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Lactobacillus sakei é comprovadamente uma cepa produtora
de bacteriocinas e, neste estudo, procurou-se observar seus
efeitos na fermentacéo de filés de sardinha (Sardinella
brasiliensis) em diferentes concentragdes de NaCl e glicose.
Verificou-se sua habilidade para produzir acidos orgéanicos
e consequente reducdo do pH durante 21 dias de
fermentacdo. Ao término desse periodo, a concentragao de
microrganismos deterioradores atingiu 9,7 log UFC g*
correspondente a 6% de NaCl e 4% de glicose. Poucas
diferencas foram observadas na producao de acido latico
guando se adicionou 2 e 4% de glicose, ja que a acidez total
foi 1,32 e 1,34%, respectivamente, para 0s experimentos
com 6% de NaCl. O pH 6 inicial dos filés modificou-se ao
término de 21 dias para 3,8, 3,9 e 4 nos experimentos com 2,
4 e 6% de NaCl. Tal comportamento pode ser atribuido ao
poder inibidor do NaCl sobre a microbiota deterioradora. No
término da fermentagao, a concentracédo de bactérias acido
lacticas foi 14,5 log,, UFC g™. A relagéo entre o nitrogénio
protéico e o nitrogénio sollvel total mostrou-se tipica de
pescado salgado/curado em perfeitas condi¢bes de
consumo.
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1INTRODUCAO

Embora existam inmeras técnicas mais eficientes para preservacgéo do
pescado, ainda se faz uso da salga e fermentacdo para obter produto
diferenciado nos seus aspectos fisico-sensoriais.

Um dos grandes inconvenientes nos produtos salgados e fermentados é
o alto teor de NaCl que, invariavelmente, implica em dessalga (PIGOTT e
TUCKER, 1990). As proteinas do pescado, quando comparadas com as
de outros animais, apresentam conservacao quase sempre acompanhada
de dificil contencao das alteracdes deterioradoras (ROBINSON, 1991).
Entretanto, quando essas transformagdes séo controladas passam a ser
benéficas produzindo flavour e odores apropriados, mascarando o sabor
indesejavel de algumas espécies e aumentando a aceitabilidade de outras
(ROIG-SAGUES e EEROLA, 1997; LISTON, 1979). Na América do Sul,
paises como Peru, Chile e Argentina desenvolveram fermentagfes de
anchovas (Pomatomus saltator), nas quais 0s peixes sdo misturados
com NaCl na proporcéo de 30% e processados por fermentacdes que
podem durar até 4 meses (LINDEN e LORIENT, 1994; BRASIL, 1998). Na
Europa, os exemplos de produtos pesqueiros fermentados sédo
encontrados na Escandinavia. Entre as espécies utilizadas encontram-
se o arenque (Clupea harengus), o salméo (Salmo salar) e a truta (Salmo
truta), que produzem fermentados como o gaffelbiou o tidbits, o graviax
e 0 rakorett, respectivamente. Inimeros estudos tém demonstrado que a
introducao de fermentacdo anaerdbica, associada a bactérias acido
lacticas é capaz de interromper temporariamente ou definitivamente os
processos bioquimicos oxidativos e a deterioragdo microbiana (MAZO,
1999). Procurou-se avaliar, neste trabalho, a bacteriocinogenicidade do
starter formado pelo Lactobacillus sakei 2a e o seu efeito na qualidade
microbioldgica da sardinha-verdadeira (Sadinella brasiliensis), com énfase
na sua atividade contra as bactérias deterioradoras associadas ao
processo fermentativo.

2 MATERIAL E METODOS

Filés de sardinha (Sardinella brasiliensis) foram preparados a partir de 3
lotes de peixes inteiros e armazenados a -18 °C. Os experimentos foram
realizados em niveis de 2, 4 e 6% de NaCl com adi¢céo de 2 e 4% de
glicose. Os tratamentos foram desenvolvidos de forma independente,
variando-se apenas um dos parametros operacionais (NaCl ou glicose).
Em todos os tratamentos foram adicionados inéculos (8,0 log,, UFC mL™?)
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de Lactobacillus sakei 2a. O processo desenvolveu-se na condicdo de
salga imida na proporcgédo de 1:1, ou seja, 300 g de filés para 300 mL de
salmoura.

