. sakei e L. plantarum, obtiveram valores préximos de 3,5 log ufc/g, valores
semelhantes aos de Gonzalez-Fernandez et al. (2003) para chourigcos espanhdis inoculados e ndo
inoculados, assim como Rubio et al. (2013) em enchidos espanhdis inoculados com L. rhamnosus e L.
plantarum. Valores elevados de enterobactérias nas fases iniciais da cura poderdo representar
incrementos nas concentragGes de aminas biogénicas (Bover-Cid et al., 2003; Vidal-Carou et al., 1990)
e, eventualmente, depreciacdo ao nivel sensorial, essencialmente justificada pela formacdo de sulfeto
de hidrogénio (Garriga et al, 1996). Na fase intermédia da cura, Baka et al (2011) e
Gonzalez-Fernandez et al. (2003), obtiveram valores proximos de 1 log ufc/g, Rubio et al. (2013),
proximos de 2 log ufc/g, Casquete et al. (2012), préximos de 2,5 log ufc/g e Elias (2004) proximos de
3,5 log ufc/g. No produto acabado, Baka et al. (2011) obtiveram valores inferiores ao limite de detecdo
do método, Gonzélez-Fernandez et al. (2003) préximos de 1 log ufc/g, mas, de entre os enchidos
inoculados apenas os inoculados com Pediococcus P208 apresentaram contagem. Casquete et al.
(2012) obtiveram resultados semelhantes aos dos ultimos autores, enquanto Rubio et al. (2013)
inferiores aos limites de dete¢do do método para os enchidos inoculados com L. rhamnosus 10’
células/g de massa e L. plantarum 107 células/g de massa, valores préximos de 1,5 log ufc/g para as
mesmas estirpes inoculadas com uma concentracdo aproximada de 10° células/g de massa e 6,43 log

ufc/g para os enchidos ndo inoculados.
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Julgamos que os resultados obtidos no presente estudo indicam enchidos com adequado nivel de

higiene e seguranca alimentar, visto os mesmos n3do ultrapassarem os 2,01 + 1,35 log ufc/g de massa.

No que concerne a bolores, ndo se observaram diferencas significativas entre modalidades nem ao
longo do tempo de amostragem. No TO apenas os paios que ndo foram inoculados (modalidades 1 e
2) apresentaram valores contaveis. No T10 esta tendéncia foi verificada para a modalidade controlo
com dextrose (modalidade 2) e para as modalidades inoculadas com L. curvatus L2B2 103 células/g de
massa e 10° células/g de massa (3 e 4, respetivamente). No produto acabado manteve-se o descrito
para o T10. As contagens que ndo foram inferiores ao limite de detecdo do método,
independentemente do momento da cura, foram todas inferiores a 0,55 log ufc/g. Casquete et al.
(2012), em chourico e salchichon espanhdis inoculados com P. acidilactici e S. vitulus nas
concentra¢des aproximadas de 5 x 107 células/g de massa, obtiveram valores médios entre 1,48 log
ufc/g e 2,34 log ufc/g no inicio da cura, e valores médios préximos de 2 log ufc/g no produto acabado,
os autores indicados também ndo observaram diferengas entre modalidades para os momentos de
anadlise referidos. Alves et al. (2016), em paios de porco Alentejano e em paios produzidos a partir de
matérias-primas de porcos cruzados (porco Ibérico X Duroc), com diametros e tempos de cura
distintos, ambos ndo inoculados, obtiveram valores préximos de 0,70 log ufc/g para os paios de porco

Alentejano e préximos de 1,5 log ufc/g para os paios de porco Ibérico X Duroc, isto no produto acabado.

Os resultados por nds obtidos no produto acabado foram inferiores aos dos autores apresentados o
que podera ser indicador de estabilidade microbiana. Como ja foi referido, concentragdes elevadas
daqueles microrganismos no produto acabado poderdo acarretar depreciacdo sensorial (Berni, 2015;

Sunesen & Stahnke, 2003).

Para as contagens de L. monocytogenes ndao houve diferencas significativas entre modalidades e
tempos de amostragem. Nos TO e T10 os valores variaram entre 3 e 11 ufc/g. Porém, no produto
acabado foram os paios alocados as modalidades 2 (controlo com dextrose) e 3 (L. curvatus L2B2 10°)
aqueles que apresentaram um valor inferior ao limite de detecdo do método (<1 ufc/g). Entre as
restantes modalidades, foi a modalidade 1 (controlo) que apresentou o valor médio mais elevado (9,17
+ 20,10 ufc/g) e a modalidade 6 (L. sakei CV3C2 10°) que apresentou o valor médio (1,67 + 2,58 ufc/g)
mais reduzido. Importa ressalvar que todos os valores foram inferiores aos indicados na legislagdo
vigente (100 ufc/g, segundo o Reg. 1441/2007) para alimentos prontos para consumo suscetiveis de
permitirem o crescimento de L. monocytogenes, exceto os destinados a lactentes e a fins medicinais

especificos.

Casquete et al. (2012), em enchidos espanhdis inoculados com P. acidilactici e S. vitulos na

concentracdo aproximada de 5 x 107 células g/massa, Lebert et al. (2007b) e Drosinos et al. (2005),
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ambos em enchidos ndo inoculados, também contaram L. monocytogenes no inicio da cura, mas as
concentragoes foram-se reduzindo ao longo da mesma e, nalguns casos, como a obtengao do produto
acabado, foi inferior ao limite de detegdo do método, como foi o caso de Casquete et al. (2012) e
Drosinos et al. (2005). Porém, Lebert et al. (2007b) confirmaram a presenca de L. monocytogenes em
3 enchidos prontos a consumir e que foram produzidos em Franga, num total de 9. Os valores médios
obtidos pelos ultimos autores variaram entre 1,2 log ufc/g e 2,8 log ufc/g, isto é, valores muito
superiores aos obtidos neste estudo e que representam um perigo bioldgico, tornando os enchidos

improprios para consumo, e uma violacdo da lei por ultrapassarem o limite legal acima indicado.

No TO, Salmonella spp. s6 foi negativa para os paios alocados a modalidade 5 (L. sakei CV3C2 103), no
entanto, as modalidades ndo inoculadas (1 e 2) apresentaram duas amostras positivas em seis
amostras analisadas, enquanto as inoculadas apresentaram uma positiva no mesmo numero de
amostras analisadas. No T10 todas as modalidades apresentaram Sa/monella spp. e no produto
acabado as modalidades 1 (controlo) e 3 (L. curvatus L2B2 10%) foram as Unicas a manter amostras
positivas, neste caso uma em seis possiveis. A Food Safety Authority of Ireland (FSAl) (2011) refere que
fatores como a aw e o pH afetam significativamente a multiplicagdo de Salmonella spp. A mesma
autoridade, indica que os limites minimos de aw e de pH para a multiplcacdo e manutencdo
de Salmonella spp. se situam em 0,94 e 3,8, respetivamente, isto €, abaixo de algum daqueles valores
as células ficam inativas, porém, ndo sdo eliminadas, podendo sobreviver durante anos em géneros
alimenticios com valores de aw bastante reduzidos, como a pimenta preta, o chocolate e a gelatina
(Podolak et al., 2010; ICMSF, 1996). No produto acabado, os paios onde Salmonella spp. foi detetada
apresentaram valores médios de aw inferiores a 0,866 e pH<5,0. Tendo como referéncia os
valores limite indicados pela FSAIl para a aw e para o pH, e os determinados nos paios, julgamos que os
mesmos seriam suficientes para inativar o grupo de bactérias em analise, porém, insuficientes para o
eliminar. Como referido no capitulo materiais e métodos, todos os valores positivos
para Salmonella spp. foram confirmados, como tal, a justificacdo podera estar no facto da mesma estar

presente, mas inativa.

A adicdo de dextrose alimentar (0,25%) nos enchidos controlo teve algum efeito no que respeita aos
indicadores de seguranca L. monocytogenes e Salmonella spp., por comparagao com os controlo sem
dextrose, provavelmente porque os valores de pH e awforam ligeiramente inferiores nos que sofreram

a adicdo do monossacarido referido.

Gonzalez-Fernandez et al. (2006) e Bover-Cid et al. (2001) sé observaram o efeito pronunciado da

adicdo de aglcar sobre enterobactérias.
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5.2.3. Determinagao de aminas biogénicas

Na Tabela 43 é mostrada a andlise de variancia para os resultados das aminas biogénicas, considerando

o fator lote.

Tabela 43 - Andlise de varidncia para os resultados das aminas biogénicas, considerando o fator lote.

Fator
idvei Lote
Variaveis

G.L.=2

Triptamina F=32,5204
P=0,0000***

I . F=8,2251
B-feniletilamina 20,0004+
Putrescina F=0,2352
P=0,7907N->

Cadaverina F=7,4148
P=0,0008***

Histamina F=9,3443
P=0,0001***

Tiramina F=34,7718
P=0,0000***

Espermidina F=19,2442
P=0,0000***

Espermina F=7,4597
P=0,0007***

Aminas vasoativas F=40,1503
P=0,0000***

i F=11,0029
Total de aminas 0,000

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo ***Significativo para p<0,001

A anadlise da Tabela 43 permite concluir que o fator lote foi altamente significativo (p<0,001) para todas
as variaveis, com excecdo de putrescina para o qual n3o foi significativo (p=0,05). Como referido no
capitulo revisdo bibliografica e na apresentacdo, analise e discussdo dos resultados para as inoculacdes
com culturas puras de Staphylococcus, os teores de aminas biogénicas estdo sujeitos a multiplos
fatores, onde se encontram o pH e os parametros microbioldgicos, posto isto, os resultados obtidos
para a andlise de varidncia poderdo ser considerados expectaveis, em funcdo dos que haviamos

determinado para o pH e para os parametros microbioldgicos.

Na Tabela 44 apresenta-se a analise de varidncia para os resultados das aminas biogénicas,

considerando os fatores modalidade e tempo de amostragem.
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Tabela 44 - Analise de variancia para os resultados das aminas biogénicas, considerando os fatores modalidade

e tempo de amostragem.

Fatores
Variaveis Modalidade Tempo de Modalidade x Tempo de amostragem
(mg/kg de enchido) amostragem
|

&/xe G.L=5 G.L=2 G.L=10

riotamin F-13,8707 F=7,4189 F=0,1917
P P=0,0000%** P=0,0008*** P=0,9967*

o F=11,8981 F=56,1893 F=5,9708
B-feniletilamina P=0,0000%** P=0,0000*** P=0,0000***

; F=4,2221 F=349,4625 F=0,9857
Putrescina P=0,0011** P=0,0000*** P=0,4572NS.

: F=6,0112 F=140,3958 F-0,8658
Cadaverina P=0,0000%** P=0,0000*** P=0,5663""

Histamina F=3,5924 F=19,7286 F=4,4649
P=0,0000%** P=0,0000%** P=0,0000%**
Tiraming F=0,9358. F=18,4254 F=1,1150
P=0,4589NS P=0,0000%** P=0,3525NS

. F=9,9018 F=22,5703 F=0,0007
Espermidina P=0,0000%** P=0,0000*** P=1,0000M*

; F=12,1328 F=0,7791 F=0,0455
Espermina P=0,0000%** P=0,4602"5 P=1,0000M*
Arminas vasoativas F=11,9654 F=13,9208 F=0,2381
P=0,0000%** P=0,0000%** P=0,9921NS
Total de aminas F=10,6965 F=171,4867 F=0,3523
P=0,0000%** P=0,0000%** P=0,9649NS

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; **Significativo para p<0,01; ***Significativo para p<0,001

A andlise da Tabela 44 permite verificar que o fator modalidade foi altamente significativo (p<0,001)
para todas as varidveis, com excec¢do de tiramina para o qual foi ndo significativo (p=0,05). O fator
tempo de amostragem foi altamente significativo (p<0,001) para todas as varidveis, com excecdo de
espermina, para a qual foi ndo significativo (p=0,05) e a interagdao entre os fatores mencionados foi
altamente significativa (p<0,001) para B-feniletilamina e histamina e n3o significativa (p=0,05) para as

demais variaveis.

Na Tabela 45 sdo exibidos os valores médios e desvios padrdo para as aminas biogénicas obtidos nos

paios de porco preto inoculados com Lactobacillus.
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Tabela 45 - Valores médios e desvios padrao de aminas biogénicas obtidos nos paios de porco preto inoculados com Lactobacillus.
Parametros (mg/kg de enchido)

de Tempo Triptamina B-fenietiamina Putresdna Cadaverina Histamina Tramina Espermidina Espermina Aminasvasoativas Totaldeaminas
355,30° 6,30%2 80,9152 212,518 0,17 36,73° 12,7772 46,48 398,50° 751,165
+163,79 +2,88 +20,65 +100,90 0,43 32,23 +0,97 7,22 +148,62 +186,93
114,66° 6,42%2 21,18°%F 74,35%° 0,32 49,15 10,92% 34,467 170,54° 311,36°°
+162,46 +3,53 +15,18 64,26 +0,69 +29,62 +2,96 +17,35 +186,62 +233,34
45,4880 3,80%" 93,41%2 187,63%7 ND? 43,63° 12,0170 45,82° 98,9450 437,80°°
TO +77,40 +0,38 +48,58 +95,73 +25,31 +0,61 +5,38 +90,02 +187,38
67,89" 3,97%F 68,695 138,95%2" ND? 32,37 11,6348¢20 40,73 104,23%F 364,23%"
+95,02 +0,10 +70,27 +138,46 +19,39 +1,48 9,31 +105,58 +185,27
48,42° 3,61%° 52,485 108,02°2" ND 45,93 9,73" 29,71° 97,96" 297,91%°
178,72 +0,53 +19,94 +39,20 +43,97 +2,55 +17,92 +106,79 +161,63
119,03° 3,8450 60,74°2° 119,08%=" ND? 39,82° 11,68%" 45,62% 166,69° 399,81°°
+178,70 +0,78 +26,15 +50,59 +11,43 +2,01 +12,57 +185,20 222,15
296,96° 7,08%2 81,6757 201,88% 0,14 36,26° 12,58%2 44,62° 340,45° 681,195
+259,68 +2,88 20,53 193,37 +0,38 +33,87 +0,97 +7,16 +255,47 +304,89
130,60%° 7,2252 21,945k 56,7757 0,29 48,06 10,79% 32,78% 186,25 308,53%°
+163,62 +3,55 +15,32 +32,64 +0,64 129,81 +2,99 +17,45 +187,96 227,02
66,83%° 4,60%° 94,4657 194,2652 ND? 42,40° 11,864 44,09% 113,83%F 458,405
T10 176,31 +0,38 48,74 196,03 +25,31 +0,61 15,41 189,91 +187,47
83,19° 4,758 69,36%2" 144,80°" ND? 47,69 11,43R8C0 38,81%" 135,62°8+0 400,025
194,98 +0,10 +70,00 +137,91 +43,88 +1,48 19,28 +129,53 +188,51
62,96° 4,41%> 70,15%2° 129,728k ND 44,71 9,58" 27,96° 112,08° 349,49%°
179,76 +0,52 +46,00 90,45 +43,96 +2,56 +17,94 +107,79 +174,15
129,52% 4,64%° 50,77%%" 129,86%" ND? 38,61° 11,54% 43,907 172,77 408,845
+171,75 +0,77 +28,55 51,61 +11,38 +2,02 +12,60 +177,83 +215,25
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TO (pré-enchimento); T10 (fase intermédia da cura); TFinal (produto acabado).

1 - Controlo; 2 - Controlo com dextrose; 3 - Lactobacillus curvatus L2B2 (103 células/g); 4 - Lactobacillus curvatus L2B2 (108 células/g); 5 - Lactobacillus sakei CV3C2 (103
células/g); 6 - Lactobacillus sakei CV3C2 (10° células/g). O conjunto das aminas vasoativas corresponde a soma dos teores da triptamina, B-feniletilamina, histamina e
tiramina. Para a mesma modalidade e na mesma coluna, letras maiusculas diferentes representam médias com diferencgas significativas para p< 0,05. Para o mesmo

tempo de amostragem e na mesma coluna, letras minusculas representam médias com diferencas significativas para p< 0,05. ND - Ndo detetado



Tabela 45 (continuagdo) - Valores médios e desvios padrdo de aminas biogénicas obtidos nos paios de porco preto inoculados com Lactobacillus.

Parametros (mg/kg de enchido

de:mn Modalidade Triptamina B-fenietiamina Putresdna Cadaverina Histamina Tramina Espermidina Espermina Aminasvasoativas Totaldeaminas
1 385,41° 26,5442 382,114 439,75" 0,33% 79,37% 10,7952 44,49° 491,62° 1368,76"°

+287,49 +15,14 +146,91 +173,33 +0,54 37,21 +0,97 +7,16 +296,36 +388,26
2 210,18 18,29%2k¢ 371,244 387,214 0,28 70,51 8,97%° 32,63 299,27 1099,314%°

+123,64 +14,31 +163,47 +124,29 +0,42 158,25 +2,98 +17,47 +172,74 +455,19
3 179,874 7,104 491,65% 375,00" 0,902 110,41* 10,05%#" 43,91° 298,284 1218,894%

TFinal +112,37 +3,82 +160,68 +73,87 +0,55 191,05 +0,63 +5,46 +129,13 +122,11
a 171,49% 5,424 428,86" 378,68" 0,917 68,99 9,538 38,35 246,80 1002,22430

+128,93 +0,98 +161,86 165,16 +0,87 +41,20 +1,52 19,68 +158,56 +153,81

5 140,04° 9,164Pcd 340,24" 354,92% ND® 54,57 7,76° 24,45° 203,77° 931,144

+130,70 +5,89 +133,04 +121,50 129,94 +2,58 +17,39 +160,91 424,62
6 197,20% 19,4072° 415,744 360,82" 0,284 76,19% 9,727 43,637 293,07°" 1122,9843

+208,41 +11,24 +78,70 +106,01 +0,47 +21,53 +2,06 +12,66 +225,75 +386,61

TO (pré-enchimento); T10 (fase intermédia da cura); TFinal (produto acabado).
1 - Controlo; 2 - Controlo com dextrose; 3 - Lactobacillus curvatus L2B2 (10% células/g); 4 - Lactobacillus curvatus L2B2 (10° células/g); 5 - Lactobacillus sakei CV3C2 (103

células/g); 6 - Lactobacillus sakei CV3C2 (10° células/g).

O conjunto das aminas vasoativas corresponde a soma dos teores da triptamina, B-feniletilamina, histamina e tiramina.
Para a mesma modalidade e na mesma coluna, letras maiusculas diferentes representam médias com diferencas significativas para p< 0,05. Para o mesmo tempo de

amostragem e na mesma coluna, letras minusculas representam médias com diferencas significativas para p< 0,05. ND - Nao detetado.
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A anadlise da Tabela 45 permite inferir que os teores de B-feniletilamina, putrescina, cadaverina,
histamina e tiramina apresentaram uma tendéncia comum, isto é, de uma forma geral, foram
aumentando a medida que cura se foi consumando, algo que Stadnik & Dolatowski (2010) e

Ruiz-Capillas & Jiménez-Colmonero (2004) também haviam verificado.

A presenca das poliaminas naturais espermidina e espermina, mais uma vez, seguiu o padrao
habitualmente encontrado em enchidos, com a prevaléncia da segunda sobre a primeira. Acerca da
proporcdo entre estas duas aminas, existem na literatura diversos exemplos onde sao reportados
resultados semelhantes, nomeadamente em trabalhos desenvolvidos por Papavergou (2011); Favaro

et al. (2007) e Roseiro et al. (2006).

Identificaram-se diferencgas significativas ao longo do processo de cura tanto para o conjunto das
aminas vasoativas como para o total de aminas biogénicas. No produto acabado, a modalidade
controlo apresentou os paios com os valores médios mais elevados para o conjunto das aminas
vasoativas e para o total de aminas biogénicas (491,62 *+ 296,36 mg/kg e 1368,76 + 388,26 mg/kg,
respetivamente), tendo os valores referidos sido significativos face aos obtidos para os paios alocados
a modalidade 5 (L. sakei CV3C2 10%), que apresentaram teores de 203,77 + 160,91 mg/kg e 931,14 +
424,62 mg/kg, respetivamente, para as aminas com propriedades vasoativas e para o teor total de
aminas. O valor médio (246,80 + 158,56 mg/kg ) determinado nos paios inoculados com a modalidade
4 (L. curvatus L2B2 108) no que respeita as aminas vasoativas também foi significativamente inferior

ao dos paios controlo.

No produto acabado, as aminas biogénicas que apresentaram os teores mais elevados, por ordem
decrescente, foram putrescina, cadaverina e triptamina. Alertamos para o facto de nas inocula¢des
com Staphylococcus a triptamina nao ter sido detetada e aqui aparecer como sendo das aminas que
apresentou teores superiores. Claro (2009) também detetou elevados teores daquela amina em
chourico de Portalegre, IGP, e Laranjo et al. (2016) em cataldo e salsichdo. No estudo levado a cabo
pelos ultimos autores referidos foi mesmo a amina que apresentou os teores mais elevados. Tasi¢ et
al. (2012), depois da poliamina natural espermina, chegaram a mesma conclusdo em enchidos sérvios
nao inoculados. Aymerich et al. (2006) confirmaram a capacidade de uma estirpe de L. curvatus para
incrementar os teores triptamina. Vidal-Carou et al. (2007) referem que concentrac¢des elevadas de
triptamina dependerdao da existéncia de altos teores de tiramina, associados a atividade
descarboxilativa de determinadas bactérias laticas ou ECN. A teoria dos ultimos autores ndo parece
aplicar-se no que concerne aos teores elevados de tiramina, pois nas inoculagdes com culturas puras
de Staphylococcus ndo haviamos quantificado triptamina e quantificAmos teores superiores para

tiramina, por comparacdo com o presente ensaio. Ndo dispomos de dados relativos a atividade
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descarboxilase da estirpe L. curvatus L2B2, mas Alfaia et al. (2018) confirmaram que a estirpe L. sakei

CV3C2 ndo é produtora de triptamina e é muito baixa produtora de tiramina.

O conjunto das aminas vasoativas, no produto acabado, ultrapassou os 200 mg/kg em todas as
modalidades, ou seja, o limite ja amplamente referido como seguro. Porém, o valor médio (203,77 +
160,91 mg/kg) obtido nos paios inoculados com L. sakei CV3C2 10° células/g (modalidade 5) de massa
ficou proximo desse limite. Marcobal et al. (2012) referem que elevados teores de aminas vasoativas
sdo relevantes na medida em que, se consumidos em simultaneo com outros produtos igualmente
contaminados, poderdo conduzir a manifestacdo de efeitos toxicolégicos. Em fun¢do do exposto,
consideramos recomendavel a ado¢do de medidas que visem menorizar os teores destes compostos
nos enchidos, através da selecdo e controlo mais rigorosos das matérias-primas e/ou das condicdes

de processamento.

Eerola et al. (1998) e Santos (1996) referem que tiramina é a amina biogénica mais tdxica e que
valores entre 100-800 mg/kg (produto acabado) poderio ser perigosos. Neste estudo, no produto
acabado, todos os valores foram inferiores a 100 mg/kg, com excecdo dos paios inoculados com L.
curvatus L2B2 10° células/g de massa (110,41 *+ 91,05 mg/kg). Porém, os inoculados com L. sakei
CV3C2 103 células/g de massa promoveram uma reducido de aproximadamente 31% desta amina,

face aos controlo, e de 22,61% face aos controlo com dextrose.

Como ja foi sobejamente referido, muitos autores associaram teores elevados de tiramina as
concentragdes elevadas de bactérias laticas (Tabanelli et al., 2013; Ladero et al., 2012; La Gioia et al.,
2011). Todavia, essa premissa ndo se comprovou neste ensaio porque as contagens de bactérias

laticas rondaram os 8 log ufc/g no produto acabado e os teores de tiramina n3o atingiram 80 mg/kg.

O teor total de aminas biogénicas no produto acabado n3do atingiu os 1400 mg/kg, no entanto, é um
valor acima do considerado como recomendavel, isto é, 1000 mg/kg (Tasi¢ et al., 2012). Uma vez
mais, a par do que escrevemos para a discussdo dos resultados obtidos para paios inoculados com
Staphylococcus, os teores totais de aminas biogénicas obtidas neste trabalho foram superiores aos
de Laranjo et al. (2016); Tasi¢ et al. (2012); Papavergou et al. (2012) e Papavergou et al. (2011).
Todavia, Gomes (2016), em painho do Alentejo (2709,96 mg/kg), Roseiro et al. (2010), em chourigo
grosso de Estremoz e Borba, IGP, (1962,1 mg/kg), Claro (2009), em chourigo de carne de Beja (2293,38
mg/kg) e Roseiro et al. (2006), em painho de Portalegre (2171,5 mg/kg) obtiveram teores superiores
aos determinados no corrente ensaio. Julgamos ser importante destacar que os enchidos analisados
pelos autores citados foram todos produzidos no Alentejo, regido onde produzimos os paios
utilizados neste estudo, denotando uma tendéncia para os enchidos daquela regido apresentarem

teores elevados daqueles contaminantes quimicos. No entanto, no que respeita aos teores de aminas
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vasoativas a tendéncia ndo foi a mesma, isto é, Laranjo et al. (2017a); Laranjo et al. (2016); Gomes
(2016) em chourico de carne de Trds-os-Montes; Bover-Cid et al. (2014) e Tasi¢ et al. (2012)
apresentaram valores médios inferiores aos por nds determinados. Julgamos que o referido serd
consequéncia, principalmente, das caracteristicas das matérias-primas e da forma como decorreu

todo o processo produtivo.

De uma forma geral, julgamos poder afirmar que as estirpes tiveram efeito na reducao de aminas
biogénicas nos paios. Tendo-se destacado a estirpe L. sakei CV3C2, com a concentragdo aproximada
de 103 células/g de massa, visto ter sido a Unica estirpe a conseguir promover a reducdo dos teores
de todas as aminas estudadas, indo ao encontro da atividade descarboxilativa da estirpe em causa,
que foi avaliada por Alfaia et al. (2018). Porém, parece que o incremento da concentragao inoculada

(de 10°células/g de massa) podera ter contribuido para a atividade aminogénica.

Na Tabela 46 sdo apresentadas as percentagens de reducdo dos teores de aminas biogénicas no

produto acabado, por comparagdo entre os paios controlo com dextrose e os inoculados.

Tabela 46 - Percentagens de reducgdo dos teores de aminas biogénicas no produto acabado, por comparagdo
entre os paios controlo com dextrose e os inoculados.

% de Redugao

Moddidede | Trgamia | Bi' . Puresina | Cadaveria | Histamina | Teamina | Espermidina | Espermina Amines m
1 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
2
3 14,42 61,18 NR 3,15 NR NR NR NR 0,33 NR
4 18,41 70,37 NR 2,20 NR 2,16 NR NR 17,53 8,83
5 33,37 49,92 8,35 8,34 100 22,61 13,49 25,07 31,91 15,30
6 6,18 NR NR 6,82 = NR NR NR 2,07 NR

1 - Controlo; 2 - Controlo com dextrose; 3 - Lactobacillus curvatus L2B2 (103 células/g); 4 - Lactobacillus curvatus
L2B2 (108 células/g); 5 - Lactobacillus sakei CV3C2 (103 células/g); 6 - Lactobacillus sakei CV3C2 (108 células/g).
O conjunto das aminas vasoativas corresponde a soma dos teores da triptamina, B-feniletilamina, histamina e
tiramina.

NR - Ndo ocorre redugao

=—Valor médio igual ao do controlo com dextrose

A andlise da Tabela 46 permite concluir que a adi¢do do aclcar fermentescivel teve um efeito
importante na reducdo dos teores de aminas biogénicas, isto se tivermos em conta os resultados
obtidos para os enchidos controlo e controlo com dextrose, indo ao encontro do descrito por

Gonzalez-Fernandez et al. (2003) e Bover-Cid et al. (2001a).

Os resultados apresentados mostram que as estirpes, de uma forma geral, tiveram um efeito
importante na reducdo da concentracdo de aminas biogénicas dos paios. Efeito mais evidente sobre
triptamina, B-feniletilamina e cadaverina, no entanto, a modalidade 5 (L. sakei CV3C2 103), além das

aminas aludidas, também promoveu a reducdo das restantes aminas estudadas.
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Na reducdo do teor total de aminas biogénicas, apenas as modalidades 4 (L. curvatus L2B2 10%) e 5
(L. sakei CV3C2 103) conseguiram atingir esse objetivo, destacando-se mais a Ultima. Kongkiattikajorn
(2015); Latorre-Moratalla et al. (2010b) e Bover-Cid et al. (2001a) relatam que as culturas mistas tém
maior capacidade para reduzir a produc¢do de aminas biogénicas, como haviamos referido na analise
e discussdo dos resultados referentes as inoculagGes com culturas puras de Staphylococcus. Porém,
o género Lactobacillus, caso seja inoculado sob a forma de cultura pura, sera mais eficaz que inocular
apenas, por exemplo, estirpes de Staphylococcus (Baka et al., 2011). Também ja tinhamos
apresentado as possiveis razoes para o aludido no ensaio com as culturas puras de Staphylococcus,
gue se prendem basicamente com a capacidade das bactérias laticas de competirem com a
microbiota com potencial aminogénico, substituindo-a. A capacidade competitiva decorre da aptidao
para promoverem o abaixamento do pH, da capacidade de produzirem bacteriocinas, do tipo

respiratdrio, da capacidade de se multiplicarem a temperaturas baixas, tolerancia ao NaCl e nitrito.

Para as aminas vasoativas, mais uma vez, foi a estirpe L. sakei CV3C2, na concentrac¢do 10°células/g

de massa, a destacar-se com a maior percentagem de reducdo daquele grupo de aminas.

5.2.4. Parametros da cor

Na Tabela 47 apresenta-se a analise de varidncia para os resultados dos parametros da cor,

considerando o fator lote.

Tabela 47 - Andlise de variancia para os resultados dos parametros da cor, considerando o fator lote.

Fator
Variaveis Lote
G.L.=2
L* F=0,6875
P=0,5042N->
a* F=12,8252
P=0,0000***
b* F=2,8029
P=0,0633"->
c* F=8,6155
P=0,0003***
He F=0,0486
P=0,9526N->

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; *** Significativo para p<0,001

A analise da Tabela 47 permite concluir que o fator lote foi altamente significativo (p<0,001) para a*

e C* e ndo significativo (p=0,05) para as restantes coordenadas de cor.
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Todos os pardmetros estudados estdo sujeitos a inUmeros fatores e os parametros da cor sao
particularmente influenciados pelo pH, pela aw e pela microbiota, entre outros, como, neste ensaio,
até ao momento, o fator lote foi significativo para o pH, a aw e os parametros microbioldgicos é

natural que as coordenadas de cor também o sejam.

Na Tabela 48 apresenta-se a analise de varidncia para os resultados dos parametros da cor,

considerando o fator modalidade.

Tabela 48 - Andlise de variancia para os resultados dos parametros da cor, considerando o fator modalidade.

Fator
Variaveis Modalidade
G.L=4
L* F=3,1080
P=0,0103*
a* F=0,9666
P=0,4397">
b* F=0,7056
P=0,6199"->
c* F=0,7435
P=0,5918N->
H° F=1,1393
P=0,3414N*>

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; * Significativo para p<0,05

Observando a Tabela 48 conclui-se que o fator modalidade foi significativo (p<0,05) para L* e ndo

significativo (p=>0,05) para as restantes varidveis estudadas.

Na Tabela 49 apresentam-se os valores médios e desvios padrao para os parametros da cor obtidos

nos paios de porco preto inoculados com Lactobacillus.

Tabela 49 - Valores médios e desvios padrdo para os parametros da cor obtidos nos paios de porco preto
inoculados com Lactobacillus.

Parametros
Tempo de Modalidade L* a* b* c* H°
amostragem

1 38,30°°+4,64 | 16,40+2,38 | 11,3942,93 | 20,11%3,88 | 33,91+6,77
] 2 39,59°+4,59 | 16,13+2,80 | 10,95%3,66 | 19,63+3,98 | 33,53+6,75
(pt':;‘zlo 3 37,30°°+4,42 | 15,13+2,57 | 10,58+3,72 | 18,57+4,02 | 34,0746,15
acabado) 4 36,10°+14,41 | 16,00+3,11 | 9,80+3,69 | 18,86+4,38 | 30,715,93
5 36,44°+339 | 15,59+2,89 | 10,58+3,25 | 18,95+3,82 | 33,64+6,46
6 36,90°+3,85 | 16,36+2,58 | 11,07+#3,31 | 19,87+3,93 | 33,5246,53

1 - Controlo; 2 - Controlo com dextrose; 3 - Lactobacillus curvatus L2B2 (103 células/g); 4 - Lactobacillus curvatus
L2B2 (108 células/g); 5 - Lactobacillus sakei CV3C2 (103 células/g); 6 - Lactobacillus sakei CV3C2 (108 células/g).
Na mesma coluna, letras diferentes representam médias com diferencas significativas para p < 0,05.
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A observagao da Tabela 49 permite verificar que existiram diferencas significativas apenas para o
pardmetro L*. Os paios alocados as modalidades 4 (L. curvatus L2B2 10°) e 5 (L. sakei CV3C2 10°)
foram significativamente mais escuros (36,10 + 14,41 e 36,44 * 3,39, respetivamente) que os
alocados a modalidade 2 (controlo com dextrose) que apresentaram um valor médio de 39,59 + 4,59.
Ndo sera de excluir a possibilidade dos enchidos alocados as modalidades referidas apresentarem
menor teor de gordura, uma vez que a mesma tera um efeito importante sobre a luminosidade dos
enchidos, variando de forma proporcional com a coordenada de cor L*, como referido na discussdo

relativa as inoculagdes com culturas puras de Staphylococcus.

Pérez-Alvarez et al. (1999) obtiveram, em enchidos espanhdis ndo inoculados, valores médios de L*
proximos de 50 e de 40 para o centro da rodela dos enchidos e periferia da mesma, respetivamente.
Os autores atribuiram esta diferenca ao gradiente de humidade dos enchidos, até porque,
teoricamente, a humidade no centro sera mais elevada, uma vez que a desidratacdo serd paulatina,
mas do exterior para o interior do enchido. Elias (2004) inoculou paios de porco Alentejano com L.
sakei 271, na concentracdo aproximada de 108 células/g de massa, sem acucar adicionado e
desenvolveu dois ensaios independentes, mas com condi¢des de producdo idénticas e obteve valores
médios para o parametro L* de 39,34 + 2,15, num primeiro ensaio, e 35,30 £ 3,67, num segundo
ensaio. Para os enchidos controlo obteve valores médios de 39,11 * 5,44 no primeiro ensaio e 37,74

1 1,55 no segundo ensaio.

Tendo como referéncia os resultados obtidos pelos autores citados, concluimos que os paios
produzidos neste estudo foram mais escuros que os produzidos por Pérez-Alvarez et al. (1999) e
semelhantes aos de Elias (2004). Em sumula as inoculagGes parecem ter contribuido para tornar os

paios ligeiramente mais escuros.

5.2.5. Parametros reoldégicos

Na Tabela 50 pode observar-se a andlise de variancia para os resultados dos parametros reoldgicos,

considerando o fator lote.

Tabela 50 - Andlise de variancia para os resultados dos parametros reoldgicos, considerando o fator lote.

Fator

Lote
G.L=2
F=10,8446
P=0,0000***
F=0,5077
P=0,6028N->
F=10,7888
P=0,0000***

Variaveis

Dureza (N)

Adesividade (N.s)

Coesividade
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Tabela 50 (continuagdo) - Analise de varidncia para os resultados dos parametros reoldgicos, considerando
o fator lote.

Fator
Lote
G.L=2
F=0,4268
P=0,6532N>
F=1,0261
P=0,3605N->
F=3,1427
P=0,0456*

Variaveis

Elasticidade

Resiliéncia

Mastigabilidade (N)

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; * Significativo para p<0,05; *** Significativo para p<0,001

A informacdo presente na Tabela 50 permite verificar que o fator lote foi altamente significativo
(p<0,001) para dureza e coesividade, significativo (p<0,05) para mastigabilidade e ndo significativo

(p=0,05) para as restantes variaveis.

O referido no paragrafo seguiu a tendéncia verificada para os diferentes parametros até aqui

analisados e discutidos.

Na Tabela 51 é mostrada a andlise de varidncia para os resultados dos parametros reoldgicos,

considerando o fator modalidade.

Tabela 51 - Analise de variancia para os resultados dos parametros reoldgicos, considerando o fator
modalidade.

Fator
L Modalidade
Variaveis
G.L=4
F=1,8058
Dureza (N) P=0,1141N5
F=1,2590
. . _1 7’
Adesividade (N.s™) P=0,2839N-
. F=2,0054
Coesividade P=0,0802M5
.. F=2,0555
Elasticidade P=0,0733MS
Resiliéncia F=1,0576
P=0,3857"
- F=2,1965
Mastigabilidade (N) P=0,0468*

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo

Analisando a Tabela 51 conclui-se que o fator modalidade foi significativo (p<0,05) para

mastigabilidade e ndo significativo (p=0,05) para as restantes variaveis.
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Na Tabela 52 apresentam-se os valores médios e desvios padrdo para os parametros reoldgicos

obtidos nos paios de porco preto inoculados com Lactobacillus.

Tabela 52 - Valores médios e desvios padrdo para os parametros reolégicos obtidos nos paios de porco preto
inoculados com Lactobacillus.

TFinal (produto acabado)

Modalidade
Parametros 1 2 3 4 5 6

Dureza (N) 71,356 83,610 69,340 73,757 74,329 73,060
+20,796 +15,479 +14,707 +15,206 +18,091 +31,213

Adesividade -2,120 -2,621 -1,750 -2,159 -1,625 -2,053
(N.s) +1,943 +1,988 +1,459 +2,039 +1,031 +1,579

Coesividade 0,547 0,534 0,562 0,568 0,542 0,552
+0,050 10,050 +0,062 10,033 +0,043 10,049

Elasticidade 0,819 0,825 0,893 0,825 0,809 0,816
10,077 +0,098 +0,230 10,073 10,077 +0,069

Resiliéncia 0,115 0,107 0,116 0,119 0,116 0,115
$0,021 10,017 +0,024 +0,016 +0,022 10,026

Mastigabilidade 33,869 40,3167 34,174%" 34,671%° 32,684 32,205°
(N) +11,875 +11,735 19,265 19,009 19,677 +12,668

1 - Controlo; 2 - Controlo com dextrose; 3 - Lactobacillus curvatus L2B2 (103 células/g); 4 - Lactobacillus curvatus
L2B2 (108 células/g); 5 - Lactobacillus sakei CV3C2 (103 células/g); 6 - Lactobacillus sakei CV3C2 (10° células/g).
Na mesma linha, letras diferentes representam médias com diferencas significativas para p < 0,05.

A andlise da Tabela 52 permite concluir que apenas existiram diferencas significativas para
mastigabilidade. Para aquele pardmetro foram os paios alocados & modalidade 6 (L. sakei CV3C2 10°)
gue apresentaram o valor médio (32,205 * 12,668 N) significativamente inferior aos da modalidade
2 (controlo com dextrose), com o valor médio 40,316 + 11,735 N. Como a mastigabilidade é o produto
da dureza, coesividade e elasticidade, concluimos que estes resultados foram influenciados,
principalmente, pelos valores obtidos para a dureza, porque foi onde se obtiveram valores médios
com menor proximidade entre modalidades. Concluimos que sera necessario consumir menor

energia para mastigar os paios alocados a modalidade 6.

Valores de aw mais baixos sdo muitas vezes associados a durezas mais elevadas e foi isso que se
verificou. Os enchidos alocados a modalidade 2, que tinham apresentado os valores mais reduzidos

em relag¢do a aw, foram os mais duros neste estudo.

Os paios inoculados, de uma forma geral, apresentaram-se ligeiramente mais coesos que os controlo,

0 que representa uma vantagem em termos sensoriais.

Gonzalez-Férnandez et al. (2006) inocularam L. sakei K29 e P. P22, em concentracBes aproximadas
de 10%a 107 células/g de massa, e adicionaram diferentes concentracdes de aglicares fermentesciveis
em chourigos espanhdis. Tendo concluido que percentagens inferiores a 0,5% nao produziram efeitos

na reologia dos enchidos. Porém, percentagens de 0,5% a 1,0% e culturas de arranque tiveram um
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efeito melhorador sobre, principalmente, dureza e mastigabilidade. Levando os autores a afirmarem
que a inoculacdo de L. sakei K29 poderd encurtar o processo produtivo deste tipo de enchido, para

além do efeito melhorador sobre os atributos sensoriais.

Elias (2004) obteve enchidos ndo inoculados sempre mais duros que os inoculados e os ultimos foram
sempre mais coesos. No presente ensaio a segunda premissa ainda se pode verificar, mas a primeira
ndo. O mesmo autor realizou dois ensaios independentes, mas com condi¢des os mais proximas
possivel, porém, obteve resultados completamente dispares. No primeiro, quantificou resultados
para a dureza préximos de 62 N para os paios controlo e proximos de 38 N para os inoculados com L.
sakei 27 L. No segundo ensaio, valores médios préoximos de 18 N e 9 N nos paios inoculados e ndo
inoculados, respetivamente. Os valores dos paios inoculados do primeiro ensaio foram os Unicos
semelhantes aos por nds obtidos. Diferencas tdo pronunciadas entre ensaios onde foram adotadas
condi¢Bes idénticas sdo reveladoras de particularidades que poderdao parecer inicialmente
irrelevantes, como o didametro da tripa, a matriz carnea, mistura inadequada das massas, entre
outros, mas que tém uma influéncia significativa aquando da avalia¢cdo dos produtos, nomeadamente

guando sao utilizados equipamentos altamente sensiveis e precisos como os texturémetros.

Alves et al. (2016), em enchidos ndo inoculados produzidos com matérias-primas de porco Alentejano
com diametros e tempos de cura distintos, obtiveram valores médios para a mastigabilidade que
foram de apenas 10,6 N a 15,3 N, e em enchidos com matérias-primas provenientes do cruzamento
de porco Ibérico x Duroc, também com didametros e tempos de cura distintos, valores que variaram
de 29,2 N a 31,6 N, isto & mais proximos dos obtidos neste estudo. Relembramos que as
matérias-primas usadas para a producdo dos enchidos deste estudo foram de proco preto, ou seja,

mais semelhantes as usadas no cruzamento porco Ibérico x Duroc.

De uma forma geral os parametros reolégicos ndao foram muito influenciados pelas culturas de

arranque.

5.2.6. Analise sensorial

O terceiro lote dos paios inoculados com Lactobacillus estava contaminado com Salmonella spp., em
funcdo do referido, os enchidos sé poderiam ser avaliados pelo painel de provadores ao nivel visual
e olfativo. Todavia, optamos por ndo avaliar sensorialmente este lote. Como consequéncia do
descrito, s6 dispomos dos resultados para dois lotes em vez dos habituais trés. Para os dois lotes
avaliados pelo painel de provadores foram seguidos os procedimentos indicados no capitulo

materiais e métodos deste trabalho.
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Na Tabela 53 é apresentada a andlise de variancia para os resultados dos parametros de andlise

sensorial, considerando o fator lote.

Tabela 53 - Andlise de varidncia para os resultados dos parametros de andlise sensorial, considerando o fator
lote.

Fator
Lote
Variaveis G.L.=1 (sé temos resultados para 2 Lotes porque o
terceiro estava contaminado com Salmonella spp.

. F=0,0257
Intensidade da cor P=0,8729NS.

Cores estranhas F=0,5881
P=0,4443N->

F=8,5380
Marmoreado P=0,0040%*

. F=9,2957
Intensidade do aroma P=0,0027**

Aromas estranhos F=5,4794

P=0,0205*

Dureza F=0,8010
P=0,3722N5

. . F=0,1258
Fibrosidade P=0,7233 NS

Suculéncia F=2,688
P=0,1024N-

. F=0,5369
Intensidade do sabor P=0,4669"S

Sabores negativos F=2,4325
& P=0,1209 NS

. F=1,1336
Intensidade da salga P=0,2886"S

- F=0,1115
Apreciagao global p=0,7388"S

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; *Significativo para p<0,05;** Significativo para p<0,01

Tendo em conta o indicado na Tabela 53 conclui-se que o fator lote foi muito significativo (p<0,01)
para marmoreado e intensidade do aroma, significativo (p<0,05) para aromas estranhos e nado
significativo (p=0,05) para as demais variaveis. As caracteristicas sensoriais dos enchidos resultam da
interacdo entre todos os parametros estudados neste trabalho, e de outros que ndo avalidmos, como
a protedlise, lipdlise, entre outros, como tal, serd natural ocorrem variacGes entre lotes

independentes.

Na Tabela 54 apresenta-se a andlise de variancia para os resultados dos parametros de andlise

sensorial, considerando o fator modalidade.
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Tabela 54 - Andlise de varidncia para os resultados dos parametros de andlise sensorial, considerando o fator
modalidade.

Fator
s Modalidade
Variaveis
G.L.=5
. F=0,4928
Intensidade da cor P=0,7813N5-
Cores estranhas osett
P=0,3139N-*
F=0,7451
Marmoreado P=0,5909N-5
. F=2,0984
Intensidade do aroma P=0,0686N"
F=0,5662
Aromas estranhos P=0,7258NS-
Dureza F=3,0299
P=0,0123*
. . F=0,5380
Fibrosidade P=0,7472N5
Suculéncia 0,285
P=0,9182"-*
. F=0,6270
Intensidade do sabor P=0,6794N-=
Sabores negativos F0.3573
& P=0,8769"*
] F=0,5041
Intensidade da salga P=0,7728NS:
— F=0,3819
Apreciagao global P=0,8606MS"

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; * Significativo para p<0,05;

Analisando a Tabela 54 verifica-se que o fator modalidade foi significativo (p<0,05) para a dureza e

nao significativo (p=>0,05) para as outras variaveis estudadas.

Na Tabela 55 sdo apresentados os valores médios e desvios padrdo para os parametros da andlise

sensorial obtidos nos paios de porco preto inoculados com Lactobacillus.

Tabela 55 - Valores médios e desvios padrdo para os resultados dos parametros de andlise sensorial obtidos
nos paios de porco preto inoculados com Lactobacillus.

TFinal (produto acabado)

Modalidade

Parametros 1 2 3 4 5 6
L":ig:'dade 68,04+13,58 | 69,12+12,05 | 70,88+12,63 | 68,27+14,41 | 70,85+13,12 | 73,19+13,10
Cores

0,6242,07 0084039 | 3,81#17,31 | 0,00£0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
estranhas
Marmoreado | 62,15+18,19 | 60,35+27,23 | 57,31+22,14 | 64,88+16,42 | 54,96+18,37 | 57,62+24,75
Intensidade | _, ,o.1457 | 70,35:12,62 | 69,73:11,54 | 66,73+17,53 | 60,50422,70 | 72,88+12,49
do aroma
Aromas 3,2749,72 2,8045,84 4,0049,17 3,0045,29 1,08+4,02 2,2243,78
estranhos
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Tabela 55 (continuagdo) - Valores médios e desvios padrdo para os resultados dos pardmetros de analise
sensorial obtidos nos paios de porco preto inoculados com Lactobacillus.

TFinal (produto acabado)

Modalidade

Parametros 1 2 3 4 5 6
Dureza 55,512"+8,89 51,232+12,86 49,23+7,27 52,732°+7,12 51,27°"+13,54 58,42717,22
Fibrosidade | 34,84+2623 | 32,73+26,03 | 29,23%24,70 | 3535+27,80 | 30,92+25,03 | 38,81%26,09
Suculéncia | 62,88+17,26 | 61,27+21,88 | 66,42+18,61 | 63,62¢17,39 | 61,04+819 | 62,08+19,31
Intensidade

65,52423,44 | 73,27+12,80 | 66,15+22,13 | 71,73+13,26 | 70,77+11,49 | 71,69+13,09
do sabor
Sabores 6,18+17,16 | 4,85+11,71 415+6,82 | 6,00+11,58 2,7748,19 3,92+8,13
negativos
L"at‘::fg':ade 57,75+¢7,78 | 60,92+11,86 | 57,27+9,99 | 58,62+11,80 | 57,3848,52 | 59,23+9,80
Aoreciach
gl':::acl'a;a" 64,01+14,26 | 63,46+17,37 | 67,42+412,74 | 61,92420,87 | 66,15+13,32 | 63,81+18,33

1 - Controlo; 2 - Controlo com dextrose; 3 - Lactobacillus curvatus L2B2 (103 células/g); 4 - Lactobacillus curvatus
L2B2 (108 células/g); 5 - Lactobacillus sakei CV3C2 (103 células/g); 6 - Lactobacillus sakei CV3C2 (10° células/g).
Na mesma linha, letras diferentes representam médias com diferencas significativas para p < 0,05.

A observagdo da Tabela 55 permite inferir que o Unico parametro que apresentou diferencas
significativas foi a dureza, como haviamos verificado na andlise de varidncia. Os paios mais duros
foram os alocados 8 modalidade 6 (L. sakei CV3C2 108) e os menos duros a modalidade 3 (L. curvatus
L2B2 10%), com valores médios de 58,42 + 7,22 e 49,23 + 7,27, respetivamente, havendo diferencas
significativas entre as modalidades referidas. Mais uma vez, referimos que o consumidor aprecia
enchidos com uma dureza minima, depreciando os produtos demasiado moles ou mal curados, ndo
nos parece ser o caso, visto o valor 6timo para o parametro em causa ser 50, como indicado no
capitulo materiais e métodos, e neste ensaio todos os valores se aproximaram daquele valor.
Também se conclui que na medigdo instrumental da dureza os paios alocados a modalidade 3 foram
0s que apresentaram o valor médio mais reduzido, revelando uma aproximagdo entre os valores

medidos mecanicamente (texturémetro) e os atribuidos pelo painel de provadores.

E de ressalvar que os paios inoculados, de uma forma geral, apresentaram intensidades de cor
superiores, destacando-se os inoculados com L. sakei CV3C2 10° células g/massa. Os paios controlo e
controlo com dextrose apresentaram cores estranhas e entre os inoculados apenas os alocados a
modalidade 3 fizeram parte daquele grupo. Também foram os paios alocados a modalidade 6 que se
destacaram ligeiramente no que respeita a intensidade do aroma. Para os aromas estranhos e
sabores negativos, entre os inoculados, foram os alocados a estirpe L. curvatus L2B2,

independentemente da concentragdo, que apresentaram valores médios ligeiramente superiores.

Em termos de aprecia¢do global, o valor médio mais baixo coube aos paios alocados a L. curvatus
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L2B2 10° Porém, como ja tinha sido referido ndo existiram diferencas significativas entre

modalidades.

Como ja haviamos referido para as inoculagdes com as estirpes de Staphylococcus, Patarata (2002),
na analise sensorial de linguica tradicional transmontana, verificou que a maioria dos atributos
avaliados nao foram potenciados nem depreciados pela utilizacao de culturas de arranque. Rubio et
al. (2013) verificaram exatamente o mesmo em enchidos espanhdis e inoculados com estirpes de
Lactobacillus. Ruiz-Moyano et al. (2011), em enchidos espanhdis inoculados com Lactobacillus e
Pediococcus, verificaram que o painel de provadores preferiu os enchidos controlo, mas ndo existiram

diferencas entre as amostras ao nivel estatistico.

O facto das estirpes ndo depreciarem produtos com caracteristicas tdo vincadas como sdo as dos
paios de porco preto sera um fator positivo, ainda mais porque o painel é especializado na avaliacdo

deste tipo de produto.

5.2.7. Principais conclus6es do ensaio

As inoculagdes ndo tiveram um efeito muito pronunciado sobre o pH e a aw dos enchidos inoculados,
mas sera de referir que no TO (pré-enchimento) as estirpes, de uma forma geral, promoveram uma
reducdo significativa do pH, contribuindo, entre outros fatores, para a seguranca sanitaria dos

enchidos.

Os enchidos alocados a formulagao controlo com dextrose apresentaram valores médios de pH
sempre inferiores aos controlo, todavia, essa diferenga foi mais evidente no T10 (fase intermédia da
cura). A tendéncia dos valores serem mais reduzidos nos enchidos controlo aos quais foi adicionada

dextrose também se verificou para a aw, com excec¢do do T10.

