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Introducéo

Na producéao dos derivados carneos fermentados, um importante recur-
so tecnoldgico é a adicao de fermentos carneos ou cultivos iniciadores
a massa do produto, os quais podem promover a qualidade sensorial,
microbioldgica e fisico-quimica do mesmo. No Brasil, as grandes in-
dustrias de derivados carneos fermentados ja os incorporaram em

seus respectivos processos de producao, mas as pequenas ou médias
empresas ou os sistemas de agricultura familiar ainda carecem deste
recurso. Outra realidade é a de que, para fins industriais, o Brasil im-
porta os fermentos carneos, os quais tém origem em habitat diferente
das condicdes ambientais de producao brasileira e do substrato, o que
pode interferir na adaptacado e desenvolvimento do microrganismo e nas
caracteristicas sensoriais do produto.

O uso de cultivos iniciadores em embutidos carneos, geralmente perten-
centes ao grupo de bactérias acido lacticas (BAL) e ao grupo de cocos
Gram positivos-catalase positivos (GCC +) da familia Micrococcaceae,
tem proporcionado a obtencdo de produtos com boas propriedades sen-
soriais. A cor, a textura e a qualidade higiénico-sanitaria sdo caracteris-
ticas influenciadas positivamente pelos cultivos iniciadores. No entanto,
as culturas presentes no mercado muitas vezes nao realcam suficiente-
mente estas propriedades, com vistas a atender as expectativas de um
consumidor cada vez mais exigente. Assim, a selecdo de linhagens com
boas caracteristicas para cultivos iniciadores, ou seja, com alto poten-
cial para a producao de aromas, é de fundamental importancia para a
producao de produtos carneos fermentados. Além disto, as linhagens
com capacidade para producao de acidos, e consequente acidifica-

cao do produto, sao importantes para a seguranca microbiolégica dos
mesmos. Os microrganismos mais promissores para uso como cultivos
iniciadores sdo aqueles isolados da microbiota natural de produtos tra-
dicionais (microbiota caseira), pois esses microrganismos tendem a ter
capacidade metabdlica mais significativa, afetando vantajosamente a
qualidade do produto. Provavelmente a selecao natural os tenha favo-
recido, dotando-os de vantagens ecolégicas para que possam melhor
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competir com os demais microrganismos do alimento.

Os cultivos iniciadores hoje disponiveis comercialmente, na sua maio-
ria, sdo compostos de mais de um microrganismo, com a finalidade

de somar suas acoes para obter o efeito desejado no produto final.
Dentre as alteracdes desejaveis promovidas pelos cultivos iniciadores,
destacam-se a reducao do pH, a producao de catalase, a reducao de
nitratos e a producao de enzimas proteoliticas e lipoliticas, cujas acoes
promovem a formagcado de compostos aromaticos tipicos de embutidos
fermentados, evitam a formacao de compostos com odores indeseja-
veis, reduzem a quantidade de nitrito residual no produto final, e inibem
o desenvolvimento de microrganismos patogénicos. No entanto, a apti-
dao dos mesmos quando aplicados a um tipo particular de embutido é
questionavel, posto que uma cultura eficiente em um tipo de embutido
fermentado nao necessariamente tem o mesmo desempenho em outro
tipo, frequentemente resultando em perdas de caracteristicas sensoriais
desejaveis.

As mais recentes pesquisas buscam explorar a biodiversidade pre-
sente em produtos artesanais na busca de linhagens industrialmente
importantes, que possibilitem melhorar e aperfeicoar o processo de
fermentacao de embutidos e garantir produtos que, além de melhores
caracteristicas sensoriais, sdo mais seguros e mais saudaveis. Também
é importante garantir um produto com caracteristica regional, identi-
dade cultural e apreciado pelo consumidor. A grande quantidade de
embutidos artesanais fermentados de diferentes origens representa um
potencial da biodiversidade que pode ser explorado para a obtencao

de um cultivo iniciador com caracteristicas competitivas para dominar
o processo fermentativo. Um dos desafios principais é explorar essa
biodiversidade e introduzir linhagens que naturalmente dominam as
fermentacdes tradicionais e tendem a ter capacidades metabdlicas mais
altas.
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Diferentes linhagens, tais como Lactobacillus e Staphylococcus, tém
propriedades tecnoldgicas especificas que podem modificar o resultado
da fermentacao, bem como a atividade das enzimas de ambos quando
utilizados conjuntamente, em comparacao com seu uso isoladamente.
Desta forma, torna-se importante estudar o efeito sinergistico destas
linhagens, pelo seu potencial de alterar a qualidade do produto.