Os resultados para os parametros microbioldgicos, de uma forma geral, ndo mostram uma agdo muito
evidente das estirpes sobre a microbiota dos paios. Porém, no produto acabado apenas os paios
alocados a modalidade controlo e a L. curvatus L2B2, 10° células/g de massa, mantiveram amostras
positivas de Salmonella spp., neste caso uma em seis analisadas para ambas as modalidades. Entre
os paios inoculados, os Unicos que apresentaram valores inferiores ao limite de detecdo do método
para as contagens de bolores foram os inoculados com a estirpe L. sakei CV3C2, independentemente
da concentragdo inoculada. L. monocytogenes também apresentou contagens reduzidas nos
enchidos inoculados com a estirpe L. sakei CV3C2, nas duas concentracdes de inoculacdo (103 e 10°

células/g de massa).
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A conclusdo imediata a que chegamos é que a adi¢ao do agucar fermentescivel teve efeito na redugdo

dos teores de aminas, quando comparadas as duas modalidades controlo.

No produto acabado, para os teores totais de aminas biogénicas e para o conjunto das aminas com
propriedades vasoativas foi a estirpe L. sakei CV3C2, na concentracdo 103 células/g de massa, que
apresentou as percentagens de redugao mais elevadas, 15,30% e 31,91%, respetivamente. Os paios
alocados a estirpe e concentracdo referidas, também no produto acabado, apresentaram teores que
foram significativamente inferiores aos obtidos para os paios controlo sem dextrose, mas esse efeito,

ao nivel estatistico, ndo se manteve para os paios controlo com dextrose adicionada.

De uma forma geral, as estirpes ndo tiveram um efeito substancial sobre os parametros da cor,
porém, parecem ter contribuido para os tornar os paios mais escuros (L* menor) o que podera
contribuir para a aceitagdo dos mesmos em termos sensoriais. Ndo havendo, no entanto, nenhuma

estirpe a destacar.

Para os parametros sensoriais a estirpe que se aproximou mais dos objetivos tracados para este
estudo foi L. sakei CV3C2. No que concerne a concentragao, relativamente a apreciagao global, foram
os paios associados a 10° células/g de massa que obtiveram um valor ligeiramente superior, mas
houve um conjunto de parametros importantes como intensidade da cor, intensidade do aroma e do

sabor onde a concentracdo 10° células/g de massa apresentou supremacia.

Devido a presenca de Salmonella spp. nos paios prontos a consumir e inoculados com a estirpe L.
curvatus L2B2, na concentracdo 10° células/g de massa, por precaucdo, excluimos aquela estirpe das
inoculacGes com culturas mistas. Em funcdo do referido, apesar de ao nivel sensorial o impacto das
inoculacbes ser moderado, parece-nos que as mesmas contribuiram para melhorar a higiene e
seguranca dos enchidos, principalmente a estirpe L. sakei CV3C2, com a concentracdo 10° células/g
de massa, devido as contagens obtidas para bolores e L. monocytogenes, como tal, seleciondmos a
estirpe L. sakei CV3C2, na concentracdo 10° células/g de massa, como sendo a que mostrou maior

aptiddo para fazer parte integrante da cultura mista a inocular nos paios de porco preto, do Alentejo.
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5.3. Ensaios de inoculagao em paios de porco preto, do Alentejo, com culturas
mistas

5.3.1. Inoculagdo com culturas mistas na concentragdo 10° células por grama de massa

Tendo como base os resultados obtidos quando foram inoculadas culturas puras (5.1. e 5.2.), isto €, os
dois ensaios anteriormente apresentados, analisados e discutidos, conclui-se que os mesmos, de uma
forma geral, mostraram que as estirpes S. equorum S2M7 e L. sakei CV3C2 foram aquelas que
mostraram ter um efeito melhorador sobre as caracteristicas dos paios. Para além disso, a
concentracdo aproximada de 108 células por grama de massa também foi a escolhida exatamente pelas

mesmas razoes.

5.3.1.1 Parametros fisico-quimicos (pH e aw)

Na Tabela 56 apresenta-se a analise de variancia para os resultados do pH e da aw, considerando o

fator lote.

Tabela 56 - Andlise de variancia para os resultados do pH e da aw, considerando o fator lote.

Fator
Lote
G.L=2
F=26,4660
P=0,0000***
F=0,5918
P=0,5537N

Variaveis

pH

aw

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; ***significativo para p<0,001

Tendo em conta o descrito na Tabela 56 conclui-se que o fator lote foi altamente significativo (p<0,001)

para o pH e ndo significativo (p>0,05) para a aw.

O facto dos lotes terem sido produzidos de forma independente ao longo do tempo, acarreta variagGes
associadas a todo o processo produtivo, posto isto, os resultados obtidos para a analise de variancia

ndo evidenciam algo totalmente inesperado.

Na Tabela 57 mostra-se a analise de variancia para os resultados do pH e da aw, considerando os

fatores modalidade e tempo de amostragem.
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Tabela 57 - Analise de varidncia para os resultados do pH e da aw, considerando os fatores modalidade e tempo

de amostragem.

Fatores
. Modalidade Tempo de Modalidade x Tempo de amostragem
Variaveis amostragem
G.L=4 G.L.=2 G.L.=8
oH F=3,0802 F=130,5551 F=3,8498
P=0,0161* P=0,0000*** P=0,0002***
aw F=15,8362 F=3085,4594 F=6,6067
P=0,0000*** P=0,0000*** P=0,0000***

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: * Significativo para p<0,05; *** Significativo para p<0,001

Observando a Tabela 57 conclui-se que os fatores foram altamente significativos (p<0,001) para as

variaveis estudadas, com excec¢do do fator modalidade que apenas foi significativo (p<0,05) para o pH.

Ainteracdo entre os fatores foi altamente significativa para as duas variaveis.

Na Tabela 58 sdo apresentados os valores médios e desvios padrdo para o pH e a aw obtidos nos paios

de porco preto inoculados com culturas mistas.

Tabela 58 - Valores médios e desvios padrdo para o pH e a aw obtidos nos paios de porco preto inoculados com

culturas mistas.

Parametros

Tempo de amostragem Modalidade pH aw
1 5,487 40,25 0,967%+0,008
2 5,467 +0,28 0,962""¢ +0,006
To 3 5,48"% +0,31 0,960*" +0,008
4 5,29"+0,51 0,960*" +0,007
5 5,422 +0,32 0,963 +0,002
1 5,05%¢+0,08 0,948%%+0,007
T10 2 5,20%+0,09 0,937%"¢+0,009
3 5,135 +0,09 0,941%° 40,004
4 5,06%¢+0,09 0,941%° 0,004
5 5,19%2+0,09 0,934%¢+0,004
1 4,975 +0,14 0,845%°+0,024
. 2 5,055 +0,14 0,826 +0,031
TFinal 3 4,94°40,07 0,852% +0,002
4 5,102 40,01 0,823 +0,030
5 5,10%7+0,10 0,824 +0,014

TO (pré-enchimento); T10 (fase intermédia da cura); TFinal (produto acabado).

1 - Controlo com dextrose; 2 - Staphylococcus equorum S2M7 (10° células/g); 3 - Lactobacillus sakei CV3C2 (10°
células/g); 4 - Staphylococcus equorum S2M7 (10° células/g) + Lactobacillus sakei CV3C2 (108 células/g);
5 - Staphylococcus equorum S2M7 (10° células/g) + Lactobacillus sakei CV3C2 (10° células/g) + levedura 2RB4
(10° células/g).

Para a mesma modalidade e na mesma coluna, letras maiusculas diferentes representam médias com diferengas
significativas para p< 0,05. Para o mesmo tempo de amostragem e na mesma coluna, letras minusculas
representam médias com diferencas significativas para p< 0,05.
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A leitura da Tabela 58 permite concluir que para o pH se observaram diferencas significativas entre o
TO (pré-enchimento) e os tempos de amostragem que lhe sucederam, cabendo os valores médios mais
reduzidos a estes Ultimos. No que concerne a uma avaliagao por tempo de amostragem, no TO os paios
alocados & modalidade 4 (S. equorum S2M7 10° e L. sakei CV3C2 10°) apresentaram um valor médio
(5,29 + 0,51) significativamente mais reduzido que os da modalidade 3 (L. sakei CV3C2 10°), com 5,48
+0,31. O facto das estirpes ndo conseguirem promover um abaixamento significativo, por comparacao
com a formulacdo controlo, revela a capacidade acidificante da microbiota latica naturalmente
presente nas massas (as quais também foi disponibilizada dextrose), tal facto é corroborado pelos
resultados referentes as contagens de bactérias laticas que estdo apresentados na Tabela 61 relativa
aos resultados obtidos para os parametros microbioldgicos. Sendo a dextrose/glicose/glucose a
principal fonte de energia das bactérias laticas, por ser um monossacarido, a dextrose pode ser de
imediato metabolizada por todas as bactérias laticas presentes nas massas - indigenas e inoculadas -,
reservando-se o uso de dissacaridos para processos mais lentos e com acidificagdes menos extensas.
Na fase intermédia da cura (T10), como era de esperar, ocorreu uma redugao dos valores médios do
pH. Em discussOes supracitadas ja apresentdmos as nossas justificacdes e as de outros autores para a
referida reducdo. No produto acabado foi aos enchidos inoculados com L. sakei CV3C2 10° (modalidade
3) que coube o valor médio mais reduzido (4,94 + 0,07), todavia, foram os Unicos paios inoculados a

apresentarem um valor inferior aos paios controlo (4,97 + 0,14).

Relativamente a resultados obtidos por outros autores, Simion et al. (2014), em enchidos tradicionais
Romenos (Dacia), inoculados com uma cultura mista composta por L. sakei CECT5764 e S. equorum
SA25, na concentracdo aproximada de 107 células/g de massa para cada estirpe microbiana e com a
adicdo de 0,18% de aglcar fermentescivel, no TO (pré-enchimento), determinaram valores médios de
6,09 + 0,17 para as massas controlo e 6,03 + 0,20 para as inoculadas. Na fase intermédia da cura os
valores médios reduziram-se para 5,33 + 0,19 e 5,11 + 0,16 para os enchidos nao inoculados e
inoculados, respetivamente. Por fim, no produto acabado determinaram valores médios de 5,26 £ 0,31

para os enchidos controlo e 5,13 £ 0,15 para os enchidos inoculados.

Outros autores como Casaburi et al. (2007) obtiveram em enchidos italianos (Vallo di Diano), no TO
(pré-enchimento) valores médios de 6,30 para as massas controlo, 6,12 para uma cultura mista
composta por L. curvatus AVL3 e S. xylosus CVS11, e 6,30 para outra cultura mista composta por L.
curvatus AVL3 e S. xylosus FV2S1. Na fase intermédia da cura, os valores médios reduziram-se para
5,80, 5,01 e 5,04 para as modalidades anteriormente referidas, respetivamente. No produto acabado

subiram para 6,18, 5,42 e 5,59 para as modalidades anteriormente mencionadas, respetivamente. As
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concentrag¢des inoculadas pelos autores foram de aproximadamente 107 células/g de massa para cada

estirpe microbiana e foram adicionados 0,2% de glucose as massas.

Os resultados apresentados neste paragrafo sdo referentes apenas ao produto acabado. Elias et al.
(2014) obtiveram, em paio de porco Alentejano, valores médios de 5,23 + 0,05 para os paios alocados
a formulagdo controlo, 5,25 + 0,10, em paios inoculados com uma cultura comercial (TEXEL® ELSE BR)
composta por Lactobacillus spp., Micrococcaceae e leveduras e 5,26 + 0,08 em paios inoculados com
uma cultura experimental composta por L. sakei e S. xylosus, as estirpes inoculadas nas duas
modalidades mencionadas apresentavam a concentracdo aproximada de 10° células/g de massa e n3o

foram adicionados aglcares.

Os resultados obtidos no corrente ensaio, em todos os tempos de amostragem, foram inferiores aos
obtidos pelos autores citados nos trés paragrafos anteriores, o que, como ja foi sobejamente referido,
podera contribuir para a seguranca sanitdria dos enchidos, comec¢ando logo no TO (pré-enchimento),
onde este efeito pode dificultar a multiplicacdo de alguns microrganismos patogénicos. Julgamos que
a razao para os valores médios serem inferiores, se prendera com o facto dos autores citados terem
adicionado concentragdes de agucar fermentescivel inferiores a por nds usada, ou nao terem
adicionado aglcares fermentesciveis, ou a microbiota naturalmente presente nas matérias-primas
usadas e as estirpes inoculadas terem maior capacidade para metabolizar os nutrientes disponiveis,

resultando na formacéao de acido latico.

Quanto aos valores da aw, observaram-se diferencas significativas entre tempos de amostragem,
cabendo os valores médios significativamente mais reduzidos ao produto acabado. No que concerne
a uma avaliacdo por tempo de amostragem, verificamos que no TO, de uma forma geral, os enchidos
inoculados apresentaram valores médios inferiores para o parametro em analise. Na fase intermédia
da cura (T10) houve diferencas significativas entre os paios controlo (0,948 + 0,007) e os paios
inoculados, cabendo aos ultimos valores médios significativamente inferiores, destacando-se os
inoculados com a modalidade 5 (Staphylococcus equorum S2M7 10°, Lactobacillus sakei CV3C2 e
levedura 2RB4), que apresentaram um valor médio de 0,934 + 0,04. No produto acabado foram os
paios alocados as modalidades 2 (0,826 + 0,031), 4 (0,823 + 0,030) e 5 (0,824 + 0,014) que
apresentaram valores médios estatisticamente inferiores aos das modalidades 1 (0,845 + 0,024) e 3
(0,852 + 0,002). As estirpes, de uma forma geral, mostraram ter um efeito positivo na reducdo da aw
dos paios. Podendo afirmar-se que tiveram capacidade para acelerar o processo produtivo. De acordo
com Hierro et al. (2015) os resultados obtidos permitem conservar os enchidos a temperatura

ambiente, tanto pelo efeito da aw como do pH.
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Para a aw, no produto acabado, autores como Simion et al. (2014) e Casaburi et al. (2007) obtiveram
resultados semelhantes aos por nds obtidos e os de Elias et al. (2014) foram um pouco superiores
(0,88), revelando um grau de cura superior nos nossos enchidos, por compara¢do com os de Elias et

al. 2014.

5.3.1.2. Parametros microbioldgicos

Na Tabela 59 apresenta-se a analise de varidncia para os resultados dos parametros microbioldgicos,

considerando o fator lote.

Tabela 59 - Anélise de variancia para os resultados dos parametros microbioldgicos, considerando o fator lote.

Fator
L Lote
Variaveis G.L=2
. F=1,9688
MeSOfI|OS P=O,1459N4S.
Psicrotroficos F=0,2060
P=0,8143N
Bactérias laticas PF_=; '06:51;*
F=0,3089
Staphylococcus spp. P=0.7351MN-S.
Enterobactérias F=0,2437
P=0,7843N-
Bolores F=0,0985
P=0,9063N->
Levedur F=0,6028
eve as P=O,5496N‘S'
F=0,3253
L. monocytogenes p=07232NS

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; *significativo para p<0,05

Relativamente aos resultados indicados na Tabela 59 verifica-se que o fator lote foi significativo
(p<0,05) para as contagens de bactérias laticas e ndo significativo (p=0,05) para as restantes varidveis.
Ao contrario dos parametros fisico-quimicos, o fator lote teve menor influéncia sobre os parametros

microbioldgicos, revelando maior padroniza¢do da microbiota dos enchidos.

Na Tabela 60 é mostrada a analise de varidncia para os resultados dos parametros microbioldgicos,

considerando os fatores modalidade e tempo de amostragem.
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Tabela 60 - Andlise de variancia para os resultados dos parametros microbioldgicos, considerando os fatores

modalidade e tempo de amostragem.

Fatores
T d
. Modalidade empo de Modalidade x Tempo de amostragem
Variaveis amostragem
G.L=4 G.L.=2 G.L.=8

Meséfilos F=1,4947 F=8,4658 F=1,1806
P=0,2127N* P=0,0005*** P=0,3225N*
Psicrotréficos F=1,538§S F=10,4738 F=0,597'Z\|l.S
P=0,2001"~ P=0,0001*** P=0,7772"~
Bactérias lsticas F=1,4975S F=40,5454 F=0’41355
P=0,2119"~ P=0,0000*** P=0,9093"~

Staphylococcus F=2,3778 F=2,8100 F=1,7117
spp. P=0,0596N P=0,0667"5 P=0,1100N

L. F=1,0399 F=232,6414 F=1,5455
Enterobactérias P=0,3926"5- P=0,0000*** P=0,1566"5"

F=2,1150 F=0,0715 F=0,7597
Bolores P=0,0875"% P=0,9310MS P=0,6390"5"
Leveduras F=4,6461 F=5,4193 F=1’71355
P=0,0021** P=0,0064** P=0,1096"

L. F=0,4161 F=0,8221 F=1,0942
monocytogenes P=0,7965"N-* P=0,4435N P=0,3772N*

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S.= N3do Significativo; ** Significativo para p<0,01; *** Significativo para p<0,001

Observando a Tabela 60 conclui-se que o fator modalidade sé apresentou diferencas muito
significativas (p<0,01) para as contagens de leveduras. Entre tempos de amostragem, apenas as
contagens de Staphylococcus spp., bolores e L. monocytogenes nao apresentaram diferencas
significativas (p>0,05). Para microrganismos meséfilos, psicrotroficos, bactérias laticas e
enterobactérias aquele fator foi altamente significativo (p<0,001) e para contagem de leveduras muito
significativo (p<0,01). A interacdo modalidade x tempo de amostragem nao foi significativa (p=0,05)

para nenhuma das varidveis estudadas.

Mais uma vez se verifica que o fator modalidade foi ndo significativo para a maioria dos parametros
estudados. Provavelmente porque a microbiota naturalmente presente nas massas e no ambiente

fabril estd bem adaptada as condi¢Ges em que decorreu a cura.

Na Tabela 61 sdo apresentados os valores médios e desvios padrdo para os parametros microbioldgicos

obtidos nos paios de porco preto inoculados com culturas mistas.
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Tabela 61 - Valores médios e desvios padrdo para os parametros microbiolégicos obtidos nos paios de porco
preto inoculados com culturas mistas.

Parametros
de Mochiidade | Mes6fios | Psirotrdfios . Enterobactérias | Bolores | Leveduras
. iticas P monogytogenes PP
1 7,00°8 6,60 6,64° 9,14 5,99* 0,17 3,88 8,33 6
0,77 +1,17 +0,57 +0,66 0,49 10,41 | +0,48 +12,11
2 7,238 6,81* 6,58° 8,97 6,55* 0,50 3,78° 5,00 5
+0,96 +0,99 +0,39 +1,42 +1,16 10,84 | 0,23 +6,32
T0 3 7,16 6,74 6,32° 7,57 6,73% <1 3,90 6,67 1
+0,70 +0,75 +0,27 +1,48 0,67 +0,90 +7,53
a 7,72 7,32 6,80° 10,88 7,024 <1 5,73 7,00 5
+1,20 +1,50 +0,60 13,96 11,34 12,44 18,37
5 7,35 7,18 7,018 8,40 6,54" <1 4,04 15,83 3
10,76 +1,09 10,26 +1,74 10,42 +0,37 +17,25
1 8,46" 7,01 7,95 10,17 6,35" 0,67 4,33 1,67 6
10,67 +1,22 +0,30 +1,77 +1,13 +1,21 | 1,09 +4,08
) 7,70" 6,508 7,59 9,26 5,54" 0,25 3,15¢ 3,33 6
10,65 +0,37 +0,28 +0,98 10,24 +0,60 | 0,18 +4,08
T10 3 7,77 6,51 7,70% 9,14 5,634 <1 3,82 15,00 2
10,29 +0,58 +0,45 +0,79 +0,40 +0,85 +27,20
4 8,61 7,45 7,938 10,47 6,45" <1 4,56 9,17 4
0,82 +1,29 +0,14 +1,47 +1,04 +0,69 +5,85
5 8,12 7,01 8,18"8 9,66 6,62" <1 4,47 4,17 3
+1,07 +1,22 +1,11 +1,10 +1,30 +0,77 13,76
1 7,38° 5,66 8,06" 8,68 2,758 0,58 4,61 5,83 ND
10,60 0,29 +0,77 +1,03 10,36 +1,20 | 0,35 +12,01
) 7,658 5,69° 7,96" 8,34 2,698 <1 4,70% 7,50 1
10,54 10,26 +0,67 +0,49 +0,50 +0,47 +11,72
TFinal 3 8,39 6,20 8,49 8,49 2,248 0,33 4,85 1,67 ND
+0,97 +0,18 +1,15 +0,71 +0,39 +0,82 | +0,42 +2,58
a 8,03 5,89 8,15 8,38 2,488 <1 4,96 0,83 1
+1,06 +0,44 +1,09 +2,14 +0,40 +0,74 12,24
5 8,48 6,48 8,56 10,31 2,51° <1 4,74 7,50 ND
+1,19 +0,52 +1,10 +1,29 0,55 +0,69 +13,69

TO (pré-enchimento); T10 (fase intermédia da cura); TFinal (produto acabado).

1 - Controlo com dextrose; 2 - Staphylococcus equorum S2M7 (10° células/g); 3 - Lactobacillus sakei CV3C2 (10°
células/g); 4 - Staphylococcus equorum S2M7 (10° células/g) + Lactobacillus sakei CV3C2 (108 células/g);
5 - Staphylococcus equorum S2M7 (10° células/g) + Lactobacillus sakei CV3C2 (10° células/g) + levedura 2RB4
(10° células/g).

Listeria monocytogenes apresenta-se em ufc/g. Os restantes pardmetros contaveis apresentam-se em log ufc/g.
Os valores indicados para Salmonella spp. referem-se ao numero de resultados positivos em 6 amostras.

<1 - Contagens inferiores a uma unidade formadora de coldnia por grama (ufc/g).

ND - Ndo detetado (auséncia em 25g).

Para a mesma modalidade e na mesma coluna, letras maiusculas diferentes representam médias com diferencas
significativas para p< 0,05.

Para as contagens de microrganismos mesofilos e psicrotréficos ndo se verificaram diferengas entre

modalidades no mesmo tempo de amostragem e mesmo entre tempos de amostragem foram pouco
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pronunciadas, isto é, apenas entre os paios associados as modalidades 1 (controlo com dextrose) e 2

(Staphylococcus equorum S2M7 10°).

No TFinal (produto acabado) parece existir uma tendéncia, ndo significativa, para os paios inoculados
apresentarem uma concentracdo superior dos grupos microbianos referidos. Como ocorre
frequentemente em enchidos, as contagens de microrganismos psicrotréficos foram inferiores as dos

microrganismos mesdfilos.

Para as contagens de bactérias laticas observaram-se diferencas significativas no desenrolar da cura;
havendo uma tendéncia para o incremento da concentracdo destas bactérias em todas as
modalidades. Porém, quando efetuamos uma analise por tempo de amostragem verificamos que nio
existiram diferencas significativas entre modalidades em nenhum dos ditos tempos, ndo obstante
terem sido os paios alocados as modalidades 3 (L. sakei CV3C2 10°) e 5 (S. xylosus CV3C2 108, L. sakei
CV3C2 10° e levedura 2RB4 10°) que apresentaram valores médios superiores (8,49 *+ 1,15 log ufc/g e

8,56 + 1,10 log ufc/g, respetivamente) no produto acabado.

Outros autores, como Simion et al. (2014), em enchidos romenos inoculados com L. sakei CECT5764,
S. equorum SA25 e L. acidophilus CECT903, em diferentes composicbes, nas concentra¢bes 10’
células/g de massa para as duas primeiras estirpes e 10® células/g de massa para a terceira estirpe
referida, com 0,18% de acucar adicionado, contaram valores médios de 6,32 + 0,57 log ufc/g, 9,60 +
0,50 log ufc/g e 10,17 + 0,63 log ufc/g no pré-enchimento, para os paios controlo, inoculados com L.
sakei CETC5764 e S. equorum SA25 e inoculados com L. sakei CETC5764, S. equorum SA25 e L.
acidophilus CETC 903, respetivamente. Na fase intermédia da cura, quer para os paios inoculados quer
para os controlo, os mesmos autores, observaram valores superiores aos obtidos no pré-enchimento.
No produto acabado os valores reduziram-se ligeiramente, por comparacdao com a fase que lhe
antecedeu, para 9,77 + 1,59 log ufc/g, 11,47 + 0,80 log ufc/g e 11,19 + 0,22 log ufc/g para os paios

controlo e inoculados com as modalidades referidas, respetivamente.

Bafidn et al. (2014), em salame espanhol inoculado com S. carnosus, K. varians, P. pentosaceus e L.
sakei, na concentracdo aproximada de 6 x 107 células/g de massa e com 2% de agucares adicionados,
obtiveram valores médios de 3,53 + 0,83 log ufc/g e 5,55 + 0,37 log ufc/g imediatamente antes do
enchimento para os enchidos controlo e inoculados, respetivamente. No produto acabado os mesmos
sofreram um incremento e foram de 8,28 + 0,29 log ufc/g e 8,61 + 0,65 log ufc/g para os enchidos

controlo e inoculados, respetivamente.

Talon et al. (2008), em enchidos inoculados com L. sakei FO8F202, S. equorum FO8Bf15 e S. succinus
FO8Bf19, com uma concentracdo aproximada de 10° células/g de massa, obtiveram valores médios de

4,1 log ufc/g e 6,3 log ufc/g apds a mistura das massas, para os enchidos controlo e inoculados,

159



respetivamente. Aqueles autores observaram um aumento paulatino da concentracdo no decorrer da
cura, que culminou com valores de 6,6 log ufc/g e 8,8 log ufc/g para os enchidos controlo e inoculados
respetivamente. Isto significa que os valores obtidos no produto acabado por Bafién et al. (2014) e
Talon et al. (2008) foram semelhantes aos por nés determinados e que os de Simion et al. (2014) foram
aproximadamente superiores em 3 unidades na escala logaritmica. Apesar de ndo termos apresentado
os resultados determinados por Casaburi et al. (2007), em enchidos italianos (Vallo di Diano),
inoculados com culturas mistas na concentracdo aproximada 107 células/g de massa e com 0,2% de
glucose adicionada as massas, aqueles autores também obtiveram resultados semelhantes aos por nds
determinados, tanto para os enchidos controlo como para os inoculados. No produto acabado, dos
autores citados, apenas Talon et al. (2008) observaram diferencas significativas entre os enchidos

controlo e os enchidos inoculados, com supremacia dos segundos face aos primeiros.

O grupo microbiano em analise, a par de outros estudos ja mencionados, foi dos que apresentou
concentragdes mais elevadas ao longo de todo o processo produtivo. Porém, neste caso,
Staphylococcus spp., de uma forma geral, apresentaram concentra¢des sempre ligeiramente mais
elevadas que bactérias laticas. J4 na discussdo relativa aos paios inoculados com culturas puras de
Staphylococcus tinhamos verificado que as concentragdes tinham sido bastante semelhantes, todavia,
neste ensaio foram mais evidentes as elevadas concentra¢bes de Staphylococcus spp., tal como
verificado por Armengol et al. (1994) e Sarra et al. (1982). Os autores justificaram esta supremacia de
Staphylococcus spp. devido a disponibilidade de nitratos e poucos hidratos de carbono - o que ndo se
terd passado no presente ensaio -, pois, desse modo, Staphylococcus spp. ja ndo estardo tao suscetiveis
ao abaixamento do pH causado pelas bactérias laticas. Porém, tal como referem Becker et al. (2014);
Vanderhaeghen et al. (2014) e Coton et al. (2010) o facto de algumas espécies de ECN, tais com S.
epidermidis, S. saprophyticus, S. simulans, entre outras, estarem associadas a pele dos humanos e
animais podera, eventualmente, ter contribuido para as concentragdes determinadas neste ensaio e

ainda o sal adicionado as massas (Cordero & Zumalacarregui, 2002).

N3o se observaram diferencas entre tempos de amostragem e modalidades para as contagens de
Staphylococcus spp. Curiosamente, os paios inoculados com a modalidade 5 (S. xylosus CV3C2 108, L.
sakei CV3C2 10° e levedura 2RB4 10°) foram os que apresentaram contagens mais elevadas (10,31 +
1,29 log ufc/g), parecendo que a presenca da levedura 2RB4 facilitou multiplicacdo de Staphylococcus
spp. Selgas & Garcia (2015) referem que as leveduras sdo inoculadas em enchidos, entre muitos outros
fatores, pela sua capacidade para a degradar do acido latico, caso essa degradacdo tivesse ocorrido os
Staphylococcus spp. teriam mais facilidade em se multiplicar, pela sua maior sensibilidade aos

ambientes 4acidos. Se tivermos em conta os resultados obtidos no produto acabado para o pH,

160



apresentados na Tabela 58, verificamos que os paios que apresentaram os valores médios mais
elevados (5,10) no produto acabado foram os associados as modalidades 5 e 4 (S. equorum S2M7 10°
e L. sakei CV3C2 10°), mas na fase intermédia da cura (T10) os valores de pH dos paios alocados a
modalidade 5 foram dos mais elevados (5,19), podendo haver uma relagdo com o referido por Selgas

& Garcia (2015).

As contagens obtidas para Staphylococcus ssp. no presente estudo foram proximas de 9 log ufc/g no
TO, préximas de 9,5 log ufc/g no T10 e préximas de 8,5 log ufc/g no produto acabado, com excecdo da
modalidade que continha a levedura 2RB4 que apresentou uma concentracao final de 10,31 + 1,29 log
ufc/g. Simion et al. (2014) e Talon et al. (2008) obtiveram contagens de ECN inferiores as obtidas no
corrente estudo, independentemente do tempo de amostragem, no caso dos primeiros autores
citados, e no produto acabado, para Talon et al. (2008), porque aqueles autores apenas apresentaram
resultados para aquele momento da cura. Bafién et al. (2014); Bedia et al. (2011) e Talon et al. (2007b)
também obtiveram valores inferiores, mas determinaram apenas Micrococcaceae. Tabanelli et al.
(2012), apenas em produto acabado, determinaram Micrococci e Staphylococci em enchidos tipo
Felino e tipo Mildo, e também obtiveram valores que ndo foram além dos 7,09 + 0,33 log ufc/g, nos
tipo Mildo inoculados com L. sakei, S. carnosus e 5 espécies de S. xylosus (10! células/g de massa) e
com 0,50% de dextrose adicionada, tendo sido este o valor médio mais elevado de entre os obtidos
por todos os autores citados. Estes resultados parecem indicar que as estirpes de Staphylococcus
inoculadas no presente ensaio ndo foram afetadas pela acidez do meio, consequéncia da atividade das

bactérias laticas.

No que respeita as contagens de enterobactérias, verificou-se uma reducdo das contagens deste grupo
microbiano ao longo do tempo de amostragem, resultando em diferencas significativas entre o
produto acabado e os tempos que |lhe antecederam. Porém, ndo existiram diferencas significativas
entre modalidades em nenhum dos tempos de amostragem. Os valores foram de aproximadamente
6,5 log ufc/g nos TO e T10 e de aproximadamente 2,5 log ufc/g no produto acabado. No ultimo
momento de amostragem, as contagens foram ligeiramente inferiores nos paios inoculados por
comparag¢do com os controlo. Como ja haviamos mencionado, esta reducao de enterobactérias poderd
estar associada a multiplicagdo das bactérias laticas com consequente abaixamento do pH, reducdo da

aw e, obviamente, fenédmenos competitivos.

Simion et al. (2014) obtiveram valores proximos de 3 log ufc/g na fase do pré-enchimento,
independentemente de serem ou ndo inoculados. Até ao final da primeira semana assistiram a um
incremento da concentracdo, mas no produto acabado os valores reduziram-se para 2 log ufc/g nos

enchidos controlo e 1 log ufc/g numa das modalidades de inoculacdo e na outra o valor foi inferior ao
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limite de detecdo do método. Talon et al. (2008) obtiveram valores médios préximos dos 3 log ufc/g
no inicio da cura, independentemente de serem ou ndo inoculados os enchidos. Porém, no produto
acabado os valores reduziram-se para 2,8 log ufc/g nos enchidos controlo e 2,0 log ufc/g nos

inoculados. Casaburi et al. (2007) obtiveram valores muito semelhantes aos de Talon et al. (2008).

Os resultados obtidos no inicio da cura pelos autores citados foram, de uma forma geral, inferiores em
3 log ufc/g aos por nds determinados. Todavia, no produto acabado foram semelhantes, ainda que
Simion et al. (2014) tenham obtido valores ligeiramente inferiores. Ja Lorenzo et al. (2014) e Essid &
Hassouna et al. (2014) obtiveram valores proximos dos 4,0 log ufc/g no inicio da cura, enquanto no
produto acabado, os primeiros autores contaram valores inferiores a 1,0 log ufc/g para os enchidos
inoculados com culturas mistas (L. sakei e S. carnosus) e de 2,41 log ufc/g para os controlo, os segundos
autores contaram valores praticamente inalterados ao longo de todo o processo produtivo para os
enchidos controlo e préoximos de 1,0 log ufc/g nos enchidos inoculados (L. plantarum e S. xylosus).
Enterobactérias presentes nas fases iniciais do processo produtivo estardao presentes essencialmente
devido a contaminagdes de origem fecal decorrentes do abate, transporte e/ou armazenamento das
matérias-primas. Todavia, as etapas que decorrem nas instalacdes dos produtores de enchidos
também poderdo contribuir para o aumento deste grupo microbiano, isto se as boas praticas de
higiene e fabrico forem descuradas. A utilizagcdo de tripas naturais serd mais um fator de realce no

incremento do grupo microbiano em discussao.

Para as contagens de bolores ndo se identificaram diferencas entre modalidades e tempos de
amostragem. Porém, importa referir que no produto acabado apenas os paios alocados as
modalidades 1 (controlo) e 3 (L. sakei CV3C2 10°) apresentaram contagens (0,58 + 1,20 log ufc/g e 0,33

+ 0,82 log ufc/g, respetivamente).

As diferengas entre tempos de amostragem e modalidade ndo foram muito evidentes para as
contagens de leveduras. Tabanelli et al. (2012) apresentaram os resultados para bolores e leveduras
isoladamente, isto é, a grande maioria dos autores apresenta os resultados para as contagens de
bolores e leveduras em conjunto. Advém dai o facto de também apresentarmos a discussdo simultanea
para bolores e leveduras, ao contrario do que haviamos feito nos dois ensaios anteriores onde
inoculdmos culturas puras de Staphylococcus e Lactobacillus. Os autores referidos, para bolores,
obtiveram, em produto acabado, valores préximos de 5 log ufc/g para enchidos tipo Felino e préximos
de 4,5 log ufc/g para enchidos tipo Mil3o. Relembramos que todos os enchidos foram inoculados (10**
células/g de massa), foi adicionada dextrose (0,30% e 0,50% para tipo Felino e tipo Mildo,
respetivamente) e ndo existiram enchidos controlo. Para leveduras os valores médios foram inferiores,

cifrando-se em aproximadamente 3 log ufc/g para os enchidos tipo Felino e préximos de 4 log ufc/g
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para os tipo Mildo. Julgamos que este facto se prendera essencialmente com diferengas ao nivel do
processo produtivo usado nos enchidos produzidos por aqueles autores e o usado no fabrico dos

enchidos objeto do nosso estudo.

Talon et al. (2008), que apresentaram as contagens de bolores e leveduras em conjunto, obtiveram
valores préximos dos obtidos neste ensaio. Porém, autores como Bafion et al. (2013) e Bedia et al.
(2011) obtiveram valores médios ligeiramente superiores. Os mesmos autores apresentaram como
possivel justificacdo a impregnacdo por P. chrysogenum das tripas, também nos parece que se tera
devido aquela agdo. Como ja referimos, a utilizagdo de bolores como culturas de arranque é feita,
geralmente, a superficie dos enchidos, com o objetivo de inibir o desenvolvimento de estirpes com
propriedades téxicas, capazes de depreciar o produto ao nivel sensorial e/ou contribuir para que a

desidratacdo ocorra de forma gradual ou paulatina.

Nao houve diferencas com significado estatistico para as contagens de L. monocytogenes. No produto
acabado foram os paios alocados as modalidades 3 e 4 que apresentaram os valores médios mais
reduzidos (1,67 + 2,58 ufc/g e 0,83 + 2,24 ufc/g, respetivamente). Quando L. sakei CV3C2 foi inoculado
como cultura pura ou como cultura mista (S. equorum S2M7 e L. sakei CV3C2) a eliminagdo de L.
monocytogenes foi mais efetiva, contudo, esse efeito pareceu perder-se na modalidade 5, com a
introducdo da levedura 2RB4. Autores como Talon et al. (2002) e Hugas et al. (1998) verificaram o
efeito das bactérias laticas, principalmente L. sakei, na inibicdo de bactérias patogénicas pela
acidificacdo ou pela producdo de bacteriocinas. Talon et al. (2008) observaram um incremento desta
bactéria a medida que a cura se foi desenrolando, culminando com 2,7 log ufc/g e 1,1 log ufc/g para
os enchidos controlo e inoculados, respetivamente. Isto significa que foram valores consideravelmente

mais elevados que os apresentados no presente ensaio.

Importa referir que todos os valores obtidos no presente ensaio foram inferiores aos indicados na
legislacdo vigente (100 ufc/g, segundo o Reg. 1441/2007) para alimentos prontos para consumo
suscetiveis de permitirem o crescimento de L. monocytogenes, exceto os destinados a lactentes e a

fins medicinais especificos.

No produto acabado Salmonella spp. esteve presente numa amostra em seis analisadas para os paios
inoculados com as modalidades 2 (S. equorum S2M7 10°) e 4 (S. equorum S2M7 10° e L. sakei CV3C2
10%), tornando-os impréprios para consumo (Reg. N.2 1441/2007). Como foi mencionado nas
discussOes anteriores, felizmente, as bactérias em questdo ndo foram detetadas na maioria dos
estudos executados pelos diversos autores citados. Tendo como base o que haviamos escrito na
discussdo dos resultados para os paios inoculados com culturas puras de Lactobacillus, verificamos

gue, mais uma vez, no produto acabado, nas amostras onde foi detetada a bactéria em questdo, os
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valores determinados para a aw (£0,852) e para o pH (<4,94) seriam suficientes para impedir a sua
multiplicagdo, isto se tivermos em conta os valores propostos pela Food Safety Authority of Ireland

(FSAI) (2011), mas ndo a sua eliminagdo imediata.

5.3.1.3. Determinag¢do de aminas biogénicas

Na Tabela 62 apresenta-se a analise de varidncia para os resultados das aminas biogénicas,

considerando o fator lote.

Tabela 62 - Anélise de variancia para os resultados das aminas biogénicas, considerando o fator lote.

Fator
iavei Lote
Variaveis

G.L.=2

Triptamina F=2,4046
P=0,0932"%"

I . F=0,1451
B-feniletilamina Ay pns
Putrescina F=6,5060
P=0,0019**

Cadaverina F=13,1988
P=0,0000***

Histamina F=1,8549
P=0,0667"%"

Tiramina F=0,2293
P=0,7953"5-

Espermidina F=3,9058
P=0,0219*

Espermina F=18,5445
P=0,0000***

Aminas vasoativas F=0,4376
P=0,6476"5"

i F=3,9341

Total de aminas Pr0 021345

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; * Significativo para p<0,05; **Significativo para p<0,01;
***Significativo para p<0,001

A avaliacdo da Tabela 62 permite verificar que o fator lote foi altamente significativo (p<0,001) para
cadaverina e espermina, muito significativo (p<0,01) para putrescina, significativo (p<0,05) para

espermidina e nao significativo (p20,05) para as demais varidveis estudadas.

Mais uma vez, verifica-se o efeito do lote sobre as variaveis estudadas, refletindo alguma variabilidade

de processos e/ou matérias-primas usadas/os neste ensaio.

Na Tabela 63 é apresentada a andlise de varidancia para os resultados das aminas biogénicas,

considerando os fatores modalidade e tempo de amostragem.
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Tabela 63 - Analise de variancia para os resultados das aminas biogénicas, considerando os fatores modalidade

e tempo de amostragem.

Fatores
Varidveis Modalidade Tempo de Modalidade x Tempo de amostragem
(mg/kg de enchido) amostragem
|
&g G.L=4 G.L=2 G.L-8
riotaming F-32,1202 F-89,2484 F-0,1545
P P=0,0000%** P=0,0000%** P=0,9961N*
B-feniletilamina F=8,0404 F=1128,0312 F=0,9616
P=0,0000%** P=0,0000%** P=0,4680N*
Putrescin F=5,2645 F=41,9628 F=0,2545
P=0,0000%** P=0,0000%** P=0,9791NS
i F=6,7291 F=28,0943 F=0,5266
Cadaverina P=0,0000%** P=0,0000*** P=0,8353N5.
Histamina F=10,0575 F-166,8135 F=0,1382
P=0,0000%** P=0,0000*** P=0,9974NS
Tiramina F=4,8419 F=30,9303 F=0,3017
P=0,0010%** P=0,0000%** P=0,9645NS
Espermidina F2,7233 F=2,7233 F-2,7233
P=0,1264* P=0,0004*** P=0,6855"
) F=1,5242 F=10,2295 F=0,2819
Espermina P=0,1974NS P=0,0001*** P=0,9712V5
) ) F=10,6659 F=128,6081 F-0,4821
Aminas vasoativas P=0,0000%** P=0,0000*** P=0,86775
Total de aminas F=6,8042 F=66,6551 F=0,5973
P=0,0000%** P=0,0000*** P=0,7792V*

G.L. — Graus de Liberdade

Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; ***Significativo para p<0,001

A andlise da Tabela 63 permite afirmar que o fator modalidade foi altamente significativo para todas

as aminas, com excec¢ao das poliaminas naturais, espermina e espermidina, para as quais foi nao

significativo (p=0,05). Quanto ao fator tempo de amostragem, o mesmo foi altamente significativo

(p<0,001) para todos as variaveis estudadas. Porém, a interagdo entre os fatores foi ndo significativa

(p=0,05) para todos as variaveis.

Na Tabela 64 sdo mostrados os valores médios e desvios padrdo para as aminas biogénicas obtidos nos

paios de porco preto inoculados com culturas mistas.
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Tabela 64 - Valores médios e desvios padrao para aminas biogénicas obtidos nos paios de porco preto inoculados com culturas mistas.

Parametros (mg/kg de enchido)

de Tempo Modhalidade Triptamina B-fenietiamina Putresdna Cadaverina Histamina Tiramina Espermidina Espermina Aminasvasoativas Totaldeaminas
1 50,4240 20,224 466,477 570,34~ 32,8140 162,134 12,48~ 46,81 265,58~ 1361,68*
+5,78 +0,84 151,42 +100,89 9,10 +33,62 +1,34 +11,12 +36,90 141,42
2 35,66%¢ 17,634 366,30° 488,14 29,5440 141,65 11,16 40,71 224,48~ 1130,79%
+11,95 +5,50 +145,51 +157,62 +11,34 +60,07 3,71 16,30 +80,05 +381,98
TO 3 43,444 b¢ 19,364 407,364 533,10 30,99%2b 137,874 12,194 43,28 231,66% 1227,58*
15,42 +0,72 +50,99 72,79 7,51 17,37 1,14 19,46 21,72 +102,13
4 40,327b¢ 19,084 422,68"2> 492,714 26,5040 136,854 12,24 44,26 222,75 1194,644
16,28 +0,56 +79,72 190,66 12,24 21,41 +0,73 16,05 22,37 177,13
5 59,6142 20,474 417,690 485,12~ 36,2172 142,854 12,754 47,174 259,154 1221,88~
+16,64 +0,47 +67,86 +51,29 +4,01 +19,95 +0,90 +6,16 120,21 195,62
1 38,4650 12,7582 401,79¢ 517,32R82 25,7240 139,50"8 12,0148 42,89 216,4487 1190,458=
+5,80 +0,87 +51,69 +101,11 9,03 +33,49 +1,33 +11,06 +36,64 +141,92
2 26,795¢ 11,7580 327,98 483,832" 2481720 134,18 11,79 40,96 197,53~2b 1062,0948:20
+4,32 10,31 91,38 146,10 16,72 41,76 +1,36 +10,39 +39,78 +146,00
T10 3 31,508b¢ 11,9082> 342,86" 480,350 23,9340 115,318 11,7248 39,37 182,6482> 1056,958:20
15,40 +0,72 +51,05 +73,51 17,46 +17,25 +1,12 19,39 +21,41 +103,01
a 25,888¢ 10,778 324,998 393,79485 18,065 104,228 10,83 36,778 158,938 925,30%0
+9,38 +3,09 116,88 +128,61 +5,57 +35,39 +3,11 +11,58 +48,96 +295,33
5 47,60/82 13,0082 352,774 431,958:20 29,1382 120,228 12,2848 43,2478 209,958 1050,208%2F
+16,97 +0,46 67,19 +51,66 +4,01 +20,06 +0,90 16,16 +20,03 194,67
1 26,21%20 4,802 329,11°¢ 439,42¢ 10,5880 113,998 11,028 37,88 155,58%2 973,01¢°
+5,59 +0,83 +50,82 198,35 18,01 +32,99 +1,38 +10,92 +37,29 +140,14
2 14,73¢%¢ 3,856 255,70 407,69 10,13820 108,80 10,86 35,97 137,51820 847,73%:0
+4,61 +0,28 +90,69 47,15 +5,03 +40,96 +1,34 +10,21 +39,95 +149,84
TFinal 3 19,28¢k¢ 3,986k 270,25¢ 403,298 8,20%2h 89,72¢ 10,78¢ 34,40 121,18%% 839,90¢2b
15,20 +0,70 +50,34 71,73 16,92 +16,95 +1,12 19,31 +21,95 +101,51
4 15,70¢¢ 3,69¢F 278,928 353,27¢ 3,17¢k 88,448 11,37 38,16"8 111,000 792,7285
16,08 +0,51 +65,91 +49,91 12,20 21,49 +0,94 15,95 123,66 +175,93
5 35,6084 5,16%2 283,86" 360,81°¢ 12,962 94,40°¢ 10,82° 35,298 148,12¢2 838,90%°
+16,43 +0,57 77,31 189,05 +3,92 +19,52 +0,78 16,24 +20,75 +94,05

TO (pré-enchimento); T10 (fase intermédia da cura); TFinal (produto acabado). 1 - Controlo com dextrose; 2 - S. equorum S2M7 (108 células/g); 3 - L. sakei CV3C2 (106 células/g); 4 - S. equorum
S2M7 (106 células/g) + L. sakei CV3C2 (10° células/g); 5 - S. equorum S2M7 (10° células/g) + L. sakei CV3C2 (10° células/g) + levedura 2RB4 (106 células/g). O conjunto das aminas vasoativas
corresponde a soma dos teores da triptamina, B-feniletilamina, histamina e tiramina. Para a mesma modalidade e na mesma coluna, letras mailsculas diferentes representam médias com

diferencas significativas para p< 0,05. Para o mesmo tempo de amostragem e na mesma coluna, letras minusculas representam médias com diferengas significativas para p< 0,05.
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A analise da Tabela 64 mostra que todas as aminas, de uma forma geral, viram os seus teores
reduzirem-se a medida que a cura se foi consumando. Glciikoglu & Kiiplill (2010) determinaram os
teores das mesmas aminas estudadas no presente ensaio e, salvo raras exce¢bes, também
verificaram redugdes para todas as aminas. Contrariamente, Xie et al. (2015), Stadnik & Dolatowski
(2010) e Ruiz-Capillas & Jiménez-Colmonero (2004) verificaram incrementos ao longo do processo
produtivo. Ja Laranjo et al. (2016) e Simion et al. (2014) apresentaram valores médios que nao
seguiram a mesma tendéncia para todos as aminas, isto é, alguns teores aumentaram, outros
reduziram-se e outros aumentaram até a fase intermédia da cura e voltaram a reduzir-se no produto
acabado. Estas variacOes estardao associadas ao processo produtivo e a todas as suas condicionantes,

variacOes de pH, de temperatura e, consequentemente, da microbiota que tem uma influéncia

primordial na descarboxilacdo dos aminoacidos percursores das aminas biogénicas.

Para as poliaminas naturais (espermidina e espermina) ndo se verificaram diferencas muito
acentuadas entre modalidades e tempos de amostragem. Os teores de espermina, de igual modo aos
ensaios anteriores, sobrepuseram-se aos de espermidina e os valores médios mantiveram-se,
praticamente, constantes ao longo do todo o processo produtivo. O facto dos resultados se
manterem praticamente constantes ao longo da cura confirma que os teores das aminas em questao
ndo resultam da descarboxilacdo causada por microrganismos, mas de microcomponentes

fisiolégicos da carne.

A medida que a cura foi progredindo os teores de aminas vasoativas foram-se minorando. No produto
acabado todos os valores foram inferiores a 200 mg/kg, como ja referimos anteriormente serd
considerado o valor limite aceitavel. Em todos os tempos de amostragem foram os paios controlo
gue apresentaram concentracdes mais elevadas para o grupo em analise. No produto acabado
existiram diferencas significativas entre os paios controlo e os inoculados com a modalidade 4 (S.
equorum S2M7 106 e L. sakei CV3C2 10°), cabendo os valores médios mais reduzidos aos inoculados

(155,58 + 37,29 mg/kg e 111,00 + 23,66 mg/kg, respetivamente).

Espécies como S. carnosus e L. curvatus tém sido reportadas como tendo capacidade fortemente
aminogénica (Talon & Leroy, 2011; Latorre-Moratalla et al., 2010a). Contrastando com espécies como
L. sakei, L. platarum, S. xylosus e S. equorum que tém sido descritas como tendo baixa ou nula
atividade aminogénica (Alfaia et al., 2018; Linares et al., 2011; Latorre-Moratalla et al., 20103;
Simonova et al., 2006). Todavia, Bover-Cid et al. (2001c) e Bover-Cid et al. (1999) referem que, em
geral, culturas de arranque que contém bactérias laticas tém mostrado maior eficacia na reducdo

destes contaminantes quimicos, por comparagdo com culturas compostas apenas por ECN.
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Os teores totais de aminas também regrediram a medida que a cura se foi efetivando e foram todos
inferiores a 1000 mg/kg, o que representa um grau de higiene adequado, contribuindo, portanto,
para a seguranca sanitaria dos enchidos. Mais uma vez, os paios inoculados com a modalidade 4 (S.
equorum S2M7 10° e L. sakei CV3C2 10°) apresentaram um valor médio significativamente inferior

aos controlo (792,72 + 175,93 mg/kg e 973,01 + 140,14 mg/kg, respetivamente).

As aminas que apresentaram teores mais elevados no produto acabado, por ordem decrescente,
foram cadaverina, putrescina e tiramina. Em sentido oposto surgiram B-feniletilamina, histamina,

triptamina e as poliaminas naturais.

Na Tabela 65 apresenta-se a percentagem de reducdo dos teores de aminas biogénicas no produto

acabado, por comparagao entre os paios controlo e os inoculados.

Tabela 65 - Percentagem de redugdo dos teores de aminas biogénicas no produto acabado, por comparagdo
entre os paios controlo e os inoculados.

% de Redugao

Moddidede | Trtamia | Bi' . Puresina | Cadaveria | Histamina | Teamina | Espermidina | Espermina Amines T‘:;:
1
2 43,80 19,79 22,31 7,22 4,25 4,55 1,45 5,04 11,61 12,88
3 26,44 17,08 17,88 8,22 22,50 | 21,99 2,18 9,19 22,11 13,68
4 40,10 23,13 15,25 19,61 70,04 | 22,41 NR NR 28,65 18,53
5 NR NR 13,75 17,89 NR 17,19 1,81 6,84 4,79 13,78

1 - Controlo com dextrose; 2 - Staphylococcus equorum S2M7 (108 células/g); 3 - Lactobacillus sakei CV3C2 (10°
células/g); 4 - Staphylococcus equorum S2M7 (10° células/g) + Lactobacillus sakei CV3C2 (10° células/g);
5 - Staphylococcus equorum S2M7 (10° células/g) + Lactobacillus sakei CV3C2 (108 células/g) + levedura 2RB4
(10° células/g).

O conjunto das aminas vasoativas corresponde a soma dos teores da triptamina, B-feniletilamina, histamina e
tiramina.

NR - Ndo ocorre redugao

Apds andlise da Tabela 65 é de referir que os paios alocados a modalidade 5 (continha levedura 2RB4)
foram aqueles onde ocorreu menor reducdo do numero de aminas estudadas, porém, ndo foi o que
se verificou em termos dos valores totais. Também é possivel concluir que foi a modalidade 4 (S.
equorum S2M7 10° e L. sakei CV3C2 10°) que promoveu a maior percentagem de reducdo do total de
aminas biogénicas (18,53%) e do conjunto das aminas vasoativas (28,65%). As concentra¢des de
histamina - juntamente com tiramina sdo consideradas as mais problemdaticas em termos
toxicoldgicos - foram reduzidas neste ensaio, mas a ultima modalidade aludida promoveu uma
reducao de 70,04% de histamina, por comparagao com os paios controlo. Autores como Wang et al.

(2015) e Casquete et al. (2011a), quando inocularam culturas de arranque em enchidos, também foi

para histamina que observaram as maiores reducdes.
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Cadaverina e tiramina também foram reduzidas em percentagens préximas do 20% quando os paios

foram inoculados com a modalidade 4 (S. equorum S2M7 10° e L. sakei CV3C2 10°).

O facto da cultura de arranque composta por S. equorum S2M7 10° e L. sakei CV3C2 10° ter
conseguido, de uma forma geral, promover reducées de aminas biogénicas ligeiramente superiores
as restantes modalidades, corroborando o descrito por Baka et al. (2011); Tosukhowong et al., 2011
e Gucukoglu & Kiiplali (2010) que referem que as culturas mistas tém maior capacidade para reduzir
a producdo de aminas biogénicas. Vidal-Carou et al. (2015) sublinham que o efeito na reducdo dos
teores de aminas biogénicas por parte das culturas mistas, advém do facto daquelas culturas
conseguirem contribuir para o controlo de diferentes grupos bacterianos que poderiam dispor de
atividade aminogénica, parece-nos que essa contribuicdo resultard da competicdo entre os grupos

bacterianos.

A cultura pura de L. sakei CV3C2 10° (modalidade 3) também teve um efeito superior na reducio dos
teores de aminas biogénicas, por comparag¢do com a cultura pura composta por S. equorum S2M7
10% (modalidade 2), indo ao encontro do mencionado por Baka et al. (2011); Tosukhowong et al.
(2011) e Bover-Cid et al (2001b), apesar da espécie de S. equorum ser frequentemente descrita como

tendo atividade descarboxilativa fraca ou negativa.

De uma forma geral, os paios inoculados apresentaram concentra¢cdes mais baixas de aminas
biogénicas no produto acabado. Excetuando-se a modalidade que continha levedura 2RB4,
parecendo que a mesma teve um efeito positivo no incremento de algumas aminas biogénicas, face
aos paios nao inoculados, nomeadamente para triptamina e histamina. Montel et al. (1999)
confirmaram a atividade descarboxilase positiva de estirpes de Debaryomyces e Candida para
histidina, além disso, estirpes ndo identificadas de leveduras produziram teores elevados de

B-feniletilamina e tiramina.

De salientar que nos ensaios em que foram inoculadas culturas puras, apresentados e discutidos em
5.1. e 5.2., que levaram a escolha das estirpes (S. equorum S2M7 e L. sakei CV3C2) e respetiva
concentracdo (10° células g/massa) a inocular neste ensaio com culturas mistas, ndo houve reduco
dos teores totais de aminas biogénicas no produto acabado, porém, neste ensaio que envolveu
culturas mistas, mas também as mesmas culturas puras ja testadas anteriormente, aquelas estirpes
puras mostraram efeito positivo na redugdo dos teores de aminas biogénicas, apesar das condi¢Ges
de processamento serem em tudo semelhantes. Esta conclusdo corrobora Rabie et al. (2014);
Latorre-Moratalla et al. (2012); Stadnik & Dolatowski, (2010) e Ruiz-Capillas et al. (2007b) que
concluiram que os multiplos fatores que podem influenciar a producdo de aminas biogénicas

contribuem para uma inevitavel volubilidade dos resultados.
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5.3.1.4. Parametros da cor

Na Tabela 66 é apresentada a andlise de variancia para os resultados dos parametros da cor,

considerando o fator lote.

Tabela 66 - Analise de variancia para os resultados dos parametros da cor, considerando o fator lote.

Fator
Variaveis Lote
G.L.=2
L* F=7,8433
P=0,0006***
a* F=0,1331
P=0,8755"->
b* F=0,8638
P=0,4237"*
c* F=0,5172
P=0,5973N->
He F=0,4322
P=0,4322N

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; *** Significativo para p<0,001

Observando a Tabela 66 conclui-se que o fator lote foi altamente significativo (p<0,001) para L* e ndo

significativo (p=>0,05) para as restantes coordenadas de cor.

Os resultados da andlise de variancia para os pardmetros da cor seguem a tendéncia evidenciada para
os grupos até aqui estudados, que é a de o fator lote ser significativo ndo para todos, mas para

algumas das variaveis estudadas.

Na Tabela 67 mostra-se a andlise de variancia para os resultados dos parametros da cor, considerando

o fator modalidade.

Tabela 67 - Andlise de variancia para os resultados dos parametros da cor, considerando o fator modalidade.

Fator
Variaveis Modalidade
G.L=4
L* F=5,2303
P=0,0006***
a* F=0,5634
P=0,6896N->
b* F=0,2418
P=0,9142N>
c* F=0,3275
P=0,8591N->
H° F=0,3259
P=0,8602"->

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; *** Significativo para p<0,001
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A observacdo da Tabela 67 permite afirmar que o fator modalidade foi altamente significativo

(p<0,001) para o parametro L*. Ndo tendo sido significativo (p=0,05) para as restantes varidveis.

Na Tabela 68 sdo apresentados os valores médios e desvios padrdo para os parametros da cor obtidos

nos paios de porco preto inoculados com culturas mistas.

Tabela 68 - Valores médios e desvios padrdo para os parametros da cor obtidos nos paios de porco preto
inoculados com culturas mistas.

Parametros
Tempo de Modalidade L* a* b* c* He
amostragem

1 42,32°+4,63 | 18,58+2,86 | 15,64%5,00 | 24,44+6,74 | 39,16+6,74

TFinal 2 43,41°+5,03 | 19,4343,66 | 15,72%5,26 | 25,14+5,81 | 38,13%5,91

iha 3 41,32°°+4,26 | 19,15%3,80 | 15,87+5,53 | 25,0046,17 | 38,69+6,14

(produto acabado)

4 42,00°+4,66 | 19,13+2,97 | 16,26+4,40 | 25,21+4,79 | 39,8045,31

5 38,14°+5,24 | 18,37+2,61 | 15,0244,79 | 23,90+4,62 | 38,55+6,42

1 - Controlo com dextrose; 2 - Staphylococcus equorum S2M7 (10° células/g); 3 - Lactobacillus sakei CV3C2 (10°
células/g); 4 - Staphylococcus equorum S2M7 (10° células/g) + Lactobacillus sakei CV3C2 (10° células/g);
5 - Staphylococcus equorum S2M7 (10° células/g) + Lactobacillus sakei CV3C2 (108 células/g) + levedura 2RB4
(10° células/g).

Na mesma coluna, letras diferentes representam médias com diferencas significativas para p < 0,05.

Nos ensaios anteriores onde foram inoculadas culturas puras de Staphylococcus e Lactobacillus,

apenas foram identificadas diferencas significativas entre modalidades para a coordenada de cor L*,

tendo-se verificado o mesmo no corrente ensaio.

Oellingrath & Slinde (1985) referem que a coordenada de cor L* parece ser a que fornece mais
informacdes no que respeita a evolucdo da cor de produtos carneos e Gimeno et al. (1994) alerta que

a coordenada a* ndo deve ser ignorada.

Os paios inoculados com a modalidade 5 (S. xylosus CV3C2 108, L. sakei CV3C2 10° e levedura 2RB4
10°%) foram significativamente mais escuros (38,14 * 5,24) que os das restantes modalidades, com
excecdo dos inoculados com modalidade 3 (L. sakei CV3C2 108) que apresentaram o valor médio

41,32 +4,26.

Ravyts et al. (2012) e Talon et al. (2007b) reportaram o contributo positivo das culturas de arranque
sobre as coordenadas de cor de enchidos. Todavia, Wang et al. (2015); Essid & Hassouna (2013);
Casquete et al. (2011b) e Casaburi et al. (2007) verificaram que a cor dos enchidos apenas foi afetada
pela evolugcdo da cura e ndo pelas inocula¢des, algo que ndo podemos confirmar porque apenas

determindmos os parametros da cor no produto acabado.

Em funcdo do descrito, apenas a modalidade que continha a levedura 2RB4 pareceu ter algum efeito
no escurecimento dos paios, algo que Van Ba et al. (2016) também concluiram em enchidos

produzidos na Coreia do Sul, com uma tecnologia de producdo semelhante a usada no presente
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ensaio e inoculados com uma cultura mista composta por S. xylosus, S. carnosus, L. curvatus e D.

hansenii. No que respeita a concentracdo microbiana inoculada, os autores apenas referem 0,2 g/kg.

Julgamos que ndo sera de descurar a possibilidade dos teores em gordura terem contribuido para os
valores obtidos para a coordenada L*, parece-nos que as estirpes ndo influenciaram de forma muito

evidente os parametros da cor dos paios.

5.3.1.5. Parametros reoldgicos

Na Tabela 69 é apresentada a andlise de varidncia para os resultados dos parametros reoldgicos,

considerando o fator lote.

Tabela 69 - Andlise de varidncia para os resultados dos reolégicos, considerando o fator lote.

Fator
L Lote
Variaveis
G.L.=2
F=0,0005
Dureza (N) P=0,9995N5-
F=6,4115
. . _1 ’
Adesividade (N.s™) P=0,0021**
. F=0,1464
Coesividade P=0,8640M5
.. F=0,5259
Elasticidade P=0,5921N5
Resiliéncia F=1,6309
P=0,1993"*-
. - F=0,1136
Mastigabilidade (N) P=0,8927VS

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; ** Significativo para p<0,01

A analise da Tabela 69 permite concluir que o fator lote foi muito significativo (p<0,01) para

adesividade e ndo significativo (p=0,05) para as demais variaveis.

Ao contrario dos parametros fisico-quimicos, microbioldgicos e aminas biogénicas o fator lote
mostrou ter menor significancia sobre os parametros reoldgicos, revelando que, provavelmente, as

estirpes tiveram superior influéncia sobre aqueles grupos de parametros.

Na Tabela 70 mostra-se a andlise de variancia para os resultados dos parametros reoldgicos,

considerando o fator modalidade.
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Tabela 70 - Analise de variancia para os resultados dos parametros reoldgicos, considerando o fator
modalidade.

Fator
. Modalidade
Variaveis
G.L=4
F=6,2498
Dureza (N) P=0,0001***
F=0,8952
. . _1 ’
Adesividade (N.s™) P=0,4686MS:
.. F=3,0599
Coesividade P=0,0187*
. F=1,4450
Elasticidade P=0,2222N5
Resiliéncia F=2,1511
P=0,0475*
. - F=3,7857
Mastigabilidade (N) P=0,0059%*

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; * Significativo para p<0,01; ** Significativo para p<0,01 ***
Significativo para p<0,001

Observando a Tabela 70 conclui-se que o fator modalidade foi altamente significativo (p<0,001) para
a dureza, muito significativo (p<0,01) para a mastigabilidade, significativo (p<0,05) para a coesividade

e resiliéncia e ndo significativo (p>0,05) para as restantes varidveis.

Na Tabela 71 indicam-se os valores médios e desvios padrdo para os parametros reoldgicos obtidos

nos paios de porco preto inoculados com culturas mistas.

Tabela 71 - Valores médios e desvios padrdo para os parametros reolégicos obtidos nos paios de porco preto
inoculados com culturas mistas.

TFinal (produto acabado)

Modalidade

Parametros 1 2 3 4 5
Dureza (N) 63,169°+15,151 | 49,606:410,171 | 58,404:%+14,308 | 52,78549,826 | 51,220°+11,199
ﬁ\‘l":_sl')‘"dade -3,39841,741 | -2,778+1,529 | -2,837+1,852 | -3,003%1,827 | -2,629+1,553
Coesividade 0,594?°+0,035 | 0,600°°+0,053 | 0,622°t0,058 | 0,581°t0,044 | 0,609°°+0,046
Elasticidade 0,881+0,094 0,913+0,097 0,901+0,173 0,88940,070 0,966+0,256
Resiliéncia 0,133%°+0,014 | 0,134°°+0,029 | 0,144°t0,022 | 0,128°t0,025 | 0,136°°+0,016
m‘;‘“igabi"dade 33,325410,504 | 27,036°46,168 | 32,158"+8,002 | 27,192°45355 | 29,777°%+8,926

1 - Controlo com dextrose; 2 - Staphylococcus equorum S2M7 (10° células/g); 3 - Lactobacillus sakei CV3C2 (10°
células/g); 4 - Staphylococcus equorum S2M7 (10° células/g) + Lactobacillus sakei CV3C2 (10° células/g);
5 - Staphylococcus equorum S2M7 (10° células/g) + Lactobacillus sakei CV3C2 (108 células/g) + levedura 2RB4
(10° células/g).

Na mesma linha, letras diferentes representam médias com diferencas significativas para p < 0,05.
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Observando a Tabela 71 verifica-se que os paios controlo foram mais duros (63,169 + 15,151 N) que
os inoculados, e apresentaram diferencas significativas em relacdo a todas as modalidades
inoculadas, com excecdo dos paios associados a modalidade 3 (L. sakei CV3C2 10°), com um valor
médio de 58,404 + 14,308 N. Os paios atribuidos a esta Ultima modalidade foram significativamente
mais duros que os da modalidade 2 (S. equorum S2M7 10°8) que apresentaram um valor médio de

49,606 + 10,171 N.

O facto dos paios controlo se apresentarem mais duros poderia estar associado a uma desidratacao
mais intensa, devido a temperaturas mais elevadas, todavia, parece-nos pouco provavel porque os
paios estiveram expostos a condicdes muito semelhantes, visto terem sido curados em camaras de
cura automatizadas, ou, eventualmente, a uma protedlise superior, mas neste caso ndo podemos
tirar conclusdes muito aprofundadas porque nao determinamos parametros como, por exemplo, os
acidos aminados livres que nos permitiriam inferir acerca da extensdo da protedlise. Porém, estes
compostos, por descarboxilagdao, podem ser convertidos em aminas biogénicas e, efetivamente, os
valores médios das mesmas, no produto acabado, foram superiores nos paios ndo inoculados (ver
Tabela 64). Em sumula, provavelmente, alguma agdo proteolitica das estirpes fez com que os

produtos inoculados ficassem menos duros.

Van Ba et al. (2016) inocularam culturas mistas em enchidos fabricado na Corei do Sul e apenas
observaram diferencas significativas para o pardmetro dureza, aquelas diferencas foram notadas
entre enchidos inoculados e n3o entre enchidos inoculados e enchidos controlo. Kargozari et al.
(2014) também identificaram poucas diferengas em enchidos turcos produzidos na planta piloto da
Universidade de Salamanca, a concentrac¢3o inoculada pelos autores foi de aproximadamente 108

células/g de massa para as estirpes de L. plantarum LBP7, LBP10 e LBP14.

Para o parametro dureza, Van Ba et al. (2016) obtiveram resultados extremamente baixos, por
comparag¢do com os por nés obtidos, cifrando-se em 15,20 N para os enchidos controlo e préximos
do mesmo valor para os inoculados. Ja Kargorazi et al. (2014), obtiveram valores préximos dos 245
N, todavia, os enchidos foram produzidos com carne e gordura de vaca, como tal, os valores,
teoricamente, serdo superiores atendendo as caracteristicas fisicas e bioquimicas das

matérias-primas.

A modalidade 3 (L. sakei CV3C2 10°) apresentou paios significativamente mais coesos e resilientes
que os alocados @ modalidade 4 (S. equorum S2M7 108 e L. sakei CV3C2 10°). Hoseney & Smewing
(1999) referem que alimentos que apresentem valores superiores para adesividade, normalmente
apresentam piores liga¢des internas, isto €, menores valores para coesividade e, basicamente, foi o

que ocorreu no presente ensaio.
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A mastigabilidade dos paios controlo foi significativamente (33,325 + 10,504 N) superior a dos paios
associados as modalidades 2 (27,036 + 6,168 N) e 4 (27,192 + 5,355 N). Como a mastigabilidade
resulta da multiplicagdo entre os parametros dureza, coesividade e elasticidade é natural que se

tenhamos chegada a conclusdo referida.

5.3.1.6. Analise sensorial

E de realgar que os lotes 2 e 3 se encontravam contaminados com Salmonella spp. Em fun¢io do
referido, o painel de provadores apenas avaliou sensorialmente os produtos através dos sentidos da
visdo e do olfato, ou seja, os parametros avaliados pelos restantes sentidos ndo foram contemplados.
Porém, importa evidenciar que Salmonella spp. ndo esteve presente nos paios do lote 1, mas como
produzimos os enchidos com um intervalo curto entre lotes, optdmos por apresentar os paios ao
painel depois de todos os lotes estarem concluidos. Por uma questdo de precaucdo, os paios do lote

1 também ndo foram provados.

Na Tabela 72 é apresentada a andlise de variancia para os resultados dos parametros da andlise

sensorial, considerando o fator lote.

Tabela 72 - Andlise de varidncia para os resultados dos parametros de analise sensorial, considerando o fator
lote.

Fator
iavei Lote
Variaveis
G.L.=2
i F=2,8516
Intensidade da cor po0.0B06MS
Cores estranhas F=0,7459
P=0,4759"%
F=0,8402
Marmoreado P 0.A335M5
i F=4,6901
Intensidade do aroma p-0.0108"
Aromas estranhos F=0,6607
P=0,5178"%

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; * Significativo para p<0,05

Relativamente aos resultados indicados na Tabela 72 constata-se que o fator lote foi significativo

(p<0,05) para a variavel intensidade do aroma e nao significativo (p=0,05) para as restantes varidveis.

O referido ndo é totalmente inesperado, apesar das modalidades e as condi¢cbes de cura serem
idénticas, o facto dos lotes terem sido produzidos em datas diferentes e com matérias-primas

distintas podera originar este tipo de variancia.
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Na Tabela 73 é apresentada a andlise de variancia para os resultados dos parametros da anadlise

sensorial, considerando o fator modalidade.

Tabela 73 - Analise de varidncia para os resultados dos parametros de analise sensorial, considerando com o
fator modalidade.

Fator
. Modalidade
Variaveis
G.L=4
i F=0,9970
Intensidade da cor PL0.4100%
Cores estranhas F=0,2565
P=0,9054"-5
F=0,3444
Marmoreado b0 a7ENs
i F=1,3406
Intensidade do aroma b0 7e7INS
Aromas estranhos F=0,1074
P=0,9798N*

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo

A analise da Tabela 73 permite concluir que o fator modalidade ndo foi significativo (p20,05) para

nenhuma das variaveis estudadas.

Na Tabela 74 mostram-se os valores médios e desvios padrao para os resultados dos parametros de

analise sensorial obtidos nos paios de porco preto inoculados com culturas mistas.

Tabela 74 - Valores médios e desvios padrdo para os resultados dos parametros de andlise sensorial obtidos
nos paios de porco preto inoculados com culturas mistas.

TFinal (produto acabado)

Modalidade
Parametros 1 2 3 4 5
:j"at‘zz:'dade 71,86+15,12 73,44+13,91 74,25+15,15 67,47+18,20 69,91+19,16
Cores 0,9242,60 0,79+2,63 0,31#1,77 0,63%3,54 0,78+2,57
estranhas
Marmoreado | 64,37+15,67 66,24+16,60 67,35+16,74 67,00+16,12 63,34+19,88
Intensidade 66,95+16,82 70,79+10,98 72,88+16,66 71,53+11,36 73,50+13,16
do aroma
Aromas 2,79+4,16 3,06+4,38 3,84+14,24 2,8145,67 2,8146,83
estranhos

1 - Controlo com dextrose; 2 - Staphylococcus equorum S2M7 (108 células/g); 3 - Lactobacillus sakei CV3C2 (10°
células/g); 4 - Staphylococcus equorum S2M7 (10° células/g) + Lactobacillus sakei CV3C2 (10° células/g);
5 - Staphylococcus equorum S2M7 (10° células/g) + Lactobacillus sakei CV3C2 (108 células/g) + levedura 2RB4
(10° células/g).

Na mesma linha, letras diferentes representam médias com diferencas significativas para p < 0,05.
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A anadlise da Tabela 74 permite inferir que nao existiram diferencas significativas para nenhum dos
parametros de andlise sensorial avaliados pelo painel. Porém, os paios alocados a modalidade 3 (L.
sakei CV3C2 10°) apresentaram os valores médios mais elevados para intensidade da cor,
marmoreado e aromas estranhos (74,25 + 15,15, 67,35 + 16,74 e 3,84 + 14,24, respetivamente), os
associados a modalidade 1 (controlo) o valor médio mais elevado para cores estranhas (0,92 + 2,60)
e a modalidade 5 (S. equorum S2M7 108, L. sakei CV3C2 10° e levedura 2RB4 10°) o valor médio mais

elevado para intensidade do aroma (73,50 + 13,16).

De uma forma geral, conclui-se que as inoculacdes com culturas mistas ndao depreciaram as
caracteristicas sensoriais dos paios de porco preto o que num produto com caracteristicas tdo
definidas e que o painel estd habituado a identificar devera ser tido em conta. Até parecem ter
incrementado algum efeito positivo, nomeadamente ao nivel do aroma. Autores como Bafidn et al.
(2014); Baka et al. (2011) e Casquete et al. (2011b) identificaram os efeitos positivos das culturas de
arranque ao nivel sensorial de enchidos. Bedia et al. (2011) verificaram que as inoculagGes
prejudicaram os enchidos ao nivel do sabor. Prpich et al. (2016) e Simion et al. (2014) constataram
algo semelhante ao por nés ja descrito, isto é, ndo houve uma depreciacdo das caracteristicas
sensoriais, todavia, também ndo se observou um contributo significativo para a melhoria das

mesmas.

5.3.1.7. Principais conclusdes do ensaio

As estirpes tiveram um efeito significativo sobre a redugao da aw, com excec¢do dos paios inoculados
com a estirpe L. sakei CV3C2 10° células g/massa, contribuindo, portanto, para acelerar o processo

produtivo. Sobre o pH a acdo das estirpes nao foi muito pronunciada.

As estirpes, de uma forma geral, ndo mostraram uma a¢do muito evidente sobre a microbiota dos
paios. No produto acabado, quando L. sakei CV3C2 10° células g/massa foi inoculado como cultura
pura ou como cultura mista (S. equorum S2M7 10° e L. sakei CV3C2 10°) a eliminacdo de L.
monocytogenes foi mais efetiva, contudo, esse efeito pareceu perder-se com a introducdo da

levedura 2RB4.

No que respeita aos teores de aminas biogénicas, com excecdo dos enchidos alocados a modalidade
que continha levedura 2RB4, os paios inoculados apresentaram teores inferiores daqueles
compostos. Os paios inoculados com a cultura mista S. equorum S2M7 10° e L. sakei CV3C2 10°, no
produto acabado, apresentaram teores de aminas vasoativas e teores totais daqueles compostos que

foram significativamente inferiores aos dos paios controlo.
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As estirpes tiveram efeito sobre alguns parametros reolégicos dos paios, destacando-se o incremento
na ligacdo das massas (valores mais elevados de coesividade) e a redugdo dos valores de

mastigabilidade.

Em funcdo do apresentado, a cultura mista composta S. equorum S2M7 e L. sakei CV3C2, na
concentracdo 10° células/g massa para cada estirpe, foi aquela que mostrou maior aptidao para ser

inoculada como cultura de arranque em paios de porco preto, do Alentejo.
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5.3.2. Inoculagdo com culturas mistas na concentragdo 102 células por grama de massa

Tendo como base os resultados obtidos no ensaio anterior e indicado no ponto 5.3.1., relativo as
inoculagdes com culturas mistas nos paios de porco preto, concluiu-se que os mesmos nao
evidenciaram diferencas muito pronunciadas entre modalidades de inoculacao, provavelmente devido
as condi¢Ges de fabrico adotadas. Posto isto, decidimos testar estirpes - patenteadas - que ja tinham
provado ter um papel melhorador nos enchidos de outras fabricas, estudados ha alguns anos atras.
Para além disso, também reforcdmos a concentracdo das estirpes bacterianas (108 células g/massa),
no sentido de se percecionar se esta varidvel estava a afetar a agao daquelas estirpes. Até porque as
estirpes patenteadas haviam sido inoculadas com a concentracdo 108 células g/massa. A levedura
2RB4, como referido no capitulo materiais e métodos, foi sempre inoculada na concentracdo 10°

células g/massa.

Relembramos que acrescentdmos dois tempos de amostragem, que foram o T2 e o T25. Com a
introducdo do T2 (48 horas apds o enchimento na antecamara do fumeiro) o habitual T10 passou a
T12, para se manterem os 10 dias de cura até aqui usados. Como consequéncia do abaixamento da aw
e do pH o efeito das estirpes inoculadas podera ndo ser tdo evidente no final da cura, pelo que optamos
por introduzir um tempo de amostragem intermédio (T25 - 25 dias de cura) com o objetivo de avaliar
o efeito redutor das culturas sobre os indicadores de seguranga (L. monocytogenes e Salmonella spp.)

e de higiene (enterobactérias).

5.3.2.1. Parametros fisico-quimicos (pH e aw)

Na Tabela 75 apresenta-se a analise de variancia para os resultados do pH e da aw, considerando o

fator lote.

Tabela 75 - Anélise de varidncia para os resultados do pH e da aw, considerando o fator lote.
Fator

Lote
G.L=2
F=11,9400
P=0,0000***
F=3,5404
P=0,0293*

Variaveis

pH

aw

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: *Significativo para p<0,05; ***significativo para p<0,001

A observacao da Tabela 75 permite inferir que o fator lote foi altamente significativo (p<0,001) para o

pH e significativo (p<0,05) para a aw.
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Lotes produzidos em datas distintas com matérias-primas de porco preto, mas de lotes diferentes,

poderdo levar a variancia patente na Tabela anterior.

Na Tabela 76 é apresentada a analise de variancia para os resultados do pH e da aw, considerando os

fatores modalidade e tempo de amostragem.

Tabela 76 - Andlise de variancia para os resultados do pH e da aw, considerando os fatores modalidade e tempo

de amostragem.

Fatores
. Modalidade Tempo de Modalidade x Tempo de amostragem
Variaveis amostragem
G.L.=4 G.L=4 G.L.=16

oH F=63,6632 F=1430,2307 F=14,5027

P=0,0000*** P=0,0000*** P=0,0000***
3w F=10,2662 F=7419,2988 F=2,6353

P=0,0000*** P=0,0000*** P=0,0042**

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: ** Significativo para p<0,01; *** Significativo para p<0,001

A analise da Tabela 76 permite concluir que os dois fatores foram altamente significativos (p<0,001)

para as varidveis estudadas e a interacdo modalidade x tempo de amostragem foi muito significativa

(p<0,01) para a aw e altamente significativa (p<0,001) para o pH.

Na Tabela 77 sdo mostrados os valores médios e desvios padrdo para o pH e a awobtidos nos paios de

porco preto inoculados com culturas mistas.

Tabela 77 - Valores médios e desvios padrao para o pH e a aw obtidos nos paios de porco preto inoculados com

culturas mistas.

Parametros
Tempo de amostragem Modalidade pH aw

1 5,87%2+0,06 0,963%7+0,010

To 2 5,64 10,24 0,959*2" +0,012
3 5,60"°+0,28 0,961*2" +0,007
4 5,68"°+0,27 0,956"°+0,010
5 5,68"°+0,03 0,962"°+0,007
1 5,73%2+0,10 0,957%%°+0,012
2 5,355 +0,11 0,955 +0,009

T2 3 5,30%°+0,11 0,952%¢+0,008
4 5,33%°+0,06 0,953 +0,005
5 5,355 +0,04 0,959%7+0,011
1 5,05%2+0,09 0,932%%+0,006

112 2 4,97°°+0,04 0,934%2 +0,005
3 5,00%° +0,06 0,933%°+0,007
4 5,00%°+0,03 0,927%°+0,003
5 5,00%° +0,04 0,931%"<+0,009
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Tabela 77 (continuagdo) - Valores médios e desvios padrdo para o pH e a aw obtidos nos paios de porco preto

inoculados com culturas mistas.

Parametros
Tempo de amostragem Modalidade pH aw

1 5,01%7+0,03 0,903° +0,007
2 4,95°°+0,02 0,905¢+0,004

T25 3 4,97 +0,02 0,902° +0,004
4 4,95%¢+0,03 0,904 +0,008
5 4,96 +0,05 0,906¢ +0,005
1 5,06°P%+0,09 0,856%% +0,007
2 5,02%"<+0,04 0,852 +0,005

TFinal he T

3 5,02%°¢+0,06 0,851%" +0,004
4 5,00“¢+0,03 0,852°2" +0,005
5 5,030 +0,04 0,855”7+0,007

TO (pré-enchimento); T2 (48 h apds o enchimento); T12 (fase intermédia da cura); T25 (25 dias de cura); TFinal
(produto acabado).

1 - Controlo com dextrose; 2 - Staphylococcus equorum S2M7 (108 células/g) + Lactobacillus sakei CV3C2 (108
células/g); 3 - Staphylococcus equorum S2M7 (10® células/g) + Lactobacillus sakei CV3C2 (10% células/g) +
levedura 2RB4 (106 células/g); 4 - Staphylococcus xylosus CECT7057 (108 células/g) + Lactobacillus sakei CECT7056
(108 células/g); 5 - Staphylococcus xylosus CECT7057 (108 células/g) + Lactobacillus sakei CECT7056 (108 células/g)
+ levedura 2RB4 (10° células/g).

Para a mesma modalidade e na mesma coluna, letras maiusculas diferentes representam médias com diferengas
significativas para p< 0,05. Para o mesmo tempo de amostragem e na mesma coluna, letras minusculas
representam médias com diferencas significativas para p< 0,05.

A observacdo da Tabela 77 permite concluir que houve um abaixamento dos valores de pH ao longo
da maioria do processo de cura, porém, no TFinal (produto acabado) observou-se um ligeiro
incremento, em relacdo ao tempo que Ihe antecedeu (T25 dias de cura). Os dois primeiros tempos (TO
e T2) de cura apresentaram valores médios significativamente superiores aos que lhes sucederam.
Entre os tempos TO (pré-enchimento) e T2 (48 horas apds o enchimento na antecamara do fumeiro)
também se observaram diferencas significativas, cabendo aos primeiros valores médios
significativamente superiores. Uma avaliacdo por tempo de amostragem permite concluir que no TO
foram os paios controlo (modalidade 1) que apresentaram o valor médio (5,87 + 0,06)
significativamente mais elevado e os da modalidade 3 (S. equorum S2M7 108, L. sakei CV3C2 108 e
levedura 2RB4 10°) o valor médio (5,60 + 0,28) mais baixo, apesar de ndo terem existido diferencas
significativas entre os paios inoculados. No T2, mais uma vez, foi a modalidade 1 que apresentou o
valor médio (5,73 + 0,10) significativamente mais elevado, entre as demais ndo se observaram
diferencas. Importa realgar que o facto dos enchidos ficarem expostos a temperaturas em torno dos
20,0 °C % 2°C, durante 48 horas, promoveu um abaixamento mais evidente dos valores de pH. Posto
isto, parece-nos que a introducdo deste tempo de amostragem teve um efeito favoravel sobre o

parametro em anadlise. Nos restantes tempos de amostragem (T25 e TFinal) os enchidos controlo

apresentaram sempre valores de pH significativamente superiores aos inoculados.
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Para a aw, como seria expectavel, observaram-se diferencas ao longo do processo produtivo, existindo
uma redugado paulatina ao longo do mesmo. As diferencas significativas entre tempos de amostragem
foram iguais as apontadas para o pH. Por tempo de amostragem, para o TO, os paios alocados a
modalidade nao inoculada (0,963 + 0,010) e a modalidade 5 (0,962 + 0,010) apresentaram valores
médios significativamente mais elevados que os da modalidade 4 (S. xylosus CECT7057 102 e L. sakei

CECT7056 108), que se cifrou em 0,956 + 0,010.

Para o pardmetro em discussdo ndo se esperava que as estirpes tivessem um efeito significativo 48
horas apds o enchimento e, de uma forma geral, foi isso que se verificou. Apenas os paios inoculados
com a modalidade 3 (Staphylococcus equorum S2M7 108, Lactobacillus sakei CV3C2 108 e levedura
2RB4) apresentaram um valor médio (0,952 + 0,008) significativamente inferior aos paios controlo
(0,957 £0,012). Na fase intermédia da cura (T12) os paios alocados as modalidades 4 e 5 apresentaram
valores médios (0,927 + 0,003 e 0,931 + 0,009, respetivamente) significativamente mais reduzidos que

os das restantes modalidades.

Como referido no capitulo materiais e métodos, considerdmos os paios acabados quando atingiram
38% a 40% de perda de peso inicial. Naquela fase da cura, os valores da aw seriam bastante baixos e
as estirpes poderiam ter dificuldades em apresentar uma agao significativamente melhoradora (aw
inferiores) face aos paios ndo inoculados ou té-la ja perdido. Por conseguinte, optamos pela introducdo
do T25 (25 dias de cura), fase em que os valores ainda estariam acima de 0,90 e as estirpes poderiam
mostrar o seu efeito. Mas neste caso também ndo se evidenciaram diferencas muito notdrias, pelo

menos para a aw.

No produto acabado o valor médio mais elevado coube aos paios ndo inoculados (0,856 + 0,007) e o
mais reduzido aos inoculados com a modalidade 3 (0,851 + 0,004), tendo existido diferencas

significativas entre as modalidades.

Com base no acima indicado, podemos inferir que as inoculagdes, no produto acabado, tiveram efeito

sobre a redugdo do pH dos enchidos inoculados, mas tal foi menos evidente sobre a aw.
Aintroducdo do T25 neste ensaio ndo mostrou nada de essencial para os dois parametros em anlise.

A introducdo das estirpes patenteadas e o incremento da concentragdo microbiana também ndo
parecem ter tido um efeito notdério nos resultados obtidos para os parametros em analise. Os
resultados obtidos sdo semelhantes aos apresentados no ensaio anterior, também com inoculagao de
culturas mistas, mas sem as estirpes patenteadas e com a concentracio 10° células/g de massa para
as bactérias. Posto isto, julgamos que a discussdo dos resultados apresentada no ensaio mencionado

se pode aplicar a este ensaio.
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5.3.2.2. Parametros microbioldgicos

Relativamente aos pardmetros microbioldgicos, para o T25 (25 dias de cura), efetudmos apenas
contagens para enterobactérias L. monocytogenes e pesquisa de Salmonella spp. Esta medida
deveu-se a necessidade de otimizarmos recursos, ndo deixando de efetuar as determinagGes
microbianas indicadas. Como consequéncia do abaixamento da aw e do pH, o efeito das estirpes
podera ndo ser tao evidente no final da cura, optamos por introduzir este tempo para percebermos
até que ponto as estirpes conseguiriam ter um efeito redutor sobre, principalmente, os indicadores de

seguranca e enterobactérias.

Na Tabela 78 apresenta-se a analise de varidancia para os resultados dos parametros microbioldgicos,

considerando o fator lote.

Tabela 78 - Anélise de variancia para os resultados dos parametros microbioldgicos, considerando o fator lote.

Fator
iavei Lote
Variaveis
G.L.=2
5fi F=7,5362
Mesdfilos p20.00074+*
Psicrotréficos F=21,3705
P=0,0000 ***
Bactérias laticas F=3,3042
P=0,0390N-*
F=6,3033
Staphylococcus spp. b0, 0023%*
Enterobactérias F=7,1344
P=0,0010**
Bolores F=7,8513
P=0,0005***
Leveduras F=1,0540
P=0,3507"->
F=2,6013
L. monocytogenes p0.0766NS

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo;***Significativo para p<0,001

Relativamente aos resultados indicados na Tabela 78 conclui-se que o fator lote foi altamente
significativo (p<0,001) para as contagens de microrganismos mesofilos, psicrotréficos e bolores, muito
significativo para Staphylococcus spp. e enterobactérias e ndo significativo (p20,05) para as restantes

variaveis estudadas.

A microbiota dos enchidos estd sujeita a multiplos fatores, como tal, serd comum existirem variagdes

significativas entre lotes produzidos com matérias-primas distintas e em datas também distintas.
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Na Tabela 79 mostra-se a analise de varidncia para os resultados dos parametros microbioldgicos,

considerando os fatores modalidade e tempo de amostragem.

Tabela 79 - Andlise de variancia para os resultados dos parametros microbioldgicos, considerando os fatores
modalidade e tempo de amostragem.

Fatores
L. Modalidade Tempo de Modalidade x Tempo de amostragem
Variaveis amostragem
G.L=4 G.L=4 G.L.=16

Meséfilos F=21,6618 F=21,3295 F=3,2359
P=0,0000*** P=0,0000*** P=0,0003***

Psicrotroficos F=3,3768 F=7,8728 F=1,2465
P=0,0257* P=0,0000*** P=0,2557"->

Bactérias lsticas F=42,1098 F=31,7889 F=20,7752
P=0,0000*** P=0,0000*** P=0,0000***

Staphylococcus F=4,7178 F=34,7049 F=3,5832
spp. P=0,0013** P=0,0000*** P=0,0001***

Enterobactérias F=6,9041 F=153,5923 F=2,0296

P=0,0104* P=0,0000*** P=0,0133*

Bolores F=1,7131 F=5,6741 F=1,4708
P=0,1496N-> P=0,0001*** P=0,1402N->

Leveduras F=1,1666 F=31,1228 F=0,6307
P=0,3276N-> P=0,0000*** P=0,8138N->

L F=4,2977 F=4,0900 F=2,2801
monocytogenes P=0,0024** P=0,0034** P=0,0046**

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; * Significativo para p<0,05; ** Significativo para p<0,01; ***
Significativo para p<0,001

Analisando a Tabela 79 verifica-se que o fator modalidade foi altamente significativo (p<0,001) para as
contagens de microrganismos mesofilos e bactérias laticas, muito significativo (p<0,01) para
Staphylococcus spp. e L. monocytogenes, significativo (p<0,05) para microrganismos psicrotréficos e
enterobactérias e ndo significativo (p=0,05) para bolores e leveduras. O fator tempo de amostragem
foi altamente significativo (p<0,001) para todos as varidveis, com excecdo das contagens de L.
monocytogenes para o qual foi muito significativo (p<0,01). A interagdo modalidade x tempo de
amostragem foi altamente significativa (p<0,001) para as contagens de microrganismos meséfilos,
bactérias ldticas e Staphylococcus spp., muito significativa (p<0,01) para L. monocytogenes,
significativa (p<0,05) para enterobactérias e ndo significativa (p20,05) para microrganismos

psicrotréficos, bolores e leveduras.

Na Tabela 80 sdo apresentados os valores médios e desvios padrdo para os parametros microbioldgicos

obtidos nos paios de porco preto inoculados com culturas mistas.
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Tabela 80 - Valores médios e desvios padrdo para os parametros microbiolégicos obtidos nos paios de porco

preto inoculados com culturas mistas.

Parametros
Te e | Messfios | Pscronsi Bactérias o e Listeria Saimonela
dee;rp; kiticas M::m‘s Bolores 'monocytogenes Spp.
1 6,585 | 6,66%° | 4,75 | 4,555%F 5,28%P 0,44 4,58 5,008 6
40,38 40,41 +0,36 +0,43 +0,50 +0,88 +0,33 +7,07
) 7,66%2 7,58° 7,847 5,882 5,66™2° 0,50 4,40" 20,00 6
40,30 40,32 +0,41 +0,35 40,43 +0,84 +0,37 434,91
TO 3 7,545 7,61° 7,72%7 5,73%2 5,54~ 0,84 4,50"° 8,33 .
40,37 40,42 +0,49 +0,45 40,64 +1,31 +0,34 +7,91
a 7,947 7,93° 8,17° 6,26™2 5,922 0,45 4,298 23,88 .
40,21 40,21 +0,42 +0,41 +1,00 +0,90 +0,63 432,86
5 7,977 7,922 8,13° 5,80%2 6,392 0,57 4,548 26,67 6
40,49 40,49 +0,72 +0,52 +0,94 +1,17 +0,57 +40,23
1 7,530 | 747" 7,37° 5,418 6,482 0,74 4,028 145,002 4
40,70 +0,66 +0,69 +0,66 +0,79 +0,93 +0,35 +208,73
» 8,072 7,53 8,09 5,714 5,77%% 1,28 3,84° 24,447 5
40,13 0,97 +0,25 +0,51 +0,44 +1,80 +0,14 434,95
- 3 8,072 7,40 8,19% 5,598 5,70%% 0,11 3,77¢ 7,22° 6
+0,09 40,99 +0,20 +0,32 40,35 +0,33 +0,24 +10,03
a 7,97%° 7,23 8,00 6,06 5,46"° 0,11 3,92° 6,11° 5
+0,08 +1,07 +0,11 +0,50 40,68 +0,33 +0,25 +8,58
5 8,09° 7,48 8,20 5,76% 6,13"2° 0,37 4,08 34,44%° 4
40,12 +1,14 +0,18 +0,45 40,17 +0,56 +0,50 452,29
1 7,760 | 7,53% 8,14" 5,46 5,598 0,94 4,714 40,0082 6
40,63 40,86 +0,33 +0,60 +0,89 +1,50 +0,65 +38,08
) 8,047 7,93 8,08 5,454 5,02 <1 4,81" 12,78 4
40,16 0,21 +0,16 +0,53 40,39 +0,33 +16,60
T12 3 8,052 7,85 8,11"¢ 5,118 5,00% 0,22 4,47° 8,887" 4
40,11 40,17 +0,11 +0,16 40,48 +0,67 +0,31 +10,54
a 8,19%° 7,65 8,20 5,19° 4,80" 0,22 4,538 5,55" 3
40,22 40,99 +0,26 +0,75 40,91 +0,67 +0,76 +8,46
5 8,25° 8,04 8,17 4,88 5,56" <1 4,85 22,227 s
40,25 0,25 +0,16 +0,70 +1,18 +0,50 +30,01
1 i i i i 4,20° i i 22,50%° s
40,51 424,65
3,35¢ 4,17
2 i i i i +0,81 i i +6,65 4
3,15°% 5,83
25 3 i i i i +0,80 i i +7,36 4
a i i i i 2,78° i i 6,67 3
+1,11 +9 83
5 . . ) ) 3,00° . ) 12,50 3
+0,96 428,24
1 7,834 | 7,78" | 7,89"° | 4,66 3,49%° <1 4,75" 15,56"%* ND
40,30 40,35 +0,59 +0,69 40,72 +0,23 417,93
8,06" 8,13 8,06 4,75° 2,71 4,65"
2 £027 | 054 | 060 | 1052 2033 | ' | 043 < ND
TFinal 3 7,96" 803 | 812" | 4;33° 3,00%° <1 4,88" 1,66 -
40,34 40,51 +0,50 +0,63 40,48 +0,38 +2,50
4 8,27 8,13 8,25 4,67° 2,08%P <1 467" 1,67° ND
40,59 40,69 +0,79 +0,86 +0,94 +0,54 +5,00
5 8,08 8,14 8,14 4,69" 2,855 <1 4,71°8 1,11° ND
40,38 +0,54 +0,51 +0,85 +0,31 +0,43 +2,20

TO (pré-enchimento); T2 (48 h apds o enchimento); T12 (fase intermédia da cura); T25 (25 dias de cura); TFinal

(produto acabado).
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1 - Controlo com dextrose; 2 - Staphylococcus equorum S2M7 (108 células/g) + Lactobacillus sakei CV3C2 (102
células/g); 3 - Staphylococcus equorum S2M7 (108 células/g) + Lactobacillus sakei CV3C2 (10® células/g) +
levedura 2RB4 (10° células/g); 4 - Staphylococcus xylosus CECT7057 (10% células/g) + Lactobacillus sakei
CECT7056 (108 células/g); 5 - Staphylococcus xylosus CECT7057 (102 células/g) + Lactobacillus sakei CECT7056
(102 células/g) + levedura 2RB4 (10° células/g).

Listeria monocytogenes apresenta-se em ufc/g. Os restantes pardmetros contaveis apresentam-se em log ufc/g.
Os valores indicados para Salmonella spp. referem-se ao nimero de resultados positivos em 9 amostras.

<1 - Contagens inferiores a uma unidade formadora de coldnia por grama (ufc/g).

ND - Ndo detetado (auséncia em 25g).

- Parametro ndo determinado no tempo de amostragem T25.

Para a mesma modalidade e na mesma coluna, letras maiusculas diferentes representam médias com diferengas

significativas para p< 0,05. Para o mesmo tempo de amostragem e na mesma coluna, letras minusculas
representam médias com diferencas significativas para p< 0,05.

A andlise da Tabela 80 permite concluir que para as contagens de microrganismos mesofilos foram
ligeiramente inferiores no TO (pré-enchimento), por comparacdo com os restantes trés tempos de
amostragem, e em todos os tempos de amostragem a modalidade 1 (controlo) foi a que apresentou o
valor médio mais reduzido. Porém, apenas no TO foi significativamente inferior a todas as modalidades
inoculadas, com um valor médio de 6,58 + 0,38 log ufc/g, indo ao encontro do referido por Essid &
Assouna (2013) e Zhao et al. (2011) que referiram ser comum as contagens de microrganismos
mesdfilos, bactérias |aticas e Staphylococcus serem superiores nas fases iniciais da cura, depois da

inoculagao com culturas de arranque.

Para as contagens de microrganismos psicrotréficos, ao longo do processo produtivo, também nao se
observaram diferengas muito evidentes entre modalidades. A par do discutido para meséfilos, os
valores médios dos paios ndo inoculados apresentaram sempre valores médios inferiores aos
inoculados e neste ensaio as contagens de microrganismos psicrotréficos, no produto acabado, foram

semelhantes as de microrganismos meséfilos (proximas de 8,0 log ufc/g).

Para as contagens de bactérias laticas também ndo existiram diferencas muito evidentes ao longo do
processo produtivo. No TO foram, mais uma vez, aos paios controlo a apresentarem um valor médio
(4,75 £ 0,36 log ufc/g) significativamente inferior, cabendo o valor médio (8,17 + 0,42 log ufc/g) mais
elevado aos paios inoculados com S. xylosus CECT7057 108 e L. sakei CECT7056 108 (modalidade 4 ). No
presente ensaio, ao contrario do anterior em que inoculdmos culturas mistas e do ensaio em que
inoculdmos culturas puras de Lactobacillus, as contagens parecem refletir os valores por nds
inoculados (T0), isto &, proximos dos 8 log ufc/g, mostrando que as estirpes de Lactobacillus inoculadas
se adaptaram bem as condi¢Bes existentes nas massas dos paios de porco preto e as temperaturas
baixas a que estiveram sujeitas durante as 72 horas de maturagdo. Os valores médios mantiveram-se

praticamente constantes do TO até ao produto acabado para os enchidos inoculados e, no produto
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acabado, apesar de nao existirem diferencas significativas entre modalidades, a modalidade que
apresentou o valor médio inferior voltou a ser a ndo inoculada, cujo valor obtido foi de 7,89 + 0,59 log
ufc/g. Ao contrario do por nds observado, Bandn et al. (2014) e Simion et al. (2014) observaram

variagcOes nas contagens de bactérias laticas ao longo do processo produtivo.

Para as contagens de Staphylococcus spp. verificou-se uma reducdo da concentracao principalmente
no produto acabado, em relacdo aos tempos que lhe precederam. No que concerne a andlise por
tempos de amostragem, verificamos que no TO a modalidade ndo inoculada, com um valor médio de
4,55 + 0,43 log ufc/g, foi significativamente inferior as modalidades inoculadas. Nos restantes tempos
de amostragem ndo existiram diferencas significativas entre modalidades. No TO, para os paios
inoculados, os valores médios rondaram os 6 log ufc/g, quando tinhamos inoculado aproximadamente
8 log ufc/g. Como haviamos referido na analise e discussdo referente as inocula¢es com culturas puras
de Staphylococcus, provavelmente as temperaturas reduzidas e os valores de pH poderdo ter tornado
o0 meio adverso as estirpes de Staphylococcus, com consequente perda de viabilidade microbiana. No
produto acabado, observaram-se contagens inferiores aos tempos que |he antecederam, algo que
também foi observado por Lorenzo et al. (2014), Essid & Assouna (2013) e Zhao et al. (2011) que
apontarem como possiveis causas a menor capacidade de competirem com bactérias laticas associada

ao abaixamento do pH (producdo de acido).

Para as contagens de enterobactérias observaram-se diferencas ao longo do processo produtivo, com
uma reducgdo da concentragdo a ocorrer de forma paulatina a medida que a cura foi decorrendo. Os
valores médios obtidos no T25 (25 dias de cura) e produto acabado foram significativamente inferiores
aos que lhe antecederam. No que respeita a andlise isolada de cada tempo de amostragem, o mais
relevante foi o facto de, com excecdao do TO, em todos os momentos de amostragem os paios nao
inoculados apresentarem contagens mais elevadas deste grupo bacteriano. O mais relevante, em
termos estatisticos, tera sido, no produto acabado, os enchidos inoculados com modalidade 4 (estirpes
patenteadas) terem apresentado um valor médio (2,08 + 0,94 log ufc/g) significativamente mais

reduzido que os da modalidade ndo inoculada (3,49 + 0,72 log ufc/g).

Nada de relevante ha a referir para as contagens de leveduras, apenas o facto de ndo terem existido
diferengas muito evidente ao longo do processo produtivo e dos paios alocados as modalidades 3 e 5
(inéculo com levedura 2RB4 10°) n3o se terem destacado (maior concentracdo) em relacdo as
restantes modalidades, apesar das mesmas ter sido inoculadas na concentra¢do aproximada de 10°
células g/de massa os valores mantiveram-se proximos dos 4,5 log ufc/g. Andrade et al. (2010)
produziram salchichén espanhol inoculado com diversas estirpes de D. hansenii, na concentracdo

aproximada de 10° células/g de massa e adicionaram dextrina, dextrose e lactose, mas ndo referem as
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percentagens porque os aglcares vinham preparados num mix comercial. Os autores obtiveram
valores relativamente constantes - 3,0 log ufc/g a 6,0 log ufc/g - ao longo de todo o processo produtivo.
De destacar que as concentragcdes menores couberam sempre aos enchidos controlo no estudo
executado pelos autores citados e no inicio da cura contaram leveduras de 5,0 log ufc/g a 6,0 log ufc/g,

indo ao encontro das concentragdes inoculadas.

Para as contagens de L. monocytogenes, de uma forma geral, observou-se uma reducdo da
concentracdo a medida que o processo produtivo avangou. Nos tempos TO, e T25 ndo se observaram
diferencas significativas entre modalidades. De referir que no T2 (48 horas apds o enchimento na
antecdmara do fumeiro) os paios controlo apresentaram um valor médio (145,00 + 208,73 ufc/g)
tendencialmente mais elevado que os inoculados. No produto acabado, os paios controlo
apresentaram um valor médio (15,56 + 17,93 ufc/g) que se manteve mais elevado que os inoculados,
e os Unicos a apresentarem um valor (<1 ufc/g) inferior ao limite de detecdo do método foram os
alocados & modalidade 2, para o qual a modalidade controlo foi significativamente mais elevada. E de
referir que, no produto acabado, os valores foram inferiores aos indicados na legislagao vigente (100
ufc/g, segundo o Reg. 1441/2007) para alimentos prontos para consumo suscetiveis de permitirem o

crescimento de L. monocytogenes, exceto os destinados a lactentes e a fins medicinais especificos.

Salmonella spp. foi positiva para todas as modalidades até ao T25, todavia, no produto acabado ndo

foi detetada em nenhuma amostra.

N3o esquecendo que as matérias-primas foram provenientes de lotes de porco preto distintos e que,
apesar de tentarmos manter as condi¢des de processamento o mais semelhantes possivel, hd sempre
variacdes, por comparagcao com os resultados obtidos nas inocula¢des sem as estirpes patenteadas e
com a concentracdo aproximada de 10° células/g, verificamos que no produto acabado, o incremento
da concentrac3o para 102 células/g parece ter tido efeito sobre Salmonella spp., uma vez que nos paios
inoculados com S. equorum S2M7 106 e L. sakei CV3C2 10° a bactéria aludida esteve presente, porém,
neste ensaio essa situacdo nao se verificou. Todavia, nos controlo também n3o. Também foram os
paios alocados a modalidade aludida que apresentaram contagens inferiores (<1 ufc/g) ao limiar de
detecdo do método para L. monocytogenes, o que também ndo se tinha verificado no primeiro ensaio
com as mesmas culturas, mas com a concentracdo inoculada de 10° células g/de massa. Desde o T2
(48 horas apds o enchimento) até ao produto acabado os paios inoculados apresentaram contagens

sempre inferiores para L. monocytogenes.