A identificacdo de microrganismos para uso no desenvolvimento de
produtos para alimentacao humana utilizando-se somente métodos
fenotipicos é insuficiente para a caracterizacao de um microrganismo,
pois nao é precisa. Por esta razao, sao utilizados métodos moleculares
para classificacdo das cepas e para caracterizacao e identificacao de
genes de interesse para o produto em questdo. Através do sequencia-
mento parcial do DNA das amostras é possivel comparar as sequéncias
obtidas com os bancos de sequéncias publicados, de forma a classificar
as cepas em estudo quanto ao género ao qual pertencem. Além disso,
é importante identificar genes relacionados as propriedades tecnolégi-
cas de interesse para cultivos iniciadores, tais como atividade de lipase,
nitrato redutase, producao de acido lactico e atividade de bacteriocinas,
de forma a melhor explora-los no futuro.

As cepas de Lactobacillus plantarum AJ2 e AL2 e Staphylococcus

xylosus U5 e AD1 foram parcialmente avaliadas em um projeto anterior
(“Desenvolvimento de cultivos iniciadores para o processamento de em-
butidos cérneos artesanais”), onde foram feitas a caracterizacao fenoti-
pica e a caracterizacdo molecular das mesmas, bem como o estudo das
suas propriedades tecnoldgicas e a avaliacao de cada uma destas cepas
isoladamente como cultivos iniciadores em salames do tipo Milano.
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Objetivos

O objetivo deste projeto foi fazer o sequenciamento parcial do DNA das
amostras de L. plantarum AJ2 e S. xylosus U5 visando a identificacao
de genes relacionados as propriedades tecnoldgicas de interesse nos
cultivos iniciadores, bem como aprofundar as avaliacbes da expressao
das propriedades tecnoldgicas destas cepas e avaliar o efeito sinergisti-
co de ambas como cultivo iniciador, j& que ambas apresentam algumas
propriedades complementares importantes em cultivos iniciadores para
salames.

Resultados

Caracterizacao genética de cepas de L. plantarum e S.
xylosus

Amplificacdo e sequenciamento do rDNA 16S de duas
cepas de Staphylococcus xylosus e cinco cepas de
Lactobacillus plantarum

Foi feito o sequenciamento do rDNA 16S das bactérias e as sequéncias
de rDNA foram analisadas, comparando-as com o banco de sequéncias,
buscando sequéncias especificas (Figuras 1 e 2). Foram obtidas se-
quéncias de boa a 6tima qualidade, tendo sido possivel a montagem
(assembly) de contigs de 1500 pb para as linhagens U5 e AD1 de S.
xylosus e para a linhagem AJ2 de L. plantarum. Para a montagem do
contig do rDNA da linhagem AL2 de L. plantarum falta a realizacao de
uma reacao de sequenciamento utilizando o primer V3.
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S. xylosus L. plantarum

M AD1 U5 AJ2 AL2

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 0,8% dos amplicons obtidos por
amplificacao, por PCR, da regiao do rDNA de S. xylosus e L. plantarum com os
primers rD1 e fD1. M: marcador 1Kb /adder
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Figura 2. Sequenciamento do rDNA 16S de S. xylosus e L. plantarum

59



60

Relatério de Projetos Concluidos 2013

Clonagem e sequenciamento de genes de interesse quanto
as propriedades tecnoldgicas importantes para uso como
cultivos iniciadores

Foram adquiridos os primers listados na Tabela 1, os quais foram tes-
tados em diversas condicées de amplificacdo sendo obtidos amplicons
inespecificos que foram purificados em colunas GFX a partir do gel

de agarose para posterior clonagem. Apenas para os genes de Nitrato
redutase de S. xylosus U5 e AD1 foram obtidos amplicons especificos.
Os oligonucleotideos e os amplicons obtidos estdo armazenados no fre-
ezer do laboratério de genética molecular da Embrapa Suinos e Aves.

Tabela 1. Primers utilizados para amplificacdo dos genes de interesse nas cepas
S. xylosus e L. plantarum

1 pbdg.nia.saF gtcggaggatacgcacaaat
2 pdegania.saR attgccgcaaaatcataacc
3 pbetnia.saR tccggaaagcatagctgttg
4 pdegania.saF tggcgaacactttggtgata

5 peqgnii.saF tagtaatgcgcaagctcgaa
6 pegnii.saR gcccgcacctatcaagtaaa
7 granii.saF ggggcatattttatggcaaa