As estirpes patenteadas, além de uma ligeira reducdo nas contagens de enterobactérias, ndo

evidenciaram nenhuma mais-valia por compara¢ao com as habitualmente inoculadas.
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5.3.2.3. Determinag¢do de aminas biogénicas

Na Tabela 81 mostra-se a analise de variancia para os resultados das aminas biogénicas, considerando

o fator lote.

Tabela 81 - Analise de varidncia para os resultados das aminas biogénicas, considerando o fator lote.

Fator
Lo . Lote
Variaveis

G.L.=2

Triptamina F=8,2227
P=0,0003***

I . F=1,3458
B-feniletilamina b0 s61eNs
Putrescina F=1,1579
P=0,3153"5-

i F=1,2423
Cadaverina P-0.39001
Histamina F=19,2557
P=0,0000***

Tiramina F=13,7503
P=0,0000***

Espermidina F=3,2422
P=0,0402*

Espermina F=13,1703
P=0,0000***

Aminas vasoativas F=8,7611
P=0,0002***

i F=3,9341

Total de aminas b0 0022+

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; * Significativo para p<0,05; **Significativo para p<0,01;
***Significativo para p<0,001

A observacdo da Tabela 81 permite inferir que o fator lote foi altamente significativo (p<0,001) para
triptamina, histamina, tiramina, espermina e aminas vasoativas, muito significativo (p<0,01) para o
total de aminas, significativo (p<0,05) para espermidina e ndo significativo (p20,05) para as demais

variaveis em estudo.

A analise de variancia das aminas biogénicas segue a tendéncia observada para os parametros

fisico-quimicos e microbioldgicos.

Na Tabela 82 apresenta-se a analise de varidncia para os resultados das aminas biogénicas,

considerando os fatores modalidade e tempo de amostragem.
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Tabela 82 - Analise de variancia para os resultados das aminas biogénicas, considerando os fatores modalidade

e tempo de amostragem.

Fatores
T d
Variaveis Modalidade empo de Modalidade x Tempo de amostragem
(mg/kg de enchido) amostragem
G.L=4 GL=3 G.L=12
ribtamin F-0,4241 F-98,3596 F-0,7462
P P=0,7912V5 P=0,0000*** P=0,7062"%
o F=6,2149 F=23,1256 F=3,2407
B-feniletilamina P=0,0001%** P=0,0000%** P=0,0002%**
butrescin F=175,7514 F=252,0558 F=66,5538
P=0,0000%** P=0,0000%** P=0,0000%**
cadaverina F=36,6070 F=439,0101 F=12,9410
P=0,0000%** P=0,0000%** P=0,0000%**
. F=35,2906 F=37,7803 F=7,5276
Histamina P=0,0000%** P=0,0000*** P=0,0000***
. F=0,1739 F=25,5135 F=1,5562
Tiramina P=0,1028V* P=0,0000*** P=0,1028V*
Espermidina F=1,3038 F=62,8624 F-1,6069.
P=0,2683* P=0,0000%** P=0,0878*
Espermina F=4,5730 F=157,9053 F=1,2003
P=0,0013** P=0,0000%** P=0,2812V%
) ) F=0,2246 F=106,8925 F=0,6873
Aminas vasoativas P=0,92465 P=0,0000*** P=0,7638N*
i F=5,5361 F=249,4626 F=3,9139
Total de aminas P=0,0003%** P=0,0000*** P=0,0000***

G.L. — Graus de Liberdade

Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; **Significativo para p<0,01; ***Significativo para p<0,001

A observacdo da Tabela 82 permite verificar que o fator modalidade foi altamente significativo

(p<0,001) para os teores de B-feniletilamina, putrescina, cadaverina, histamina e total de aminas,

muito significativo (p<0,01) para espermina e ndo significativo (p=0,05) para as demais variaveis. O

tempo de amostragem foi altamente significativo (p<0,001) para todos as aminas estudadas e a

interacdo entre ambos os fatores foi altamente significativa (p<0,001) para os teores de

B-feniletilamina, putrescina, cadaverina, histamina e teores totais de aminas e ndo foi significativa

(p=0,05) para as restantes varidveis estudadas.

Na Tabela 83 sdo mostrados os valores médios e desvios padrdo para as aminas biogénicas obtidos nos

paios de porco preto inoculados com culturas mistas.
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Tabela 83 - Valores médios e desvios padrao para aminas biogénicas obtidos nos paios de porco preto inoculados com culturas mistas.

Parametros (mg/kg de enchido)

de Tempo Triptamina B-fenietiamina Putrescna Cadaverina Histamina Tramina Espermidina Espermina Aminasvasoativas Totaldeaminas
18,66° 10,847 6,65¢ 9,892k NDE® 2,174 12,94° 47,69%° 31,67° 108,83¢°
+12,45 +10,45 +0,62 +1,91 0,73 +4,03 +7,32 +10,98 +14,50
33,49° 3,86°° 5,86°¢ 10,68 3,67%2 1,58 10,63° 51,39%%" 42,61° 121,175
+14,35 +1,12 +1,52 +4,30 16,35 0,74 15,06 +18,01 +15,74 +35,03
TO 29,078 5,57%P 6,34¢ 11,89°2 3,218k 1,76% 13,10° 52,7882 39,61° 123,728
+14,30 +3,37 +0,33 +10,50 4,72 +0,88 +3,50 19,81 +11,44 +19,44
44,628 5,278¢k 6,23¢ 9,27%k NDE® 1,65% 12,71° 53,46%2" 51,548 133,222
+23,75 +3,50 +0,75 +2,55 +0,79 +3,96 +10,86 126,61 +28,69
34,47° 4,46%° 6,39° 10,36 NDE® 2,09% 14,11° 60,8052 41,028 132,69%2"
+17,26 +0,59 +0,66 +2,14 +1,03 4,04 +14,41 +17,94 +26,07
32,41° 5,06° 10,022 54,39%2 NDE® 0,75¢ 9,19% 62,80° 38,228 174,625
+23,55 1,74 +4,50 +7,45 +0,55 +3,98 +7,45 +23,66 +29,93
31,20° 5,03° 7,628 36,36%" 8,83%2 0,97 10,87° 64,72° 46,02° 165,60%2"
+31,18 +1,90 +2,04 +12,30 +8,82 +0,67 13,82 +9,68 +38,75 +32,54
™ 43,16° 4,68° 7,898 37,78%F 10,5452 0,93° 13,758 61,90° 59,31° 180,637
+39,40 *1,19 +1,93 +10,50 +8,54 +0,67 16,41 +7,87 +47,09 +35,94
37,49° 4,135 6,61%" 23,51%¢ NDE 0,92° 12,248 60,57¢ 42,53° 145,47°0
+46,19 +0,62 +0,64 18,44 +0,77 4,72 6,17 +47,15 42,12
42,08° 4,32¢ 8,985 35,81¢F NDE® 0,96° 11,32° 60,99° 47,378 164,46%%"
+41,94 +0,49 +3,15 +15,13 +0,75 +6,00 +8,36 42,71 +45,58
219,86" 9,77/%2 79,6152 100,452 NDE® 1,35° 19,65 74,65° 230,97% 505,32°
+218,19 2,14 21,44 19,19 +0,39 +3,23 +20,45 +218,17 +345,47
192,354 7,4940 13,118k¢ 56,25%" 6,91%2 1,25 19,244 78,63° 208,00" 375,33"%
+189,78 12,78 15,14 +15,94 19,56 +0,77 +3,39 +20,51 +187,70 +199,30
T12 242,02% 8,317F 11,835k¢ 82,8280 5,93%2 1,188 21,554 81,02% 257,444 454,66"
+156,04 +3,83 +2,48 +7,69 +8,69 +0,77 +3,89 +19,24 +154,26 +164,28
261,65 7,49°0 10,76°¢ 71,780 NDE 0,95° 19,57% 82,26° 270,10* 454,46"
+84,50 +2,83 +1,51 +14,67 +0,63 15,75 +17,13 +85,59 +94,87
230,66" 9,49%0 39,132 69,755" NDE 0,89° 19,63% 92,38" 241,04* 461,93"
+236,89 +2,79 122,76 +30,27 +0,73 +5,53 +16,15 +237,82 +273,00
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Tabela 83 (continuagdo) - Valores médios e desvios padrdo para aminas biogénicas obtidos nos paios de porco preto inoculados com culturas mistas.

Parametros (mg/kg de enchido)

de Tempo Modalidade Triptamina B-fenietiamina Putresdna Cadaverina Histamina Tramina Espermidina Espermina Aminasvasoativas Totaldeaminas
1 269,77% 7,02%8 149,612 191,754 1,37°F 0,95"¢ 19,56 91,91* 279,11* 731,952
+131,28 +1,86 +33,01 198,35 +2,10 +0,85 16,67 114,93 +131,94 +206,23
2 224,96" 7,02% 29,894 118,594 31,582 1,47 19,04% 101,41% 265,03" 533,96""°
+57,06 +2,63 +13,22 32,70 +23,97 *0,85 +6,40 +19,54 +59,50 +63,65
TFinal 3 196,65" 6,75%¢ 33,634 102,294 29,992 1,288 16,47% 90,98" 234,66" 478,030
+116,26 2,17 +11,19 +34,86 +25,91 +0,81 17,12 +16,07 +110,36 +156,31
a 221,714 6,80¢ 13,134 82,00%¢ 5,224k 1,388 22,174 100,17% 235,10" 452,580
47,98 +1,13 *1,72 +18,05 16,16 $0,81 +7,53 +20,56 +48,68 +55,11
5 198,98" 7,428 47,357 128,447 3,59%F 1,26° 19,71% 103,73% 211,244 510,477
+85,30 12,21 +35,22 +45,48 4,75 +0,77 +6,88 +18,86 +84,66 +114,85

TO (pré-enchimento); T2 (48 h apds o enchimento); T12 (fase intermédia da cura); TFinal (produto acabado).

1 - Controlo com dextrose; 2 - Staphylococcus equorum S2M7 (102 células/g) + Lactobacillus sakei CV3C2 (108 células/g); 3 - Staphylococcus equorum S2M7 (102 células/g) +
Lactobacillus sakei CV3C2 (102 células/g) + levedura 2RB4 (10° células/g); 4 - Staphylococcus xylosus CECT7057 (108 células/g) + Lactobacillus sakei CECT7056 (102 células/g);
5 - Staphylococcus xylosus CECT7057 (108 células/g) + Lactobacillus sakei CECT7056 (108 células/g) + levedura 2RB4 (10° células/g).

O conjunto das aminas vasoativas corresponde a soma dos teores da triptamina, B-feniletilamina, histamina e tiramina.

Para a mesma modalidade e na mesma coluna, letras maiusculas diferentes representam médias com diferencas significativas para p< 0,05. Para o mesmo tempo de
amostragem e na mesma coluna, letras minusculas representam médias com diferencas significativas para p< 0,05.
ND - Ndo detetado
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A andlise da Tabela 83 permite concluir que, com excec¢do de B-feniletilamina e tiramina, de uma
forma geral, os teores de aminas biogénicas sofreram um incremento a medida que a cura se foi
consumando, indo ao encontro do evidenciado por Xie et al. (2015), Stadnik & Dolatowski (2010), Lu
et al. (2010) e Ruiz-Capillas & Jiménez-Colmonero (2004). Relembramos que no ensaio anteriormente
analisado e discutido, também com a inoculacdo de culturas mistas, os teores por nds determinados,
de uma forma geral, foram-se minorando. O facto da descarboxilacdo estar dependente de multiplos
fatores que se vao modificando a medida que a cura vai decorrendo, cria, inevitavelmente, variagcdes

nos teores de aminas biogénicas.

A histamina ndo foi detetada em alguns enchidos e tempos de amostragem, porém, no produto
acabado todas as modalidades apresentaram teores detetdveis, mas foram os paios controlo que
apresentaram o valor médio (1,37 + 2,10 mg/kg) mais reduzido - apesar de n3o ser significativo para
as modalidades 4 e 5 - e os enchidos inoculados com as modalidades 2 e 3 que apresentaram
concentragdes significativamente mais elevadas (31,58 + 23,97 mg/kg e 29,99 + 25,91 mg/kg,

respetivamente).

A tiramina apresentou teores baixos ao longo de todo o processo produtivo, notando-se uma muito
ligeira reducdao do T2 (48 horas apds o enchimento na antecdmara do fumeiro) em diante para
algumas modalidades. No produto acabado nao existiram diferencas entre modalidades de
inoculacdo, todavia, foram os paios ndo inoculados que voltaram a apresentar teores (0,95 + 0,85
mg/kg) ligeiramente inferiores. Talvez porque, como ja referimos varias vezes e em varios pontos
deste trabalho, tiramina resulta da acdo descarboxilativa das bactérias laticas (incluindo Lactobacillus
e Enterococcus) e mais raramente de ECN (Vidal-Carou et al., 2015; Aymerich et al., 2006; Suzzi &

Gardini et al., 2003).

Neste ensaio entre as poliaminas naturais, mais uma vez, os teores de espermina foram bastante

superiores aos de espermidina.

Para o grupo das aminas vasoativas (triptamina, B-feniletilamina, histamina e tiramina) existiram
diferencas significativas entre os TO e T2 e T12 e o produto acabado, cabendo aos ultimos tempos de
amostragem valores médios significativamente mais elevados. Porém, entre modalidades ndo se
observaram diferencas em nenhum dos quatro tempos de amostragem. Todavia, no produto

acabado, o valor médio (279,11 + 131,94 mg/kg) mais elevado coube aos paios controlo.

Para o total de aminas presentes nos paios, o mais importante prende-se com o facto de a partir da
fase intermédia da cura (T12) os paios controlo apresentarem concentra¢des, sem significado

estatistico, mais elevadas para os teores totais de aminas biogénicas. No produto acabado as estirpes
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mostraram ter um efeito sobre a reducdo dos teores de aminas biogénicas, teores esses que foram
significativamente inferiores aos dos paios controlo, que apresentaram uma concentragdo de 731,95
+ 206,23 mg/kg, enquanto as concentracdes dos paios inoculados se situaram entre 452,58 + 55,11
mg/kg e 533,96 * 63,65 mg/kg, destacando-se pela positiva os paios inoculados com S. xylosus

CECT7057 108 e L. sakei CECT7056 108 (modalidade 4).

Dos ensaios que envolveram os paios de porco preto este foi aquele onde obtivemos os teores de
aminas biogénicas mais reduzidos. Tendo em conta o facto de muitos autores apontarem
enterobactérias, bactérias laticas e até ECN (em menor grau) como tendo capacidade para
incrementar a aminogénese (Mainar et al., 2017; Latorre-Moratalla et al., 2012; Martin et al., 2006;
Suzzi & Gardini, 2003), verificdmos que neste caso essa conclusdo ndo foi linear, porque
quantificdmos concentragdes ligeiramente superiores do primeiro grupo microbiano e semelhantes
para bactérias laticas aos obtidos no primeiro ensaio com culturas mistas, mas com concentragées
106 células/g de massa, e no ensaio com Lactobacillus e ligeiramente superiores aos obtidos quando
inoculdmos culturas puras de Staphylococcus. Mais uma vez, a heterogeneidade evidenciada nestes
resultados ndo é inédita, tendo sido reportada por varios autores (Papavergou et al., 2012; Roseiro
et al., 2010), o que vai de encontro ao que também ja escrevemos neste trabalho, isto é, a microbiota
(incluindo, obviamente, as culturas de arranque) e a qualidade das matérias-primas sdo primordiais,
todavia, fatores como o pH, temperatura, utilizagcdo de aditivos, diametro dos enchidos, entre outros,

podem igualmente influenciar os teores daqueles compostos.

E de salientar que as aminas que apresentaram teores mais elevados no produto acabado, por ordem
decrescente, foram triptamina, cadaverina, espermina e putrescina. Em sentido oposto surgiram
tiramina e histamina. Relembramos que muitos autores apontam a tiramina como a amina que
maiores concentragdes apresentou nos estudos por eles executados (Latorre-Moratalla et al., 2017;
Simion et al., 2014; Papavergou, 2011; Kamenik et al., 2012; Talon et al., 2008). Kurt & Zorba (2010)
e Suzzi & Cardini (2003) verificaram que a produc¢do de B-feniletilamina muitas vezes esta associada
a teores elevados de tiramina e como neste caso os teores de tiramina foram reduzidos parece que
o descrito pelos autores se aplica. Latorre-Moratalla et al. (2017) e Vidal-Carou et al. (2015) referem
gue tiramina, histamina e B-feniletilamina, ainda que em menor grau, sdo as principais responsaveis
por efeitos adversos nos consumidores, neste estudo, as trés aminas referidas foram das aminas que

apresentaram teores mais reduzidos, o que é bastante positivo em termos de seguranca alimentar.

A triptamina também tinha apresentado concentragdes elevados nos paios inoculados com culturas
puras de Lactobacillus. Como haviamos referido na analise e discussdo dos resultados obtidos no

ensaio onde foram inoculadas culturas puras de Lactobacillus, Laranjo et al. (2016) e Claro (2009)
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identificaram teores elevados de triptamina, mas, mais uma vez referimos que ndo ha uma razao
aparente para tal ter sucedido. Até porque Vidal-Carou et al. (2015) referem que triptamina e
B-feniletilamina, de uma forma geral, apresentam teores relativamente baixos e Vidal-Carou et al.
(2007) indicam que sua acumulag¢do parece dependente da ocorréncia de altos teores de tiramina
associados a algumas estirpes de bactérias laticas ou ECN, porém, Vidal-Carou et al. (2015)
acrescentam que a ocorréncia de triptamina também podera estar associada a diaminas (putrescina

e/ou cadaverina) o que também n3o nos parece muito linear no corrente ensaio.

O conjunto das aminas vasoativas, no produto acabado, apresentou valores superiores a 200 mg/kg,
principalmente pelo contributo da triptamina, mas inferiores a 1000 mg/kg para o somatério dos
teores deste composto. O primeiro valor, como ja foi sobejamente referido, fica acima do
recomendado, todavia, os teores totais podem ser considerados bastante aceitdveis, isto se tivermos
em conta os resultados obtidos por Roseiro et al. (2010); Claro (2009) e Roseiro et al. (2006) que ndo

inocularam culturas de arranque nos enchidos Alentejanos que produziram.

Na Tabela 84 apresenta-se a percentagem de redugdo de aminas biogénicas no produto acabado, por

comparacdo entre os paios controlo e os inoculados.

Tabela 84 - Percentagem de redugdo de aminas biogénicas no produto acabado, por comparagao entre os paios
controlo e os inoculados.

% de Redugao

Moddidede | Trgamina | BI' . Puresina | Cadaverma | Histamina | Tramina | Espermidina | Espermina Amines :::
1
2 16,61 = 80,02 38,15 NR NR 2,66 NR 5,05 27,05
3 27,11 3,85 77,52 46,65 NR NR 15,80 1,01 15,93 34,69
4 17,82 3,13 91,22 57,24 NR NR NR NR 15,77 38,17
5 26,24 NR 68,35 33,01 NR NR NR NR 24,32 30,26

1 - Controlo com dextrose; 2 - Staphylococcus equorum S2M7 (108 células/g) + Lactobacillus sakei CV3C2 (108
células/g); 3 - Staphylococcus equorum S2M7 (102 células/g) + Lactobacillus sakei CV3C2 (10% células/g) +
levedura 2RB4 (10° células/g); 4 - Staphylococcus xylosus CECT7057 (10% células/g) + Lactobacillus sakei
CECT7056 (102 células/g); 5 - Staphylococcus xylosus CECT7057 (102 células/g) + Lactobacillus sakei CECT7056
(102 células/g) + levedura 2RB4 (10° células/g).

O conjunto das aminas vasoativas corresponde a soma dos teores da triptamina, B-feniletilamina, histamina e
tiramina.
NR - Ndo ocorreu redugao

= - Valor médio igual ao do controlo com dextrose

As inoculagGes ndo promoveram reducdo dos teores de histamina e tiramina, porém, para as

restantes aminas pelo menos uma das modalidades promoveu a dita reducao.

Ressalvamos que as estirpes conseguiram promover uma redug¢do de cadaverina entre 33,01% e

57,24%, mas para putrescina os valores atingiram o0s 91,22% e o menor valor foi de 68,35% o que nos
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parece bastante considerdvel. Sendo redugbes que vao ao encontro das obtidas por Casquete et al.

(2011b) e Gliclikoglu & Kuplild (2010).

A cultura mistas S. xylosus CECT7057 108 e L. sakei CECT7056 108 (modalidade 4) foi aquela que
promoveu a maior reducdo, isto se tivermos em conta os valores médios de putrescina, cadaverina e
os valores totais, relembramos que a modalidade referida foi composta pelas estirpes patenteadas e
que ja tinham tido um efeito melhorador noutros estudos para parametros fisico-quimicos,

microbioldgicos e reducdo dos teores de aminas biogénicas.

Para o conjunto das aminas vasoativas também foram as estirpes patenteadas, mas apensas da

levedura 2RB4, a mostrar o efeito mais notério na reducdo daqueles compostos.

As percentagens globais de redugdo dos teores de aminas biogénicas foram as mais elevadas por
compara¢do com todas as que lhes antecederam, isto é, nos ensaios com culturas puras de
Staphylococcus, Lactobacillus e culturas mistas, mas sem a inoculagdo das estirpes patenteadas e
também com concentragdes inferiores as inoculadas neste ensaio. Provavelmente, o facto das
estirpes terem sido inoculadas numa concentracdo superior (108 células/g de massa) promoveu uma
reducdo a atividade aminogénica, resultante da competicdo entre as culturas inoculadas e as estirpes

microbianas presentes naturalmente nas matérias-primas e no ambiente da fabrica do Alentejo.

5.3.2.4. Parametros da cor

Na Tabela 85 é apresentada a andlise de variancia para os resultados dos parametros da cor,
considerando o fator lote.
Tabela 85 - Andlise de variancia para os resultados dos parametros da cor, considerando o fator lote.

Fator
Variaveis Lote
G.L.=2
L* F=10,3990
P=0,0000***
a* F=3,7030
P=0,0262*
b* F=15,4494
P=0,0000***
c* F=10,9762
P=0,0000***
He F=11,2749
P=0,0000***

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: * Significativo para p<0,05; ***Significativo para p<0,001

Analisando a Tabela 85 infere-se que o fator lote foi altamente significativo (p<0,001) para todos as

variaveis estudadas, com excecdo de a* para qual foi apenas significativo (p<0,05).
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O acima indicado segue o padrao habitual para a maioria dos parametros e ensaios realizados até ao
momento, apesar das modalidades e as condi¢gdes de cura serem idénticas, o facto dos lotes terem
sido produzidos em datas diferentes e com matérias-primas distintas podera originar aquele tipo de

variancia.

Na Tabela 86 apresenta-se a analise de varidancia para os parametros da cor, considerando o fator

modalidade.

Tabela 86 - Analise de variancia para os parametros da cor, considerando o fator modalidade.

Fator
Variaveis Modalidade
G.L=4
L* F=0,4193
P=0,7946N>
a* F=1,5985
P=0,1757"%
b* F=1,9954
P=0,0962"->
c* F=1,3399
P=0,2561N>
H°® F=3,6771
P=0,0064**

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; ** Significativo para p<0,01

A andlise da Tabela 86 permite concluir que o fator modalidade foi muito significativo (p<0,01) para

o parametro H° e ndo significativo (p>0,05) para as restantes varidveis.

Na Tabela 87 sdo apresentados os valores médios e desvios padrdo para os parametros da cor obtidos

nos paios de porco preto inoculados com culturas mistas.

Tabela 87 - Valores médios e desvios padrdo para os parametros da cor obtidos nos paios de porco preto
inoculados com culturas mistas.

Parametros
Tempo de Modalidade L* a* b* c* H°
amostragem
1 37,80+4,09 | 14,5942,97 | 14,18+4,57 | 20,43+5,11 | 43,447%537
TFinal 2 37,10+4,52 | 13,6242,12 | 12,53+3,09 | 18,61+3,19 | 42,17°°46,19
iha 3 37,35¢4,31 | 14,5042,47 | 13,6243,43 | 20,00+3,75 | 42,79°°+5,62
(produto acabado) -
a 36,96+2,66 | 14,69+2,53 | 12,41+2,77 | 19,30+3,40 | 39,92°+4,67
5 36,82+4,08 | 13,7443,19 | 13,46%3,80 | 19,35+4,49 | 44,11°%6,12

1 - Controlo com dextrose; 2 - Staphylococcus equorum S2M7 (108 células/g) + Lactobacillus sakei CV3C2 (102
células/g); 3 - Staphylococcus equorum S2M7 (102 células/g) + Lactobacillus sakei CV3C2 (10® células/g) +
levedura 2RB4 (10° células/g); 4 - Staphylococcus xylosus CECT7057 (10% células/g) + Lactobacillus sakei
CECT7056 (108 células/g); 5 - Staphylococcus xylosus CECT7057 (102 células/g) + Lactobacillus sakei CECT7056
(102 células/g) + levedura 2RB4 (10° células/g).

Na mesma coluna, letras diferentes representam médias com diferencas significativas para p < 0,05.

197



Os resultados apresentados na Tabela 87 permitem inferir que apenas o parametro H° apresentou
diferengas significativas entre modalidades. Os paios alocados as modalidades 1 (controlo) e 5 (S.
xylosus CECT7057 10%, L. sakei CECT7056 10® e levedura 2RB4 10°) apresentaram valores médios
(43,44 +5,37 e 44,11 £ 6,12, respetivamente) significativamente mais elevados que os da modalidade
4 (S. xylosus CECT7057 108 e L. sakei CECT7056 108), cujo valor médio foi de 39,92 + 4,67, isto significa
gue os paios alocados a modalidade 4 apresentaram tonalidades mais vermelhas que os associados

as outras modalidades mencionadas.

Os resultados apresentados indicam que o efeito das estirpes, ao nivel estatistico, apenas se fez sentir
sobre o parametro H° e que a modalidade 4 parece ter tido um efeito positivo na fixacdo da cor
vermelha dos paios. Os paios alocados as estirpes patenteadas também foram ligeiramente mais

escuros (< L*) que os restantes.

Por outro lado, Bafién et al. (2014) obtiveram valores médios de L* e C* semelhantes para salames
controlo e inoculados, enquanto o H> médio foi menor nos primeiros. Significa, portanto, que os
salames inoculados apresentaram uma tonalidade mais vermelha amarelada (C* semelhante e maior
H°) que os controlo. Diferentes valores de H° foram relatados em salame, em func¢do dos tipos de
culturas de arranque inoculados (Bedia et al., 2011; Casquete et al., 2011; Ggtterup et al., 2008), no
entanto, como ja foi referido ao longo do presente trabalho, os valores dos parametros da cor dos
enchidos podem variar amplamente, dependendo de fatores como adicdo de ingredientes com
capacidade corante, pigmentacdo muscular, gordura, nitrato/nitrito, humidade, entre outros. Por
exemplo, Bedia et al. (2012) adicionaram Ponceau vermelho 4R - corante vermelho - em salames e a
consequéncia foi um incremento da cor vermelha amarelada bastante estavel, o que pode explicar a
estabilizacdo de C * observada durante o processo de cura. A taxa de formacdo de nitrosilmoglobina
aumenta exponencialmente no inicio da cura como resultado da atividade nitrato-redutora de
Staphylococcus e outras bactérias, e estd associada a um aumento dos valores de C* em enchidos
(Gotterup et al., 2008). Porém, Pérez-Alvarez et al. (1999) indicam que os valores médios de C*
podem regredir a medida que o processo vai de cura vai evoluindo, devido ao acido latico presente

nos diferentes estados da mioglobina.

5.3.2.5. Parametros reoldgicos

Na Tabela 88 apresenta-se a andlise de variancia para os resultados dos parametros reoldgicos,
considerando o fator lote.
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Tabela 88 - Andlise de variancia para os resultados dos parametros reoldgicos, considerando o fator lote.

Fator
PR Lote
Variaveis
G.L.=2
F=7,4797
Dureza (N) P=0,0007***
F=21,1056
s -1 ’
Adesividade (N.s™) P=0,0000%**
. F=2,3542
Coesividade P=0,0974N5
- F=9,9862
Elasticidade P=0,0000%**
Resiliéncia F2,0778
P=0,1276"*
. F=13,5877
Mastigabilidade (N) P=0,0000%**

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; *** Significativo para p<0,001

Observando a Tabela 88 conclui-se que o fator lote foi altamente significativo (p<0,001) para dureza,

adesividade, elasticidade e mastigabilidade e nao significativo (p=0,05) para as restantes variaveis.

Os parametros reoldgicos dependem em grande parte dos parametros fisico-quimicos e da

microbiota, como tal, seguem a tendéncia obtida para aqueles parametros.

Na Tabela 89 mostra-se a andlise de variancia para os resultados dos parametros reoldgicos,

considerando o fator modalidade.

Tabela 89 - Andlise de varidncia para resultados dos parametros reolégicos, considerando o fator modalidade.

Fator
. Modalidade
Variaveis
G.L=4
F=2,0906
Dureza (N) P=0,0830N5-
F=2,6623
. . _1 7
Adesividade (N.s™) P=0,0335*
.. F=2,7559
Coesividade P=0,0288*
.. F=1,0582
Elasticidade P=0,3781MS
Resiliéncia F=2,9576
P=0,0208*
. - F=2,7295
Mastigabilidade (N) P=0,2901NS:

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; * Significativo para p<0,05

Analisando a Tabela 89 verifica-se que o fator modalidade foi significativo (p<0,05) para adesividade,

coesividade e resiliéncia e ndo significativo (p=0,05) para as demais variaveis.
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Na Tabela 90 estdo apresentados os valores médios e desvios padrao para os parametros reoldgicos

obtidos nos paios de porco preto inoculados com culturas mistas.

Tabela 90 - Valores médios e desvios padrdo para os parametros reolégicos obtidos nos paios de porco preto
inoculados com culturas mistas.

TFinal (produto acabado)

Modalidade
Parametros 1 2 3 4 5
Dureza (N) 39,025¢11,67 | 44,446:9,724 | 42,188+14,842 | 45,221+12,655 | 40,556+10,633
Adecivi
(|\? ':_51')" idade -1,68541,282 | -2,228+1,557 | -2,037%+1,325 | -1,641%+1,201 | -1,484+0,841
Coesividade 0,587°°+0,083 | 0,599°+0,047 | 0,570°+0,047 | 0,566°t0,051 | 0,571°"+0,046
Elasticidade 0,858+0,186 0,9040,262 0,840+0,070 0,93040,324 0,893+0,248
Resiliéncia 0,135+0,032 | 0,133+0,019 | 0,124°+0,023 | 0,121°+0,021 | 0,126"+0,022

Mastigabilidade
(N)
1 - Controlo com dextrose; 2 - Staphylococcus equorum S2M7 (108 células/g) + Lactobacillus sakei CV3C2 (102

20,01619,241 23,957+7,857 20,369+8,244 | 23,885+10,971 | 19,970+4,916

células/g); 3 - Staphylococcus equorum S2M7 (102 células/g) + Lactobacillus sakei CV3C2 (10® células/g) +
levedura 2RB4 (10° células/g); 4 - Staphylococcus xylosus CECT7057 (10% células/g) + Lactobacillus sakei
CECT7056 (108 células/g); 5 - Staphylococcus xylosus CECT7057 (102 células/g) + Lactobacillus sakei CECT7056
(108 células/g) + levedura 2RB4 (10° células/g).

Na mesma linha, letras diferentes representam médias com diferencas significativas para p < 0,05.

A analise da Tabela 90 permite concluir que existiram diferencas significativas para os parametros
adesividade, coesividade e resiliéncia. Relativamente ao primeiro parametro, observou-se que os
paios inoculados com a modalidade 2 (S. equorum S2M7 108 e L. CV3C2 108) foram significativamente
(-2,228 + 1,557 N.s') mais adesivos que os alocados a modalidade 5 (S. xylosus CECT7057 108, L. sakei
CECT7056 102 e levedura 2RB4 10°) que apresentaram um valor médio de - 1,484 + 0,841 N.s™. Os
paios alocados a modalidade 2 também foram significativamente (0,599 + 0,047) mais coesos que 0s
alocados a modalidade 4 (S. xylosus CECT7057 108 e L. sakei CECT7056 10%), que apresentaram o valor
médio 0,566 + 0,051.

No que concerne a resiliéncia, os paios ndo inoculados apresentaram um valor médio (0,135 + 0,032)

significativamente mais elevado que os inoculados com a modalidade 4 (0,121 + 0,021).

Neste ensaio, por comparagdo com o anterior em que usamos concentragdes distintas e ndo
recorremos as estirpes patenteadas, os paios foram menos duros, menos adesivos e também
apresentaram valores inferiores para a mastigabilidade; o que seria natural visto a mastigabilidade
resultar da multiplicacdo dos valores da dureza pelos da coesividade e elasticidade. Como os valores
de dureza foram, de uma forma geral, menores em 10 N, foi este o pardametro que influiu mais os

valores da mastigabilidade.
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Este foi o ensaio onde os valores médios para dureza foram inferiores, por comparagdo com os
ensaios que |he antecederam. Comos haviamos referido na andlise e discussdo de resultados
referentes aos parametros de textura obtidos nos ensaios que antecederam este, sdo inimeros os
fatores que podem influir sobre a textura dos enchidos. No entanto, a reducao da humidade, os
valores de pH, concentragao de sal e os processos de desnaturagao proteica e protedlise sdo dos mais
relevantes. Para além da dureza - pardmetro de extrema importancia para o consumidor -, este
também foi o ensaio onde os teores de aminas biogénicas foram mais reduzidos no produto acabado.
Uma hipdtese para os valores de dureza serem mais reduzidos podera estar associada a protedlise
menos extensa, até porque os valores médios obtidos para o pH e aw sdo semelhantes aos obtidos
nos ensaios anteriores e as formulagées foram iguais para todos os ensaios levados a cabo na
empresa do Alentejo, todavia, ndo temos forma de confirmar esta hipdtese porque ndo efetudmos
determinagdes que nos permitam tirar conclusdes sobre esta tematica. No entanto, protedlises mais
extensas poderdo contribuir para aumentar os teores de aminas biogénicas e, efetivamente, no
presente ensaio os valores médios das mesmas, no produto acabado, foram inferiores aos obtidos

nos ensaios anteriores, podendo indicar menor extensdo da protedlise.

5.3.2.6. Anadlise sensorial

Na Tabela 91 pode observar-se a analise de variancia para os resultados dos parametros da andlise

sensorial, considerando o fator lote.

Tabela 91 - Andlise de varidncia para os resultados dos parametros de analise sensorial, considerando o fator
lote.

Fator
iavei Lote
Variaveis
G.L.=2
i F=4,9328
Intensidade da cor b0 0080
Cores estranhas F=0,6506
P=0,5228"%
F=5,1181
Marmoreado b0 0067+
i F=2,0971
Intensidade do aroma b0 125345
Aromas estranhos F=0,33071
P=0,7188N-s
Dureza F=4,4600
P=0,0126*
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Tabela 91 (continuag¢do) - Andlise de varidncia para os resultados dos parametros de analise sensorial,
considerando o fator lote.

Fator

Variaveis

Lote

G.L.=2

Fibrosidade

F=4,2158
P=0,0160*

Suculéncia

F=7,3681
P=0,0008***

Intensidade do sabor

F=2,573
P=0,0786""

Sabores negativos

F=1,9015
P=0,1518"*

Intensidade da salga

F=1,6126
P=0,2018 ">

Apreciagao global

F=14,5583
P=0,0000***

G.L. — Graus de Liberdade

Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; * Significativo para p<0,05; ** Significativo para p<0,01;

*** Significativo para p<0,001

Avaliando a Tabela 91 verifica-se que o fator lote foi altamente significativo (p<0,001) para suculéncia

e apreciacdo global, muito significativo (p<0,01) para intensidade da cor e marmoreado, significativo

(p<0,05) para dureza e fibrosidade e ndo significativo (p=0,05) para as demais variaveis.

Na Tabela 92 é apresentada a andlise de variancia para os resultados dos parametros de andlise

sensorial, considerando o fator modalidade.

Tabela 92 - Andlise de varidncia para os resultados dos parametros de andlise sensorial, considerando o fator

modalidade.
Fator
L Modalidade
Variaveis
G.L=4

. F=0,7059
Intensidade da cor P=0,5887NS-

Cores estranhas F=2,6087

P=0,0366*

F=1,0457
Marmoreado P=0,3846M5

. F=0,8138
Intensidade do aroma P=0,5175M-5

Aromas estranhos F=1,4206
P=0,2282N

Dureza F=1,662

P=0,1601N*

. . F=0,2736
Fibrosidade P=0,8948N-

Suculéncia F=1,6961
P=0,1520N
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Tabela 92 (continuag¢do) - Andlise de varidncia para os resultados dos parametros de anadlise sensorial,
considerando o fator modalidade.

Fator
Modalidade
Modalidade

G.L=4
F=1,5845
P=0,1795N*
F=2,0492
P=0,0486*
F=0,4242
P=0,7911N
F=3,4042
P=0,0101*

Variaveis

Intensidade do sabor

Sabores negativos

Intensidade da salga

Apreciagao global

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; * Significativo para p<0,05

Relativamente aos resultados indicados na Tabela 92 constata-se que o fator modalidade foi
significativo (p<0,05) para cores estranhas, sabores negativos e apreciacao global e ndo significativo

(p20,05) para as restantes varidveis estudadas.

Na Tabela 93 apresentam-se os valores médios e desvios padrdao para os parametros de andlise
sensorial obtidos nos paios de porco preto inoculados com culturas mistas.

Tabela 93 - Valores médios e desvios padrdo para os parametros de analise sensorial obtidos nos dos paios de
porco preto inoculados com culturas mistas.

TFinal (produto acabado)

Modalidades inoculadas

Parametros 1 2 3 4 5

L“;igi'dade 74,51+11,16 78,69+11,95 77,00£11,59 77,39+12,02 77,63+12,56

Cores b ab ab ab a
0,00°+0,00 0,56""+3,06 0,47%+2,01 1,27°°+4,34 3,90°+12,63

estranhas

Marmoreado | 59,82+20,62 63,44+19,42 63,92419,82 63,22417,13 56,96+21,71

Intensidade 70,49+11,25 70,98+12,95 73,17+9,66 69,12+12,95 68,67+15,96

do aroma

Aromas 0,2611,60 1,334,45 0,67+2,34 1,35:3,77 2,5818,33

estranhos

Dureza 52,2646,56 55,4248, 65 56,8649,85 53,51+10,34 53,1549,14

Fibrosidade 29,13+22,28 30,31424,96 34,19424,08 29,82422,91 31,83425 33

Suculéncia 62,72415,02 58,80+13,91 58,47+16,02 56,65+15,33 54,71414,62

Intensidade 69,00410,81 70,07+9,77 69,31+15,86 65,47+11,00 64,85+15,89

do sabor

Sabores 1,21°+3,78 2,91%+4,77 3,39°"+6,63 3,55%45,50 5,10°+9,41

negathOS

Intensidade 56,26+9,09 57,2448,19 57,9748,12 55,84+46,46 57,42411,53

da salga

Aoreciach

gl':';:acl'ac“ 67,72°+11,14 | 62,98°°+11,98 | 64,92°+13,58 | 59,33°+15,40 | 58,73°+14,23

1 - Controlo com dextrose; 2 - Staphylococcus equorum S2M7 (108 células/g) + Lactobacillus sakei CV3C2 (102
células/g); 3 - Staphylococcus equorum S2M7 (102 células/g) + Lactobacillus sakei CV3C2 (10® células/g) +
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levedura 2RB4 (10° células/g); 4 - Staphylococcus xylosus CECT7057 (10% células/g) + Lactobacillus sakei
CECT7056 (108 células/g); 5 - Staphylococcus xylosus CECT7057 (102 células/g) + Lactobacillus sakei CECT7056
(108 células/g) + levedura 2RB4 (10° células/g).

Na mesma linha, letras diferentes representam médias com diferencas significativas para p < 0,05.

A observacao da Tabela 93 permite concluir que apenas existiram diferencas significativas para os
parametros cores estranhas, sabores negativos e apreciacdo global. Para o primeiro parametro
referido, os paios alocados a modalidade 1 (controlo) foram os Unicos em que o painel ndo identificou
(0,00 £ 0,00) cores estranhas, todavia, sé foi significativamente inferior para os paios da modalidade
5 (S. xylosus CECT7057 108, L. sakei CECT7056 10% e levedura 2RB4 10°), que apresentaram o valor
médio 3,90 £ 12,63. Para sabores negativos, mais uma vez, os paios alocados a modalidade ndo
inoculada apresentaram um valor médio (1,21 * 3,78) significativamente mais reduzido que o obtido

pelos paios da modalidade 5 (5,10 £ 9,41).

Em virtude do referido nos paragrafos anteriores, os paios ndo inoculados foram os mais apreciados
(apreciacdo global) pelo painel, no entanto, sé apresentaram um valor médio (67,72 + 11,14)
significativamente mais elevado que os das modalidades 4 (S. xylosus CECT7057 102 e L. sakei
CECT7056 108 e 5 que apresentaram valores médios de 59,33 * 15,14 e 58,73 + 14,23,

respetivamente.

O descrito nos paragrafos anteriores indica que o painel preferiu os paios ndo inoculados. Ao nivel
sensorial, parece-nos que as estirpes habitualmente inoculadas neste estudo tiveram um efeito,
ainda assim, mais positivo que as estirpes patenteadas. A levedura 2RB4 n3o pareceu contribuir para
melhorar as caracteristicas sensoriais dos paios, contrariamente ao referido por Corral et al. (2015);
Flores et al. (2015); Vignolo et al. (2010); Bolumar et al. (2005) e Dura et al. 2004 que realcaram a

capacidade de estirpes de levedura contribuirem para a qualidade sensorial dos enchidos.

5.3.2.7. Principais conclusdes do ensaio

A introducdo das estirpes patenteadas e o incremento da concentragdo microbiana nao tiveram um
efeito notdrio sobre os resultados obtidos para a aw no produto acabado. Porém, para o pH os valores
médios dos enchidos inoculados foram sempre significativamente inferiores aos dos enchidos
controlo. A criagao do T25 (25 dias de cura) ndo evidenciou nenhum efeito substancial relativo a acdo

das culturas de arranque.

As culturas de arranque contribuiram para a higiene e seguranca dos paios, pois os valores médios
obtidos para L. monocytogenes e enterobactérias foram inferiores do T2 em diante, destacando-se,

no produto acabado, a cultura mista S. equorum S2M7 108 e L. sakei CV3C2 108 para as contagens de
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L. monocytogenes (valor inferior ao limite de dete¢do do método <1 ufc/g) e a cultura mista composta
pelas estirpes S. xylosus CECT7057 108 e L. sakei CECT7056 108 para as contagens de enterobactérias
(valor inferior). O facto das contagens dos microrganismos referidos serem inferiores logo nas fases
iniciais da cura poderad ser relevante em termos sanitdrios, porque alguns produtores colocam os seus

enchidos no mercado com curas inacabadas.

No produto acabado, os paios inoculados apresentaram teores totais de aminas biogénicas
significativamente inferiores, destacando-se a cultura mista S. xylosus CECT7057 108 e L. sakei

CECT7056, 108 células g/massa, porque promoveu a maior redu¢do daqueles compostos.

As percentagens globais de reducdo dos teores de aminas biogénicas foram as mais elevadas por
comparacdo com todas as que lhes antecederam, isto é, nos ensaios com culturas puras de
Staphylococcus, Lactobacillus e culturas mistas, mas sem a inoculagdo das estirpes patenteadas e

também com concentracdes (10° células g/massa) inferiores as inoculadas neste ensaio.

No respeita aos pardmetros de analise sensorial, a cultura S. equorum S2M7 108 e L. sakei CV3C2 108
teve um efeito positivo superior ao da cultura composta pelas estirpes patenteadas, nomeadamente
ao nivel da intensidade da cor e do sabor e menores cores estranhas, aromas estranhos e sabores
negativos. A levedura 2RB4 ndo pareceu contribuir para melhorar as caracteristicas sensoriais dos

paios.

Em funcdo da informacdo constante ao longo do presente ensaio, a cultura de arranque que se
mostrou mais capaz no que respeita a melhorar as caracteristicas gerais dos paios de porco preto, do
Alentejo, foi S. equorum S2M7 e L. sakei CV3C2, na concentracdo 10% células g/massa para cada

estirpe.
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5.4. Ensaio de inoculacao em painhos da Beira Baixa com culturas puras de
Staphylococcus

5.4.1. Parametros fisico-quimicos (pH e aw)

Na Tabela 94 mostra-se a analise de variancia para os resultados do pH e da aw, considerando o fator

lote.

Tabela 94 - Andlise de variancia para os resultados do pH e aw, considerando o fator lote.
Fator
Lote

G.L.=2
F=0,2165
P=0,8054N-5
F=3,8108
P=0,0229*

Variaveis

pH

aw

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; *significativo para p<0,05

Relativamente aos resultados indicados na Tabela 94 verifica-se que o fator lote foi significativo

(p<0,05) para a aw e ndo significativo(p=0,05) para o pH.
Conclui-se que houve alguma varia¢ao entre lotes, que culminou em diferencas significativas para a
aw.

Na Tabela 95 é mostrada a analise de variancia para os resultados do pH e da aw dos painhos da Beira

Baixa, considerando os fatores modalidade e tempo de amostragem.

Tabela 95 - Anélise de variancia para os resultados do pH e a aw, considerando os fatores modalidade e tempo
de amostragem.

Fatores
.. Modalidade Tempo de amostragem Modalidade x Tempo de
Variadveis amostragem
G.L.=4 G.L.=2 G.L.=8
pH F=49,8898 F=11360,9901 F=23,2500
P=0,0000*** P=0,0000*** P=0,0000***
aw F=10,4883 F=1147,7829 F=5,3860
P=0,0000*** P=0,0000*** P=0,0000***

G.L. — Graus de Liberdade

Niveis de significancia: *** Significativo para p<0,001

Observando a Tabela 95 pode inferir-se que os dois fatores foram altamente significativos (p<0,001)

para as variaveis estudadas e 0 mesmo se passou para a interagdo entre os fatores.
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Na Tabela 96 apresentam-se os valores médios e desvios padrado para o pH e a awobtidos nos painhos

da Beira Baixa inoculados com Staphylococcus.

Tabela 96 - Valores médios e desvios padrdo para o pH e a aw obtidos nos painhos da Beira Baixa inoculados

com Staphylococcus.

Parametros
Tempo de amostragem Modalidade pH aw
1 5,97 +0,02 0,971%2+0,008
70 2 5,889 +0,02 0,975"%+0,008
3 6,032 +0,02 0,971%7+0,004
4 5,95*¢+0,02 0,959*"+0,008
5 5,97 +0,02 0,959** +0,003
1 5,17%°+0,08 0,936%°"+0,017
T5 2 5,12%9+0,06 0,931%"¢+0,005
3 5,18%¢+0,05 0,941 +0,021
4 5,31%2+0,06 0,928%¢+0,007
5 5,26%°+0,04 0,945%%+0,026
1 5,007 +0,09 0,894%%+0,016
TFinal 2 4,96°+0,07 0,892%°"+0,017
tha 3 5,00°° £0,06 0,8885%° £0,014
4 5,042 +0,10 0,881%°+0,012
5 4,94%¢+0,06 0,897“?+0,016

TO (pré-enchimento); T5 (fase intermédia da cura); TFinal (produto acabado).

1 - Controlo com dextrose; 2 - Staphylococcus equorum 5SMSA4 (10° células/g); 3 - Staphylococcus equorum
5MSA4 (108 células/g); 4 - Staphylococcus equorum S2M7 (10° células/g); 5 - Staphylococcus equorum S2M7
(10® células/g).

Para a mesma modalidade e na mesma coluna, letras maiusculas diferentes representam médias com
diferencas significativas para p< 0,05. Para o mesmo tempo de amostragem e na mesma coluna, letras
minusculas representam médias com diferencas significativas para p< 0,05.

Ap0ds andlise da Tabela 96 conclui-se que relativamente aos valores médios obtidos para o pH houve
diferencas significativas ao longo do tempo de amostragem e entre modalidades, verificando-se uma
reducdo dos mesmos a medida que a cura se foi consumando. No TO (pré-enchimento) os painhos
atribuidos 8 modalidade 2 (S. equorum 5MSA4 10°) apresentaram um valor médio significativamente
inferior (5,88 + 0,02) aos restantes. A sua congénere inoculada com 102 células/g de massa apareceu
em sentido oposto, sendo significativamente superior (6,03 £ 0,02) as demais modalidades. Na fase
intermédia da cura (T5) os valores de pH reduziram-se de forma considerdvel em todas as
modalidades e sé ndo existiram diferencas significativas entre os painhos das modalidades 1
(controlo) e 3 (S. equorum 5MSA4 10%). A modalidade 4 (S. equorum S2M7 10°) apresentou um valor
médio (5,31 + 0,06) significativamente superior as restantes modalidades e a nimero 2 um valor
médio (5,12 * 0,06) significativamente inferior. No produto acabado (TFinal) os painhos atribuidos a
modalidade 5 (S. equorum S2M7 108) apresentaram um valor médio (4,94 + 0,06) significativamente

inferior aos restantes, com excecdo dos da modalidade 2 (4,96 + 0,07). Ao contrario do observado
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para as inocula¢des com Staphylococcus nos paios de porco preto o pH manteve-se em tendéncia
decrescente do T5 para o produto acabado, provavelmente, porque as bactérias laticas
naturalmente presentes no meio tiveram capacidade para continuarem a multiplicar-se, utilizado
como substrato fermentescivel a dextrose adicionada, uma vez que ndo haviamos adicionado o
referido acglcar fermentescivel aos paios de porco preto inoculados com culturas puras de

Staphylococcus.

Prpich et al. (2015) produziram enchidos argentinos e obtiveram valores médios de 5,4 e 5,7 no inicio
da cura, para os enchidos inoculados com L. sakei 442 e S. xylosus C8 e para os controlo,
respetivamente. Na fase intermédia da cura os valores baixaram para préximos de 5,4 e culminaram
em torno de 5,5 para os enchidos controlo e inoculados, ou seja, ndo existiram diferencas
significativas entre os enchidos inoculados e os controlo. E de referir que a concentragdo inoculada
pelos autores foi de aproximadamente 106 células/g de massa e foi adicionado 1,5% de acgucar (os

autores nao referem o tipo de agucar que adicionaram).

Mauriello et al. (2002) inocularam salames italianos com trés estirpes de S. xylosus (AS27, DS18 e
ES1), todas elas com uma concentracdo aproximada de 107 células/g de massa, com dextrose
adicionada, mas os autores nao referem a percentagem adicionada e os enchidos estiveram sujeitos
a fumagem tradicional apenas durante 4 horas. No inicio da cura, os valores foram iguais para
enchidos inoculados e controlo e cifraram-se em 5,94, na fase intermédia da cura reduziram-se para
valores préximos de 4,85 e culminaram em torno dos 6,0. Significando que, de uma forma geral, ndo

existiram diferengas muito pronunciadas entre enchidos inoculados e controlo.

Ferreira et al. (2009) estudaram o perfil microbioldgico do salpicdo e chouriga de Vinhais fumados,
produzidos por trés produtores locais em condi¢cbes semelhantes e ndo foram inoculados. Os
resultados que vamos citar sdo referentes ao produtor A, optamos por este como poderiamos ter
optando por qualquer um dos outros dois produtores envolvidos naquele estudo. O referido
produtor obteve, para salpicao, o valor médio de 5,7 para o pH imediatamente antes do enchimento,
a meio da cura reduziu-se para 5,3, valor que se manteve no produto acabado. Para chouri¢a ndo
inoculada os resultados foram semelhantes, iniciaram-se com o mesmo valor de 5,7, baixaram para

5,4 na fase intermédia e mantiveram aquele valor no produto acabado.