8 granii.saR ccaattaagggtgtcaattcatc
9 alfnia.saF gcaatagtcttgggcatttttag
10 alfnia.saR actcagcacctggacgattt
11 alfniaM.saR tacgcctgaaatggcttctt
12 11ip856scF gactgcccgcacacttattt
13 11ip856scR tgttctgtatgaggttggggta
14 2lip113bscF agaggacttggtggcatgag
15 2lip113bscR tccttgtccatttgtggtga
16 3lip1071scF caaaagaggatcggatgttca
17 3lip1071scR cattgtttttaacgttggagca
18 4lip1295scF aggagcaagcatgctgaaat
19 4lip1295scR gcacaccctgcatttcttct
20 5lip1608scF ttcttgcggtgtaccagtca
21 Blip1608scR aggaacagatgcccaaactg
22 plantqab2909IpF tttgcaagtggtctgctttg
23 plantgab2909IpR taaatctcctgtcgccacca
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Nitrato redutase de Lipase de Plantaricinas Q,AeB
S. xylosus U5 e AD1 S. xylosus U5 e AD1 L. Plantarum AJ2 e AL2

M AJ2 X AL2

M AD1 U5 M AD1 U5

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose 0,8% dos amplicons obtidos por
amplificacdo, por PCR, do gene de nitrato redutase de S. xylosus, do gene de
lipase de S. xylosus e dos genes de plantaricinas Q, A e B de L. plantarum

Analise das sequéncias de rRNA

Para o processo de caracterizacdo, as sequéncias de rRNA 16S de dois
clones de cada cepa foram sequenciados e seus resultados comparados
contra o banco RDP database (http://rdp.cme.msu.edu/), sendo este
um banco especifico para caracterizacdao de bactérias usando o marca-
dor 16S. Para cada cepa, dois clones foram sequenciados, sendo eles:
“Cepa 1", AJ2 e AL2 de L. plantarum; “Cepa 2", U5 e AD1 de S. xylo-
sus. As sequéncias geradas foram depois montadas pelo pacote phred/
phrap/consed, e seus resultados sao apresentados abaixo. A montagem
de 8 reads da “Cepa 1” gerou um Contig com 1.499 bases e foi clas-
sificado pelo banco RDP database como bactérias do género Lactoba-
cillus, com uma confianca > 95% como mostra a Figura 4.
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Figura 4. Classificacado da “Cepa 1” pelo site RDP database como bactéria
pertencente ao género Lactobacillus

No estudo de caracterizacdo da “Cepa 2", a montagem de 8 reads
produziu dois Contigs com os respectivos tamanhos, 483 e 413 bases.
A montagem do fragmento em apenas um Contig nao foi possivel,
pois os reads ficaram curtos e com baixa qualidade nas bases finais
sequenciadas. Para o processo de caracterizacao, as sequéncias dos
dois Contigs foram submetidas ao banco do RDP, mas nao foi possivel
classificar os microrganismos desta Cepa.

O resultado obtido para a “Cepa 2" nao condiz com o esperado para a
amostra sequenciada. Posteriormente foi verificado que as amostras
utilizadas para sequenciamento estavam contaminadas. Essa espécie
apresenta crescimento fastidioso, o que favorece possiveis contamina-
coes durante o processo. Portanto, novas amostras desta cepa serao
obtidas, o DNA sera amplificado e sequenciado, o fragmento sera
fechado em uma Unica sequéncia consenso e as analises de classifica-
cao refeitas para identificar se houve algum problema de manipulacao
da amostra para o primeiro processo de sequenciamento.
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Avaliacado das propriedades tecnoldgicas das cepas L.
plantarum AJ2 e do S. xylosus U5

Atividade antagonista

Efeitos de antagonismo das linhagens S. xylosus U5 e AD1 e L.
plantarum AJ2 e AL2 foram avaliados, seguindo a técnica em gota
(spot on the lawn) (LEWUS et al., 1991; OKEREKE; MONTVILLE,
1991). Os seguintes microrganismos patogénicos foram submetidos ao
teste de antagonismo: L. monocytogenes NTC 098630, E. coli ATCC
25922, e S. aureus ATCC 12598, Salmonella sp. Foram detectados
efeitos de antagonismo das linhagens S. xylosus U5 e AD1 e L.
plantarum AJ2 e AL2 sobre L. monocytogenes (NTC 098630), E. coli
(ATCC 25922), S. aureus (ATCC 12598) e Salmonella sp. Um halo
de inibicao formado ao redor do crescimento do microrganismo teste
indicou a atividade antagonista das linhagens e o didametro do mesmo
foi expresso em mm. Posteriormente foi comprovada a natureza
proteica da substancia inibitéria, utilizando-se a enzima quimotripsina.