Roseiro et al. (2008) produziram painhos de Portalegre também com recurso a fumagem tradicional,
nao inoculados e sem aglcar adicionado, com as concentragdes habituais de sal (6%) e com teores
reduzidos (3%) daquele ingrediente. Os resultados que vamos citar sdo referentes aos enchidos com
o teor de sal habitual. Os valores obtidos pelos autores foram de 5,87, 5,13 e 5,36 imediatamente

antes do enchimento, na fase intermédia da cura e no produto acabado, respetivamente.
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Os resultados obtidos pelos autores citados ao longo dos ultimos quatro paragrafos foram
semelhantes aos por nés obtidos na fase inicial da cura e ligeiramente superiores na fase intermédia
e no produto acabado. Apenas Roseiro et al. (2008) e Mauriello et al. (2002) obtiveram, na fase
intermédia da cura, valores préximos dos obtidos neste estudo. O facto de alguns autores ndo
adicionarem acucares fermentesciveis podera ter contribuido para valores de pH superiores, todavia,
as bactérias laticas naturalmente presentes nas massas dos painhos também poderdo ter uma agdo
mais acidificante que as dos autores citados. A inoculagdao com Staphylococcus provavelmente nao

tera contribuido de forma muito efetiva para a reducdo do pH.

Para a aw também se observaram diferencas ao longo do processo produtivo e entre modalidades,
verificando-se a mesma tendéncia que evidencidmos para o pH, isto é, os valores foram-se reduzindo
a medida que a cura se foi completando. No TO os painhos alocados as modalidades 4 (S. equorum
5MSA4 10°) e 5 (S. equorum 5MSA4 108) apresentaram valores médios de 0,959 + 0,008 e 0,959 +
0,003, respetivamente, que foram significativamente inferiores as das modalidades 1, 2 e 3. Na fase
intermédia da cura a modalidade 4 apresentou painhos com um valor médio (0,928 + 0,007)
significativamente inferior aos painhos das modalidades 3 (0,941 + 0,021) e 5 (0,945 £ 0,026). No
produto acabado os painhos alocados a modalidade 4 apresentaram um valor médio (0,881 £ 0,012)

significativamente inferior aos das modalidades 1 (0,894 + 0,016) e 5 (0,897 + 0,016).

Prpich et al. (2015) obtiveram valores médios, em todos os momentos da cura, inferiores aos por
nos determinados e nunca identificaram diferencas significativas entre os enchidos controlo e
inoculados. No produto acabado os valores cifraram-se entre 0,796 e 0,819. Mauriello et al. (2002)
obtiveram valores de 0,956 no inicio da cura, independentemente dos enchidos serem ou ndo
inoculados, na fase intermédia da cura baixaram, mas foram bastante heterogéneos - 0,901 a 0,946
- e no produto acabado acabaram por serem os enchidos controlo a apresentarem o valor médio
(0,856) mais baixo, enquanto os inoculados foram todos superiores a 0,880. Roseiro et al. (2008)
obtiveram valores médios de 0,95, 0,92 e 0,83 antes do enchimento, na fase intermédia da cura e no

produto acabado, respetivamente.

Em fung¢do do exposto, concluimos que, de uma forma geral, os enchidos produzidos neste estudo
apresentaram valores médios ligeiramente superiores em todos os momentos de analise, por
comparacdo com os autores citados. Este foi o ensaio, independentemente do tipo de enchido
fabricado, onde obtivemos valores médios de aw mais elevados, o que pode parecer estranho,
porque os enchidos foram considerados como acabados sempre com a mesma percentagem de

perda de peso (38% a 40%). Porém, no produto acabado, os valores obtidos para os dois parametros
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em andlise permitirdo manter os produtos a temperatura ambiente, sem prejuizo para a seguranga

sanitaria dos mesmos (Hierro et al., 2015; Leistner & Rodel, 1975).

5.4.2. Parametros microbiolégicos

Para algumas das varidveis em estudo nao foi feita analise de variancia, porque os resultados foram

inferiores ao limiar de dete¢do dos métodos utilizados.

Na Tabela 97 pode observar-se a analise de varidncia para os resultados dos parametros

microbioldgicos, considerando o fator lote.

Tabela 97 - Andlise de varidncia para os resultados dos parametros microbiolégicos, considerando o fator lote.

Fator
iavei Lote
Variaveis —
Meséfilos PEC—)SO?)%E .
Psicrotréficos F=0,3253
P=0,7232"5.
Bactérias laticas F=0,1954
P=0,8229"5.
F=0,1026
Staphylococcus spp. b0 00I7S
Enterobactérias F=0,3747
P=0,6886""
Bolores F=2,1928
P=0,1177"5
Leveduras F=0,0142
P=0,9859":

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; **significativo para p<0,01

Relativamente aos resultados indicados na Tabela 97 conclui-se que o fator lote foi muito
significativo (p<0,01) para microrganismos mesoéfilos e ndo significativo para as demais varidveis

(p=0,05).

Os parametros microbiolégicos, o pH e a aw sdo fortemente condicionados pelas matéria-primas e,
consequentemente, por todos os processos desde o abate dos animais até ao produto acabado.

Posto isto, serd aceitavel a varia¢do indicada na Tabela 97.

Na Tabela 98 apresenta-se a andlise de variancia para os pardmetros microbiolégicos, considerando

os fatores modalidade e tempo de amostragem.
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Tabela 98 - Andlise de variancia para os parametros microbioldgicos, considerando os fatores modalidade e

tempo de amostragem

Fatores
. Modalidade Tempo de amostragem Modalidade x Tempo de
Variaveis amostragem
G.L=4 G.L.=2 G.L.=8

Mesofilos F=4,6492 F=20,5536 F=4,0802
P=0,0021** P=0,0000*** P=0,0004***

Psicrotréficos F=11,1275 F=8,3990 F=24,3067

P=0,0000*** P=0,0005*** P P=0,0000***

Bactérias laticas F=1,5235 F=706,9960 F=1,7536
P=0,2040"* P=0,0000*** P=0,1000"*

Staphylococcus F=36,9804 F=7,5677 F=37,3520
spp. P=0,0000*** P=0,0010** P=0,0000***

Enterobactérias F=1,7311 F=665,6720 F=1,7911
P=0,1395"* P=0,0000*** P=0,0921N

Bolores F=1,1222 F=1,5518 F=1,2260
P=0,3525NS P=0,2186NS P=0,2958NS

Leveduras F=5,7014 F=1342,0255 F=5,7014
P=0,0005*** P=0,0000*** P=0,0000%**

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S.= N3do significativo; ** Significativo para p<0,05; *** Significativo para p<0,001

A andlise da Tabela 98 leva-nos a concluir que o fator modalidade foi altamente significativo
(p<0,001) para microrganismos psicrotroficos, Staphylococcus spp. e leveduras, muito significativo
(p<0,01) para microrganismos mesofilos e ndo foi significativo (p>0,05) para as restantes varidveis.
Entre tempos de amostragem, apenas a contagem de bolores ndo apresentou diferencgas
significativas (p=>0,05), para as restantes variaveis aquele fator foi altamente significativo (p<0,001),
com excec¢do de Staphylococcus spp. para os quais foi muito significativo (p<0,01). A interagdo
modalidade x tempo de amostragem foi altamente significativa (p<0,001) para as contagens de
microrganismos mesofilos, psicrotréficos, Staphylococcus spp. e leveduras e ndo significativa

(p20,05) para as restantes varidveis estudadas.

Na Tabela 99 apresentam-se os valores médios e desvios padrdo para os parametros microbioldgicos

obtidos nos painhos da Beira Baixa inoculados com Staphylococcus.
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Tabela 99 - Valores médios e desvios padrdo para os parametros microbiolégicos obtidos nos painhos da Beira
Baixa inoculados com Staphylococcus.

Parametros
Termpo Bactéris | Stopylococas Listeria Samonels
de Modhklidade Mesdfilos Psiarotrdficos L. Enterobactérias Bolores Leveduras
ao. liticas spp- monogytogenes $p.
436°° | 3,68°° | 3,10° | 2,89°° | 2,76" 2,220
1 <1 <1 ND
+024 | +0,47 | +058 | 0,19 +0,56 +0,28
42955 | 3,36°° | 2,75° | 2,89%% | 2,57° 2,17°"
2 <1 <1 ND
+053 | 0,56 | +0,10 | 0,19 +0,32 +0,39
T0 6,51°5% | 651°° | 3,04° | 650~ | 2,72 1,96°
3 <1 <1 ND
+045 | 0,50 | +031 | 0,77 +0,96 +0,47
463°" | 4,01°° | 2,92° | 318" | 3,43° 2,76/
4 <1 <1 ND
+0,18 | 0,80 | +0,41 | 0,46 +0,56 +0,27
o | 686 [ 685° [ 288" | 691°" | 280" | 028 [ 1,98 - o
+051 | 0,41 | +034 | +0,82 +0,43 | +0,69 | #0,17
A B,ab B A,ab
] 6,50 | 421 6,83° | 5,09 1 188 | _ .. - o
+0,63 | 0,77 | +0,02 | +0,43 +4,01
6,49 | 428 | 687° | 509 ] )
ND
2 +1,03 | +0,60 | +0,04 | 0,93 <1 <l <1 <1
TS 6,85 | 3,60°° | 6,85% | 4,28%" ) ;
ND
3 +1,11 | +043 | +0,03 | +012 <1 <1 ] <l <1
6,87 | 496 | 6,87° | 4,87 | o16 ;
ND
4 +1,36 | +0,19 | 0,04 | +0,22 <1 w040 | <1 <1
A B,ab A B,a
S 760" | 4245 | 6,86" | 534 e |07 - o
+1,79 | 0,75 | +0,05 | +0,37 +0,41
A A,a A A,
] 6,41 | 559~ | 7.81% | 5,22 1 <1 | < - N
+0,97 | +0,89 | +043 | +0,23
AB Ab A Ab
) 5,78°° | 4,45°° | 768" | 4,24 o1 1 | < - o
+1,41 | 0,63 | 049 | 0,24
TFinal 505° | 3,83%° | 694" | 4,12°° . R
ND
3 +124 | +0,28 | 090 | +0,43 <1 <l <1 <1
5,17° | 4,11°°%° | 6,84 | 4,11%" ] ]
ND
4 +0,76 | +0,64 | +1,08 | 0,53 <1 <l <1 <1
5,69 | 4,75°° | 736" | 4,96°" ) ;
ND
3 +0,90 | 044 |+075| +0,54 <1 <1 ] <l <1

TO (pré-enchimento); T5 (fase intermédia da cura); TFinal (produto acabado).

1 - Controlo com dextrose; 2 - Staphylococcus equorum 5SMSA4 (10° células/g); 3 - Staphylococcus equorum
5MSA4 (108 células/g); 4 - Staphylococcus equorum S2M7 (10° células/g); 5 - Staphylococcus equorum S2M7
(10® células/g).

Listeria monocytogenes apresenta-se em ufc/g. Os restantes parametros contaveis apresentam-se em log
ufc/g.

Os valores indicados para Salmonella spp. referem-se ao niumero de resultados positivos em 6 amostras.

<1 - Contagens inferiores a uma unidade formadora de coldnia por grama (ufc/g).

ND - N3o detetado (auséncia em 25g).

Para a mesma modalidade e na mesma coluna, letras maiusculas diferentes representam médias com
diferencas significativas para p< 0,05. Para o mesmo tempo de amostragem e na mesma coluna, letras
minusculas representam médias com diferencas significativas para p< 0,05.

A andlise da Tabela 99 permite inferir que para a contagem de microrganismos meséfilos ndo
existiram diferencas muito pronunciadas ao longo do processo produtivo, principalmente entre os

painhos inoculados. No TO (pré-enchimento) os painhos alocados as modalidades 5 (S. equorum
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S2M7 108) e 3 (S. equorum 5MSA4 108), que tinham sido inoculados com a concentrac3o 108 células/g
de massa, apresentaram valores médios mais elevados que foram significativos para os painhos
controlo e para os inoculados com S. equorum 5MSA4 10° (modalidade 2). Aquela diferenca
dever-se-a a introducdo das culturas de arranque. A diferenca entre o grupo controlo e os outros
grupos ndo é maior por razées competitivas, as culturas introduzidas ndo se vao adicionar as ja
instaladas, mas sobretudo substitui-las, como haviamos referido para os ensaios anteriormente

analisados e discutidos.

Nas inoculacGes levadas a cabo na empresa do Alentejo os valores médios de microrganismos
mesofilos, independentemente de serem ou n3o inoculados, rondaram os 6,0 a 7,0 log ufc/g. Neste
ensaio os paios controlo apresentaram o valor médio 4,36 + 0,24 log ufc/g, parecendo-nos que a
microbiota da matéria-prima apresentava concentragdes microbianas mais reduzidas que o habitual
para este tipo de produto. Como ja foi referido no capitulo revisao bibliografica do presente trabalho,
de acordo com a International Commission on Microbiological Specifications for Foods (2005) os
niveis habituais de bactérias a superficie das carnes de suino superam as 10.000 unidades
formadoras de colénias por cada g (10* ufc/g), ou como indicam Carrascosa et al. (1988), e Cornejo
et al. (1988) valores entre 10% e 10° ufc/g. Blesa et al. (2008) apontam valores entre 10* e 10° ufc/g.
Todavia, ndo temos argumentos solidos que atestem o que escrevemos porque ndo realizdmos

analises microbioldgicas apds a mistura das massas.

Outros autores como Roseiro et al. (2010) produziram chourigos grossos de Estremoz e Borba, IGP,
fumados e n3o inoculados, tendo obtido valores médios de 7,41 log ufc/g no inicio da cura, 8,69 log
ufc/g na fase intermédia da cura e 8,80 log ufc/g no produto acabado. J& tinhamos citado os
resultados obtidos por este autor, mas foram os relativos aos enchidos curados em camara de cura

e ndo com recurso a fumagem tradicional.

Ferreira et al. (2009) obtiveram valores médios para salpicdo de 5,7 + 0,01 log ufc/g no inicio da cura,
9,0 + 0,19 log ufc/g na fase intermédia da cura e 9,0 + 0,03 log ufc/g no produto acabado. Para
chourica os trés valores foram ligeiramente superiores, iniciando-se em 10,3 + 0,01 log ufc/g, 9,9 +

0,02 log ufc/g e 9,4 £ 0,40 log ufc/g, respetivamente.

Posto isto, concluimos que os valores médios obtidos no presente ensaio foram inferiores aos dos
autores citados e da maioria dos autores que inocularam culturas de arranque em enchidos,
provavelmente porque as estirpes tiveram dificuldade em multiplicar-se devido as condicGes

adversas decorrentes do processo de cura em geral e do processo de fumagem em particular.

Para as contagens de microrganismos psicrotréficos ndo se observaram diferengas muito evidentes

ao longo do processo produtivo. As contagens deste grupo microbiano foram sempre
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aproximadamente 2,0 log ufc/g inferiores as dos microrganismos meséfilos e no produto acabado

foram os painhos controlo que apresentaram o valor médio (5,59 + 0,89 log ufc/g) mais elevado.

Elias (2004) realizou dois ensaios independentes, mas com as condi¢des de processamento o mais
semelhantes possivel e inoculou Staphylococcus xylosus 8M em paios de porco Alentejano fumados,
numa concentracgdo proxima de 108 células/g de massa e sem aclcar fermentescivel adicionado, e
em todos os momentos da cura obteve valores médios de 1,0 log ufc/g a 2,0 log ufc/g superiores aos
obtidos no corre estudo. O autor havia verificado o mesmo para as contagens de microrganismos

mesofilos.

Para as contagens de bactérias laticas observaram-se diferencas significativas do TO para os restantes
tempos de amostragem, tendo as contagens obtidas no tempo mencionado sido significativamente
inferiores as obtidas para os restantes tempos de amostragem. Porém, entre modalidades ndo
existiram diferencas significativas em nenhum dos tempos de amostragem. No TO, os valores médios
ficaram proximos dos 3 log ufc/g para todas as modalidades, todavia, os mesmos sofreram um
incremento para proximos dos 7 log ufc/g nos tempos que lhe sucederam. Este incremento é natural,
até pelo aumento das temperaturas usadas na fumagem tradicional que facilitam a multiplicacdo

daquelas bactérias.

Elias (2004), num primeiro ensaio realizado, e Ferreira et al. (2009) em salpicdo obtiveram resultados
semelhantes em todas as fases do processo. Porém, Ferreira et al. (2009), em chourica, e Roseiro et
al. (2010), chourigos grossos de Estremoz e Borba, IGP, obtiveram valores médios, em todas as fases
do processo, sempre superiores em aproximadamente 1,0 log ufc/g. Todavia, como referido por
Paramithiotis et al. (2010), no produto acabado - dependendo da carga microbiana inicial das
matérias-primas e das condicGes de cura - as bactérias laticas, geralmente, apresentam-se em
concentracdes que variam entre 107 e 10° ufc/g, indo os resultados obtidos no corrente ensaio ao

encontro do intervalo apontado por aqueles autores.

Relativamente as contagens de Staphylococcus spp., mais uma vez, observaram-se diferencas
significativas do TO (pré-enchimento) para os restantes tempos de amostragem, de uma forma geral
os valores médios foram superiores no T5 (fase intermédia da cura) e no produto acabado, com
excecdo dos painhos que foram inoculados com a concentracdo 10® células/g de massa que
apresentam valores mais elevados na fase inicial da cura. No TO os painhos alocados as modalidades
3 (6,50 + 0,77 log ufc/g) e 5 (6,91 + 0,82 log ufc/g) apresentaram valores médios significativamente
superiores aos das restantes modalidades. No T5 foram os alocados a modalidade 5 (5,34 + 0,37 log
ufc/g) que foram significativamente superiores aos da modalidade 3 (4,28 *+ 0,12 log ufc/g) e no

produto acabado os painhos controlo (5,22 + 0,23 log ufc/g) apresentaram concentracGes
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significativamente superiores aos associados as modalidades 2 (4,24 + 0,24 log ufc/g), 3 (4,12 £0,43

log ufc/g) e 4 (4,11 £ 0,53 log ufc/g).

Em suma, as inoculagdes - sé com 108 células/g de massa - tiveram um efeito positivo no inicio da
cura; efeito esse que se foi dissipando no decorrer da mesma, por comparacdao com a modalidade
controlo. Podendo estar associado ao abaixamento do pH e, claramente, a acdo do fumo. Apesar de
termos inoculado concentragdes aproximadas de 10° e 108 células/g de massa, as contagens n3o
atingiram os 7 log ufc/g em nenhum dos tempos de amostragem. No TO (pré-enchimento), com
temperaturas inferiores a 5°C a que as estirpes estiveram sujeitas durante a etapa de maturacao
(72horas) e com a competicdo inicial entre microrganismos, parece-nos natural que algumas células
de Staphylococcus inoculadas apresentem alguma dificuldade em se multiplicar e até sobreviver,
podendo essas dificuldades condicionar as suas contagens ao longo de todo o processo. Pareceu que
o incremento aproximado de 10° células/g de massa da concentracdo mais elevada n3o teve um

efeito muito notdrio na multiplicagao deste grupo microbiano.

Mauriello et al. (2002) inocularam salames italianos com quatro estirpes de S. xylosus (AS27, DS18 e
ES1), todas elas com uma concentra¢do aproximada de 107 células/g de massa, com dextrose
adicionada, mas os autores ndo referem a percentagem e os enchidos estiveram sujeitos a fumagem
tradicional apenas durante 4 horas, obtiveram valores médios para Staphylococcus préximos de 5
log ufc/g e de 7 log ufc/g no inicio da cura para enchidos controlo e inoculados, respetivamente. Nas
fases intermédias da cura as concentracBes aumentaram para proximas de 6 log ufc/g e 7 log ufc/g,
respetivamente. No produto acabado rondaram os 7 log ufc/g para os enchidos inoculados e

controlo.

Elias (2004) obteve resultados semelhantes aos de Mauriello et al. (2002), no entanto, os enchidos
n3o inoculados apresentaram sempre concentracdes inferiores em aproximadamente 1 log ufc/g.
Roseiro et al. (2010); Ferreira et al. (2009) e Papamanoli et al. (2002) obtiveram valores préximos
dos por nds determinados, apesar dos autores referirem que determinaram Micrococcaceae e ndo
Staphylococcus. Julgamos que as contagens inferiores de Staphylococcus se deveram principalmente
a acdo do fumo. Staphylococcus necessitam mais de oxigénio para se multiplicarem que, por
exemplo, Lactobacillus, logo, multiplicar-se-do primeiramente nas zonas mais externas dos enchidos,
onde a exposicdo ao fumo é muito superior, consequentemente, pela deposicio de compostos
guimicos do fumo, o meio torna-se quimicamente adverso para a multiplicacdo das bactérias em

discussao.

A presenca de enterobactérias no T5 e no produto acabado foi inferior ao limite de detecdo do

método (<1 ufc/g). Isto significa que ndo existiram diferencas significativas entre estes tempos de
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amostragem, mas existiram em relagao ao TO. Estas diferencas ndo representam nada em concreto
no que diz respeito a agao das estirpes, uma vez que inoculdmos Staphylococcus e estas bactérias
ndo sdo reconhecidas principalmente pela sua acdo bacteriostatica ou bactericida, principalmente

numa fase tdo precoce do processo de cura.

Os resultados obtidos para enterobactérias no TO vdo ao encontro dos apresentados por Roseiro et
al. (2010), Talon et al. (2007) e Elias (2004), no primeiro ensaio que o autor levou a cabo, e foram
inferiores aos de Ferreira et al. (2009) e Elias (2004) no segundo ensaio delineado por aquele autor.
Na fase intermédia da cura e no produto acabado os resultados obtidos neste estudo foram
inferiores aos de todos os autores citados - foram os unicos inferiores ao limite de dete¢do do
método-, representando elevada higiene e boas praticas durante o processo produtivo,
concomitantemente revela um contributo importante para a seguranga sanitdria dos enchidos. O
aquecimento associado a fumagem ndo promoveu o desenvolvimento deste grupo microbiano e o
meio quimicamente adverso, criado, principalmente, a superficie do produto pelos compostos do
fumo, ndo tera sido determinante na sua redugdo, dado tratarem-se de microrganismos com a
capacidade para se desenvolver em meios pobres em oxigénio. Provavelmente foi o efeito conjunto
da reducdo do pH, da aw e fendmenos competitivos que conduziram a redugdo daquela microbiota

Gram-negativo.

A presenca de leveduras no T5 e no produto acabado foi inferior ao limite de detecdo do método (<1
ufc/g), significa que n3o existiram diferencas significativas entre estes tempos de amostragem, mas
existiram em rela¢do ao TO. Neste ultimo tempo, os painhos alocados a modalidade 4 (2,76 + 0,27

log ufc/g) apresentaram um valor médio significativamente superior aos que foram inoculados.

Elias (2004) obteve valores sempre superiores para os paios de porco Alentejano inoculados por
comparac¢do com os controlo. O autor obteve contagens em todos os momentos de andlise. Roseiro
et al. (2010) e Ferreira et al. (2009) obtiveram valores médios semelhantes entre si. Os mesmos

foram préximos dos 4 log ufc/g, independentemente da fase do processo produtivo.

As contagens de L. monocytogenes foram < 1 ufc/g para todas as modalidades e em todos os tempos
de amostragem. Esta bactéria é frequentemente encontrada em matérias-primas e ambientes de
processamento de alimentos, sendo, portanto, frequentemente isolado durante as etapas iniciais do
processo produtivo de enchidos. Todavia, a fumagem tem sido relatada como tendo um efeito

positivo na reducdo das contagens desta bactéria (Hajmeer et al., 2011; Kozacinski et al., 2008).

Salmonella spp. foi negativa para todas as modalidades e em todos os tempos de amostragem.
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Em termos microbioldgicos, no produto acabado, ndo foi notério um efeito positivo nem prejudicial
por parte das estirpes. No TO, como seria expectavel, para microrganismos meséfilos, psicrotréficos
e Staphylococcus spp. os paios inoculados com as modalidades 3 (S. equorum 5MSA4 10%) e 5 (S.
equorum S2M7 108) - concentracdes mais elevadas - apresentaram valores significativamente mais

elevados que as demais modalidades.

Relembramos que as condi¢cdes em que os painhos foram produzidos envolveram a fumagem
tradicional, processo que é sobejamente conhecido por ser mais limitativo no que concerne a
viabilidade microbiana. Esta premissa ainda se acentua mais se considerarmos que as temperaturas
de fumagem usadas na empresa da Beira Baixa situaram-se, durante a maior parte do tempo, acima

dos 35°C, tendo mesmo atingido os 48,4°C como indicado no capitulo materiais e métodos.

De evidenciar a qualidade microbioldgica das matérias-primas e ingredientes, que desde o TO ndo
apresentaram Salmonella spp. nem qualquer contagem para L. monocytogenes, ou seja 0s
indicadores de segurancga por nés avaliados neste estudo.

5.4.3. Determinagao de aminas biogénicas

Na Tabela 100 apresenta-se a analise de variancia para os resultados das aminas biogénicas,

considerando o fator lote.

Tabela 100 - Anélise de variancia para os resultados das aminas biogénicas, considerando o fator lote.

Fator
L Lote
Variaveis
G.L.=2
Triptamina F=7,068
P=0,0011**
e F=2,3152
B-feniletilamina P=0,1017N--
Putrescina P10
P=0,2255N-5:
. F=5,0041
Cadaverina P=0,0077**
Histamina P 1a3
P=0,3211Ns
Tiramina F09248
P=0,3985N-5:
Espermidina F10,7490
P=0,0000***
Espermina 3,850
P=0,0229*
Aminas vasoativas Fo6,8055
P=0,0014**
. F=3,4616
Total de aminas P=0,0335*

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; * Significativo para p<0,05; **Significativo para p<0,01;
***Significativo para p<0,001
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A andlise da Tabela 100 permite concluir que o fator lote foi altamente (p<0,001) significativo para
espermidina, muito significativo (p<0,01) para triptamina, cadaverina e aminas vasoativas,
significativo (p<0,05) para espermina e teores totais de aminas biogénicas e nao foi significativo

(p=0,05) para as restantes varidveis em analise.

Os teores de aminas biogénicas sdo influenciados por multiplos fatores, como tal, serd natural que
lotes produzidos com matérias-primas e em datas distintas possam contribuir para a existéncia de

variabilidade entre os mesmos.
Na Tabela 101 mostra-se a andlise de variancia para os resultados das aminas biogénicas,
considerando os fatores modalidade e tempo de amostragem.

Tabela 101 - Anadlise de varidancia para os resultados das aminas biogénicas, considerando os fatores
modalidade e tempo de amostragem.

Fatores
-
Varidveis Modalidade empo de Modalidade x Tempo de amostragem
(mg/kg d hido) amostragem
m e encniao
&/ke G.L=4 G.L=2 G.L-8
riotamin F=2,3826 F=53,9974 F=1,9211
P P=0,0536"* P=0,0000%** P=0,0600"5"
. F=4,2980 F=9,8437 F=2,1162
B-feniletilamina P=0,0025** P=0,0000%** P=0,00369**
; F=6,6237 F-150,6983 F=5,8350
Putrescina P=0,0000%** P=0,0000%** P=0,0000%**
Cadaverina F=5,5634 F=16,8354 F=7,0217
P=0,0000%** P=0,0000%** P=0,0000%**
Histamina F=8,4495 F=155,5415 F=8,2679
P=0,0000%** P=0,0000%** P=0,0000%**
Tiramina F=1,2498 F=200,3696 F=2,7081
P=0,5002"5 P=0,0000%** P=0,0000***
- F=3,0285 F=75,1641 F=3,4940
Espermidina P=0,0192* P=0,0000%** P=0,0009***
Espermina F=0,2696 F=121,9804 F=0,7627
P=0,8978N* P=0,0000%** P=0,6361"5
Arminas vasoativas F=2,5292 F=39,2463 F=2,0692
P=0,0425* P=0,0000%** P=0,0416*
) F=3,5551 F=62,3556 F=2,8462
Total de aminas P=0,0082** P=0,0000%** P=0,0055**

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; * Significativo para p<0,05; **Significativo para p<0,01;
***Sjignificativo para p<0,001

A anadlise da Tabela 101 permite afirmar que o fator modalidade foi altamente significativo (p<0,001)
para putrescina, cadaverina e histamina, muito significativo (p<0,01) para B-feniletilamina e total de

aminas, significativo (p<0,05) para espermidina e aminas vasoativas e ndo significativo (p=0,05) para

218



as restantes aminas. O fator tempo de amostragem foi altamente significativo (p<0,001) para todas
as aminas estudadas. A interagdo entre os fatores mencionados foi altamente significativa (p<0,001)
para putrescina, cadaverina, histamina, tiramina e espermidina, muito significativa (p<0,01) para
B-feniletilamina e total de aminas, significativa (p<0,05) para aminas vasoativas e nao significativa

(p=0,05) para triptamina e espermina.

Na Tabela 102 apresentam-se os valores médios e desvios padrao para as aminas biogénicas obtidos

nos painhos da Beira Baixa inoculados com Staphylococcus.
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Tabela 102 - Valores médios e desvios padrdo para aminas biogénicas obtidos nos painhos da Beira Baixa inoculados com Staphylococcus.

Parametros (m,

g/kg de enchido

de Tempo Modialiciade Triptamina B-fenietiamina Putresdna Cadaverina Histamina Tramina Espermidina Espermina Aminasvasoativas Totaldeaminas
1 377,934 8,89 37,4287 50,0172 ND? 1,858 19,462 172,10* 388,674 667,662
+209,54 12,64 33,74 +37,13 +0,56 +1,90 44,31 +209,60 +166,02
2 306,474 6,544 7,755k 31,1882b ND? 1,71¢ 16,8552 172,60* 314,717 543,100
+143,26 +1,09 +0,87 15,06 +0,56 +1,87 +38,15 +143,45 +159,63
TO 3 208,46" 6,65 7,775 28,77° ND? 1,608 13,994:20 146,594 216,70% 413,82~b
+147,84 +1,46 1,51 +11,06 +0,84 16,81 +71,69 +149,35 219,76
4 243,18~ 6,47 6,625 24,2650 ND? 1,288 11,02~k 152,34 250,934 445,1742b
+136,89 +1,65 +0,76 15,41 +0,56 +4,90 73,18 +138,44 +215,80
5 319,554 8,36 7,895 24,9445 ND? 1,208 14,0120 151,24 329,114 527,24%2b
+191,69 +3,74 +1,04 15,12 +0,62 16,62 +68,77 +193,62 262,48
1 144,308 6,52 13,665° 19,178k 1,318 0,13¢ 6,32¢ 64,81° 152,2582b 256,238:20
+49,35 +0,46 +1,05 +1,60 +2,02 +0,12 +0,37 6,56 +49,87 +50,64
2 147,878 6,634 14,9382 24,6582 0,528 0,438 7,488 68,56° 155,465:20 271,072
+33,47 +0,87 12,18 *4,51 +1,12 +0,34 +3,40 17,56 34,47 +40,05
T5 3 99,688 6,07 12,228k 20,53 1,078 0,388 7,158 64,818 107,20%" 211,90%P
+51,63 +0,34 +2,84 +4,57 +1,95 +0,42 +3,73 +8,81 +49,86 +42,60
a 131,68° 6,13 11,878 19,3380 1,838 0,758 5,298 66,98" 140,3982P 243,875:20
+49,93 +1,04 3,42 +1,48 +2,49 +0,99 +0,65 +11,62 +49,87 +46,06
5 163,468 6,70 11,3680 18,2180 2,108 0,738 6,05° 68,96° 172,9982 277,5787
163,92 +0,90 +1,04 +2,66 +13,12 +0,74 +0,90 +16,25 +65,99 175,46
1 76,818 5,96 78,044:20 20,2385 12,474¢ 4,10% 9,708 58,408 99,3485 265,714
+18,65 +0,90 +20,21 +2,39 +7,28 +0,84 +1,76 8,34 +18,94 +26,14
2 69,278 5,66° 88,4742 48,1242 43,6442 2,954 10,48~ 58,04" 121,5182b 326,625
+23,98 +0,62 16,58 +13,61 +11,16 +0,68 13,84 +18,17 26,80 47,24
TFinal 3 98,218 6,76 49,40m0 27,80° 33,904b¢ 4,48~ 12,56% 65,098 143,3548:2b 298,19485
+29,87 +1,22 124,87 +11,32 +29,89 +2,20 +4,90 +19,76 +50,32 +85,95
4 134,988 5,46 54,0240 25,5240 27,044 k¢ 3,624 11,314 64,168 171,1048:20 326,1148:20
62,12 +1,32 +38,25 +7,38 +13,12 1,44 13,46 +15,60 +68,59 196,99
5 127,028 6,89 109,234 31,194P 60,5842 3,754 10,1548 76,558 198,2552 425,37482
+95,92 +2,07 +57,84 +10,04 +32,87 +0,89 +4,43 +34,48 +126,82 +152,56

TO (pré-enchimento); T5 (fase intermédia da cura); TFinal (produto acabado).1 - Controlo com dextrose; 2 - S. equorum 5MSA4 (10° células/g); 3 - S. equorum 5MSA4 (108
células/g); 4 - S. equorum S2M7 (10° células/g); 5 - S. equorum S2M7 (108 células/g). O conjunto das aminas vasoativas corresponde a soma dos teores da triptamina,
B-feniletilamina, histamina e tiramina. Para a mesma modalidade e na mesma coluna, letras maiusculas diferentes representam médias com diferencas significativas para p<

0,05. Para o mesmo tempo de amostragem e na mesma coluna, letras minusculas representam médias com diferencas significativas para p< 0,05. ND - Ndo detetado.
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Tendo em conta a Tabela 102, para os teores de aminas biogénicas ndo se observou um
comportamento padronizado para todas as aminas estudadas, mas, de uma forma geral, os teores
de putrescina, cadaverina, tiramina e espermidina reduziram-se do TO (pré-enchimento) para a fase

intermédia da cura (T5) e voltaram a aumentar no produto acabado.

A histamina ndo foi detetada (ND) no TO, porém, os teores daquela amina foram aumentando
gradualmente, até que no produto acabado atingiram os 60,58 + 32,87 mg/kg nos painhos inoculados

e 12,47 + 7,28 mg/kg nos painhos controlo.

Atiramina apresentou teores bastante reduzidos, visto ndo terem atingido os 5,00 mg/kg em nenhum

dos tempos de amostragem.

Para o conjunto das aminas vasoativas (triptamina, B-feniletilamina, histamina e tiramina)
observou-se uma redugao gradual para os enchidos controlo e para os inoculados com a modalidade
2 (S. equorum 5MSA4 10°). Os enchidos alocados as restantes modalidades viram os teores deste
grupo de aminas reduzirem-se do TO para o T5, todavia, voltaram a elevar-se, ainda que ligeiramente,
no produto acabado. Ao contrério da estirpe S. equorum S2M7, ndo dispomos de nenhum estudo que
tenha testado a atividade descarboxilase de S. equorum 5MSA4, porém, em fungao dos resultados

obtidos, ndo parecem haver indicios da mesma ser elevada.

Para os teores totais das oito aminas estudadas, observou-se uma reducdao do TO para a fase

intermédia da cura e um ligeiro incremento no produto acabado.

Como referido no decorrer do presente trabalho, a maioria dos autores concluiu que a amina que
apresentou teores mais elevados nos estudos por eles executados foi tiramina (Bover-Cid et al., 2014;
Coloretti et al., 2014; Simion et al., 2014), porém, mais uma vez, neste ensaio ndo foi a conclusdo a
gue chegamos. As aminas biogénicas que apresentaram concentragdes mais elevadas no produto
acabado, por ordem decrescente, foram triptamina, putrescina e espermina. Em sentido oposto
surgiram a tiramina e B-feniletilamina. De ressalvar que histamina apresentou concentragdes que
atingiram 60,58 * 32,87 mg/kg nos painhos inoculados com S. equorum S2M7 108 células/g de massa,
valores muito acima dos determinados nos paios de porco preto mas, ainda assim, muito inferiores
aos apresentados por Gomes (2016) e Claro (2009) para enchidos Alentejanos, que chegaram
atingiram, em termos médios, 0s 277,91 mg/kg e 591,70 mg/kg, respetivamente. J4 Alves et al. (2017)
quantificaram teores superiores a 100 mg/kg de histamina em dois paios produzidos em Portugal. A
atividade descarboxilase da estirpe em causa foi avaliada por Alfaia et al. (2018) e os autores
concluiram que a mesma ndo era produtora de histamina, como tal, julgamos que ndo sera de excluir

a possibilidade de durante a fermentacdo espontanea, principalmente como resultado da atividade
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as bactérias laticas (particularmente Enterococcus), que sao os principais microrganismos envolvidos
no processo de fermentagdo (EFSA, 2011), tenha havido a produ¢do daquela amina. Relembramos
gue tiramina e histamina sdo as aminas mais importantes do posto de vista toxicolégico (Vidal-Carou

et al., 2015; Latorre-Moratalla et al., 2012b; Shalaby, 1996).

Laranjo et al. (2016) também verificaram que a amina que apresentou teores mais elevados em
cataldo e salsichdo prontos a consumir foi triptamina e Dominguez et al. (2016) quantificaram teores
mais elevados de espermina. Amina que também quantificAmos em concentragdes consideraveis no
produto acabado (> 70 mg/kg). Porém, Vidal-Carou et al. (2007) referem que triptamina e
feniletilamina podem ser consideradas as aminas que apresentam teores mais reduzidos em enchidos
fermentados, a sua acumulagdo parece dependente da ocorréncia de altos teores de tiramina
associados a algumas estirpes de bactérias laticas ou ECN. O presente estudo ndo corrobora a teoria

das duas aminas mencionadas estarem associadas a teores elevados de tiramina.

Simion et al. (2014) confirmaram a correlagao existente entre contagens elevadas de LAB e teores
superiores de triptamina em enchidos Romenos tipo Dacia. Aqueles autores referem que esta
correlagdo parece indicar o papel daquele grupo microbiano na geragao de triptofano livre ou na sua
posterior descarboxilacdo para gerar aquela amina. Os valores de triptamina quantificados pelos
autores citados, embora elevados, foram inferiores a 50 mg/kg, o que coincide com os valores
relatados por outros autores (Papavergou et al., 2012; Suzzi & Gardini, 2003), e os teores ndo foram
afetados pelo uso de culturas de arranque. Os valores obtidos no presente ensaio foram superiores
ao indicado e a estirpe S. equorum S2M7 parece ter tido efeito no aumento dos teores da amina em

causa.

Em varios alimentos fumados sdo encontrados alcaloides de B-carbolina. Podendo ser formados na
reacdo de L-triptofano com formaldeido ou acetaldeido. A concentracdo de todos os compostos
referidos aumenta com a temperatura e duragdo da fumagem (Papavergou & Herraiz, 2003).
Podendo, portanto, estar associada a teores elevados de triptamina, uma vez que a descarboxilagdo
do triptofano originara aquela amina. Porém, se tivermos em conta os resultados obtidos no produto
acabado para os paios de porco preto inoculados com culturas puras de Lactobacillus e culturas
mistas esta premissa ndo se cumpre, porque as temperaturas ao longo do processo de cura nao

ultrapassaram os 12°C e os teores de triptamina foram elevados.

A presenca das poliaminas naturais espermidina e espermina seguiu o padrao habitualmente
encontrado em enchidos - como ja referimos ao longo deste trabalho - com a prevaléncia da segunda

sobre a primeira.
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Lu et al. (2015) e Bover-cid et al. (1999) referem que as poliaminas naturais sdo predominantes nas
matérias-primas dos enchidos e os seus teores ndo se alteram significativamente ao produto
acabado. O presente estudo e os levados a cabo por Laranjo et al. (2017a); Laranjo et al. (2016) e
Simion et al. (2014) n3do parecem corroboram a questdo dos valores ndo se alterarem

significativamente até se atingir o produto acabado.

Y

Latorre-Moratalla et al. (2007) associaram histamina a presenca de diaminas, especialmente

cadaverina, no entanto, neste ensaio essa relagcdo nao foi muito evidente no presente ensaio.

Como as temperaturas atingidas durante o processo de fumagem na empresa da Beira Baixa foram
bastante elevadas (atingiram os 48,4°C), se comparadas com as usadas quando a cura decorre
exclusivamente em camara de cura, aproveitamos para referir que Glcuikoglu & Kiplali (2010)
relataram que temperaturas superiores durante o processo de cura (26°C vs. 22°C) possibilitaram a
reducdo de putrescina por diferentes culturas de arranque (L. sakei e S. xylosus B-FM, L. plantarum e
S. carnosus TD66 e L. curvatus, S. carnosus e S. xylosus RM-10) em enchidos Turcos, contudo, as
temperaturas de fermentagdo ndo tiveram nenhum efeito significativo na reducdo da tiramina.
Similarmente, Casquete et al. (2011b) descreveram a influéncia das temperaturas no
desenvolvimento e atividade de culturas de arranque autdctones, compostas por P. acidilactici
MS200 e S. vitulus RS34 e P. acidilactici MS198 e S. vitulus RS34, neste caso, a temperatura mais
elevada (12°Cvs. 7°C) no inicio da cura contribuiu para reducdo dos teores de aminas, provavelmente

devido a melhor adaptacao das culturas autdctones ao ambiente de fermentagdo das massas.

As praticas usadas ao longo do processo produtivo condicionam tanto o desenvolvimento microbiano
(atividade descarboxilase) como as alteraces bioquimicas e fisico-quimicas que ocorrem durante a
fermentacdo. O recurso a fumagem tradicional varia em func¢do das tradicdes e dos habitos de
consumo. Na Beira Baixa, a cura dos enchidos decorre principalmente no fumeiro tradicional,
contrariamente ao que se verifica no Alentejo, onde a utilizacdo de cdmaras de cura, com pequenos
periodos de fumagem, constitui a pratica mais comum. Roseiro et al. (2010) registaram maiores
teores de aminas biogénicas quando a cura dos produtos decorreu por a¢ao do fumo, por oposicao
aos sujeitos exclusivamente a camaras de cura. Elias & Carrascosa (2010) também relacionaram
maiores valores de azoto basico volatil total e protedlise com processos de fumagem mais intensos,

concomitantemente teores superiores de aminas biogénicas.

No produto acabado, os valores médios obtidos para o conjunto das aminas vasoativas e para a
concentracdo total de aminas biogénicas foram inferiores a 200 mg/kg e 1000 mg/kg,
respetivamente, o que é positivo em termos higiénicos, visto estes serem os limites apresentados por

varios autores e citados por Tasic et al. (2012).
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Os teores totais de aminas biogénicas determinados neste ensaio, no produto acabado, foram
inferiores aos determinados por Papavergou et al. (2012); Casquete et al. (2011b) e Ruiz-Moyano et

al. (2011).

Os teores de aminas biogénicas determinados neste ensaio foram inferiores aos obtidos em todos os
ensaios levados a cabo com os paios de porco preto. Se tivermos em conta os resultados obtidos para
o pH e a aw, facilmente percebemos que foram semelhantes em todos os ensaios dos dois tipos de
enchido. No entanto, os parametros microbioldgicos revelam que as matérias-primas dos painhos
apresentavam teores menores, por exemplo, de enterobactérias e L. monocytogenes e no produto
acabado também se aplicou o descrito. Aqui parece ter existido uma influéncia da microbiota sobre

a aminogénese.

Na Tabela 103 apresenta-se a percentagem de redugao dos teores de aminas biogénicas no produto

acabado, por comparagao entre os painhos controlo e os inoculados.

Tabela 103 - Percentagem de redugdo dos teores de aminas biogénicas no produto acabado, por comparagdo
entre os painhos controlo e os inoculados.

% de Redugao

B- Ais | T

watdicks | Trorin | g, | bt | odvein |tk | Tk | epemiae | e | D00 | &
1 —

2 9,82 6,04 NR NR NR 28,05 NR 0,62 NR NR

3 NR NR 36,70 NR NR NR NR NR NR NR

4 NR 839 | 30,78 | NR NR | 11,71 | NR NR NR [ NR

5 NR NR NR NR NR | 854 NR NR NR | NR

1 - Controlo com dextrose; 2 - Staphylococcus equorum 5MSA4 (10° células/g); 3 - Staphylococcus equorum
5MSA4 (108 células/g); 4 - Staphylococcus equorum S2M7 (10° células/g); 5 - Staphylococcus equorum S2M7 (108
células/g).

O conjunto das aminas vasoativas corresponde a soma dos teores da triptamina, B-feniletilamina, histamina e

tiramina.
NR - Ndo ocorreu redugao
Tendo como base o descrito na Tabela 103, verifica-se que as inoculagdes ndo promoveram um
decréscimo dos teores de aminas biogénicas tdo evidente como nos paios de porco preto. Todavia,
neste ensaio os teores globais destes compostos foram bastante inferiores, o que poderd dificultar a
acdo das estirpes sobre a redugdo daqueles contaminantes quimicos. Na maioria dos casos até
. . . . ~ 8
promoveram um incremento, principalmente a estirpe S. equorum S2M7, na concentragdo 10
células/g de massa. Todavia, as estirpes ndo promoveram reducdo quer para os teores de aminas
vasoativas quer para os teores totais de aminas. Como ja haviamos referido nas discussdes relativas
aos paios de porco preto, a estirpe em causa apenas mostrou atividade descarboxilase moderada

para tiramina ndo sendo produtora de nenhuma das restantes aminas estudadas (Alfaia et al., 2018).
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Como ja haviamos escrito nas discussdes supracitadas, varios autores atestam a a¢do das culturas de
arranque na redugdo dos teores de aminas biogénicas (Baka et al., 2011; Casquete et al., 2011b), no
entanto, neste ensaio, essa premissa nao foi totalmente valida, indo ao encontro do evidenciado por

Bozkurt & Erkmen (2002) e Parente et al. (2001).

5.4.4. Parametros da cor

Na Tabela 104 apresenta-se a andlise de varidncia para os resultados dos pardmetros da cor,

considerando o fator lote.

Tabela 104 - Analise de variancia para os resultados dos parametros da cor, considerando o fator lote.

Fator
Variaveis Lote
G.L.=2
L* F=2,6129
P=0,0767"->
a* F=0,2911
P=0,7479"->
b* F=0,3986
P=0,6720N>
c* F=0,3196
P=0,7269"->
He F=0,2819
P=0,7547"">

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo

Analisando a Tabela 105 conclui-se que o fator lote nao foi significativo (p=0,05) para nenhuma das
variaveis estudadas. Refletindo, possivelmente, o facto das estirpes manterem uma acdo semelhante

em todos os lotes ou essa acdo ser reduzida ao ponto de ndo conseguir influir sobre a variancia.

Na Tabela 105 é apresentada a andlise de varidancia para os resultados dos parametros da cor,

considerando o fator modalidade.
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Tabela 105 - Analise de variancia para os resultados dos parametros da cor, considerando o fator modalidade.

Fator
Variaveis Modalidade
G.L=4
L* F=8,7755
P=0,0000***
a* F=2,9982
P=0,0206*
b* F=1,0856
P=0,3659"->
c* F=1,8952
P=0,1144N"
H° F=1,4260
P=0,2283N->

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; * Significativo para p<0,05; *** Significativo para p<0,001

Avaliando a Tabela 105 infere-se que o fator modalidade foi altamente significativo (p<0,001) para L*
e significativo (p<0,05) para a*. Ndo tendo esse efeito ou outro estatisticamente significativo sobre

as demais varidveis (p=0,05).

Na Tabela 106 apresentam-se os valores médios e desvios padrao para os parametros da cor obtidos

nos painhos da Beira Baixa inoculados com Staphylococcus.

Tabela 106 - Valores médios e desvios padrao para os parametros da cor obtidos nos painhos da Beira Baixa
inoculados com Staphylococcus.

Parametros
Tempo de Modalidade L* a* b* c* H°
amostragem

1 46,30°£3,60 | 17,15°+2,42 | 11,05+2,85 | 20,46%3,33 | 32,42+4,58

TFinal 2 46,48°+3,73 | 15,33°"+2,38 | 10,15+3,33 | 18,47+3,64 | 32,6845,81

iha 3 41,77°42,72 | 16,34°°+1,85 | 9,60+2,32 | 19,01+2,54 | 30,04+4,79

(produto acabado) -

4 44,39°+4,38 | 15,27°+3,70 9,75+3,64 | 18,22+4,81 | 31,9546,06

5 44,38°+2,91 | 16,70°° 2,50 | 10,14+2,41 | 10,14+2,41 | 30,9043,78

1 - Controlo com dextrose; 2 - Staphylococcus equorum SMSA4 (10° células/g); 3 - Staphylococcus equorum
5MSA4 (108 células/g); 4 - Staphylococcus equorum S2M7 (10° células/g); 5 - Staphylococcus equorum S2M7 (108
células/g).

Na mesma coluna, letras diferentes representam médias com diferencgas significativas para p < 0,05.

Analisando a Tabela 106 verifica-se que apenas existiram diferencas significativas para os parametros

L* e a*.

Para L* a modalidade 3 (S. equorum 5MSA4 108) apresentou painhos estatisticamente (41,77 +2,72)
mais escuros, por comparagao com os alocados as demais modalidades. Relembramos que os teores
de gordura poderdo influenciar os valores de L*, sendo proporcionais e que muitos autores referem
gue os valores de L* sdo influenciados pela perda de 4gua decorrente do processo de cura (Sanabria

et al., 2004; Pérez-Alvarez et al., 1999).
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Relativamente a coordenada a*, verificamos que a modalidade 1 (controlo) apresentou painhos
significativamente (17,15 + 2,42) mais vermelhos que os alocados a modalidade 4 (S. equorum S2M7
103), com o valor médio 15,27 + 3,70. Pérez-Alvarez et al. (1999) apontam uma possibilidade para os
valores de a*, de uma forma geral, se irem minorando ao longo da cura de enchidos - algo que ndo
determinamos -, que se prende com a desnaturacdo da nitrosomioglobina devido a producdo de
acido latico. No produto acabado os valores médios do pH e as contagens de bactérias laticas dos
painhos inoculados foram semelhantes aos dos controlo, posto isto, neste ensaio ndo parece

aplicar-se a hipdtese dos autores citados.

Prpich et al. (2015) obtiveram valores ligeiramente inferiores para a coordenada de cor L*, inferiores
a 10 para a* e inferiores a 6 para b*. Os mesmos autores nao determinaram C* nem H°. Significado,
portanto, que os painhos foram mais vermelhos e amarelos que os enchidos produzidos pelos autores
citados. Estes autores concluiram que a inoculagdao dos enchidos com as estirpes L. sakei 487 e S.
vitulinus C2, na concentra¢3o aproximada de 10° células/g de massa, contribuiram para a formacio

da cor vermelha dos enchidos, por compara¢do com os controlo.

Como sabemos, a redugao de nitratos a nitritos e de estes a 6xido nitroso, que reage com o grupo
heme da mioglobina da carne para dar lugar ao pigmento nitrosomioglobina e posteriormente ao
nitrosoheme, pigmento responsavel pela cor estavel dos enchidos curados, é fundamental para
manter a vulgarmente designada cor caracteristica dos enchidos, cor essa que vai ao encontro do
gosto dos consumidores. Ggtterup et al. (2008) concluiram que a acdo de estirpes de Staphylococcus
ndo foi significativa na formacdo dos pigmentos que mantém a cor da carne estavel, quando
utilizaram nitritos e acido ascérbico, todavia, quando recorreram a nitratos as estirpes conseguiram
ter um efeito significativo, ou seja, a sua atividade nitrato-redutase contribuiu para a formacao de
nitrosomioglobina. E sabido que a adic3o de 4cido ascérbico ou de algum dos seus sais - ascorbatos - e

o abaixamento do pH poderdo contribuir para acelerar a fixagdo da cor dos produtos carneos.

5.4.5. Parametros reoldgicos

Na Tabela 107 apresenta-se a analise de variancia para os resultados obtidos para os parametros

reoldgicos, considerando o fator lote.
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Tabela 107 - Analise de variancia para os resultados dos parametros reoldgicos, considerando o fator lote.

Fator
Lo . Lote
Variaveis
G.L.=2
F=1,8718
Dureza (N) P=0,1574NS-
F=4,4110
. . _1 ’
Adesividade (N.s™) P=0,0138*
.. F=0,3798
Coesividade P=0,6846N5
.. F=1,0869
Elasticidade P=0,3399N5
Resiliéncia F=2,3083
P=0,1030N->
. - F=1,9775
Mastigabilidade (N) P=0,1421NS

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; * Significativo para p<0,05

Apods leitura da Tabela 107 podemos inferir que o fator lote foi significativo (p<0,05) para a

adesividade e foi ndo significativo (p>0,05) para as de mais variaveis.

Na Tabela 108 apresenta-se a andlise de variancia para os resultados dos parametros reoldgicos,

considerando o fator modalidade.

Tabela 108 - Andlise de variancia para os resultados dos parametros reoldgicos, considerando o fator
modalidade.

Fator
i Modalidade
Variaveis
G.L.=4
F=6,3119
Dureza (N) P=0,0001***
F=7,6722
. . -1 !
Adesividade (N.s™) P=0,0000%**
— F=8,6056
Coesividade P=0,0000%**
- F=3,1499
Elasticidade P=0,0162*
Resiliéncia oo
P=0,0151*
- F=5,8598
Mastigabilidade (N) P=0,0002%**

G.L. — Graus de Liberdade

Niveis de significancia: * Significativo para p<0,05;*** Significativo para p<0,001

Observando a Tabela 108 constata-se que o fator modalidade foi altamente significativo (p<0,001)

para dureza, adesividade, coesividade e mastigabilidade e significativo (p<0,05) para elasticidade e

resiliéncia.
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Na Tabela 109 sdo apresentados os valores médios e desvios padrdao para os parametros reoldgicos

obtidos nos painhos da Beira Baixa inoculados com Staphylococcus.

Tabela 109 - Valores médios e desvios padrdo para a analise do perfil de textura obtidos nos painhos da Beira
Baixa inoculados com Staphylococcus.

TFinal (produto acabado)

Modalidade

Parametros 1 2 3 4 5

Dureza (N) 39,948°+13,688 | 55,664°°+26,451 | 61,976°+19,567 | 49,054°+14,518 | 49,281°+11,357
8:‘:5‘1')" idade -0,189°40,172 | -0,396°+0,436 | -0,6667+0,470 | -0,478%°+0,304 | -0,388+0,218
Coesividade 5,09241,557 | 7,564"°+3,020 8,955°+2,496 7,767°°+3,826 | 6,850"+1,687
Elasticidade 0,805°t0,070 | 0,862°°t0,057 0,852°%0,074 0,996°+0,413 0,859°%0,660
Resiliéncia 0,193'+0,028 | 0,190""+0,034 0,169°+0,039 0,183°°+0,028 0,195°+0,031
:\"'\“;‘St'gab"'dade 21,824"+7,493 | 32,974°+14,607 | 38,298°+11,647 | 32,487°421,204 | 29,708°+8 637

1 - Controlo com dextrose; 2 - Staphylococcus equorum 5MSA4 (10° células/g); 3 - Staphylococcus equorum
5MSA4 (108 células/g); 4 - Staphylococcus equorum S2M7 (10° células/g); 5 - Staphylococcus equorum S2M7 (108
células/g).

Na mesma linha, letras diferentes representam médias com diferencas significativas para p < 0,05.

Analisando a Tabela 109 conclui-se que os painhos alocados @ modalidade 3 (S. equorum 5MSA4 108)
foram significativamente mais duros (61,976 = 19,567 N) que os restantes, com excecdo dos
atribuidos & modalidade 2 (S. equorum 5MSA4 10°) que apresentaram um valor médio de 55,664 +
26,451 N. Os painhos atribuidos a esta ultima modalidade também foram significativamente mais
duros que os da modalidade 1 (controlo), que apresentaram um valor médio de 39,984 + 13,688 N.
O valor médio obtido pelos painhos controlo destaca-se por ser bastante reduzido, por comparagao
com resultados que obtivemos nos ensaios dos paios de porco preto e os levados a cabo por Elias
(2004), todavia, sdo semelhantes aos obtidos por Alves et al. (2016). Como veremos nos resultados
obtidos para os parametros de andlise sensorial, o painel de provadores nao percecionou este valor
que parece ser reduzido para a dureza dos enchidos, tendo em conta os obtidos nos ensaios
anteriores. Apesar das condicGes de processamento serem o mais semelhantes possivel, as amostras
utilizadas para estudar os parametros reolégicos ndo foram as mesmas que o painel de provadores
avaliou, como tal, pode ter existido alguma variabilidade entre amostram que conduziu as diferencas

mencionadas.

Os enchidos inoculados apresentaram-se mais duros, coesos, adesivos e, consequentemente,
apresentaram valores médios mais elevados para mastigabilidade e, de uma forma geral, menores
para a resiliéncia. O parametro adesividade é que ndo parece ter uma razao objetiva para ter sido
mais elevado nos enchidos inoculados, pois estando relacionado com as caracteristicas da superficie
da amostra, nomeadamente com a capacidade de adesdo a superficie da sonda, parece-nos que

deveria apresentar resultados inferiores, até porque os valores da aw dos enchidos inoculados foram

229



proximos ou mais reduzidos que os dos enchidos controlo e ndo nos parece que o pH (exsudagao)

possa estar a influir neste ensaio, em fun¢do dos resultados obtidos.

5.4.6. Analise sensorial

Na Tabela 110 mostra-se a andlise de variancia para os resultados dos pardmetros de andlise

sensorial, considerando o fator lote.

Tabela 110 - Analise de variancia para os resultados dos parametros de analise sensorial, considerando o fator
lote.

Fator
L Lote
Variaveis
G.L.=2

; F=1,2767
Intensidade da cor P=0,2819N5

Cores estranhas F=0,4043
P=0,6681N->

F=3,8902

Marmoreado P=0,0225*

. F=2,0958
Intensidade do aroma P=0,1265"5-

Aromas estranhos F=3,5223
P=0,0319*

Dureza F=0,3032
P=0,7388N->

. . F=1,0029
Fibrosidade P=0,3692N5

Suculéncia F=2,9357
P=0,0561N->

. F=0,3985
Intensidade do sabor P=0,6721N5

Sabores negativos F=1,6009
g P=0,2050M-

. F=4,9810
Intensidade da salga P=0,0080**

L. F=0,3851
Apreciagdo global P=0,6810MS-

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; * Significativo para p<0,05; ** Significativo para p<0,01

Relativamente aos resultados apresentados na Tabela 110 pode inferir-se que o fator lote foi muito
significativo (p<0,01) para a intensidade da salga, significativo (p<0,05) para marmoreado e aromas

estranhas e nao significativo (p20,05) para as restantes variaveis.

Apesar das modalidades e as condi¢cdes de cura serem idénticas, o facto de os lotes terem sido
produzidos em datas distintas e com matérias-primas provenientes também de lotes distintos,

podera culminar numa inevitavel variancia.
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Na Tabela 111 é apresentada a analise de variancia para os resultados dos parametros de andlise

sensorial, considerando o fator modalidade.

Tabela 111 - Analise de varidncia para os resultados dos parametros de analise sensorial, considerando o fator
modalidade.

Fator
L Modalidade
Variaveis
G.L=4

] F=2,041
Intensidade da cor P=0,0915MS-

Cores estranhas F=0,0088
P=0,6569"->

F=1,0719
Marmoreado P=0,3725M5

. F=0,5836
Intensidade do aroma P=0,6750M5:

Aromas estranhos F=13110
P=0,2683N->

Dureza F=2,3411
P=0,0576N->

. . F=2,2512
Fibrosidade P=0,0562N-5

Suculéncia F=1,7380
P=0,1445N->

_ F=1,055
Intensidade do sabor P=0,3809"-

Sabores negativos F=0,7609
g P=0,5523"-

. F=1,7289
Intensidade da salga P=0,1465M-5

S F=1,7537
Apreciagao global P=0,1412N5

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo

Observando a Tabela 111 conclui-se que o fator modalidade nao foi significativo (p>0,05) para

nenhuma das variaveis estudadas.

Na Tabela 112 apresentam-se os valores médios e desvios padrdao para os parametros de anadlise

sensorial obtidos nos painhos da Beira Baixa inoculados com Staphylococcus.
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Tabela 112 - Valores médios e desvios padrao para os parametros de analise sensorial obtidos nos painhos da

Beira Baixa inoculados com Staphylococcus.

TFinal (produto acabado)

Modalidade

Parametros 1 2 3 4 5
L“;igi'dade 62,49 + 8,10 61,56 + 8,20 67,614£9,78 | 63,82+10,11 62,25 + 9,56
Cores

0,20+ 1,18 0,37+1,26 0,71+3,78 0,36 + 0,98 0,00 0,00
estranhas
Marmoreado | 55,60+ 21,55 | 53,97+20,49 | 50,07 +18,22 | 53,53+17,83 | 5991+ 15,90
Intensidade 65,91 + 15,65 65,94 + 8,08 69,04 + 7,19 65,39 + 7,36 68,38 + 15,69
do aroma
Aromas 1,74 4,31 5,97 £ 9,59 5,18+ 9,57 2,32£4,58 5,15+ 14,70
estranhos
Dureza 66,48 + 8,51 61,09+8,29 | 61,29+16,94 | 61,75+10,24 | 61,18+10,18
Fibrosidade 454042240 | 3306%2070 | 407142422 | 398242111 | 486823386
Suculéncia 50,46 + 16,95 | 47,31+18,88 | 47,64+17,47 | 5450+14,19 | 56,22 + 16,02
Intensidade 65494921 | 61,69+11,00 | 60,36+11,48 | 64,25+9,74 | 6444+15,16
do sabor
Sabores 4,77 7,01 8,12 + 8,76 7,57 9,39 7,75 +9,22 8,38 + 13,39
negathOS
Intensidade 57,26 + 6,51 59,09 + 7,73 60,96 + 9,08 61,78 + 7,96 59,75 + 6,10
da salga
:I'ZLE:I'““ 53,74+11,80 | 50,00+14,30 | 50,82+12,55 | 5839+15,15 | 53,31+13,78

1 - Controlo com dextrose; 2 - Staphylococcus equorum 5MSA4 (10° células/g); 3 - Staphylococcus equorum
5MSA4 (108 células/g); 4 - Staphylococcus equorum S2M7 (10° células/g); 5 - Staphylococcus equorum S2M7 (108
células/g).

Na mesma linha, letras diferentes representam médias com diferencas significativas para p < 0,05.

Avaliando a Tabela 112 percebe-se que ndo existiram diferencas significativas para nenhum dos

parametros avaliados pelo painel.

Como referimos nos resultados obtidos para os parametros reoldgicos, a dureza dos painhos
(préxima dos 40 N) ndo inoculados tinha sido reduzida por comparagdo com outros autores e com os
resultados por nds obtidos nos ensaios que antecederam este. No entanto, essa diferenca de valores

nao foi percecionada pelo painel de provadores.

Pensamos ser importante referir que, apesar de ndo terem existido diferencas significativas, a
modalidade 5 foi a Unica onde o painel ndo detetou cores estranhas e em termos de apreciacdo global
a modalidade preferida foi a inoculada com S. equorum S2M7 10° que apresentou um valor médio de

58,39 + 15,15, enquanto a modalidade ndo inoculada apresentou um valor médio de 53,74 + 11,80.

Prpich et al. (2015) observaram um contributo das culturas de arranque ao nivel da dureza e da
intensidade da cor em enchidos argentinos. Aqueles autores atribuiram valores mais elevados de
dureza a producdo de acido por parte das estirpes de Lactobacillus. A predominancia de LAB, face a

Staphylococcus, resultard em enchidos mais acidos e com menores intensidades de cor e aromatica,
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porque o ultimo género bacteriano é conhecido por ter um efeito melhorador nas caracteristicas

sensoriais dos enchidos, enquanto o primeiro género é mais conhecido pelo seu efeito protetor.

5.4.7. Principais conclus6es do ensaio

As inoculagdes tiveram um efeito positivo na reducao dos valores da aw no produto acabado, com
excecdo dos enchidos inoculados com a estirpe S. equorum S2M7 108 células/g de massa, tendo os
painhos alocados a estirpe S. equorum S2M7 10° células/g de massa apresentado valores daquele
parametro significativamente inferiores aos painhos controlo. Para o pH o efeito ndo foi tdo notdrio,
todavia, os painhos inoculados com a estirpe S. equorum S2M7 108 células/g de massa apresentaram

um valor médio significativamente inferior aos enchidos controlo.

De destacar a qualidade microbioldogica das matérias-primas e ingredientes que desde o TO
(pré-enchimento) ndo apresentaram Salmonella spp. nem qualquer contagem para L
monocytogenes. Porém, as estirpes ndo tiveram um efeito muito pronunciado sobre a microbiota dos

painhos.

As inoculagbes ndo promoveram um decréscimo dos teores de aminas biogénicas tdo evidente como
nos paios de porco preto. Na maioria dos casos até promoveram um incremento, principalmente a
estirpe S. equorum S2M7, na concentracdo 10% células/g de massa. De referir que nenhum valor
atingiu os 200 mg/kg e 1000 mg/kg, respetivamente, para aminas vasoativas e teores totais de

aminas, isto é, ndo ultrapassaram os limites de seguranga mencionados na bibliografia.

De uma forma geral as inoculagdes ndo depreciaram as caracteristicas sensoriais dos painhos.
Parece-nos que a estirpe S. equorum S2M7 se destacou ligeiramente, tendo em conta os resultados
da apreciagdo global, porque para os restantes parametros ndo houve uma estirpe que se tenha

destacado claramente.

Essa ponderagdo leva-nos a considerar que a estirpe S. equorum S2M7 foi aquela que apresentou
maior potencial para ser inoculada como cultura mista nos painhos da Beira Baixa. Quanto a
concentracdo a inocular, optamos por 108 células/g de massa porque no produto acabado foi aquela
que apresentou a concentragdo mais elevada para Staphylococcus e promoveu uma redugao superior
do pH, apesar dos resultados obtidos para aminas biogénicas ndo terem sido muito satisfatérios
guando inoculdmos a estirpe na concentracdo referida, todavia, como referido na andlise e discussdo
dos resultados, a atividade descarboxilase da estirpe em causa foi avaliada e a mesma foi muito baixa
para tiramina e nula para as restantes aminas, como tal, julgamos que os valores mais elevados de

aminas ndo terdo sido consequéncia da presenca da estirpe.

233



5.5. Ensaio de inoculagao em painhos da Beira Baixa com culturas puras de
Lactobacillus

5.5.1. Parametros fisico-quimicos (pH e aw)

Na Tabela 113 apresentam-se a andlise de variancia para os resultados do pH e da aw, considerando

o fator lote.

Tabela 113 - Analise de varidncia para os resultados do pH e da aw, considerando o fator lote.

Fator

Lote
G.L.=2
F=0,8616
P=0,4232N-
F=1,1285
P=0,3244N>

Variaveis

pH

aw

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo

Observando a Tabela 113 conclui-se que o fator lote nao foi significativo (p>0,05) para nenhuma das
varidveis estudadas. Este facto pode indicar uma maior padronizacdo dos processos e

matérias-primas usados na fabrica da Beira Baixa.

Na Tabela 114 mostra-se a analise de variancia para os resultados do pH e da aw, considerando os

fatores modalidade e tempo de amostragem.

Tabela 114 - Andlise de variancia para os resultados do pH e da awconsiderando os fatores modalidade e tempo
de amostragem.

Fatores
. Modalidade Tempo de Modalidade x Tempo de amostragem
Variaveis amostragem
G.L=4 G.L.=2 G.L.=8

oH F=79,6531 F=2976,0508 F=23,8850

P=0,0000*** P=0,0000*** P=0,0000***
aw F=12,0523 F=1286,4788 F=8,1347

P=0,0000*** P=0,0000*** P=0,0000***

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: *** Significativo para p<0,001

Analisando a Tabela 114 conclui-se que os dois fatores foram altamente significativos (p<0,001) para

as duas variaveis (pH e aw).

Na Tabela 115 indicam-se os valores médios e desvios padrdo para o pH e a aw obtidos nos painhos

da Beira Baixa inoculados com Lactobacillus.
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Tabela 115 - Valores médios e desvios padrdo para o pH e a aw obtidos nos painhos da Beira Baixa inoculados
com Lactobacillus.

Parametros
Tempo de amostragem Modalidade pH aw
1 5,91%7+0,04 0,953 +0,005
2 5,892 +0,07 0,934*"+0,036
To 3 5,58%P+0,13 0,945"3" +0,004
4 5,942 +0,06 0,947 +0,005
5 5,634P+0,17 0,950"°+0,005
1 5,18%2+0,08 0,913%2+0,008
2 5,18%2+0,05 0,901%* 40,012
15 3 5,05%¢+0,05 0,890%¢+0,009
4 5,125 40,08 0,900%" +0,010
5 5,12%¢+0,06 0,891%¢+0,010
1 5,11%2+0,15 0,870%°+0,008
2 5,02¢¢+0,11 0,874%%+0,019
TFinal . oo
3 4,96“°+0,03 0,861“°<+0,005
4 5,08“"+0,10 0,860%¢+0,021
5 5,055 +0,06 0,866 +0,006

TO (pré-enchimento); T5 (fase intermédia da cura); TFinal (produto acabado).

1 - Controlo com dextrose; 2 - Lactobacillus curvatus L2B2 (10° células/g); 3 - Lactobacillus curvatus L2B2 (102
células/g); 4 - Lactobacillus sakei CV3C2 (10° células/g); 5 - Lactobacillus sakei CV3C2 (108 células/g).

Para a mesma modalidade e na mesma coluna, letras maiusculas diferentes representam médias com
diferencas significativas para p< 0,05. Para o0 mesmo tempo de amostragem e na mesma coluna, letras
minusculas representam médias com diferencas significativas para p< 0,05.

A andlise da Tabela 115 permite concluir que, para o pH, existiram diferencas significativas entre o
TO (pré-enchimento) e os tempos de amostragem que se lhe seguiram (T5 e TFinal), cabendo aos
ultimos tempos valores significativamente inferiores. No que concerne a uma avaliagdo por tempo
de amostragem, no TO as massas inoculadas com L. curvatus L2B2 108 (modalidade 3) e L. sakei
CV3C2 10® (modalidade 5) apresentaram valores médios de pH (5,58 + 0,13 e 5,63 + 0,17,
respetivamente) significativamente inferiores as das restantes modalidades, isto é, as modalidades
em que as estirpes foram inoculadas com a concentracdo inferior (10° células/g de massa) e a
controlo. Como ja foi amplamente referido, valores mais baixos de pH nesta fase poderdo ter um
efeito importante sobre a acdo de microrganismos patogénicos, contribuido, deste modo, para a
seguranca sanitaria dos enchidos. Na fase intermédia da cura (T5), como seria expectavel, os valores
de pH reduziram-se de forma consideravel em todas as modalidades, aquele abaixamento deveu-se,
presumivelmente, as razées ja sobejamente indicadas ao longo deste trabalho. Porém, os painhos
alocados a modalidade 3 apresentaram um valor médio (5,05 + 0,05) significativamente inferior aos
das modalidades 1 (controlo) e 2 (L. curvatus L2B2 10°), cujos valores médios foram de 5,18 + 0,08 e
5,18 £ 0,05, respetivamente. No produto acabado, os painhos alocados a modalidade 3 mantiveram

o valor médio (4,96 + 0,03) significativamente inferior aos das restantes modalidades, com excec¢do
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da sua congénere 2 (5,02 £ 0,11). Entre as restantes modalidades ndo se observaram diferencgas
significativas, no entanto, todos os painhos inoculados apresentaram valores médios inferiores aos

controlo.

Dalla-Santa et al. (2014) produziram salames italianos e inocularam L. plantarum 503 e S. xylosus e
L. plantarum 314 e S. xylosus, na concentracdo aproximada de 107 células/g de massa com 0,5% de
glucose + 0,5% de sacarose adicionadas. Os autores obtiveram, no inicio da cura, valores médios
proximos de 5,80 + 0,00, tanto para os enchidos controlo como para os inoculados, ou seja, ndo
existiram diferencas ao nivel estatistico. Na fase intermédia da cura os valores reduziram-se
consideravelmente, tendo sido de 4,55 + 0,02, 4,22 + 0,02 e 4,35 £ 0,12, para os enchidos controlo,
inoculados com L. plantarum 503 e S. xylosus e inoculados com L. plantarum 314 e S. xylosus,
respetivamente. No produto acabado, seguindo a mesma ordem de apresentagdo dos resultados,
obtiveram resultados semelhantes aos da fase intermédia da cura, que foram de 4,54 + 0,01, 4,31 +
0,01 e 4,40 £ 0,02, respetivamente. Os autores identificaram diferengas significativas entre enchidos
inoculados e controlo nos dois ultimos tempos de amostragem. Cenci-Goga et al. (2012) produziram
salame italiano inoculado com L. lactis 340, L. lactis 316 e L. casei 340, na concentragao aproximada
de 107 células/g de massa e sem aclcares adicionados, e logo apds o enchimento obtiveram valores
médios de 6,58 e 6,56 para os enchidos controlo e inoculados, respetivamente. Na fase intermédia
da cura os valores baixaram para 6,23 e 5,66, respetivamente, e no produto acabado subiram para
valores superiores aos iniciais, tendo sido de 6,81 e 6,76, respetivamente. Chen et al. (2016)
produziram enchidos chineses inoculados com L. sakei CMRC6 e L. plantarum CMRC15, com uma
concentracdo aproximada de 107 células/g de massa e também n3o adicionaram acucar. Os autores
efetuaram o enchimento apds a mistura, consequentemente o processo de fermentagdo decorreu
no interior das tripas e teve a duracdo de 48 h. Naquele momento do processo os valores
determinados foram de 5,4 para os enchidos controlo, 5,1 para os inoculados com L. sakei CMRC6 e
proximos de 4,7 para os inoculados com L. plantarum CMRC15. Na fase intermédia da cura os
enchidos controlo e inoculados com L. sakei CMRC6 apresentaram uma redugdo dos respetivos
valores de pH (5,2 e 5,0, respetivamente), enquanto os enchidos alocados a L. plantarum CMRC15
sofreram um ligeiro incremento para préximo dos 4,8. Incremento que se manteve até ao produto
acabado, tendo terminado em 4,9, valor que se aplicou a todas os enchidos inoculados,
independentemente da estirpe. Os enchidos controlo apresentaram um valor de pH de 5,0, que foi
significativamente superior por comparacdao com os inoculados. Estes autores observaram que
alguns enchidos mantiveram uma tendéncia decrescente dos valores de pH - o observado no
presente ensaio -, porém, outros sofreram ligeiros incrementos no produto acabado, causados pelo

efeito tampao resultante da protedlise.
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Os resultados deste ensaio foram semelhantes aos apresentados por Chen et al. (2016) e inferiores
aos de Cenci-Goga et al. (2012). Esta situacdo parece-nos natural, visto as estirpes usadas e as
condicbes de processamento serem distintas, nomeadamente o facto dos autores ndo terem
adicionado aclcares fermentesciveis. Ja Dalla-Santa et al. (2014) determinou valores de pH no
produto acabado bastante inferiores ao que é habitual neste tipo de enchido (Holko et al., 2013;

Lebert et al., 2007b), incluindo os nossos.

Quanto aos valores médios da aw existiram diferencas significativas ao longo do processo produtivo,
verificando-se um decréscimo a medida que a cura foi decorrendo. No que concerne ao TO, foram os
painhos alocados a8 modalidade 2 (L. curvatus L2B2 10°) que apresentaram um valor médio (0,934 +
0,036) significativamente inferior, com exce¢do dos painhos da sua congénere nimero 3 (0,945 +
0,004). Entre as restantes modalidades ndo se observaram diferencas. Houve um decréscimo
evidente dos valores médios para todas as modalidades do TO para o T5, porém, foram os enchidos
controlo que apresentaram o valor médio (0,913 + 0,008) significativamente superior aos
inoculados. No produto acabado, conclui-se que a modalidade 4 (Lactobacillus sakei CV3C2 10°)
reduziu significativamente a aw dos painhos, por comparagdo com os painhos controlo e com os
inoculados com a modalidade 2, contribuindo, deste modo, para encurtar o processo produtivo e

aumentar a estabilidade microbiana dos enchidos.

No que concerne a resultados obtidos por outros autores, Dalla-Santa et al. (2014), obtiveram
valores médios superiores em todas as fases de producédo, independentemente dos enchidos serem
ou ndo inoculados. Cenci-Goga et al. (2012) ndo encontram diferengas entre enchidos controlo e
inoculados em nenhum dos tempos de amostragem. No produto acabado os enchidos produzidos
por aqueles autores apresentaram valores médios que se aproximaram de 0,83 (inferiores aos por
nds determinados). Ja Chen et al. (2016) obtiveram resultados semelhantes aos do presente estudo
e nao identificaram diferencas significativas entre enchidos inoculados e controlo em nenhuma das

fases do processo.

Temos discutido os resultados obtidos para o pH e a aw separadamente, mas a diminui¢cdo dos
valores da aw estd intimamente associada ao abaixamento do pH. Quando o pH se aproxima do
ponto isoelétrico das proteinas miofibrilares da carne (5,1-5,3), a capacidade para reter dgua diminui,

facilitando a desidratacdo e, consequentemente, reduzem-se os valores da aw dos enchidos.

5.5.2. Parametros microbioldgicos

Para algumas das varidveis em estudo nao foi feita analise de variancia, porque os resultados foram

inferiores ao limiar de dete¢do do método utilizado.
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Na Tabela 116 apresenta-se a analise de variancia para os resultados dos pardmetros

microbioldgicos, considerando o fator lote.

Tabela 116 - Analise de varidncia para os resultados dos parametros microbioldgicos, considerando o fator
lote.

Fator
i . Lote
Variaveis G.L-2
g F=0,1681
Mesofilos P=0,8455N5
Psicrotroficos F=10,6004
P=0,0000***
e taas F=1,8362
Bactérias laticas P=0,1655"5
F=0,1304
Staphylococcus spp. P=0,8779"5
Enterobactérias F=0,1347
P=0,8742N*
Leveduras F=0,3988
P=0,6723N*

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; ***significativo para p<0,001

Os resultados apresentados na Tabela 116 indicam que o fator lote foi altamente significativo
(p<0,001) para microrganismos psicrotroficos e ndo apresentou diferencas com significado
estatistico (p20,05) paras as restantes varidveis. Os resultados seguiram a tendéncia dos
apresentados para o pH e a aw, isto é, o fator lote ndo apresentou significancia sobre a maioria dos

parametros microbioldgicos.

Na Tabela 117 é apresentada a andlise de varidncia para os resultados dos pardmetros

microbioldgicos, considerando os fatores modalidade e tempo de amostragem.

Tabela 117 - Analise de variancia para os resultados dos parametros microbioldgicos, considerando os fatores
modalidade e tempo de amostragem.

Fatores
. Modalidade Tempo de Modalidade x Tempo de amostragem
Variaveis amostragem
G.L.=4 G.L.=2 G.L.=8

Meséfilos F=4,1322 F=1,5114 F=1,1659
P=0,0044** P=0,2272N> P=0,3310N*

Psicrotréficos F=0,5803 F=18,5414 F=1,4254
P=0,6778N-> P=0,0000*** P=0,1999N->

Bactérias lsticas F=6,9625 F=26,4817 F=2,0696

P=0,0000*** P=0,0000*** P=0,0494*

Staphylococcus F=29,6779 F=6,8955 F=6,9684
spp. P=0,0000*** P=0,0018** P=0,0000***

Enterobactérias F=0,4942 F=230,6275 F=2,8543
P=0,7400N-* P=0,0000*** P=0,0080**
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Tabela 117 (continuagdo) - Andlise de varidncia para os resultados dos parametros microbiolégicos,
considerando os fatores modalidade e tempo de amostragem.

Fatores
. Modalidade Tempo de Modalidade x Tempo de amostragem
Variaveis amostragem
G.L.=4 G.L.=2 G.L.=8
Leveduras F=2,9379 F=128,4089 F=4,6371
P=0,0259* P=0,0000*** P=0,0001***

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; * Significativo para p<0,05; ** Significativo para p<0,01;
*** Significativo para p<0,001

Observando a Tabela 117 contata-se que o fator modalidade foi altamente significativo (p<0,001)
para as contagens de bactérias laticas e Staphylococcus spp., muito significativo (p<0,01) para
microrganismos mesofilos, significativo (p<0,05) para leveduras e ndo significativo (p=0,05) para as
restantes varidveis. Entre tempos de amostragem as contagens de microrganismos psicrotroéficos,
bactérias laticas, enterobactérias e leveduras apresentaram diferencas altamente significativas
(p<0,001), para Staphylococcus spp. foi muito significativo (p<0,01) e ndo significativo (p>0,05) para
microrganismos mesofilos. A interacdo modalidade x tempo de amostragem foi altamente
significativa (p<0,001) para as contagens de Staphylococcus spp. e leveduras, muito significativa
(p<0,01) para enterobactérias e significativa (p<0,05) para bactérias laticas, ndo tendo apresentado

diferencas com significado estatistico (p=0,05) para as restantes variaveis.

Na Tabela 118 mostram-se os valores médios e desvios padrao para os parametros microbioldgicos

obtidos nos painhos da Beira Baixa inoculados com Lactobacillus.

Tabela 118 - Valores médios e desvios padrdo para os parametros microbiolégicos obtidos nos painhos da
Beira Baixa inoculados com Lactobacillus.

Parametros
Termy Badtérias Staphylocoacus Listeria Saimanela
amost ticas p. monogytogenes Spp.
6,03%° 6,41 3,88°" 3,68"¢ 5,49" 3,184
1 <1 <1 ND
1,69 +1,73 12,72 +1,60 +1,35 +1,11
5,48° 5,59 5,90%2° 2,76° 4,82" 2,32AF
2 <1 <1 ND
+1,30 +1,25 +1,37 0,19 +1,83 +0,72
TO 6,58 6,85" 7,36° 3,06 5,734 2,90730
3 <1 <1 ND
+0,58 +0,52 +0,90 +0,30 +0,49 +0,27
6,20%° 5,84 5,08%2° 3,20° 5,19 3,68"3"
4 <1 <1 ND
10,91 0,23 +0,87 10,25 +1,29 +1,34
7,77% 7,67" 6,275 3,52° 6,90" 3,9172
5 <1 <1 ND
10,54 +0,73 11,26 10,54 +0,96 10,41

239



Tabela 118 (continuagdo) - Valores médios e desvios padrdo para os parametros microbioldgicos obtidos nos
painhos da Beira Baixa inoculados com Lactobacillus.

Parametros
Termpo Badtérias Listeria Saimonela
de | Modkidace | Mestfios | Pscotthcos | 2 ﬂqdz;wms Enterobactéris | Bolores |  Levedhuras .
amost. monocytogenes
. | 593 ] s08 | e77* [ s21 [ rost | [ 253 [, ND
+1,69 +1,76 +0,28 10,29 +1,72 +1,32
, | 633 4% [ 754 | 420 | 1077 | _|r12¥ ] "
+1,32 +1,02 +0,47 0,62 +1,77 +1,28
I 3 >,63 3'818 7,61 2:19b 0152B <1 0,67A’ab <1 ND
40,54 +1,36 +0,80 +1,08 +1,27 +1,05
4 | 550 | 388 [ 78" [ age’c | 201" | [0 | | "
+0,57 +2,48 +1,40 +0,79 +1,22 +0,99
B A B,b
5 6,47 3,91 8,23 2,91 <18 <1 <18 <1 "
+1,37 +2,37 +1,07 +0,09
6,30 4,75 6,76"¢ 5,3942 0,28°
1 ’ ’ ’ 7 ) 1 lB 1 ND
0,36 | +0,59 | +0,45 | +0,90 10,69 | © < <
6,00 | 4,53 | 7,22% | 3,355 R :
ND
2 0,89 | #1,10 +0,18 +0,31 <1 <1 <1 <1
TFinal 5,87 4,87° 7,33 2,63¢ B 8
ND
3 i0,90 11,35 4_-0'26 i0,09 <1 <1 <1 <1
6,31 5,11 7,017b¢ 4,047 . .
ND
4 i0,73 11,08 4_-0'32 10151 <1 <1 <1 <1
7,09 5,058 7,64°872 2,615¢
! ! ’ ’ <18 B ND
> i0,67 11,66 4_'0'23 10,11 1 <1 <1 <1

TO (pré-enchimento); T5 (fase intermédia da cura); TFinal (produto acabado).

1 - Controlo com dextrose; 2 - Lactobacillus curvatus L2B2 (10° células/g); 3 - Lactobacillus curvatus L2B2 (108
células/g); 4 - Lactobacillus sakei CV3C2 (10° células/g); 5 - Lactobacillus sakei CV3C2 (108 células/g).

Listeria monocytogenes apresenta-se em ufc/g. Os restantes pardmetros contaveis apresentam-se em log

ufc/g.

Os valores indicados para Salmonella spp. referem-se ao numero de resultados positivos em 6 amostras.

<1 - Contagens inferiores a uma unidade formadora de coldnia por grama (ufc/g).

ND - Nao detetado (auséncia em 25g).

Para a mesma modalidade e na mesma coluna, letras maiusculas diferentes representam médias com
diferencas significativas para p< 0,05. Para o mesmo tempo de amostragem e na mesma coluna, letras
minusculas representam médias com diferencas significativas para p< 0,05.

Para as contagens de microrganismos mesdfilos e psicrotroficos, no TO (pré-enchimento), os valores
foram semelhantes e aproximaram-se dos 6 log ufc/g. Nos tempos de amostragem que lhe
sucederam, as contagens de microrganismos psicrotroficos reduziram-se ligeiramente e foram
sempre inferiores 1 log ufc/g a 2 log ufc/g em relagdo as de microrganismos mesdfilos. Os painhos

controlo nunca apresentaram valores médios significativamente diferentes dos inoculados.

Para as contagens de microrganismos meséfilos, Chen et al. (2016); Cenci-Goga et al. (2012);
Drosinos et al. (2005) e Elias (2004) obtiveram resultados, a partir do meio da cura e que se
mantiveram no produto acabado, préximos dos 8 log ufc/g, isto é, superiores em aproximadamente

2 log ufc/g aos por nds obtidos. Julgamos que as condi¢des em que os painhos foram fumados
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poderdo ter influéncia nos resultados apresentados, porque os valores de temperatura, que em
determinados momentos se aproximaram dos 50 °C, foram bastante superiores aos usados pelos

autores citados.

Para as contagens de microrganismos psicrotroéficos, Elias (2004) quando produziu paios de porco
Alentejano com recurso a fumagem tradicional e inoculados com a estirpe L. sakei 27L, na
concentracdo aproximada de 108 log ufc/g de massa e sem aglicar adicionado, obteve valores médios
de 6,98 + 0,36 log ufc/g e 5,58 + 0,36 log ufc/g para os enchidos controlo e inoculados,
respetivamente, isto no pré-enchimento. Na fase intermédia da cura os valores reduziram-se nos
paios controlo (5,78 + 0,27 log ufc/g) e aumentaram nos inoculados (7,13 + 0,32 log ufc/g) e, por fim,
no produto acabado foram de 5,10 + 0,57 log ufc/g e 6,16 * 0,41 log ufc/g para enchidos controlo e
inoculados, respetivamente. Todos os resultados sdo referentes ao primeiro ensaio levado a cabo
pelo autor citado. Mais uma vez, os resultados obtidos pelo autor foram ligeiramente superiores aos

obtidos neste estudo.

No que concerne as contagens de bactérias laticas, identificaram-se pequenas diferencas ao longo
do processo produtivo. Uma avaliagdo isolada por tempo de amostragem, permite verificar que no
TO os enchidos controlo apresentaram contagens médias (3,88 * 2,72 log ufc/g) inferiores que os
seus congéneres inoculados, com excec¢do dos associados as modalidade 2 (5,90 + 1,37 log ufc/g), e
4 (5,08 + 0,87 log ufc/g) e 5 (6,27 + 1,26 log ufc/g). No TO a inoculacdo das estirpes de Lactobacillus
tiveram um efeito ligeiro no incremento deste grupo de bactérias, por comparagdo com os painhos
controlo. O dito efeito foi-se atenuando a medida que a cura/fumagem se foi encaminhado para o
final, todavia, os painhos controlo apresentaram sempre concentragées inferiores de bactérias
|aticas. Essa diferenca rondou, em termos médios, 1 log ufc/g. Os resultados obtidos no presente
ensaio - produto acabado - foram semelhantes aos obtidos por Cenci-Goga et al. (2012); Dalla Santa
et al. (2012); Elias (2004) e Ansorena et al. (2002) e ligeiramente inferiores — aproximadamente 1 log
ufc/g a 1,5 log ufc/g — aos obtidos por Chen et al. (2016); Dalla Santa et al. (2014); Rubio et al. (2014);
Sayas-Barbera et al. (2012) e Ruiz-Moyano et al. (2011) que obtiveram valores entre os 8 e 9 log
ufc/g. De referir que este estudo corrobora o descrito pelos autores citados, ou seja, o grupo
bacteriano em analise é o que apresenta, normalmente, concentra¢des mais elevadas a partir dos
primeiros dias de cura em enchidos e que se destacam até ao produto acabado. De uma forma geral,

as contagens determinadas no TO (pré-enchimento) aproximaram-se das por nds inoculadas.

Relativamente as contagens de Staphylococcus spp., observou-se, de uma forma geral, um
incremento da concentragdo deste grupo bacteriano, ao nivel estatistico, do TO para o T5, todavia,

no produto acabado as contagens de algumas modalidades aproximaram-se dos valores iniciais. No
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qgue concerne a analise por tempos de amostragem, verificamos que no TO nao existiram diferencgas
entre modalidades, no T5 os painhos alocados @ modalidade 3 (L. curvatus L2B2 108) apresentaram
um valor médio (2,19 + 1,08 log ufc/g) significativamente inferior as restantes, com exce¢do dos
associados a modalidade 5 (2,91 + 0,09 log ufc/g). No produto acabado foram os painhos controlo

(5,39 + 0,90 log ufc/g) que apresentaram o valor médio significativamente superior as demais.

Muitos autores associam a dificuldade de Staphylococcus spp. em se multiplicarem a atividade das
bactérias laticas, ou seja, aos valores reduzidos de pH (Drosinos et al., 2005; Mauriello et al., 2004;
Papamanoli et al., 2002; Lizaso et al., 1999). Neste caso, se observarmos os valores obtidos para o
grupo bacteriano em anadlise no produto acabado e os valores de pH (Tabela 115), concluimos que
esta premissa parece aplicar-se porque os painhos alocados as modalidades 1 e 4 foram aqueles que

apresentaram valores médios mais elevados para o pH e para Staphylococcus spp.

Ja referimos varias vezes ao longo do presente trabalho que as bactérias em questdo sdao conhecidas
pelo seu contributo para o desenvolvimento da cor caracteristica dos enchidos, redu¢ao da oxidagdo
lipidica e também sdo percursoras do flavour dos enchidos. Todavia, alguns autores apontam
concentragBes superiores a 4,0 log ufc/g no produto acabado para que as mesmas consigam atuar
de forma notdéria no melhoramento dos atributos sensoriais dos enchidos (Casaburi et al., 2007;
Comi et al., 2005). No corrente estudo as contagens dos painhos inoculados, no produto acabado,
foram inferiores ao valor indicado, no entanto, Chen et al. (2016); Dalla Santa et al. (2014) e Drosinos

et al. (2005) também reportaram valores inferiores ou muito préximos de 4,0 log ufc/g.

Para as contagens de enterobactérias observaram-se diferencas ao longo do processo produtivo,
diferencas essas com significado estatistico. Do TO para os restantes tempos de amostragem
observaram-se reducdes significativas em todas as modalidades. No que respeita a analise isolada
de cada tempo de amostragem, verificamos que no TO nao existiram diferencgas significativas e o
mesmo se passou nos restantes tempos de amostragem. Todavia, pensamos ser importante
evidenciar que no T5 os Unicos painhos que apresentaram um valor inferior ao limite de detec¢do (<1
ufc/g) foram os inoculados com a modalidade 5 (L. sakei CV3C2 108), e no produto acabado apenas
os painhos controlo apresentaram um valor médio contavel (0,28 + 0,69 log ufc/g), o que nos parece

revelar o efeito positivo das estirpes sobre a higiene dos enchidos.

Para o produto acabado, Chen et al. (2016) obtiveram valores médios entre 0 e 2 log ufc/g e
Cenci-Goga et al. (2012) valores préximos dos 4 log ufc/g, ou seja, superiores aos por nos

determinados.

As contagens de L. monocytogenes foram inferiores ao limite de dete¢do do método (<1 ufc/g) para

todas as modalidades e em todos os tempos de amostragem. O que, mais uma vez, evidencia a
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higiene das matérias-primas e do cuidado com as praticas que sdo levadas a cabo na empresa da

Beira Baixa.
Todas as amostras avaliadas foram negativas para Salmonella spp.

De destacar, mais uma vez, a qualidade microbioldgica da matérias-primas e ingredientes que desde
o TO ndo apresentaram Salmonella spp. nem qualquer contagem de L. monocytogenes (indicadores

de seguranca), mantendo-se o verificado nas inoculagdes com culturas puras de Staphylococcus.

5.5.3. Determinag¢do aminas biogénicas

Na Tabela 119 apresenta-se a analise de variancia para os resultados das aminas biogénicas,

considerando o fator lote.

Tabela 119 - Analise de variancia para os resultados das aminas biogénicas, considerando o fator lote.

Fator
o Lote
Variaveis
G.L.=2
Triptamina F=1,7395
P=0,1787\-5
AP F=0,0266
B-feniletilamina P=0,9737"S
Putrescina F=0,5034
P=0,6054N-5
] F=1,4046
Cadaverina P=0,2482N5
Histamina F=0,5073
P=0,6030N-*
Tiramina F1,0148
P=0,3646"-*
Espermidina F=3,1453
P=0,0455*
Espermina F=0,2142
P=0,8074N-5
Aminas vasoativas F1,2211
P=0,2974N-5
. F=0,3214
Total de aminas P=0,7256M5

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; *Significativo para p<0,05

A andlise da Tabela 119 permite concluir que o fator lote foi significativo (p<0,05) para espermidina
e ndo significativo (p20,05) para as demais variaveis estudadas. Mais uma vez, o efeito lote fez-se

sentir de uma forma pouco pronunciada, neste caso apenas sobre uma das aminas estudadas.
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Na Tabela 120 apresenta-se a analise de variancia para os resultados das aminas biogénicas,

considerando os fatores modalidade e tempo de amostragem.

Tabela 120 - Analise de varidancia para os resultados das aminas biogénicas, considerando os fatores

modalidade e tempo de amostragem.

Fatores
Variaveis Modalidade a:on:t':::eem Modalidade x Tempo de amostragem
(mg/kg de enchido)
G.L=4 G.L=2 G.L=8
Triptamina F=2,3153 F=0,9922 F=0,9332
P=0,0596"- P=0,3730N% P=0,4908"5
B-feniletilamina F=180,0296 F=143,6612 F=46,1774
P=0,0000*** P=0,0000*** P=0,0000%**
Putrescina F=162,5068 F=294,2464 F=67,1295
P=0,0000*** P=0,0000* ** P=0,0000%**
Cadaverina F=109,6011 F=106,4411 F=14,4881
P=0,0000*** P=0,0000%*** P=0,0000%***
Histamina F=73,5835 F=132,7762 F=46,5141
P=0,0000*** P=0,0000%*** P=0,0000***
Tiramina F=0,8459 F=3,2154 F=1,8970
P=0,4981"" P=0,0427* P=0,0638"5
Espermidina F=1,4211 F=6,3129 F=0,8887
P=0,2293"5 P=0,0023** P=0,5274"5
Espermina F=1,1570 F=4,0378 F=0,7643
P=0,3319N-% P=0,0195* P=0,6347NS
Aminas vasoativas F=7,2201 F=6,4752 F=1,8850
P=0,0000*** P=0,0020** P=0,0657"5
Total de aminas F=35,4548 F=70,7997 F=9,6526
P=0,0000*** P=0,0000*** P=0,0000%**

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; * Significativo para p<0,05; **Significativo para p<0,01;
***Significativo para p<0,001

A andlise da Tabela 120 permite concluir que o fator modalidade foi altamente significativo (p<0,001)
para B-feniletilamina, putrescina, cadaverina, histamina, aminas vasoativas e total de aminas e ndo
foi significativo (p=0,05) para as restantes varidveis. O fator tempo de amostragem foi altamente
significativo (p<0,001) B-feniletilamina, putrescina, cadaverina, histamina e total de aminas, muito
significativo (p<0,01) para espermidina e aminas vasoativas, significativo (p<0,05) para tiramina e
espermina e nao significativo (p=0,05) para triptamina. A interacdo entre os fatores referidos foi
altamente significativa (p<0,001) para B-feniletilamina, putrescina, cadaverina, histamina e total de
aminas e ndo significativa (p>0,05) para as restantes aminas. O fator tempo de amostragem

mostrou-se significativo sobre um nimero superior de aminas que o fator modalidade.

Na Tabela 121 sdo mostrados os valores médios e desvios padrado para as aminas biogénicas obtidos

nos painhos da Beira Baixa inoculados com Lactobacillus.
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Tabela 121 - Valores médios e desvios padrdo para aminas biogénicas obtidos nos painhos da Beira Baixa inoculados com Lactobacillus.
Parametros (mg/kg de enchido)

de Tempo Modhalidade Triptamina B-fenietiamina Putresdna Cadaverina Histamina Tramina Espermidina Espermina Aminasvasoativas Totaldeaminas
1 99,98 3,2182b 5,31¢k 15,3980 ND 3,434 7,47° 59,598 106,62 194,38
+35,22 +0,44 10,71 12,54 +0,75 +1,63 +10,06 +35,28 +36,80
2 117,06 3,458 5,450 15,2650 NDC 3,95 8,208 61,66 124,46 215,028
+42,33 +0,50 +0,56 4,15 +0,77 2,12 22,34 142,96 +65,01
TO 3 89,67 3,048:2b 7,38¢2 19,7780 NDC 3,25 7,30 54,22 95,96" 184,62°
+38,64 +0,16 +1,60 +4,30 +1,30 +2,75 +12,30 +39,78 154,80
4 85,05 2,85682 5,25¢F 12,99¢0 NDC 3,68%4 7,438 62,72 91,57 179,968
+37,99 +0,39 +0,93 +1,00 +0,84 12,51 +27,57 +38,08 62,51
5 95,48 2,958:20 5,36%° 39,6582 NDC 3,894 6,04° 88,86 102,32 242,238
123,74 +0,73 +0,84 +13,61 +0,71 +1,02 +69,68 124,15 +90,86
1 97,07 4,3948,c 10,388 22,85%¢ 2,76%0 2,7348 12,08¢ 77,37~ 106,952 229,64¢
+70,39 +1,68 +2,96 +3,11 +5,95 +1,28 +4,11 +22,06 76,79 186,82
2 138,77 36,62 50,7580 53,294¢ 1,1385 2,50 13,68° 93,44 179,022 390,180
90,17 +19,25 +31,70 +31,91 +1,57 +1,48 16,20 152,93 +99,26 +111,50
T5 3 97,23 58,1942 109,655 79,0340 5,208 5,07 36,72 112,79 165,70%20 503,892
+53,82 +16,66 +29,77 +30,09 +4,26 17,21 +37,01 168,18 61,07 +170,06
a 114,47 4,92/¢ 12,408¢ 18,88¢%¢ 0,998k 2,178 13,904 73,36 122,5430 241,0878<
52,61 +1,80 +4,90 4,14 +3,27 +0,69 15,72 +13,75 154,07 168,31
5 81,25 6,23A¢ 23,665¢ 92,6442 6,4352 1,968 16,014 91,54 95,88° 319,734Bbc
+30,62 +2,94 +6,79 +23,90 +3,61 +0,60 +7,12 +38,93 +31,45 +83,65
1 85,80 5,224¢ 20,884 24,85%¢ 3,92¢ 2,288 20,384 65,8848 97,22¢ 229,21¢
+32,06 12,21 13,27 13,14 15,64 +0,73 16,99 +14,19 +33,81 146,24
2 95,27 45,3470 194,794 37,08%0 3,58~¢ 3,71 14,884 78,59 147,902 473,2477
+27,73 +8,80 47,42 +3,97 +1,04 +1,88 +5,20 +60,49 +22,58 +101,64
TFinal 3 96,01 55,0842 189,184 89,78A2 9,204 2,10 22,57 84,94 162,407 548,874
+37,88 6,56 +38,48 6,02 +3,62 +0,40 +3,75 +23,82 +42,19 +65,07
a 111,28 4,94/¢ 23,740 24,06%¢ 1,13A¢ 2,368 17,054 84,72 119,70 269,28"¢
42,97 +1,65 +7,66 6,92 +1,73 0,91 +3,69 +21,83 +41,66 67,99
5 80,07 4,96*¢ 37,3140 84,662 30,9542 2,66° 20,734 87,08 118,64 348,424
+20,05 +1,28 +8,73 15,03 16,62 +0,99 4,57 122,57 22,51 34,91

TO (pré-enchimento); T5 (fase intermédia da cura); TFinal (produto acabado). 1 - Controlo com dextrose; 2 - Lactobacillus curvatus L2B2 (10° células/g); 3 - Lactobacillus curvatus L2B2 (108 células/g);
4 - Lactobacillus sakei CV3C2 (10° células/g); 5 - Lactobacillus sakei CV3C2 (108 células/g). Para a mesma modalidade e na mesma coluna, letras maitsculas diferentes representam médias com diferengas

significativas para p< 0,05. Para o mesmo tempo de amostragem e na mesma coluna, letras minusculas representam médias com diferencas significativas para p< 0,05. ND - Ndo detetado
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A maioria das aminas sofreu incrementos a medida que a cura foi evoluindo, tal como referiram

(Bover-Cid et al., 2011b; Bover-Cid et al., 1999).

Histamina ndo foi detetada no TO (pré-enchimento), porém, nos tempos de andlise que lhe
sucederam, foi. Para aquela amina, foram os enchidos alocados as duas modalidades com a
concentracdo de inoculacdo aproximada de 108 células/g de massa que apresentaram os teores mais
elevados. No produto acabado os painhos que apresentaram teores mais reduzidos da amina aludida
foram os alocados & modalidade 4 (L. sakei CV3C2 10°), com um valor médio de 1,13 + 1,73 mg/kg.

Sugerindo que a concentracdo mais elevada tera contribuido para a atividade descarboxilativa.

Os teores obtidos para o conjunto das aminas com propriedades vasoativas, de uma forma geral,
foram superiores na fase intermédia da cura e no produto acabado, mas sem significado estatistico
para a maioria das modalidades. No produto acabado foram os painhos controlo aqueles que
apresentaram o valor médio inferior. Entre os inoculados foram os alocados a estirpe L. sakei CV3C2,
para as duas concentragGes de inoculacdo usadas, que apresentaram teores mais reduzidos. Como
haviamos referido no ensaio onde inoculdmos culturas puras de Lactobacillus nos paios de porco
preto Alfaia (2018) estudaram a atividade aminogénica de L. sakei CV3C2, que se mostrou baixo
produtor de tiramina e ndo produtor para as restantes aminas, porém, ndo dispomos de informacao
relativa a estirpe L. curvatus L2B2. Posto isto, o facto dos teores de aminas com propriedades
vasoativas serem ligeiramente inferiores nos enchidos controlo, pelo menos no que concerne a
estirpe L. sakei CV3C2, ndo se devera a acdo da estirpe, mas a outros fatores como a microbiota

presente, valores de pH, temperatura, entre outros.

Neste ensaio - produto acabado - as aminas que apresentaram os teores mais elevados, por ordem
decrescente, foram triptamina, espermina e putrescina. Em sentido oposto surgiram histamina e
tiramina, o que é bastante relevante, tendo em conta os efeitos toxicolégicos associados as aminas

aludidas e que ja foram sobejamente abordados.

Ja foram apresentadas as possiveis razGes para triptamina ter sido a amina quantificada em teores
mais elevados na discussdao dos resultados obtidos nas inoculagées de painhos com estirpes de
Staphylococcus, como Vidal-Carou et al. (2007) referirem que concentragées elevadas de triptamina
dependerdo da existéncia de altos teores de tiramina, associados a atividade descarboxilativa de
determinadas bactérias laticas ou ECN, o que ndo parece verificar-se, pelo menos os altos teores de
tiramina, porém, Vidal-Carou et al. (2015) acrescentam que a ocorréncia de triptamina também
poderd estar associada a diaminas (putrescina e/ou cadaverina) o que podera ter ocorrido no

presente ensaio.
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Como tem sido habitual a presenca das poliaminas naturais espermidina e espermina seguiu o padrao

habitualmente encontrado em enchidos, ou seja, a prevaléncia da segunda sobre a primeira.

O conjunto das aminas vasoativas ndo atingiu os 200 mg/kg em nenhum dos momentos de analise, o
gue é relevante porque é considerado o valor seguro para os consumidores e que ja foi sobejamente

citado no decorrer deste trabalho.

O teor global de aminas biogénicas também ndo alcancou os 1000 mg/kg para nenhuma das
modalidades, sendo aquele o valor considerado como seguro e que também ja foi sobejamente

citado.