Atividades enzimaticas

As atividades de catalase, superéxido dismutase, nitrito e nitrato
redutase, atividade lipolitica e proteolitica foram realizadas de acordo
com as metodologias descritas por Mauriello et al. (2004). Foi
observada atividade de catalase, superéxido dismutase (SOD), nitrato
redutase, atividade proteolitica sarcopldsmica e atividade lipolitica

das cepas de S. xylosus U5 e AD1. Atividades de SOD e de catalase
podem ajudar a prevenir off-flavor produzido pela oxidacao de lipidios
durante a maturacao de embutidos fermentados. A capacidade

de reduzir nitrato (nitrato redutase), observada na espécie U5 é
considerada a mais importante caracteristica para selecionar um cultivo
iniciador com potencial para aplicacdo em embutidos carneos. As cepas
de L. plantarum apresentaram apenas atividade de SOD e atividade
proteolitica, sendo que a linhagem AJ2 mostrou uma pobre capacidade
proteolitica, enquanto a linhagem U5 apresentou maior protedlise
contra a proteina sarcoplasmatica.
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Avaliacao do potencial sinergistico das cepas L.
plantarum AJ2 e do S. xylosus U5 para melhoria da
qualidade e seguranca do produto

Foi estabelecida uma parceria com uma empresa do setor carneo

para avaliacdo das cepas de S. xylosus U5 e de L. plantarum AJ2
como cultivos iniciadores na producao de salames do tipo Italiano. A
empresa disponibilizou suas instalacdoes experimentais para a producao
dos embutidos, bem como a sala e o painel para andlise sensorial das
amostras, porém, devido a problemas inerentes a agroinddstria em
questdo, este estudo foi inviabilizado.

Resultados obtidos em projeto anterior em um estudo de validacao em
uma agroindustria da regido confirmaram o potencial das cepas em
estudo, individualmente e em conjunto, para melhorar as caracteristicas
sensoriais e a aceitacao do salame tipo Milano pelos consumidores
(SAWWITZKI et al., 2008; FIORENTINI et al., 2009).

Avaliacdo econémica do produto e transferéncia de
tecnologia

Foi feita uma avaliacao econémica simplificada do valor total de
mercado dos cultivos iniciadores na hipétese do uso do produto em
100% do salame produzido no Brasil.

Os calculos de consumo foram baseados em dados do consumo
domiciliar percapita fornecido na Pesquisa de Orcamentos Familiares.
Os dados de consumo domiciliar per capita foram extrapolados em
um primeiro momento utilizando-se a populacao brasileira e, em

um segundo momento, ampliando-se o consumo em 30% visando
incorporar o consumo fora do domicilio. Por fim, os dados de precos
foram fornecidos pelo Instituto de Economia Agricola e contato direto
com empresas fornecedoras do insumo.

Com base nos dados utilizados, chegou-se aos seguintes valores:
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e Custo das culturas comerciais: R$ 14,10/saché para 100 kg de salame.

e Custo da cultura iniciadora no salame: R$ 0,14/kg.

e Preco do salame: R$ 37/kg em SP.

e Consumo de salames no Brasil: 29.000 - 37.700 ano.

e Mercado de salames no Brasil: R$ 1.073.000.000 - R$
1.394.000.000*/ano.

e Mercado potencial das culturas iniciadoras (caso sejam usadas em
100% dos salames): 7.250 - 9.425 kg de culturas iniciadoras/ano
(R$ 4.089.100 - R$ 5.315.700/ano).

Este valor (R$ 4.089.100 - R$ 5.315.700/ano) podera ser, pelo menos
parcialmente, apropriado por empresas nacionais no caso da producao
de um cultivo iniciador no Brasil. Este cenario considera somente o uso
do cultivo iniciador em salames, porém, hd também a possibilidade de
seu uso na producao de copa ou outros produtos curados, além do
potencial para desenvolvimento de cultivos iniciadores para fabricacao
de queijos.

Deve-se considerar também que a disponibilidade de produto nacional e
de baixo custo ird viabilizar a sua utilizacdo pelos pequenos produtores
familiares que, devido a desconhecimento do beneficio proporcionado,

dificuldade de acesso e alto custo, ainda nao utilizam o produto.

Consideracodes finais

Devido a problemas alheios a equipe do projeto nao foi possivel obter
resultados conclusivos quanto ao uso simultadneo das cepas em estudo
como cultivos iniciadores para salames. Entretanto, em projeto anterior
foi demonstrado o potencial de uso das cepas de S. xylosus Ub e de

L. plantarum AJ2 para melhoria da qualidade do salame tipo Milano.
Estes resultados, com as propriedades tecnolégicas apresentadas por
estas cepas e comprovadas neste e em estudos anteriores, indicam seu
potencial para o desenvolvimento de um cultivo iniciador para producao
de salames.
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Ainda que o produto tenha demonstrado viabilidade técnica, a sua
viabilidade econémica dependera do custo de fabricacao industrial.
Neste custo, um dos itens de maior impacto é o preco do meio de
cultura para o crescimento das bactérias. J&4 foram desenvolvidas
formulagGes para meios de cultura de baixo custo, a base de melaco
de cana, que podem ser utilizadas em escala comercial, o que diminuira
sensivelmente este valor.
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