Relativamente aos teores de aminas biogénicas obtidos por diversos autores de diferentes paises,
concluimos que os resultados obtidos neste ensaio foram superiores aos de Laranjo et al. (2017a);
Laranjo et al. (2016); Gomes (2016), para chourico de carne do Alentejo; Bover-Cid et al. (2014) e
Tasic et al. (2012). Todavia, no que concerne aos teores de aminas vasoativas sucedeu o contrdrio,
isto é, dos autores citados, apenas Laranjo et al. (2017a) e Tasié¢ et al. (2012) produziram enchidos
com teores inferiores para o grupo de aminas mencionado. As razoes para o referido poderdo estar
associadas as caracteristicas especificas do produto e as condi¢des do processamento em geral, que
poderdo limitar a atividade descarboxilativa da microbiota sobre os aminoacidos percursores das

aminas com propriedades vasoativas.

Na Tabela 122 apresentam-se as percentagens de reducdo dos teores de aminas biogénicas no

produto acabado, por comparacao entre os painhos controlo e os inoculados.

Tabela 122 - Percentagens de redugdo dos teores de aminas biogénicas no produto acabado, por comparagdo
entre os painhos controlo e os inoculados.

% de Redugdo

B- Amines | T
Modblidade | Triptamina ot Puresina | Cadaverima | Histamia | Tramina | Espermidna | Espermina ) a':ie'as
1 [ [ (SN [N U ISR SR [ IR I

2 NR NR NR NR 8,67 NR 26,99 NR NR NR

3 NR NR NR NR NR 7,89 NR NR NR NR

4 NR 5,36 NR 3,18 71,17 NR 16,34 NR NR NR

5 6,68 4,98 NR NR NR NR NR NR NR NR

1 - Controlo com dextrose; 2 - Lactobacillus curvatus L2B2 (10° células/g); 3 - Lactobacillus curvatus 1L2B2 (108
células/g); 4 - Lactobacillus sakei CV3C2 (10° células/g); 5 - Lactobacillus sakei CV3C2 (108 células/g).
O conjunto das aminas vasoativas corresponde a soma dos teores da triptamina, B-feniletilamina, histamina e

tiramina.

NR - Ndo ocorreu redugao

De uma forma geral, verifica-se que as estirpes nao tiveram um efeito concreto na reducao dos teores
das aminas biogénicas estudadas. Por exemplo, os teores globais e o grupo das vasoativas

apresentaram teores médios superiores aos painhos inoculados.
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No que respeita a estirpe que, ainda assim, teve uma influéncia menor sobre o desenrolar da
aminogénese, terd sido L. sakei CV3C2. Os enchidos alocados a estirpe aludida, na concentracdo 10°
células/g de massa, foram aqueles onde a percentagem de reduc&o foi superior para B-feniletilamina
(5,36%), cadaverina (3,18%) e histamina (71,17%). Como acima referido, apenas dispomos dos
resultados da atividade descarboxilase da estirpe aludida, ou seja, ndo dispomos de resultados para
L. curvatus L2B2, que apenas foi classificada como moderada para tiramina, ou seja, a estirpe em
causa ndo apresentou aquela atividade para as restantes aminas estudadas no corrente ensaio (Alfaia

et al., 2018).

5.5.4. Parametros da cor

Na Tabela 123 apresenta-se a andlise de varidncia para os resultados dos pardmetros da cor,

considerando o fator lote.

Tabela 123 - Analise de variancia para os resultados dos parametros da cor, considerando o fator lote.

Fator
Variaveis Lote
G.L.=2
L* F=0,8070
P=0,4481N->
a* F=0,7534
P=0,4726N*>
b* F=1,5440
P=0,2170N>
c* F=1,3485
P=0,2628"->
He F=0,5159
P=0,5980N->

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo

Observando a Tabela 123 conclui-se que o fator lote nao foi significativo (p=0,05) para nenhuma das
variaveis estudadas. Mais uma vez, segue a tendéncia verificada para o grupo de varidveis que

analisamos e discutimos, até ao momento, para o corrente ensaio.

Na Tabela 124 mostra-se a andlise de varidncia para os resultados dos pardmetros da cor,

considerando o fator modalidade.
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Tabela 124 - Analise de variancia para os resultados dos parametros da cor, considerando o fator modalidade.

Fator
Variaveis Modalidade
G.L=4
L* F=3,6160
P=0,0077**
a* F=1,2462
P=0,2941N->
b* F=1,2291
P=0,3011N*>
c* F=1,4004
P=0,2368"->
H° F=1,0006
P=0,4094"->

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; ** Significativo para p<0,01

A andlise da Tabela 124 permite inferir que o fator modalidade foi muito significativo (p<0,01) para

L*, ndo sendo significativo (p=0,05) para as restantes variaveis.

Na Tabela 125 sdo apresentados os valores médios e desvios padrdo para os parametros da cor

obtidos nos painhos da Beira Baixa inoculados com Lactobacillus.

Tabela 125 - Valores médios e desvios padrao para os parametros da cor obtidos nos painhos da Beira Baixa
inoculados com Lactobacillus.

Parametros
Tempo de Modalidade L* a* b* c* H°
amostragem

1 51,94°°47,75 | 15,41%4,03 | 12,33+4,24 | 19,94+5,07 | 38,37+8,66

TFinal 2 51,2945 47 | 16,89+3,02 | 13,0143,68 | 21,45+4,12 | 37,13%6,54

iha 3 50,52°°+4,92 | 17,0843,02 | 13,97+4,78 | 22,30+4,56 | 38,49+8,66

(produto acabado)

4 53,34°46,21 | 16,38+3,51 | 13,82+4,73 | 21,65+4,99 | 39,4149,52

5 47,90°+4,03 | 16,20+2,18 | 12,02+3,87 | 20,32+3,72 | 35,69+6,79

1 - Controlo com dextrose; 2 - Lactobacillus curvatus L2B2 (10° células/g); 3 - Lactobacillus curvatus L2B2 (102
células/g); 4 - Lactobacillus sakei CV3C2 (10° células/g); 5 - Lactobacillus sakei CV3C2 (108 células/g).
Na mesma coluna, letras diferentes representam médias com diferencgas significativas para p < 0,05.

Apds andlise da Tabela 125 pode afirmar-se que existiram diferencgas significativas apenas para o
parametro L*, todavia, s6 existiram diferencas significativas entre as modalidades inoculadas com L.
sakei CV3C2, cabendo o valor estatisticamente (47,90 £ 4,03) mais reduzido aos painhos alocados a
modalidade 5, que foi inoculada com a concentracdo mais elevada (10® células/g de massa). O
descrito indica-nos que os painhos alocados a modalidade citada foram mais escuros que os da sua

congénere numero 4 (53,34 + 6,21).
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Os painhos inoculados, apesar de ndo existirem diferencas significativas, apresentaram cores

ligeiramente mais vermelhas, fortes e brilhantes que os controlo.

Chen et al. (2016); Sayas-Barbera et al. (2012); Ggtterup et al. (2008) e Casaburi et al. (2007) em
enchidos prontos a consumir, obtiveram valores de a* mais elevados nos enchidos inoculados que
nos controlo. Os autores associaram os valores mais elevados ao teor de nitrosomioglobina que
aumentou exponencialmente no inicio da fermentacdo pela a¢do da atividade de nitrato e nitrito

redutase da microbiota e, em seguida, permaneceu quase constante.

5.5.5. Parametros reoldgicos

Na Tabela 126 é apresentada a andlise de variancia para os resultados dos parametros reoldgicos,

considerando o fator lote.

Tabela 126 - Anilise de variancia para os resultados dos parametros reolégicos, considerando o fator lote.

Fator
L Lote
Variaveis
G.L.=2
F=0,5222
Dureza (N) P=0,5943N5-
F=0,2154
. 1 )
Adesividade (N.s™) P=0,8065"5-
. F=2,4015
Coesividade P=0,0941N5
. F=0,8910
Elasticidade P=0,4124N"5
Resiliéncia F=0,0585
P=0,9431N
e F=0,6570
Mastigabilidade (N) P=0,5199"5

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo

Observando a Tabela 126 constata-se que o fator lote ndo foi significativo (p=0,05) para nenhuma

das varidveis estudadas, reforcando a baixa influéncia dos lotes sobre os resultados obtidos.

Na Tabela 127 apresenta-se a andlise de variancia para os resultados dos parametros reoldgicos,

considerando o fator modalidade.
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Tabela 127 - Andlise de variancia para os resultados dos parametros reoldgicos, considerando o fator
modalidade.

Fator
s Modalidade
Variaveis
G.L=4
F=5,8730
Dureza (N) P=0,0000%***
F=4,8592
s -1 ’
Adesividade (N.s™) P=0,0010%*
. F=1,6446
Coesividade P=0,1662"5
- F=1,8862
Elasticidade P=0,1160MS
Resiliéncia F=0,2766
P=0,0000***
o F=5,2941
Mastigabilidade (N) P=0,0005%**

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; ** Significativo para p<0,01; *** Significativo para p<0,001

Analisando a Tabela 127 pode-se inferir que o fator modalidade foi altamente significativo (p<0,001)
para dureza, resiliéncia e mastigabilidade, muito significativo (p<0,01) para adesividade e ndo

significativo (p=0,05) para coesividade e elasticidade.

Na Tabela 128 mostram-se os valores médios e desvios padrao para os parametros reoldgicos obtidos

nos painhos da Beira Baixa inoculados com Lactobacillus.

Tabela 128 - Valores médios e desvios padrdo para os parametros reoldgicos obtidos nos painhos da Beira Baixa
inoculados com Lactobacillus.

TFinal (produto acabado)

Modalidade

Parametros 1 2 3 4 5

Dureza (N) | 46,442°+18,741 | 51,382°421,057 | 52,205°+13,910 | 47,582°+14,885 | 66,810°+22,147

Ad‘:sN“'s'_'f)ade -0,422°40,333 | -0,430°+0,454 | -0,848°+0,585 | -0,304°+0,290 | -0,493?°+0,759

Coesividade 0,644+0,042 0,643+0,052 0,628+0,037 0,654+0,041 0,646+0,032

Elasticidade 0,94310,330 0,859+0,092 0,838+0,059 0,867+0,043 0,868+0,052

Resiliéncia 0,190°40,026 | 0,184°+0,028 | 0160°:0,021 | 019540030 | 0,180°0,026
MaSt'g(al\?)"'dade 27,5515+12,218 | 28,067°+10,580 | 27,545°+8,419 | 26,913°+8528 | 37,318+12,001

1 - Controlo com dextrose; 2 - Lactobacillus curvatus L2B2 (10° células/g); 3 - Lactobacillus curvatus 1L2B2 (108
células/g); 4 - Lactobacillus sakei CV3C2 (10° células/g); 5 - Lactobacillus sakei CV3C2 (108 células/g).
Na mesma linha, letras diferentes representam médias com diferencas significativas para p < 0,05.

Observando a Tabela 128 verifica-se que os painhos alocados @ modalidade 5 (L. sakei CV3C2 108)

foram significativamente (66,810 + 22,147 N) mais duros e exibiram um valor médio superior para

mastigabilidade (37,318 £ 12,001 N).
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Relativamente ao parametro adesividade, verifica-se que a modalidade 3 (L. curvatus L2B2 10%)
apresentou painhos significativamente (-0,848 * 0,585 N.s!) mais adesivos que as restantes
modalidades, com exce¢do da modalidade 5 (-0,493 + 0,759 N.s?) e significativamente (0,160 + 0,021)

menos resilientes que as restantes.

As inocula¢bes promoveram um aumento da dureza dos enchidos, resultados semelhantes foram
obtidos por Chen et al. (2016) e Orddiiez et al. (1999). Este aumento da dureza, provavelmente,
estara associado a acdo do acido produzido pelas bactérias laticas que tera contribuido para a

coagulacdo proteica.

5.5.6. Analise sensorial

Na Tabela 129 apresenta-se a andlise de variancia para os resultados dos parametros da andlise

sensorial, considerando o fator lote.

Tabela 129 - Andlise de varidncia para os resultados dos parametros de analise sensorial, considerando o fator
lote.

Fator
Lo . Lote
Variaveis
G.L.=2

. F=2,2253
Intensidade da cor P=0,1126"*

Cores estranhas F=1,8408
P=0,1633N*

F=0,8629
Marmoreado P=0,4246N5

. F=0,4991
Intensidade do aroma P=0,6084"5

Aromas estranhos F=1,3686
P=0,0148*

Dureza F=3,0252
P=0,0524N-

o F=5,1914
Fibrosidade P=0,0069**

Suculéncia F=1,6410
P=0,1983N->

. F=1,8920
Intensidade do sabor P=0,1554MN-S.

Sabores negativos F=3,0038
& P=0,0534"5"

] F=0,4476
Intensidade da salga P=0,6403"S-

S F=1,5988
Apreciagao global P=0,2065"5-

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; *Significativo para p<0,05;** Significativo para p<0,01
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Relativamente aos resultados apresentados na Tabela 129 conclui-se que o fator lote foi muito
significativo (p<0,01) para fibrosidade, significativo (p<0,05) para aromas estranhos e ndo significativo
(p20,05) para as restantes varidveis, seguindo a tendéncia até aqui verificada para as variaveis ja

analisadas e discutidas.

Na Tabela 130 é apresentada a analise de variancia para os resultados dos parametros da andlise

sensorial, considerando o fator modalidade.

Tabela 130 - Analise de varidncia para os resultados dos parametros de analise sensorial, considerando o fator
modalidade.

Fator
. Modalidade
Variaveis
G.L=4

. F=1,9568
Intensidade da cor P=0,1058N-

Cores estranhas F1oee
P=0,1885"-*

F=1,5151
Marmoreado P=0,2024N5

. F=1,6066
Intensidade do aroma P=0,1773MS

Aromas estranhos Pl
P=0,3298"-*

Dureza F=1,4456
P=0,2235N-*

. . F=2,8756

Fibrosidade P=0,0259*

Suculéncia Foa1tt
P=0,7979"-*

. F=1,1261
Intensidade do sabor P=0,3477Ns

Sabores negativos F0,6a10
& P=0,6322"

. F=1,3224
Intensidade da salga P=0,2658"S:

L F=0,7043
Apreciagdo global P=0,5906M""

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; * Significativo para p<0,05

Relativamente aos resultados apresentados na Tabela 130, verificamos que o fator modalidade foi

significativo (p<0,05) para a fibrosidade e ndo significativo (p=0,05) para as demais variaveis.

Na Tabela 131 apresentam-se os valores médios e desvios padrdao para os parametros de anadlise

sensorial obtidos nos painhos da Beira Baixa inoculados com Lactobacillus.
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Tabela 131 - Valores médios e desvios padrdo para os parametros de analise sensorial obtidos nos painhos da
Beira Baixa inoculados com Lactobacillus.

TFinal (produto acabado)

Modalidade

Parametros 1 2 3 4 5
'c':re“s'dade da | 550441028 | 589241094 | 62,80+955 62,68 + 9,03 59,85 + 9,99
Cores

0,00 0,00 0,00 + 0,00 0,38 + 1,96 1,00 + 3,25 0,00 0,00
estranhas
Marmoreado 56,11+ 16,18 | 5550+17,96 | 4865+17,51 | 61,05+1685 | 51,70+17,56
::Le:;'dade do | 651541159 | 68964965 62,58 + 8,06 6355+847 | 65404 10,39
Aromas 2,35 45,20 1,54 + 3,40 0,96 + 2,46 1,59 +5,21 0,00 + 0,00
estranhos
Dureza 5531+9,09 | 60,46+10,61 | 6042+10,02 | 59,68+ 6,34 58,55 + 7,98
Fibrosidade 42,69°° +20,54 | 49,65+ 25,13 | 38,46 +24.81 | 35,04 21,71 | 28,35° + 19,63
Suculéncia 5535+12,67 | 5512+11,91 | 5454+16,76 | 58,50+1519 | 53,90 15,66
'S';Le:rs'dade do | 61731937 66,12 + 8,55 6588+7,78 | 6536+11,47 | 62,40+ 11,25
Sabores 7,73 +9,59 6,23 + 8,72 5,35 + 8,99 7,36 + 14,90 3,27 + 6,14
negathOS
Intensidade da
calga 58,73 + 8,05 61,12 + 7,61 61,85 + 8,29 57,82 + 5,43 60,80 + 5,92
:I'ZLE:I'““ 55,96 + 9,69 56,35+961 | 57,80+13,17 | 59,95+11,56 | 59,90+ 9,72

1 - Controlo com dextrose; 2 - Lactobacillus curvatus L2B2 (10° células/g); 3 - Lactobacillus curvatus L2B2 (102
células/g); 4 - Lactobacillus sakei CV3C2 (10° células/g); 5 - Lactobacillus sakei CV3C2 (108 células/g).
Na mesma linha, letras diferentes representam médias com diferencas significativas para p < 0,05.

Ap0ds andlise da Tabela 131 infere-se que apenas o parametro fibrosidade apresentou diferengas
significativas. Neste caso, os painhos inoculados com a modalidade 2 (L. curvatus L2B2 10°) foram
significativamente (49,65 * 25,13) mais fibrosos que os alocados a modalidade 5 (L. sakei CV3C2 10%),
com o valor médio 28,35 + 19,63, ndo havendo diferengas significativas entre as restantes

modalidades.

Julgamos que um parametro como a fibrosidade dependera, essencialmente, das caracteristicas da

matéria-prima utilizada e nao da utilizagdo das estirpes.

Pensamos ser importante referir que, apesar de ndao terem existido diferencas significativas, a
modalidade 5 foi a Unica onde o painel ndo detetou aromas estranhos, a que apresentou menores
sabores negativos e, conjuntamente com a sua congénere com menor concentragdo, aquela que

apresentou valores médios de aprecia¢do global mais elevados.

Todas as modalidades inoculadas apresentaram painhos mais duros - indo ao encontro do
determinado nos ensaios reoldgicos -, com maior intensidade de cor, maior intensidade de sabor e
maior apreciacao global que os paios controlo. Julgamos poder afirmar que, de uma forma geral, as

estirpes tiveram um efeito ligeiramente melhorador sobre as caracteristicas sensoriais dos painhos.
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5.5.7. Principais conclusdes do ensaio

No produto acabado, para o pH, concluimos que os painhos inoculados apresentaram valores médios
mais reduzidos que os controlo, todavia, a estirpe L. curvatus L2B2, independentemente da
concentracdo inoculada, destacou-se, porque apresentou painhos com valores médios
significativamente inferiores aos enchidos controlo. De referir que no TO (pré-enchimento) os
enchidos inoculados com a concentracdo 10% células g/massa, independentemente da estirpe,
apresentaram valores médios significativamente inferiores aos ndo inoculados. Para a aw, no produto
acabado, os painhos inoculados com L. sakei CV3C2, 10° células/g de massa, apresentaram um valor

médio significativamente inferior aos paios controlo.

As inoculagGes contribuiram para a reducdo das contagens de enterobactérias, porque no produto
acabado apenas os painhos controlo apresentaram um valor médio contavel (0,28 + 0,69 log ufc/g).
Todavia, pensamos ser importante evidenciar que na fase intermédia da cura (T5) os Unicos enchidos
qgue apresentaram um valor inferior ao limite de detecdo do método (<1 ufc/g) para enterobactérias

foram os inoculados com a estirpe L. sakei CV3C2 108 células g/massa.

De salientar, mais uma vez, a qualidade microbioldgica da matéria-prima e ingredientes que desde o
TO ndo apresentaram Salmonella spp. nem qualquer contagem detetavel pelo método utilizado para

L. monocytogenes (indicadores de seguranca).

De uma forma geral, verifica-se que as estirpes ndo tiveram um efeito concreto na redugao dos teores
de aminas biogénicas. No produto acabado os teores de aminas vasoativas dos painhos inoculados
foram superiores aos dos painhos controlo, ainda que sem significado estatistico para os enchidos
inoculados com a estirpe L. sakei CV3C2. No que respeita a estirpe que, ainda assim, teve uma
influéncia menor sobre o desenrolar da aminogénese, tera sido L. sakei CV3C2. Os enchidos alocados
a estirpe aludida, na concentracdo 10° células/g de massa, foram aqueles onde a percentagem de
reducdo foi superior para B-feniletilamina (5,36%), cadaverina (3,18%) e histamina (71,17%) e

também foram os que apresentar teores totais de aminas inferiores entre os inoculados.

Ao nivel dos atributos sensoriais, 0s paios inoculados com a estirpe L. sakei CV3C2 108 foram os Unicos
onde o painel ndo detetou aromas estranhos, os que apresentaram menores sabores negativos e,
conjuntamente com os da sua congénere com menor concentra¢do inoculada (10° células/g de

massa), aqueles que apresentaram valores médios de aprecia¢do global mais elevados.

Tendo em conta a globalidade dos parametros estudados, concluimos que a estirpe que teve um

efeito benéfico mais abrangente sobre os painhos da Beira Baixa foi L. sakei CV3C2, na concentragao
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108 células/g de massa. Consideramos, portanto, a estirpe mencionada aquela que terd melhores

condicBes para fazer parte integrante da cultura mista a inocular nos painhos da Beira Baixa.
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5.6. Ensaio de inoculagao em painhos da Beira Baixa com culturas mistas

Tendo como base os resultados obtidos quando inoculadas culturas puras (5.4 e 5.5), concluimos que
aqueles, de uma forma geral, foram mais positivos nos painhos alocados as estirpes S. equorum S2M7
e L. sakei CV3C2. Para além disso, a concentracdo 10 células/g de massa também foi a escolhida
exatamente pelas mesmas razdes apontadas para as estirpes. Optamos, ainda, por testar estirpes
patenteadas que ja tinham provado ter um papel melhorador em enchido de outras fabricas,
estudados ha alguns anos atras. Para além do referido, ainda introduzimos mais um tempo de
amostragem aos habituais 3 (TO, T5 e produto acabado), isto &, o T2 (48 horas apds o enchimento na
antecadmara do fumeiro). A inclusdo deste novo tempo de amostragem teve como objetivo a
multiplicacdo mais facilitada das estirpes, pois se estas forem sujeitas de imediato a a¢do do fumo e a
temperaturas elevadas terdo, teoricamente, maiores dificuldades em se manterem ativas. Em funcao
do descrito, os tempos de amostragem neste ensaio foram TO, T2, T7 e produto acabado (38-40% de

perda de peso inicial).

5.6.1. Parametros fisico-quimicos (pH e aw)

Na Tabela 132 apresenta-se a analise de variancia para os resultados do pH e da aw, considerando o

fator lote.

Tabela 132 - Analise de variancia para os resultados do pH e da aw, considerando o fator lote.

Fator

Lote
G.L.=2
F=1,7474
P=0,4845N->
F=0,4845
P=0,6163N->

Variaveis

pH

dw

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo

Observando a Tabela 132 conclui-se que o fator lote ndo foi significativo (p>0,05) para nenhuma das
variaveis estudadas. Revelando padronizacdo dos processos produtivos e das caracteristicas

fisico-quimicas das matérias-primas.

Na Tabela 133 é apresentada a andlise de variancia para os resultados do pH e da aw, considerando

os fatores modalidade e tempo de amostragem.

257



Tabela 133 - Analise de variancia para os resultados do pH e da aw, considerando os fatores modalidade e tempo

de amostragem.

Fatores
L Modalidade Tempo de Modalidade x Tempo de amostragem
Variaveis amostragem
G.L.=4 G.L.=3 G.L.=12

oH F=78,9910 F=737,8700 F=3,4204

P=0,0000*** P=0,0000*** P=0,0001***
aw F=8,1824 F=2352,6250 F=5,4004

P=0,0000*** P=0,0000*** P=0,0000***

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: *** Significativo para p<0,001

A analise da Tabela 133 permite perceber que os dois fatores foram altamente (p<0,001) significativos

para o pH e a aw, assim como a interagdo entre ambos.

Na Tabela 134 apresentam-se os valores médios e desvios padrao para o pH e a awobtidos nos painhos

da Beira Baixa inoculados com culturas mistas.

Tabela 134 - Valores médios e desvios padrdo para o pH e a aw obtidos nos painhos da Beira Baixa inoculados
com culturas mistas.

Parametros
Tempo de amostragem Modalidade pH aw

1 5,78%2+0,10 0,975 +0,009
2 5,47 +0,22 0,974*7*+0,012

To 3 5,434 +0,20 0,968""+0,005
4 5,47 +0,23 0,964*"+0,008
5 5,484 +0,21 0,961*¢+0,006
1 5,59%2+0,03 0,950%" +0,004
2 5,33%"¢+0,11 0,963%2+0,012

T2 3 5,30%¢+0,09 0,965°+0,017
4 5,30%"¢+0,06 0,962”7+0,011
5 5,355 +0,07 0,953%" +0,009
1 5,08%2+0,07 0,915%°" +0,009
2 4,970 +0,04 0,914%%*+0,007

T 3 4,955 +0,04 0,915%2"+0,013
4 4,97 +0,03 0,919%7 +0,005
5 4,98 +0,05 0,912 40,014
1 5,12%+0,18 0,876° +0,006
2 4,92% +0,08 0,880° +0,008

TFinal 5 c

3 4,92°+0,11 0,879°+0,003
4 4,96 +0,12 0,881¢+0,015
5 4,95% +0,08 0,877°+0,014

TO (pré-enchimento); T2 (48 h apds o enchimento); T7 (fase intermédia da cura); TFinal (produto acabado).

1 - Controlo com dextrose; 2 - Staphylococcus equorum S2M7 (108 células/g) + Lactobacillus sakei CV3C2 (108
células/g); 3 - Staphylococcus equorum S2M7 (10® células/g) + Lactobacillus sakei CV3C2 (10% células/g) +
levedura 2RB4 (10° células/g); 4 - Staphylococcus xylosus CECT7057 (108 células/g) + Lactobacillus sakei
CECT7056 (108 células/g); 5 - Staphylococcus xylosus CECT7057 (10® células/g) + Lactobacillus sakei CECT7056
(102 células/g) + levedura 2RB4 (108 células/g).Para a mesma modalidade e ha mesma coluna, letras mailsculas
diferentes representam médias com diferencas significativas para p< 0,05. Para o mesmo tempo de amostragem
e na mesma coluna, letras minusculas representam médias com diferencas significativas para p< 0,05.
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A anadlise da Tabela 134 permite inferir que relativamente aos valores médios obtidos para o pH houve
diferencas significativas ao longo do tempo de amostragem e entre modalidades, havendo uma

reducao dos mesmos a medida que a cura se foi efetivando.

No TO (pré-enchimento) os painhos alocados a modalidade 1 (controlo) apresentaram um valor médio
(5,78 + 0,10) significativamente superior aos inoculados, entre os ultimos ndo existiram diferencgas
significativas. Verificando-se exatamente o mesmo no T2 (48 horas apds o enchimento na antecamara
do fumeiro), significado isto, portanto, que o facto de se manterem os painhos, depois do enchimento,
a temperaturas préximas dos 20°C permitiu que as estirpes se continuassem a multiplicar de forma
notodria, permitindo que os valores médios do pH (producdo de acido) se reduzissem de forma
significativa por comparacdo com os controlo. Hugas & Monfort (1997) e Hammes et al. (1990)
referem que a boa adaptacdo das bactérias laticas as condi¢Ges existentes nas massas, podem
contribuir, principalmente, para a rapida multiplicagcdo daquelas bactérias. A rapida multiplicagdo das
bactérias laticas é relevante na producdo de enchidos, pois leva a metabolizagdo do aglcar com
consequente formacdo de acidos organicos, principalmente acido latico, que promove a diminui¢do o
pH. A diminuicdo do pH é essencial, pois contribui para o desenvolvimento de sabor, cor e aroma
caracteristicos, bem como para a estabilidade microbiolégica do produto. Mais a frente, nos
resultados referentes aos parametros microbiolégicos (Tabela 137), veremos que no TO as bactérias
laticas apresentaram contagens significativamente superiores nos painhos inoculados. Na fase
intermédia da cura (T7) os valores de pH reduziram-se de forma consideravel em todas as
modalidades. No produto acabado, os enchidos controlo mantiveram-se com o pH médio
significativamente mais elevado (5,12 + 0,18) e ndo existiram diferencas entre as modalidades

inoculadas. E de destacar que os paios inoculados apresentaram valores médios inferiores a 5,0.

Cadavez et al. (2016) produziram salpicdo em duas fabricas do nordeste portugués, na primeira ndo
foram usados aditivos e na segunda, foram. Em ambas recorreram a fumagem tradicional e nao
inocularam culturas de arranque. Bem sabemos que o salpicdo é produzido com o lombo do porco e
ndo com recurso a carnes e gorduras picadas, todavia, apresentamos os resultados destes autores
porque também foram usadas temperaturas de fumagem préximas dos 50 °C, condi¢des semelhantes
as quais os painhos estiveram sujeitos. Os resultados que iremos indicar sdo relativos a fabrica onde
foram usados aditivos. O valor médio de pH determinado pelos autores apds a etapa de maceragao -
antes do enchimento - foi de 6,318 + 0,059, na fase intermédia da cura que, neste caso, foi apds a
etapa de fumagem, o valor baixou ligeiramente para 6,260 + 0,045 e no produto acabado foi de 6,116
+0,045. Lorenzo et al. (2014) produziram enchidos espanhdis com recurso a gordura de porco e carne

de cavalo e adicionaram 2% de lactose + 2% de dextrina. Os autores inocularam vdrias estirpes
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microbianas, mas ndo apresentam a concentragdo inoculada, no entanto, sé iremos apresentar os
resultados para os enchidos controlo e inoculados com TRADI 302 (L. sakei, S. carnosus e S. xylosus).
Imediatamente antes do enchimento, determinaram valores médios de 5,79 £ 0,02 e 5,41 + 0,07 para
os enchidos controlo e inoculados, respetivamente. Na fase intermédia da cura ambos se reduziram,
neste caso para 5,35+ 0,08 e 5,21 £ 0,06, respetivamente, e no produto acabado subiram ligeiramente
para 5,43 + 0,07 e 5,30 + 0,09, respetivamente. Andrade et al. (2010) produziram salchichon espanhol
inoculado com diversas estirpes de D. hansenii, na concentra¢do aproximada de 108 células/g de
massa e os autores adicionaram dextrina, dextrose e lactose, mas ndo referem as percentagens
porque os agucares vinham preparados num mix comercial. Apresentamos os resultados relativos aos
enchidos controlo e inoculados com cultura mista composta por trés estirpes de leveduras (Dh B + Dh
C + Dh D). Os autores apenas apresentaram resultados para a etapa pré-enchimento e para o produto
acabado. Antes do enchimento obtiveram 5,95 e 6,05 para os enchidos controlo e inoculados,
respetivamente, e no produto acabado 5,86 e 5,82, respetivamente para os enchidos controlo e
inoculados. Significando, portanto, que para ambas as modalidades este parametro reduziu-se no final

do processo por comparagao com a fase inicial.

Os resultados obtidos no presente ensaio foram claramente inferiores aos apresentados pelos autores
citados, para Cadavez et al. (2016), provavelmente, pela natureza do produto, para Andrade et al.
(2010) porque os autores inocularam estirpes de leveduras e Lorenzo et al. (2014), provavelmente,
porque as estirpes inoculadas no corrente ensaio se conseguiram adaptar melhor ao meio e assim
promover a metabolizagdo dos aglcares fermentesciveis adicionados de uma forma mais eficaz. O
facto dos painhos ficarem 48 horas na antecamara do fumeiro a temperaturas préximas dos 20 °C

também tera tido um papel fulcral na atividade das bactérias laticas, e consequentemente no pH.

Para aw observaram-se diferengas ao longo do processo produtivo e entre modalidades. Os valores
foram sendo menores a medida que se efetivou a cura. No TO (pré-enchimento) os valores médios
rondaram os 0,965 para os painhos inoculados e 0,975 para os controlo. No T2 reduziram-se
significativamente para proximos de 0,965 nos inoculados e 0,950 nos controlo. Na fase intermédia
da cura (T7) ficaram todos muito préximos de 0,915 e no produto acabado em torno dos 0,880, ou

seja, no produto acabado ndo existiram diferengas com significado estatistico entre modalidades.

O valor 0,880 obtido no produto acabado foi um valor aceitavel que ndo p6s em causa a estabilidade
microbiana e a qualidade geral dos painhos, uma vez que Hierro et al. (2015) apontam valores
inferiores a 0,90 para a awe a 5,5 para o pH, como sendo os indicados para manter um elevado nivel
de higiene alimentar em enchidos. Leistner & Roedel (1975) referiram que produtos com um pH <5,2

e aw < 0,95 ou somente pH < 5,0 ou aw < 0,91 sdo produtos estaveis que ndo necessitam de
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temperaturas de refrigeracdo para se manterem estdveis. Ja haviamos citado os ultimos autores nas

analises e discussbes dos resultados referente aos ensaios anteriores.

O descrito permite-nos inferir que as estirpes ndo tiveram um efeito notério sobre a reducdo da aw
dos painhos. A introducdo do T2 dificilmente teria algum efeito sobre aquele parametro, atendendo
a precocidade da cura naguele momento. Em relagdo ao pH, as estirpes conseguiram metabolizar a
dextrose alimentar adicionada e, desse modo, produzir acido que contribuiu para valores
significativamente mais reduzidos de pH. E de salientar, como ja foi mencionado ao logo do presente
trabalho, que no inicio da fermentacdo valores de pH inferiores poderdo trazer beneficios

principalmente a nivel sanitério.

5.6.2. Parametros microbiolégicos

Na Tabela 135 apresenta-se a analise de variancia para os resultados dos parametros microbioldgicos,

considerando o fator lote.

Tabela 135 - Andlise de variancia para os resultados dos parametros microbiolégicos, considerando o fator lote.

Fator
Lo . Lote
Variaveis G.L=2
Mesdfilos P:i '0719(?(?*
. g F=7,2436
Psicrotroficos P=0,0011**
Bactérias laticas F=1,7261
P=0,1825N
F=5,3024
Staphylococcus spp. P=0,0062**
Enterobactérias F=0,3357
P=0,7015N-
Bolores F=8,9976
P=0,0002***
Leveduras F=0,3076
P=0,7358N>
F=2,0163
L. monocytogenes P=0,1377"5

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; * Significativo para p<0,05; **Significativo para p<0,01;
***Significativo para p<0,001

Relativamente aos resultados indicados na Tabela 135 conclui-se que o fator lote foi altamente
significativo (p<0,001) para as contagens de bolores, muito significativo (p<0,01) para microrganismos
psicrotréficos e Staphylococcus spp., significativo (p<0,05) para meséfilos e ndo significativo (p=0,05)

para as restantes varidveis estudadas.
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Os resultados da analise de variancia refletem a utilizacdo de matérias-primas de lotes diferentes,
tripas que podem apresentar calibres ligeiramente distintos, entre outros fatores que podem

condicionar a multiplicagcdo microbiana.

Na Tabela 136 esta indicada a analise de variancia para os resultados dos parametros microbioldgicos,

considerando os fatores modalidade e tempo de amostragem.

Tabela 136 - Andlise de varidancia para os resultados dos parametros microbiolégicos, considerando os fatores
modalidade e tempo de amostragem.

Fatores
Variveis Modalidade a;\eon:t’::gdeem Modalidade x Tempo de amostragem
G.L=4 G.L.=3 G.L.=12
Meséfilos F=13,3003 F=30,9638 F=1,3622
P=0,0000*** P=0,0000*** P=0,1868"->
Psicrotréficos F=9,9053 F=31,3784 F=1,5639
P=0,0000** P=0,0000*** P=0,1146N->
Bactérias lticas F=20,7683 F=47,5361 F=6,3831
P=0,0000*** P=0,0000*** P=0,0000***
Staphylococcus F=9,9099 F=45,5307 F=6,2395
spp. P=0,0000*** P=0,0000*** P=0,0001***
Enterobactérias F=1,7002 F=599,8499 F=3,3494
P=0,1559"-> P=0,0000*** P=0,0004***
Bolores F=1,0548 F=21,4769 F=0,7083
P=0,3830N-> P=0,0000*** P=0,7401N->
Leveduras F=4,4454 F=338,9017 F=9,7003
P=0,0024** P=0,0000*** P=0,000***
L F=1,9963 F=0,6779 F=0,6679
monocytogenes P=0,1054N-* P=0,5676"-* P=0,7689N-*

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; ** Significativo para p<0,01; *** Significativo para p<0,001

A andlise da Tabela 136 permite inferir que o fator modalidade foi altamente significativo (p<0,001)
para as contagens de microrganismos mesofilos, bactérias laticas e Staphylococcus spp., muito
significativo (p<0,01) para microrganismos psicrotréficos e leveduras e nao significativo (p=0,05) para
as demais variaveis. O fator tempo de amostragem foi altamente significativo (p<0,001) para todas as
variaveis, com excegdo das contagens de L. monocytogenes para a qual ndo foi significativo (p=0,05).
A interacdo modalidade x tempo de amostragem foi altamente significativa (p<0,001) para as
contagens de bactérias laticas, Staphylococcus spp., enterobactérias e leveduras e nao foi significativa
(p=0,05) para as restantes varidveis. O fator tempo de amostragem teve uma influéncia superior na

microbiota dos painhos, por compara¢do com a modalidade de inoculagao.

Na Tabela 137 estdo indicados os valores médios e desvios padrao para os pardmetros microbioldgicos

obtidos nos painhos da Beira Baixa inoculados com culturas mistas.
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Tabela 137 - Valores médios e desvios padrdo para os parametros microbioldgicos obtidos nos painhos da Beira
Baixa inoculados com culturas mistas.

Parametros
Tempo .. L
de | Modiidade | Mestiios | Psoticos | B2 | Smohvooms | b i | Bokres | Levedtras Listeria Samonela
amo. lticas pp. 'monocytogenes pp.
1 5,85%¢ | 5,920b 2,91%F 3,30¢ 4,43" 1,55" | 3,59Ab 5,00 ND
+0,36 +0,40 +1,56 +0,42 40,50 +1,63 | 0,46 +8,37
) 6,69%° | 6,40%°" | 6,53%% | 5,42%%° 4,42" 1,87% | 3,76 <1 ND
+0,27 +0,52 40,38 +0,51 0,12 +1,13 | #0,42
TO 3 7,20%% | 6,728° 7,00%2 5,04° 5,09% 1,70 | 4,194 <1 ND
+0,52 +0,23 40,58 +1,11 40,94 £1,97 | 0,09
a 7,215 | 7,117 7,1452 6,292 5,124 2,25% | 3,93%2 <1 ND
+0,33 +0,36 +0,42 +0,58 +0,77 +1,22 | 0,36
5 7,27°% | 7,02 7,30° 6,447 4,83 1,64 | 4,382 <1 ND
+0,22 +0,45 0,51 +0,27 0,39 41,80 | +0,24
1 7,03%¢ | 6,775 7,15%¢ 4,100 2,58%° | 0,33 | 0,928° a ND
+0,38 +0,37 40,39 +0,51 40,28 40,54 | #1,02
) 8,044 | 811 | 8,03 5,514 3,44%30 | 13348 | 3 54Aa a ND
+0,24 +0,33 40,28 +0,61 40,39 +1,28 | 20,40
2 3 8,13" | 8,19*% | 8,03"8F 5,42b 3,61%° a 3,93A2 a ND
+0,17 +0,15 40,12 +1,03 +0,48 40,20
4 8,12°%" | 8,00° | 811" | 6,55 | 4,06"° | 0,57° | 3,52%° a ND
+0,23 +0,55 +0,18 +0,50 40,90 +0,99 | 20,26
5 9’07A,a 8’43A,a 8’783 6,83A'a 3,633,3 0’38 3’96B,a <1 ND
+0,73 +0,46 0,75 +0,75 40,54 0,94 | 0,33
7,91% 7,63% 8,06" 3,66 c s | 0,468
, , , ) , ND
1 10,88 | 0,68 | +0,93 0,69 <1 < 113 <1
) 8,44" 8,43" 8,69" 3,86"° <1C <18 <18 <1 ND
+0,87 +0,91 +1,28 +1,05
7 8,32" 8,10" 8,71" 4,15 c .
’ ’ ’ 7 ND
3 £1,08 | #1,31 | #1,25 +1,68 <1 <1 1 <1 <1
8,61" 8,26 8,50" 3,78° 5 5
’ ! ’ ’ < < <1¢ <1 ND
4 +0,57 +0,87 40,57 +0,49 1 1
8,14"° 7,60%8 7,85 3,408
! ¢ ! ’ <1© <1 <1¢ <1 ND
3 +0,48 +0,34 0,27 +0,50
1 7,26"% | 7,18%° 7,324 4,19 0,86¢ <q8 | 088 1,66 ND
+0,15 +0,27 40,23 +1,01 41,33 +1,42 +4,08
’ 7,98" 7,82% 8,01" 4,12°8 <1¢ g | 074 <1 ND
+0,28 +0,48 40,25 +1,43 41,15
. AB AB AB B
TFinal 3 7,95 7,71 8,01 4,12 <1 <1 0,17 <1 ND
+0,21 +0,36 +0,18 +1,25 40,41
8,394 8,17 8,38" 3,558
4 ¢ ¢ ’ ’ <1° <1® <1¢ <1 ND
+0,91 +1,03 40,96 +0,44
8,578 | 7,77%® 8,61 3,51° c
! ! ! ’ < <1¢ < ND
3 +1,64 | 0,75 | 1,66 +0,46 <1 ! ! 1

TO (pré-enchimento); T2 (48 h apds o enchimento); T7 (fase intermédia da cura); TFinal (produto acabado).

1 - Controlo com dextrose; 2 - Staphylococcus equorum S2M7 (102 células/g) + Lactobacillus sakei CV3C2 (108
células/g); 3 - Staphylococcus equorum S2M7 (108 células/g) + Lactobacillus sakei CV3C2 (108 células/g) +
levedura 2RB4 (10° células/g); 4 - Staphylococcus xylosus CECT7057 (10% células/g) + Lactobacillus sakei
CECT7056 (108 células/g); 5 - Staphylococcus xylosus CECT7057 (102 células/g) + Lactobacillus sakei CECT7056
(102 células/g) + levedura 2RB4 (10° células/g).

Listeria monocytogenes apresenta-se em ufc/g. Os restantes parametros contaveis apresentam-se em log ufc/g.
Os valores indicados para Salmonella spp. referem-se ao numero de resultados positivos em 6 amostras.

<1 - Contagens inferiores a uma unidade formadora de coldnia por grama (ufc/g).
ND - Ndo detetado (auséncia em 25g).
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Para a mesma modalidade e na mesma coluna, letras maiusculas diferentes representam médias com diferencas
significativas para p< 0,05. Para o mesmo tempo de amostragem e na mesma coluna, letras minusculas
representam médias com diferencas significativas para p< 0,05.

A andlise da Tabela 137 permite afirmar que do TO (pré-enchimento) em diante houve um aumento
das contagens de microrganismos mesdfilos. Importa referir que os painhos controlo apresentaram
concentragoes inferiores aos inoculados em todos os tempos de amostragem. Todavia, ao nivel
estatistico, apenas nos tempos TO e T2 foram confirmadas aquelas diferencas. A introducao do T2
neste ensaio permite-nos inferir que as estirpes tiveram um efeito notério sobre as contagens de
microrganismos mesofilos, porque as diferengas entre os enchidos ndo inoculados e inoculados foram
de 1 a2 log ufc/g, cabendo os valores médios mais elevados aos segundos. Na fase intermédia da cura

(T7) e no produto acabado os valores mantiveram-se entre 7,26 e 8,57 log ufc/g.

Varios autores, no produto acabado, contaram microrganismos mesofilos proximos dos 8 log ufc/g,
mas para enchidos ndo inoculados (Cenci-Goga et al., 2012; Drosinos et al., 2005; Comi et al., 2005;
Mauriello et al., 2004). Todavia, Lorezo et al. (2014); Dalla-Santa et al. (2014) e Gonzélez & Diez (2002)
apresentaram valores médios em enchidos inoculados mais proximos de 9 log ufc/ g, porém, Garcia
Fontan et al. (2007) produziram androlla - enchido espanhol - ndo inoculada e sem aglcares
adicionados e quantificaram o valor médio de 8,99 + 0,46 log ufc/g. Refletindo o que fomos
mencionando ao logo do trabalho, isto é, a microbiota mesdfila, cuja origem e comportamento das
populagdes nos enchidos é bastante heterogénea, ndo constitui um indicador seguro do tipo de
populacdes presentes nos géneros alimenticios, porque inclui microrganismos indesejaveis
juntamente com microrganismos de interesse tecnoldgico, cujas contagens poderao variar em fungdo

do todos os processos desde o abate dos animais.

Para microrganismos psicrotréficos verificou-se basicamente o descrito para mesdfilos, mas as
contagens foram ligeiramente inferiores para os microrganismos em causa. Indo ao encontro do
referido por Benito et al. (2007), que refere que, geralmente, as contagens de microrganismos

psicrotréficos sdo inferiores as de mesofilos.

No que concerne as contagens de bactérias laticas, ndo se observaram diferencas muito evidentes ao
longo do processo de cura, ainda que, de uma forma geral, as contagens tenham sido inferiores no
TO. Efetuando uma avaliacdo por tempo de amostragem, conclui-se que no TO a modalidade nado
inoculada apresentou um valor médio (2,91 + 1,56 log ufc/g) significativamente inferior as
modalidades inoculadas, o que também se aplicou no T2, com um valor médio de (7,15 * 0,39 log
ufc/g). Nos restantes tempos de amostragem ndo existiram diferencas significativas entre

modalidades. Porém, os painhos inoculados apresentaram, na maioria dos casos, concentra¢des mais
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elevadas deste grupo de bactérias. Inoculdmos concentracdes aproximadas de 10% células/g
massa - culturas puras de Lactobacillus - e no TO os valores aproximam-se da concentragdo indicada,
principalmente nas modalidades 4 (S. xylosus CECT7057 108 e L. sakei CECT7056 108) e 5 (S. xylosus
CECT7057 108, L. sakei CECT7056 108 e levedura 2RB4 10°), ou seja, as modalidades que continham as
estirpes patenteadas. Talvez porque aquelas estirpes se tenham adaptado melhor as condicGes
existentes nas massas. Rubio et al. (2013) também determinaram concentracGes semelhantes as

inoculadas no inicio da cura.

As contagens de bactérias laticas vdo ao encontro dos resultados obtidos para o pH nos mesmos
tempos de amostragem (TO e T2), pois os painhos ndo inoculados obtiveram as concentragdes
significativamente mais reduzidas do referido grupo bacteriano, concomitantemente também

apresentaram valores médios significativamente superiores para o pH.

As bactérias laticas, mais uma vez, foram o grupo de bactérias que se apresentou em maior nimero
no produto acabado (7,32 log ufc/g a 8,61 log ufc/g), indo ao encontro dos resultados obtido por
Lorenzo et al. (2014); Liicke et al. (2012); Spaziani et al. (2009); Cenci Goga et al. (2008) e Garcia Fontan
et al. (2007). Todavia, Andrade et al. (2010) determinaram contagens superiores para

Micrococcaceae.

Para as contagens de Staphylococcus spp., no que respeita a comparagdo entre tempos de
amostragem, de uma forma geral, verifica-se que houve uma reducao da concentracdao do grupo
bacteriano em analise dos TO e T2 para os tempos de amostragem subsequentes. Em termos da
avaliacdo individual de cada tempo de amostragem, no TO os painhos controlo apresentaram um valor
médio (3,30 * 0,42 log ufc/g) significativamente inferior aos inoculados. No T2, para os enchidos ndo
inoculados, o valor médio foi de 4,10 + 0,51 log ufc/g e foi significativamente inferior ao apresentado
pelos painhos alocados a modalidade 5 (6,83 + 0,75 log ufc/g). Nos tempos T7 e TFinal ndo se
verificaram diferencgas significativas entre modalidades. Os valores médios no produto acabado
ficaram entre os 3,51 log ufc/g e os 4,19 log ufc/g. Para Staphylococcus, ao contrario do que sucedera
para bactérias laticas, as estirpes patenteadas apresentaram-se em concentragdes ligeiramente
inferiores as demais estirpes e até a modalidade controlo. O decréscimo das contagens de
Staphylococcus spp. deveu-se, certamente, ao abaixamento do pH, que neste ensaio atingiu valores

inferiores a 5,0, e a deposi¢ao de fumo na superficie da tripa dos enchidos.

Autores como Andrade et al. (2010) e Garcia Fontan et al. (2007), no produto acabado, obtiveram
resultados semelhantes aos obtidos neste ensaio, enquanto Lorenzo et al. (2014) obtiveram

concentragdes proximas dos 6,0 log ufc/g.
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Inoculdmos aproximadamente 108 células/g de massa para cada estirpe de Staphylococcus, porém, as
contagens no TO (pré-enchimento) n3o ultrapassaram os 6,44 + 0,27 log ufc/g. As temperaturas
inferiores a 5°C usadas no periodo de maturacdo das massas (72 horas) e a competicdo com a
microbiota indigena e as estirpes de Lactobacillus inoculadas poderdo explicar as diferencas entre o

nivel de inoculacdo e as contagens efetuadas.

No que concerne as contagens de enterobactérias, verificamos que nos TO e T2 todas as modalidades
apresentaram valores contaveis, mas apenas existiram diferencas entre modalidades no ultimo tempo
mencionado. No T7, as contagens foram inferiores ao limite de detecdo do método (<1 ufc/g) para
todas as modalidades. No entanto, no produto acabado a modalidade n3do inoculada foi a Unica a

apresentar um valor médio contavel (0,86 + 1,33 log ufc/g).

Autores como Cadavez et al. (2016); Lorenzo et al. (2014) e Garcia Fontan et al. (2007) obtiveram
valores superiores aos por nés obtidos no produto acabado. Os autores referidos obtiveram
concentragdes préximas de 1 log ufc/g, mas em algumas modalidades atingiram valores préximos de
3 log ufc/g. Cadavez et al. (2016) e Gacia Fontan et al. (2007) também recorreram a fumagem
tradicional para desidratar os enchidos, enquanto os restantes autores, ndo. Hajmeer et al. (2011)
referem que a fumagem e as temperaturas associadas a este processo mostraram efeito
antimicrobiano sobre microrganismos patogénicos como C. jejuni, E. coli 0157:H7, L. monocytogenes,

S. enterica e Y. enterocolitica.

Para as contagens de bolores verificamos que nos T7 e TFinal os valores obtidos para todas as
modalidades foram inferiores ao limite de detegdo do método (<1 ufc/g), no entanto, no TO todas as
modalidades apresentarem valores médios contdveis, mas ndo apresentaram diferencas significativas
entre si, e no T2 os painhos alocados & modalidade 3 (S. equorum S2M7 108, L. sakei CV3C2 108 e
levedura 2RB4 10°) foram os Unicos a apresentarem um valor médio (<1 ufc/g) inferior ao limite de
detecdo do método usado. Como escrito ao longo do presente trabalho é comum que ndo aparegam
bolores em enchidos acabados. Sendo comum se incluirmos a tripa dos enchidos nas analises

microbioldgicas, mas nao foi o caso do presente estudo.

Verificamos que nos tempos TO e T2 as contagens de leveduras foram significativamente superiores
aos restantes tempos de amostragem, com exce¢do dos painhos controlo no T2. Efetuando uma
andlise por tempo de amostragem, no TO todas as modalidades apresentarem valores médios
contaveis, mas apenas existiram diferencas significativas entre os enchidos controlo e os inoculados
com S. xylosus CECT7057 108, L. sakei CECT7056 10% e levedura 2RB4 10° (modalidade5). No T2 os
painhos n3o inoculados apresentaram um valor médio (0,92 + 1,02 log ufc/g) significativamente

inferior aos demais. Na fase intermédia da cura (T7), apesar de nao existirem diferencas significativas
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entre modalidades, apenas a os painhos controlo apresentaram um valor médio contavel (0,46 + 1,13
log ufc/g) e no produto acabado as modalidades 1 (controlo), 2 (S. equorum S2M7 102 e L. sakei CV3C2
108) e 3 (S. equorum S2M7 108, L. sakei CV3C2 10® e levedura 2RB4 10°) apresentaram valores médios
contaveis, mas n3o apresentaram diferencas entre si (0,88 + 1,42 log ufc/g, 0,74 + 1,15 log ufc/g e

0,17 + 0,41 log ufc/g, respetivamente).

As modalidades 3 e 5 que continham a estirpe 2RB4 (10° células g/massa), todavia, no TO, ndo
mostraram painhos com concentragdes significativamente mais elevadas que as demais modalidades
inoculadas. Significando, portanto, que a estirpe teve dificuldade em se adaptar as condicGes
ambientais adversas das massas (temperatura, pH, sal, entre outros). Os resultados obtidos no
presente ensaio foram bastante inferiores aos determinados por Andrade et al. (2010), relembramos
que aqueles autores produziram salchichdn espanhol inoculado com diversas estirpes de D. hansenii,
na concentrac¢do aproximada de 10° células/g de massa, adicionaram dextrina, dextrose e lactose, mas
nao referem as percentagens porque os agulcares vinham preparados num mix comercial e ndo
fumaram os enchidos. Aqueles autores obtiveram valores relativamente constantes - 3,0 a 6,0 log
ufc/g - ao longo de todo o processo produtivo. De destacar que as concentracdes menores couberam
sempre aos enchidos controlo no estudo executado pelos autores citados. Julgamos que o efeito da
fumagem podera ser a razdo para concentracdes obtidas para as contagens de leveduras e também o
facto da mesma nao conseguir competir com a flora presente no meio, incluindo com as bactérias por
nds inoculadas. Encinas et al. (2000) reportaram valores inferiores para enchidos fumados, por
comparagdo com os nao fumados. Leistner (1995) refere que a fumagem afeta as contagens de

leveduras e fatores como o tempo e temperaturas usadas tém um papel primordial naquele efeito.

Para as contagens de L. monocytogenes, todas as modalidades, nos T2 e T7, apresentaram valores
inferiores ao limite de detecdo (<1 ufc/g) do método. No TO apenas a modalidade n&o inoculada
apresentou um valor médio contavel (5,00 * 8,37 ufc/g), situacdo que também se verificou no produto
acabado (1,66 * 4,08 ufc/g). Contudo, importa referir que todos os valores foram inferiores aos
indicados na legislacdo vigente (100 ufc/g, segundo o Reg. 1441/2007) para alimentos prontos para
consumo suscetiveis de permitirem o crescimento de L. monocytogenes, exceto os destinados a
lactentes e a fins medicinais especificos. As estirpes parecem ter tido um efeito importante sobre a

inibicdo deste patogénico, tal como verificado por Cenci-Goga et al. (2008).

A pesquisa de Salmonella spp. foi negativa em todas as modalidades e tempos de amostragem.
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5.6.3. Determinag¢ao de aminas biogénicas

Na Tabela 138 apresenta-se a andlise de varidncia para os resultados das aminas biogénicas,

considerando o fator lote.

Tabela 138 - Analise de variancia para os resultados das aminas biogénicas, considerando o fator lote.

Fator
idvei Lote
Variaveis

G.L.=2

Triptamina F=0,1047
P=0,9006"-*

. . F=5,4330
B-feniletilamina e hos
Putrescina F=5,4794
P=0,0047**

Cadaverina F=16,4849
P=0,0000***

Histamina F=2,2005
P=0,1130"

Tiramina F=2,4053
P=0,0925">

Espermidina F=0,0678
P=0,9345"*

Espermina F=0,5777
P=0,5620"%

Aminas vasoativas F=0,2157
P=0,8062"%

i F=2,2617

Total de aminas b0 100N

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; **Significativo para p<0,01; ***Significativo para p<0,001

A analise da Tabela 138 permite concluir que o fator lote foi altamente significativo (p<0,001) para

cadaverina, muito significativo (p<0,01) para B-feniletilamina e putrescina e nao significativo (p=0,05)

para as restantes varidveis estudadas.

Na Tabela 139 estd indicada a andlise de variancia para os resultados das aminas biogénicas,

considerando os fatores modalidade e tempo de amostragem.
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Tabela 139 - Andlise de variancia para os resultados das aminas biogénicas, considerando os fatores modalidade

e tempo de amostragem.

Fatores
T d
Variaveis Modalidade empo de Modalidade x Tempo de amostragem
(ma/kg d hido) amostragem
m e enchlido
&/ke G.L=4 G.L=3 G.L=12
ribtamin F-1,8883 F=17,4129 F-1,8689
P P=0,1135%** P=0,0000*** P=0,0395*
o F=1,6920 F=7,6613 F=0,7577
B-feniletilamina P=0,1529N5 P=0,0001*** P=0,6934NS
butrescin F=5,7224 F=27,9112 F=4,8198
P=0,0002%** P=0,0000%** P=0,0000%**
cadaverina F=0,5448 F=3,6500 F=2,0550
P=0,7030N* P=0,0134* P=0,0211*
. F=2,6880 F=1,7373 F=1,2308
Histamina P=0,0322* P=0,1603"5: P=0,2632V5
. F=1,5177 F-87,8433 F=1,0729
Tiramina P=0,1980N* P=0,0000*** P=0,3843NS
Espermidina F=2,8066 F=0,9177 F-1,2554
P=0,0266* P=0,4331NS- P=0,2471NS
Espermina F-0,8241 F=7,3225 F=2,0164
P=0,5111N% P=0,0001*** P=0,0241*
) ) F=2,0226 F=15,8183 F=1,8225
Aminas vasoativas P=0,0923"5: P=0,0000*** P=0,0460*
. F=0,8912 F=1,4758 F=2,7787
Total de aminas P=0,47000M P=0,2221NS P=0,0015**

G.L. — Graus de Liberdade

Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; * Significativo para p<0,05; **Significativo para p<0,01;

***Significativo para p<0,001

A avaliacdo da Tabela 139 permite inferir que o fator modalidade foi altamente significativo (p<0,001)

para triptamina e putrescina, significativo (p<0,05) para histamina e espermidina e ndo foi significativo

(p=0,05) para as demais aminas. O fator tempo de amostragem foi altamente significativo (p<0,001)

para triptamina, B-feniletilamina, putrescina, tiramina, espermina e aminas vasoativas, significativo

(p<0,05) para cadaverina e nao foi significativo (p=0,05) para histamina, espermidina e total de

aminas. A interagdo entre os fatores indicados foi altamente significativa (p<0,001) para putrescina,

muito significativa (p<0,01) para os teores totais de aminas, significativa (p<0,05) para triptamina,

cadaverina, espermina e aminas vasoativas e nao foi significativa (p=0,05) para as restantes aminas.

Na Tabela 140 sdo mostrados os valores médios e desvios padrdo para as aminas biogénicas obtidos

nos painhos da Beira Baixa inoculados com culturas mistas.
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Tabela 140 - Valores médios e desvios padrdo para aminas biogénicas obtidos nos painhos da Beira Baixa inoculados com culturas mistas.

Parametros (mg/kg de enchido)

de Tempo Triptamina B-fenietiamina Putresdna Cadaverina Histamina Tramina Espermidina Espermina Aminasvasoativas Totaldeaminas
138,70%° 5,00* 7,79¢ 18,90° 0,32 1,33¢ 17,19° 100,50 145,35% 289,73
+108,00 +2,37 +2,75 15,38 +1,01 +0,85 +3,98 163,95 +107,45 +164,49
112,17° 5,15 10,78° 16,98° 0,55 2,46° 16,03 101,615¢ 120,32° 265,72
168,07 +3,10 +4,23 4,94 +0,92 +3,30 +3,22 159,05 166,69 73,77
TO 158,054 9,81 10,96° 19,95 0,31 1,77¢ 16,84%° 135,50"% 170,284 353,54%
+38,34 +11,80 +3,31 +4,35 +0,76 +0,84 +3,10 +51,05 41,20 163,17
208,212 6,05* 11,52 22,04 ND 3,05° 13,76% 123,45 217,317 388,08"
+86,79 +2,90 4,18 +11,48 +3,84 +3,17 145,29 +89,43 185,39
140,524 7,15% 10,94 28,53 ND 1,16¢ 11,74° 125,90%° 148,824 325,94
+56,90 4,51 15,41 +21,58 +1,01 +5,73 47,61 158,82 +110,90
131,51 4,278 8,61°¢ 20,53" ND 3,18¢ 17,70 123,09 138,95 308,88
60,31 +1,77 +2,29 12,82 +1,90 +4,09 153,48 59,91 172,10
119,88 3,97 10,63° 22,80 ND 4,86° 22,83 155,324 128,71 340,29
+53,81 +0,98 +10,72 19,66 2,14 +16,45 +46,65 +51,95 73,77
™ 133,05%¢ 4,26 9,84° 23,62 ND 3,91%¢ 12,69 123,25"¢ 141,22%¢ 310,62"°
+64,67 +2,30 *3,79 +14,76 +2,46 4,16 +53,32 +65,37 194,20
107,23° 4,15%® 10,37 19,32 ND 4,62° 15,54 139,22 116,00° 300,46"°
+38,17 +1,00 +3,39 4,07 +2,15 +2,40 +33,36 +37,38 166,94
115,598 3,95° 9,81 18,65 ND 4,33° 14,99 154,76" 123,878 322,09
153,22 +1,11 +3,72 4,14 +1,57 +3,49 46,47 153,42 +104,02
74,17 3,54"8 33,38 17,88° 0,28° 6,90° 17,54 121,76° 84,89 275,45
+44,80 +0,54 +25,68 15,28 +0,54 4,16 +3,98 +43,20 +45,05 +70,97
72,26 4,17 34,79% 21,16"° ND® 7,714 16,95 129,38A820 84,13 286,50
41,23 +0,98 126,31 +10,63 +1,30 15,22 +32,05 +41,06 +80,93
T7 93,09%¢ 3,93 29,38" 19,72 ND" 7,50° 17,26 170,352 104,528 341,234
+31,79 +1,54 +21,33 +3,47 +3,29 +3,11 +33,24 +32,42 +68,58
85,21° 3,66° 21,35 17,00 ND® 7,258 17,20 131,42°" 96,13" 283,10°
+33,02 +0,66 +12,40 15,10 +3,36 +3,67 152,51 +32,53 168,44
83,32° 3,20° 20,91 17,73 ND® 6,69° 16,66 130,61482" 93,21° 279,12
+28,42 +0,58 +16,21 4,14 2,71 +4,81 +29,46 +28,20 +44,16
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Tabela 140 (continuagao) - Valores médios e desvios padrdo para aminas biogénicas obtidos nos painhos da Beira Baixa inoculados com culturas mistas.

Parametros (mg/kg de enchido)

demn Modalidade Triptamina B-fenietiamina Putresdna Cadaverina Histamina Tramina Espermidina Espermina Aminasvasoativas Totaldeaminas
1 132,72¢° 3,27° 64,8342 27,58% 0,80 10,46" 20,607 131,66 147,26 391,93°
+ 60,44 +0,44 +38,26 19,67 2,17 +2,37 +5,06 +97,55 +61,07 +184,28
2 104,34%" 3,77 31,007%° 30,75% ND 8,79% 16,30%" 75,14¢ 116,90 270,08"
+21,60 +0,74 126,31 +14,49 +2,62 +3,91 +12,01 122,14 +39,99
TFinal 3 86,03%" 5,41 15,9450 21,86 ND 13,174 18,75 87,97¢ 104,61° 249,135
18,84 +3,99 19,49 +10,60 +5,59 +5,39 +17,18 +12,79 +29,69
a 122,398k 4,217 21,73 22,48 ND 12,414 13,99° 116,07 139,00° 313,288
+45,39 +1,78 +17,16 18,94 +7,68 +4,29 52,17 +44,52 +112,86
5 103,0078:2° 4,058 19,58° 18,83 ND 10,63* 13,86° 105,07° 117,68"% 275,03
+34,36 +2,05 +13,08 18,28 +3,09 +2,91 +31,85 +36,43 171,41

TO (pré-enchimento); T2 (48 h apds o enchimento); T7 (fase intermédia da cura); TFinal (produto acabado).
1 - Controlo com dextrose; 2 - Staphylococcus equorum S2M7 (102 células/g) + Lactobacillus sakei CV3C2 (108 células/g); 3 - Staphylococcus equorum S2M7 (102 células/g) +

Lactobacillus sakei CV3C2 (108 células/g) + levedura 2RB4 (10° células/g); 4 - Staphylococcus xylosus CECT7057 (108 células/g) + Lactobacillus sakei CECT7056 (108 células/g);

5 - Staphylococcus xylosus CECT7057 (102 células/g) + Lactobacillus sakei CECT7056 (102 células/g) + levedura 2RB4 (10° células/g).

O conjunto das aminas vasoativas corresponde a soma dos teores da triptamina, B-feniletilamina, histamina e tiramina.
Para a mesma modalidade e na mesma coluna, letras maiusculas diferentes representam médias com diferencas significativas para p< 0,05. Para o mesmo tempo de

amostragem e na mesma coluna, letras minusculas representam médias com diferencas significativas para p< 0,05. ND - Ndo detetado
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A leitura da Tabela 140 permite concluir que para histamina ndo se observaram diferencas entre
tempos de amostragem e os teores nunca alcancaram sequer 1,00 mg/kg para qualquer
modalidade. De evidenciar que na fase intermédia da cura (T7) e no produto acabado apenas os
painhos controlo apresentaram valores detetaveis (0,28 * 0,54 mg/kg e 0,80 + 2,17 mg/kg,

respetivamente).

Os teores de tiramina foram aumentando paulatinamente até ao produto final. Naquele
momento da cura os valores médios ndo ultrapassaram os 13,17 + 5,59 mg/kg, e ndo existiram

diferencas significativas entre modalidades.

A poliamina natural espermina apresentou teores superiores a sua congénere espermidina,

corroborando Giroto et al. (2010) e Roseiro et al. (2010).

Para o conjunto das aminas vasoativas (triptamina, B-feniletilamina, histamina e tiramina) os
teores foram um pouco inferiores na fase intermédia da cura (T7), por compara¢dao com os
tempos que |he antecederam. Todavia, no produto acabado os mesmos subiram ligeiramente,
ainda que em termos estatisticos ndo tenham existido diferencas significativas, os painhos
controlo apresentaram o valor médio (147,26 * 61,07 mg/kg) mais elevado, em sentido oposto
apareceram os associados a modalidade 3 (S. equorum S2M7 108, L. sakei CV3C210%e levedura

2RB4 10°) com um teor de 104,61 + 12,79 mg/kg.

Para o total de aminas presentes nos painhos nao se observaram diferencas muito pronunciadas
ao longo do tempo de amostragem. No produto acabado os enchidos controlo voltaram a
apresentar o valor médio mais elevado (391,93 + 184,28 mg/kg) que foi significativo (249,13 +

29,69 mg/kg) face aos inoculados com a modalidade 3.

E de salientar que neste ensaio as aminas que apresentaram teores mais elevados no produto
acabado, por ordem decrescente, foram triptamina, espermina, putrescina e cadaverina. Em

sentido oposto surgiram histamina, B-feniletilamina e tiramina.

Tiramina e histamina, sendo apontadas como as mais tdxicas para os consumidores,
apresentaram teores bastante reduzidos face, por exemplo, aos obtidos por Simion et al. (2014)
e Bover-Cid et al. (2014). Outro exemplo é o de Latorre-Moratalla et al. (2017) que indicam 139,2
+ 118,9 mg/kg e 26,5 * 57,8 mg/kg, respetivamente, para tiramina e histamina como sendo os

valores médios encontrados nos enchidos a venda no mercado Espanhol.

O conjunto das aminas vasoativas apresentou valores inferiores a 200 mg/kg e bastante

inferiores a 1000 mg/kg para o somatdrio dos teores destes compostos.
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Dos ensaios que envolveram os painhos da Beira Baixa, este foi aquele onde se obtiveram os
teores totais de aminas biogénicas mais reduzidos no produto acabado. Tentar associar os
valores de pH ao aludido ndo nos parece muito valido, porque os valores daquele parametro,
em todos os ensaios descritos neste trabalho, apresentaram- se semelhantes. Todavia, neste
ensaio em particular, o valor médio (5,12 + 0,18) dos painhos controlo prontos a consumir foi
significativamente mais elevado que os dos inoculados, para além de terem sido os Unicos a
apresentarem valores médios contaveis para enterobactérias (0,86 + 1,33 log ufc/g) e L.
monocytogenes (1,66 = 4,08 ufc/g) também no produto acabado. Podendo o descrito ter
contribuido para os teores mais elevados para o conjunto das aminas vasoativas e teores totais
daqueles compostos, tendo em conta o que sobejamente referimos relativamente a possivel

acao do pH e principalmente enterobactérias sobre a aminogénese.

Na Tabela 141 é apresentada a percentagem de reducdo dos teores de aminas biogénicas no

produto acabado, por comparacdo entre os painhos controlo e os inoculados.

Tabela 141 - Percentagem de reducdo dos teores de aminas biogénicas no produto acabado, por
comparacgao entre os painhos controlo e os inoculados.

% de Redugdo

Modaidade | Trigtamina | Bi' . Putresdna | Cadaveria | Histamina | Tramina | Espermidina | Espermina Aminas Tﬂ:
1
2 21,38 NR 52,18 20,74 100 16,21 20,87 42,93 20,62 31,09
3 35,18 NR 75,41 NR 100 NR 57,52 33,18 28,96 36,44
4 7,78 NR 66,48 18,49 100 NR 32,09 11,84 5,61 20,07
5 15,84 NR 69,10 31,73 100 NR 32,72 20,20 20,01 28,83

1 - Controlo com dextrose; 2 - Staphylococcus equorum S2M7 (108 células/g) + Lactobacillus sakei CV3C2
(10® células/g); 3 - Staphylococcus equorum S2M7 (10% células/g) + Lactobacillus sakei CV3C2 (102
células/g) + levedura 2RB4 (10° células/g); 4 - Staphylococcus xylosus CECT7057 (10% células/g) +
Lactobacillus sakei CECT7056 (10% células/g); 5 - Staphylococcus xylosus CECT7057 (108 células/g) +
Lactobacillus sakei CECT7056 (108 células/g) + levedura 2RB4 (10° células/g).

O conjunto das aminas vasoativas corresponde a soma dos teores da triptamina, B-feniletilamina,

histamina e tiramina.
NR - Ndo ocorreu reducao
A analise da Tabela 141 permite concluir que as estirpes ndo tiveram efeito sobre a reducdo dos

teores de B-feniletilamina no produto acabado, todavia, os teores foram muito préximos dos

obtidos para os enchidos controlo.

Também é importante reforgar que apenas os painhos controlo apresentaram teores detetdaveis
de histamina no produto acabado, e que para tiramina apenas os enchidos inoculados com a
cultura mista composta por S. equorum S2M7 108 e L. sakei CV3C2 10® (modalidade 2)
conseguiram promover uma redug¢ao de 16,21% dos teores desta amina. No entanto, tanto para

os teores de aminas vasoativas como para os teores totais, a modalidade que mais se destacou
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foi a niumero 3, que foi composta pelas estirpes da modalidade 2 apensas da levedura 2RB4, que

atingiu 28,96% e 36,44% de reducgdo, respetivamente.

As culturas patenteadas, de uma forma geral, ndo conseguiram promover reducdes tao
pronunciadas como a cultura S. equorum S2M7 e L. sakei CV3C2, na concentracdo 108 células/g
de massa, sendo o referido manifesto para o conjunto das aminas vasoativas e para os teores
totais. Parecendo que o fumo teve alguma influéncia na aminogénese, ja que nas inoculacGes
dos paios de porco preto, com culturas mistas, na concentracdo 108 células/g de massa, as
culturas patenteadas tinham promovido reducdes mais elevadas que S. equorum S2M7 108 e L.

sakei CV3C2 108,

Como ja haviamos verificado nas inoculagdes dos paios de porco preto com culturas mistas, na
concentracdo inoculada de 108 células/g de massa, as reducdes mais pronunciadas ocorreram
sobre a putrescina e aqui volta a confirmar-se tal facto. Como é natural ndo estamos a ter em
conta as reducdes de histamina verificadas neste ensaio, porque o teor médio obtido (0,80 +

2,17 mg/kg) para os painhos controlo foi bastante baixo.

Claramente as percentagens globais de reducdo dos teores de aminas biogénicas foram as mais
elevadas, por comparagdo com todas as que lhes antecederam, isto é, nos ensaios em que

inoculdmos culturas puras de Staphylococcus e Lactobacillus nos painhos da Beira Baixa.

5.6.4. Parametros da cor

Na Tabela 142 mostra-se a andlise de variancia para os resultados dos parametros da cor,

considerando o fator lote.

Tabela 142 - Analise de variancia para os resultados dos parametros da cor, considerando o fator lote.

Fator
Variaveis Lote
G.L.=2
L* F=10,9686
P=0,0000***
a* F=8,9251
P=0,0002***
b* F=0,1060
P=0,8995N->
c* F=3,665
P=0,0282*
He F=3,2267
P=0,0425*

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; *significativo para p<0,05; *** significativo para
p<0,001
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A analise da Tabela 142 permite concluir que o fator lote foi altamente significativo (p<0,001)
para as coordenadas L* e a*, significativo (p<0,05) para C* e H° e n3o significativo (p=0,05) para

a b*.

Apesar das modalidades e as condi¢des de fumagem serem idénticas, o facto dos lotes terem
sido produzidos em momentos distintos e com matérias-primas provenientes de lotes também

eles diferentes, podera originar variancia entre lotes de producgao.

Na Tabela 143 mostra-se a andlise de variancia para os resultados dos parametros da cor,

considerando o fator modalidade.

Tabela 143 - Andlise de variancia para os resultados dos parametros da cor, considerando o fator
modalidade.

Fator
Varidveis Modalidade
G.L=4
L* F=0,9553
P=0,4341N>
a* F=0,9498
P=0,4372N>
b* F=0,4819
P=0,7490N->
c* F=0,5700
P=0,6848N->
He F=0,9838
P=0,4184"">

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo

Apds analise da Tabela 143 conclui-se que o fator modalidade nao foi significativo (p>0,05) para

nenhuma das variaveis avaliadas.

Na Tabela 144 estdo indicados os valores médios e desvios padrdo para os parametros da cor

obtidos nos painhos da Beira Baixa inoculados com culturas mistas.

275



Tabela 144 - Valores médios e desvios padrdo para os parametros da cor obtidos nos painhos da Beira
Baixa inoculados com culturas mistas.

Parametros
Tempo de Modalidade L* a* b* c* H°
amostragem

1 48,4045,52 | 14,96+3,07 | 11,91+3,44 | 19,23%+4,15 | 38,26+6,01
TFinal 2 46,706,76 | 15,75+3,11 | 12,50+3,37 | 20,24+3,94 | 38,23+6,78
(produto 3 47,8045,59 | 15,08+2,79 | 13,13+3,30 | 20,15%£3,55 | 40,81+6,95
acabado) 4 46,98+5,90 | 15,81+2,57 | 12,75+4,02 | 20,47+4,03 | 38,13+7,14
5 49,3045,83 | 14,70+2,32 | 12,62+3,26 | 19,58%+2,71 | 40,29+8,71

1 - Controlo com dextrose; 2 - Staphylococcus equorum S2M7 (108 células/g) + Lactobacillus sakei CV3C2
(10® células/g); 3 - Staphylococcus equorum S2M7 (10% células/g) + Lactobacillus sakei CV3C2 (102
células/g) + levedura 2RB4 (10° células/g); 4 - Staphylococcus xylosus CECT7057 (10% células/g) +
Lactobacillus sakei CECT7056 (10% células/g); 5 - Staphylococcus xylosus CECT7057 (108 células/g) +
Lactobacillus sakei CECT7056 (108 células/g) + levedura 2RB4 (10° células/g).

Na mesma coluna, letras diferentes representam médias com diferencas significativas para p < 0,05.

A leitura da Tabela 144 permite inferir que ndo existiram diferencas significativas entre
modalidades para nenhum dos parametros estudados, como ja havia sido evidenciado pela
andlise de variancia para o fator modalidade. Todavia, os painhos inoculados com as
modalidades 2 (S. equorum S2M7 108 e L. sakei CV3C2 108), 3 (S. equorum S2M7 108, L. sakei
CV3C2 10® e levedura 2RB4 10°) e 4 (S. xylosus CECT7057 10% e L. sakei CECT7056 108)
apresentaram-se ligeiramente mais escuros e mais vermelhos (a*) que os restantes. Tendo em
conta os valores obtidos para a coordenada C*, os painhos inoculados foram ligeiramente mais

vermelhos e com uma cor mais forte e brilhante (mais definida).

Como tal, parece-nos que as estirpes poderdo ter contribuido para tornar os painhos mais
apelativos em termos visuais, porém, como apresentado na Tabela 150 relativa aos resultados
obtidos para os parametros de analise sensorial, ndo foi essa conclusdo a que o painel de

provadores chegou.

Relativamente aos resultados obtidos por outros autores, em sentido oposto as nossas
conclusdes, Lorenzo et al. (2014) verificaram que a utilizacdo de culturas de arranque influenciou
significativamente (positivamente) as coordenadas de cor dos enchidos, enquanto Casquete et
al. (2011b) sé identificaram efeito sobre a coordenada H°. J4 Essid & Hassouna (2013); Casquete
et al. (2011a) e Casaburi et al. (2008) chegaram a mesma conclusdo que nds, isto &, as culturas

de arranque nao tiveram uma influéncia significativa sobre as coordenadas de cor.
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5.6.5. Parametros reoldgicos

Na Tabela 145 apresenta-se a andlise de variancia para os resultados dos parametros reoldgicos,

considerando o fator lote.

Tabela 145 - Analise de variancia para os resultados dos parametros reoldgicos, considerando o fator lote.

Fator
o Lote
Variaveis
G.L.=2
F=40,0112
Dureza (N) P=0,0000***
F=5,8468
. . _1 7
Adesividade (N.s™) P=0,0036**
. F=10,0491
Coesividade P=0,0000***
. F=0,0584
Elasticidade P=0,9433N5-
Resiliéncia F17,4728
P=0,0000***
. F=27,9831
Mastigabilidade (N) P=0,0000%**

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; ** Significativo para p<0,01; *** Significativo para
p<0,001

Analisando a Tabela 145 verifica-se que o fator lote foi altamente significativo (p<0,001) para
dureza, coesividade, resiliéncia e mastigabilidade, muito significativo (p<0,01) para adesividade

e ndo significativo (p=0,05) para elasticidade.

A reologia dos enchidos é fortemente influenciada pelo abaixamento do pH, que pode ser
acelerado pelas bactérias laticas. Como consequéncia da acidez, é produzida uma certa
desnaturacdo e insolubilizacdo das proteinas que acelera a aquisicdo de uma textura adequada,
conferindo ao produto uma maior e melhor firmeza, estabilidade e coesao ao corte (Drosinos et
al., 2007). Como referimos algumas vezes ao longo deste trabalho, as alteragdes nos valores da
aw estdo condicionadas pela evolucdo do tempo de cura, mas o pH podera ter influéncia
significativa sobre aquele pardmetro, devido ao ponto isoelétrico das proteinas. Porém, no
corrente ensaio, nenhum dos parametros aludidos foi afetado pelo fator lote (Tabela 132), mas
alguns grupos de microrganismos como Staphylococcus e bolores, foram (Tabela 135), e estes
grupos de microrganismos tém capacidade para participar em atividades proteoliticas e

lipoliticas que poderao contribuir para alteragdes nos atributos reoldgicos dos enchidos.

Na Tabela 146 mostra-se a analise de variancia para os resultados dos parametros reolégicos,

considerando o fator modalidade.

277



Tabela 146 - Analise de variancia para os resultados dos parametros reoldgicos, considerando o fator
modalidade.

Fator
o Modalidade
Variaveis
G.L.=4
F=1,9519
Dureza (N) P=0,1050N5-
F=4,2341
P -1 4
Adesividade (N.s™) P=0,0029**
- F=0,4238
Coesividade P=0,7912N5:
. F=0,4270
Elasticidade P=0,7889NS-
Resiliéncia F2,215¢
P=0,0698"-*
- F=1,4682
Mastigabilidade (N) P=0,2148NS:

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; ** Significativo para p<0,01

A observacdo da Tabela 146 permite concluir que o fator modalidade foi muito significativo

(p<0,01) para a adesividade e nao significativo (p=0,05) para as demais varidveis estudadas.

Na Tabela 147 apresentam-se os valores médios e desvios padrdo para os parametros reoldgicos

obtidos nos painhos da Beira Baixa inoculados com culturas mistas.

Tabela 147 - Valores médios e desvios padrdo para a analise do perfil de textura obtidos nos painhos da
Beira Baixa inoculados com culturas mistas.

TFinal (produto acabado)

Modalidade

Parametros 1 2 3 4 5
Dureza (N) 40,853+17,730 | 53,168+18,532 | 50,918+18,852 | 48,518+14,997 | 47,067+21,018
Adesividad

N ii')" dade -0,302°40,293 | -0,805'£0,632 | -0,775°0,831 | -0,425"+0,232 | -0,639"+0,691
Coesividade 0,6360,055 | 0,631#0,053 | 0,626:0,041 | 0,62740,040 | 0,629:0,052
Elasticidade 0,855:0,071 | 0,85310,061 | 0,864:0,075 | 0,873:0,060 | 0,861%0,069
Resiliéncia 0,185:0,033 | 0,16410,030 | 0,172£0,028 | 0,17740,026 | 0,181%0,033

Mastigabilidade

22,665+10,459

28,754+9,840

27,892+11,051

26,9892+10,28

25,826+11,744

(N)
1 - Controlo com dextrose; 2 - Staphylococcus equorum S2M7 (108 células/g) + Lactobacillus sakei CV3C2
(10® células/g); 3 - Staphylococcus equorum S2M7 (10® células/g) + Lactobacillus sakei CV3C2 (102
células/g) + levedura 2RB4 (10° células/g); 4 - Staphylococcus xylosus CECT7057 (10% células/g) +
Lactobacillus sakei CECT7056 (10% células/g); 5 - Staphylococcus xylosus CECT7057 (108 células/g) +
Lactobacillus sakei CECT7056 (108 células/g) + levedura 2RB4 (10° células/g).

Na mesma linha, letras diferentes representam médias com diferencas significativas para p < 0,05.
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Analisando a Tabela 147 conclui-se que apenas existiram diferencas significativas entre
modalidades para o parametro adesividade. Aquele pardmetro foi significativamente mais
elevado nos painhos alocados as modalidades 2 (-0,805 + 0,632 N.s) e 3 (-0,775 + 0,831 N.s!),
face a modalidade ndo inoculada (-0,302 + 0,293 N.s!), entre as restantes modalidades ndo
existiram diferencas significativas. Também se pode inferir que os painhos inoculados foram
mais duros e apresentaram valores mais elevados para mastigabilidade. Gonzalez-Fernandez et
al. (2006) referem que valores de pH que atinjam o ponto isoelétrico das proteinas conferem
dureza e aumentam os valores de mastigabilidade - causadas pela precipita¢cdo das proteinas -

dos enchidos, premissa que o presente estudo parece corroborar.

Autores como Lorenzo et al. (2014) e Essid & Hassouna (2013) concluiram que a inoculagdo de
culturas de arranque nado teve um efeito significativo sobre as caracteristicas reoldgicas dos
enchidos, tendo as mesmas sido influenciadas pelo tempo de desidratacdo. Neste caso, ndo
temos comparagdo possivel porque apenas efetudmos a determinagdo daquele conjunto de
parametros no produto acabado. Porém, Casquete et al. (2011b) quando inocularam P.
acidilactici MS198 e S. vitulus RS34, na concentra¢do aproximada de 5 x 107 células/g de massa
e adicionaram 2,5% de sacarose, observaram o efeito das culturas de arranque na redugdo da

dureza de salsichdo espanhol, provavelmente devido a protedlise promovida pelas estirpes.

5.6.6. Andlise sensorial

Na Tabela 148 apresenta-se a analise de variancia para os resultados dos parametros da analise

sensorial, considerando o fator lote.

Tabela 148 - Analise de variancia para os resultados dos parametros de anadlise sensorial, considerando o
fator lote.

Fator
o Lote
Variaveis
G.L.=2
. F=4,8671
Intensidade da cor P=0,0088**
Cores estranhas Fr0,851%
P=0,4286M*
F=0,9081
Marmoreado P=0,4051N5-
. F=5,3385
Intensidade do aroma P=0,0056**
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Tabela 148 (continuagdo) - Analise de variancia para os resultados dos parametros de analise sensorial,
considerando o fator lote.

Fator
io Lote
Variaveis
G.L.=2

Aromas estranhos v
P=0,0000***

Dureza Dyosth
P=0,3976">

' . F=5,3256
Fibrosidade P=0,0057**

Suculéncia oo

P=0,0175*

_ F=6,7124
Intensidade do sabor P=0,0015**

Sabores negativos oo
8 P=0,0004***

' F=4,0327

Intensidade da salga P=0,020*

_,, F=16,6314
Apreciagdo global P=0,0000***

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = N3o significativo; * Significativo par p<0,05; ** Significativo para
p<0,01; *** Significativo para p<0,001

Observando a Tabela 148 conclui-se que o fator lote foi altamente significativo (p<0,001) para
aromas estranhos, sabores negativos e apreciacdo global, muito significativo (p<0,01) para
intensidade da cor, intensidade do aroma, fibrosidade e intensidade do sabor, significativo
(p<0,05) para suculéncia e intensidade da salga e ndo significativo (p=0,05) para as restantes

variaveis.

Na Tabela 149 é apresentada a anadlise de variancia para os resultados dos parametros da analise

sensorial, considerando o fator modalidade.

Tabela 149 - Analise de variancia para os resultados dos parametros de anadlise sensorial, considerando o
fator modalidade.

Fator
. Modalidade
Variaveis
G.L.=4
. F=1,5082
Intensidade da cor P=0,2016M5
Cores estranhas F=2,1996
P=0,0708N-*
F=0,8963
Marmoreado P=0,4674NS-
. F=2,2272
Intensidade do aroma P=0,0678"S:
Aromas estranhos F=0,2118
P=0,9316N*
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Tabela 149 (continuagdo) - Analise de variancia para os resultados dos parametros de analise sensorial,

considerando o fator modalidade.

Fator
. Modalidade
Variaveis
G.L=4
Dureza F=1,1386
P=0,3397N*
. . F=0,0961
Fibrosidade P=0,9836NS"
Suculéncia F=0,8302
P=0,5075N-
. F=1,4711
Intensidade do sabor P=0,2128MNs
Sabores negativos F=0,1549
& P=0,9606""
. F=1,0032
Intensidade da salga P=0,4073N5-
i F=1,1599
Apreciagao global P=0,3302M5

G.L. — Graus de Liberdade
Niveis de significancia: N.S. = Ndo significativo

Analisando a Tabela 149 conclui-se que o fator modalidade nao foi significativo (p>0,05) para

nenhuma das variaveis estudadas.

Na Tabela 150 estdo indicados os valores médios e desvios padrdo para os parametros da analise

sensorial obtidos nos painhos da Beira Baixa inoculados com culturas mistas.

Tabela 150 - Valores médios e desvios padrao para os parametros de andlise sensorial obtidos nos painhos
da Beira Baixa inoculados com culturas mistas.

TFinal (produto acabado)

Modalidade
Parametros 1 2 3 4 5
L“at'i::'dade 65,64 +8,86 | 61,00+10,90 | 63,00+11,55 | 60,46+8,17 | 61,41+11,90
Cores 0,27 +1,35 0,29 + 1,27 0,00 0,00 1,22 +3,98 0,10 + 0,65
estranhas
Marmoreado | 5581+11,33 | 50,95+ 18,31 | 50,08+ 14,80 | 52,59+1327 | 5535 + 18,06
Intensidade | .o 51, 1687 | 6535+1022 | 628141166 | 63,62+11,29 | 6678+972
do aroma
Aromas 1,35 +5,85 1,38 + 4,64 1,92 +5,02 2,24+484 1,81 +4,53
estranhos
Dureza 57,51+10,06 | 5554+9,67 | 56,54+10,38 | 53,05+9,80 | 5446+09,79
Fibrosidade | 38,54 +26,71 | 36,51+23,28 | 38,11+ 26,87 | 40,03+22,17 | 3849 23,68
Suculéncia 60,84 + 15,53 | 58,05+17,84 | 5584+1817 | 60,38 +17,67 | 62,24 +14,95
Intensidade | .o 13,1138 | 68624956 | 682241074 | 642441669 | 70.31+841
do sabor
Sabores 3,03 +9,37 3,73+10,86 4,05+7,15 422 47,55 4,46 +7,24
negativos
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Tabela 150 (continuagao) - Valores médios e desvios padrdo para os parametros de analise sensorial
obtidos nos painhos da Beira Baixa inoculados com culturas mistas.

TFinal (produto acabado)

Modalidade
Parametros 1 2 3 4 5
Intensidade | 5967+801 | 57434676 | 6073719 | 59,24+9,18 | 58,18+895
da salga
/g\lzr;clla;ao 61,78 + 11,70 64,54 +9,48 57,68 + 15,80 60,89 + 14,61 61,01 + 16,40

1 - Controlo com dextrose; 2 - Staphylococcus equorum S2M7 (108 células/g) + Lactobacillus sakei CV3C2
(10® células/g); 3 - Staphylococcus equorum S2M7 (10% células/g) + Lactobacillus sakei CV3C2 (102
células/g) + levedura 2RB4 (10° células/g); 4 - Staphylococcus xylosus CECT7057 (10% células/g) +
Lactobacillus sakei CECT7056 (10% células/g); 5 - Staphylococcus xylosus CECT7057 (108 células/g) +
Lactobacillus sakei CECT7056 (108 células/g) + levedura 2RB4 (10° células/g).

Na mesma linha, letras diferentes representam médias com diferencas significativas para p < 0,05.

A analise da Tabela 150 permite concluir que ndo existiram diferengas significativas para

nenhum dos parametros avaliados pelo painel.
O painel preferiu os paios controlo no que respeita a intensidade da cor e do aroma.

Os painhos inoculados com a modalidade 3 (S. equorum S2M7 108, L. sakei CV3C2 108 e levedura

2RB4 10°) foram os Unicos que n3o apresentaram cores estranhas.

Os painhos alocados a modalidade 4 (S. xylosus CECT7057 108 e L. sakei CECT7056 10%)
apresentaram valores médios mais elevados no que respeita a cores e aromas estranhos e os
associados a congénere nimero 5 - apensa da levedura 2RB4 - destacaram-se pela negativa,

porque apresentaram mais sabores negativos.

Nos resultados relativos a reologia dos painhos (Tabela 147), os enchidos controlo
apresentaram-se menos duros que os inoculados, todavia, o painel considerou os paios controlo
ligeiramente mais duros que os inoculados, apesar de nao terem existido diferencas
estatisticamente assinalaveis. Tal facto podera dever-se, eventualmente, a alguma
heterogeneidade entre as amostras usadas para os dois conjuntos de parametros, entenda-se
maior didmetro dos enchidos, pedacos de gordura mal distribuidos ou, simplesmente, podera

ter ocorrido algum erro associado a subjetividade da avaliagdo dos provadores.

A apreciacdo global recaiu sobre os paios inoculados com a modalidade 2 (S. equorum S2M7 102
e L. sakei CV3C2 108), significado, portanto, com base no descrito nos paragrafos anteriores, que
as estirpes patenteadas ndo se mostraram t3o capazes como as habitualmente usadas ao longo

deste estudo no que concerne ao melhoramento das caracteristicas sensoriais dos painhos.
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5.6.7. Principais conclusdes do ensaio

Este ensaio permitiu concluir que as estirpes ndo tiveram um efeito notério sobre a reducdo da
aw dos painhos. Em relagdao ao pH, as estirpes conseguiram metabolizar a dextrose alimentar
adicionada e, desse modo, produzir dcido que contribuiu para valores significativamente mais

reduzidos de pH deste o TO (pré-enchimento).

No produto acabado, apenas os painhos ndo inoculados apresentaram contagens para
enterobactérias. Para o indicador de seguranga Salmonella spp. nada de relevante ha a referir,
porque foi negativo para todas as modalidades e em todos os momentos de andlise. No entanto,
o outro indicador de segurancga por nds estudado, L. monocytogenes, sé apresentou contagens

para os enchidos controlo, especificamente no TO e no produto acabado.

Tanto para os teores de aminas vasoativas como para os teores totais, a cultura mista composta
por S. equorum S2M7 108, L. sakei CV3C2 102 e levedura 2RB4 10° foi a que promoveu mais
reducdes daqueles compostos, pois atingiu 28,96% e 36,44% de redugdo, respetivamente, para
aminas vasoativas e teores totais, tendo mesmo apresentado uma reducao significativa, por
comparac¢ao com os enchidos controlo, para os teores totais de aminas. As culturas patenteadas,
de uma forma geral, ndo conseguiram promover redugdes tdo pronunciadas dos teores de
aminas biogénicas como a cultura mista S. equorum S2M7 108, L. sakei CV3C2 108 e levedura

2RB4 108, tendo sido manifesto para os teores totais daqueles compostos.

Claramente as percentagens globais de reducdo dos teores de aminas biogénicas foram as mais
elevadas por comparagao com todas as que lhes antecederam, isto é, nos ensaios em que

inoculdmos culturas puras de Staphylococcus e Lactobacillus nos painhos da Beira Baixa.

Tendo em conta os valores obtidos para a coordenada C* os painhos inoculados foram

ligeiramente mais vermelhos e com uma cor mais forte e brilhante (mais definida).

A inoculagdo com a levedura 2RB4 nao parece ter o efeito esperado, isto é, contribuir para
incrementar os atributos sensoriais dos enchidos, talvez porque a mesma ndao consegue

competir com a microbiota presente no meio, incluindo com as bactérias por nds inoculadas.

Os resultados obtidos para os parametros estudados foram bastante semelhante entre as
modalidades inoculadas, ainda assim, julgamos que a cultura mista S. equorum S2M7 108, L.
sakei CV3C2 108 e levedura 2RB4 10° foi aquela que se destacou, porque promoveu a maior
reducdo dos teores totais de aminas biogénicas e de aminas com propriedades vasoativas dos
painhos da Beira Baixa, apesar da cultura mista S. equorum S2M7 108 e L. sakei CV3C2 108 ter

tido um efeito ligeiramente superior sobre as caracteristicas sensoriais dos enchidos.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Os diferentes ensaios realizados no presente trabalho visaram avaliar o efeito da inoculacao de
culturas de arrangque autdctones, puras e mistas, ao nivel das caracteristicas fisico-quimicas,
microbioldgicas, reoldgicas e sensoriais e nos teores de aminas biogénicas de paios de porco
preto, do Alentejo, e painhos da Beira Baixa. Inocularam-se as culturas puras Staphylococcus
equorum 5MSA4, S. equorum S2M7, Lactobacillus curvatus L2B2 e L. sakei CV3C2 e culturas
mistas de levedura 2RB4, S. xylosus CECT7057, L. sakei CECT7056, S. equorum S2M7 e L. sakei
CV3C2, com diferentes composicdes e concentracdes de inoculagdo que variaram de 103
células/g de massa a 108 células/g de massa, sendo que para a levedura a concentracdo

inoculada foi sempre de 108 células/g de massa.

Os ensaios onde foram inoculadas culturas puras mostraram que, de uma forma geral, as
estirpes S. equorum S2M7 e L. sakei CV3C2, nas concentracdes 10° células/g de massa e 108
células/g de massa, respetivamente, para paios e painhos, foram aquelas que melhoraram as

caracteristicas gerais dos enchidos.

No ensaio em que se inocularam culturas mistas nos paios de porco preto, do Alentejo, com a
concentracdo 10° células/g de massa, para cada estirpe, a cultura composta por S. equorum
S2M7 e L. sakei CV3C2 foi a que promoveu reducgdes significativas sobre os teores de aminas
biogénicas com propriedades vasoativas, assim como para os teores totais daqueles compostos.
A cultura de arranque referida também teve algum efeito sobre a redugdo das contagens de
Listeria monocytogenes, os paios que lhe foram alocados apresentaram o valor médio mais

reduzido para a aw e ndo depreciou as caracteristicas reoldgicas e sensoriais dos enchidos.

Nos paios de porco preto, do Alentejo, inoculados com culturas mistas na concentracio de 108
células/g de massa, para cada estirpe bacteriana, e 10° células/g de massa para a estirpe de
levedura, independentemente da composicdo da cultura inoculada, verificou-se um efeito
significativo sobre o abaixamento do pH ao longo de todo o processo produtivo, sobre L.
monocytogenes porque, desde as 48 horas apds o enchimento até ao produto acabado, os paios
inoculados, comparativamente aos controlo, apresentaram sempre contagens inferiores para
aquela bactéria, destacando-se a cultura mista composta por S. equorum S2M7 e L. sakei CV3C2,
na concentracdo de 10% células/g de massa para cada estirpe, pois no produto acabado
contribuiu para que os enchidos apresentassem contagens inferiores ao limite de detecdo do
método (<1 ufc/g.) A modalidade S. xylosus CECT7057 e L. sakei CECT7056, na concentracdo de
108 células/g de massa para cada estirpe, foi a que mais participou nas reduc¢des dos teores

totais de aminas biogénicas no produto acabado, apesar de todos os enchidos inoculados terem
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apresentado teores significativamente inferiores daqueles compostos. O incremento da
concentracdo inoculada de 10° para 108 células/g de massa teve um efeito ligeiramente superior
sobre a seguranca dos enchidos (reducdo dos valores dos indicadores de seguran¢a microbianos
e teores de aminas biogénicas), porém, a introducdo da cultura mista S. xylosus CECT7057 e L.
sakei CECT7056 ndo pareceu acrescentar nada de substancial sobre as caracteristicas gerais dos
enchidos. Esta cultura foi inoculada porque ja havia mostrado efeitos melhoradores nas
caracteristicas de paios de porco Alentejano, produzidos noutras fabricas ha alguns anos atras.
Posto isto, a cultura que mostrou maior aptidao para inoculagdes futuras neste tipo de enchidos
foi S. equorum S2M7 e L. sakei CV3C2, na concentracdo de 10% células/g de massa para cada

estirpe.

No ensaio em que inoculdmos culturas mistas em painhos da Beira Baixa na concentragdo de
108 células/g de massa e 10° células/g de massa, respetivamente, para cada estirpe de bactérias
e levedura 2RB4, a cultura mista S. equorum S2M7, L. sakei CV3C2 e levedura 2RB4, foi aquela
gue promoveu a maior reducdo dos teores totais de aminas biogénicas e aminas vasoativas,
tendo apresentado uma reducao significativa para os teores totais daqueles compostos em
relacdo aos enchidos controlo, apesar de na apreciagdo sensorial a preferéncia do painel de
provadores ter recaido sobre os enchidos alocados a cultura S. equorum S2M7 e L. sakei CV3C2,
na concentracdo 102 células/g de massa. Todavia, e tendo em consideracdo primeiramente a
seguranca dos enchidos, consideramos que a cultura S. equorum S2M7, L. sakei CV3C2 e

levedura 2RB4 devera ser a referéncia para ser inoculada naquele tipo de enchidos.

Em jeito de sumula, os efeitos das inoculagdes foram mais evidentes nas redugdes dos teores
totais de aminas biogénicas, principalmente quando foram inoculadas culturas mistas, na
concentracdo 108 células/g de massa. As reducdes dos valores de pH foram mais efetivas nos
painhos inoculados também com culturas mistas, apesar de também se ter notado o
abaixamento dos valores nos paios, mas nao de forma tao pronunciada. O efeito na redugdo da
aw foi superior nos paios de porco preto, do Alentejo, mas inoculados na concentracdo 10°
células/g de massa. A microbiota patogénica também sofreu reducdes mais evidentes quando
foram inoculas culturas mistas, na concentracdo 102 células/g de massa. A utilizac3o de culturas
de arranque ndo teve um efeito muito evidente na cor e nas caracteristicas reoldgicas dos
produtos. A avaliacdo sensorial feita pelo painel de provadores mostrou que a introducao das
culturas de arranque testadas ndo prejudicou a qualidade sensorial dos dois tipos de enchido
produzidos, porém, também nao Ihe conferiu caracteristicas diferenciadoras. Outra conclusdo a

retirar é que, de uma forma geral, a inoculagdo com a levedura 2RB4 ndo teve o efeito esperado,
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ou seja, efeitos diferenciadores sobre os atributos sensoriais dos enchidos, talvez porque aquela
levedura ndao conseguiu competir com a microbiota presente no meio, incluindo as estirpes

inoculadas.

A cultura mista S. equorum S2M7 e L. sakei CV3C2, na concentracdo 108 células/g de massa,
contribuiu para a seguranca dos dois tipos de enchidos estudados sem depreciar a qualidade
sensorial dos mesmos, mostrando aptiddo para ser inoculada em fabricas, processos

tecnoldgicos e regides distintos.

As estirpes inoculadas ndo apresentaram qualquer prejuizo para as caracteristicas
fisico-quimicas, microbioldgicas, reoldgicas e sensoriais dos enchidos. De uma forma geral, pode
considerar-se que a utilizagdo de culturas de arranque autéctones poderd contribuir para a
qualidade e seguranca dos enchidos, resultando em produtos que atendem as expectativas dos

clientes e/ou consumidores quanto as caracteristicas intrinsecas dos enchidos.
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7. PERSPETIVAS PARA ESTUDOS FUTUROS

Nas ultimas décadas as exigéncias legais tém aumentado no que concerne a garantia da seguranca
sanitaria dos géneros alimenticios. Para além disso, os consumidores, felizmente, também se tém
tornado mais informados, preocupados e exigentes. Estes ficam receosos com as consequéncias da
ingestdo de aditivos sintéticos que sdo usados na conservacgdo dos géneros alimenticios. A utilizagdo,
principalmente de culturas microbianas autdctones, tem mostrado efeitos positivos na producdo de

enchidos carneos fermentados.

Neste contexto, parece-nos pertinente isolar e identificar estirpes microbianas a partir de produtos e
superficies de fabricas da Beira Baixa, que em principio estardo melhor adaptadas aos processos de
fabrico daquela regido e, quando inoculadas, terdo superior capacidade para potenciar as

caracteristicas dos enchidos |a produzidos.

Pensamos que, no caso concreto de enchidos produzidos com recurso a fumagem tradicional, as
temperaturas a utilizar deverdo baixar consideravelmente, em comparag¢do com as por nds usadas
nos painhos da Beira Baixa. Sugerimos valores ndo superiores a 30°C, para que a desidrata¢do decorra
de forma paulatina - com beneficios ao nivel sensorial - e as culturas inoculadas tenham condicGes
para se multiplicarem e/ou aumentarem a sua atividade e, consequentemente, mais facilmente a sua

acdo sera evidenciada.

Desenvolver estudos relativamente aos efeitos da adicdo de diferentes concentracdes de dextrose,
por exemplo, iniciar-se nos 0,10% e culminar dos 2,0%, no sentido de se perceber o comportamento

das estirpes autéctones face ao incremento do substrato.

Promover altera¢des aos processos de fabrico habituais, como por exemplo, substituir os tempos de
maturacdo por tempos de fermentacdo, isto é, apds a mistura das massas efetuar de imediato o
enchimento e colocar os enchidos a temperaturas compreendidas entre, por exemplo, os 20°C e os
25°C, por forma a que as culturas promovam uma fermenta¢do mais intensa, consequentemente

terdo um papel mais ativo nas caracteristicas gerais dos enchidos.

Testar novas estirpes autdctones e inoculd-las em concentragdes inferiores, iguais e superiores as
inoculadas no presente trabalho. Testar a pulverizagdo de bolores autéctones na superficie dos

enchidos.

Desenvolver marcadores moleculares que permitam monitorizar a viabilidade das estirpes ao longo

de todo o processo produtivo.
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ANEXO 1

Ficha de analise sensorial



ANALISE SENSORIAL DE PAIO E PAINHOS

PROVADOR AMOSTRA DATA
APRECIACAO VISUAL
INTENSIDADE | | | | | | | | | | |
DA COR I I I I I I I I I I I
baixa 20 40 60 80 alta
CORES
ESTRANHAS
auséncia 20 40 60 80 forte presenga
Qual ou quais?
MARMOREADO
baixo 20 40 60 80 alto
APRECIACAO OLFATIVA
INTENSIDADE | | | | | |
DO AROMA | | | | | |
baixa 20 40 60 80 alta
ARMAS I I I I I I
ESTRANHOS | | | | | |
auséncia 20 40 60 80 forte presenca

Qual ou quais?

APRECIACAO DA TEXTURA

I I I I I I I I I I I
PURE 1 T T T T T T 1
baixa 20 40 60 80 alta
FIBROSIDADE | | | | | | | | | | |
I I I I I I I I I I I
baixa 20 40 60 80 alta
SUCULENCIA
baixa 20 40 60 80 alta
APRECIAGAO DO SABOR
INTENSIDADE
DO SABOR
baixa 20 40 60 80 alta
SABORES
NEGATIVOS
baixa 20 40 60 80 alta
Qual ou Quais?
INTENSIDADE DA | | | | | |
SALGA I I I I I I
baixa 20 40 60 80 alta

APRECIAGAO  GLOBAL

baixa 20 40 60 80 alta
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