Como cultivo iniciador utilizou-se a cepa Lactobacillus sakei 2a, isolada
de linglica frescal (DE MARTINIS e FRANCO, 1998). Aliquotas de 1 mL
da cultura foram mantidas a —80 °C em caldo MRS, formulado com 5% de
glicose. Antes da utilizagdo, as culturas foram reativadas em caldo MRS
com incubacéo a 30 °C por 18 horas. Caracterizou-se o Lactobacillus
sakei 2a mediante estudo morfolégico em meio sélido pela descricao
visual da colbnia isolada em &gar MRS. A observacéo microscopica baseou-
se na forma, arranjo e coloracgéo diferencial de Gram. A caracterizacdo
fisiologica foi determinada pelo crescimento em pH 3,9 e temperaturas
diferenciadas (8, 15 e 45 °C), halofilismo em distintas concentraces
salinas (6,5, 7 e 10% NaCl) e liquefacéo da gelatina com leitura até 7 dias
(FAO, 1993; SILVA et al., 1997). Como teste complementar determinou-
se o requerimento de oxigénio e a motilidade em meio semi-sélido (SILVA
etal., 1997). Alinhagem foi caracterizada bioquimicamente pelos seguintes
ensaios: teste da catalase, producéo de acetoina, prova do vermelho de
metila, producdo de H,S, gas de glicose, descarboxilagdo da lisina,
producdo de indol e fermentacédo de carboidratos (sacarose, glicose,
arabinose, galactose, maltose, lactose, ramnose, trealose, sorbitol, rafinose
e xilose). As amostras foram incubadas a temperatura de 30 °C e os
resultados verificados até 7 dias (ICMSF, 1990). A producao de
bacteriocinas foi detectada pela técnica da difusdo em pocgos (well -
diffusion-assay) (DE MARTINIS e FRANCO, 1998). A ativacao e preparacao
do in6culo foram realizadas em caldo MRS. Apds a incubagéo (30 °C por
18 horas) procedeu-se a ressuspensao de aliquota de 5 mL em 200 mL
de caldo MRS com incubacgéo a 30 °C por 12 horas. Posteriormente,
porcdes de 10 mL da cultura ativada (carga celular de Lactobacillus sakei
2a equivalente a 8,0 log,, UFC mL-1) foram transferidas para as cubas de
fermentacdo correspondentes aos tratamentos estabelecidos. A
determinacdo da concentracdo celular do in6culo foi estimada por
espectrofotometria a 520 nm, sendo as aliquotas para as leituras de
absorbancia centrifugadas a 9,77 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspenso em 3 mL de 4gua peptonada
1%, adicionada de 3 mL de solucdo de EDTA 1% e alcalinizada com
NaOH 10M (DE MARTINIS e FRANCO, 1998).

Realizou-se a avaliagdo do niumero de células viaveis do inéculo em agar

MRS. As determina¢fes microbiol6gicas correspondentes a contagem
total de microrganismos aerébios mesofilos, bactérias acido lacticas,
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coliformes fecais, Staphylococcus aureus, Enterococcus e detecgéo de
Salmonella sp. foram efetuadas segundo a APHA (1992).

A determinacéo da composi¢do centesimal da matéria-prima foi realizada
segundo técnicas da AOAC (1995), umidade e cinzas por gravimetria,
proteinas pelo método micro-Kjeldahl e extrato etéreo (submerséo) por
extracdo com éter de petréleo.

Os caldos de fermentagéo tiveram seus conteddos de nitrogénio soluvel
total e protéico determinados pelo método Kjeldahl (FRAZIER e
WESTHOFF, 1993).

O pH foi medido potenciometricamente (AOAC, 1995). Usando 0 mesmo
homogeneizado preparado para a determinagdo do pH, a acidez titulavel
total foi determinada por titulagdo com NaOH 0,1N em presenca de solucéo
alcodlica de fenolftaleina 1%, com resultado expresso em &cido lactico

(% p/p).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os valores da composi¢do quimica (umidade, cinzas,
lipidios e proteinas) dos filés de sardinha (Sardinella brasiliensis) in natura.
Com relagdo a percentagem de umidade, a variagéo situou-se na faixa
correspondente aos peixes marinhos, entre 66 e 84% (AQUARONE et
al., 1983). Séo citados na literatura teores entre 70-80% e 64-90%
(BADOLATO etal., 1994). A estacao do ano afeta o contetdo de umidade
do pescado, o que ja foi constatado por outros autores quando relacionaram
a época de captura com a composi¢ao centesimal (LEWUS et al., 1991).
Na determinacé@o da umidade de cinco espécies marinhas, incluindo a
sardinha, BADOLATO et al. (1994) encontraram valores entre 77,2 e 83,8%
para capturas no inverno de 1992. O resultado referente ao teor de lipidios
(Tabela 1) também é coerente com a literatura (MULLER e TOBIN, 1991).
Quanto aos lipidios, pesquisas mostraram que peixes de aguas tropicais
costumam apresentar teores muito inferiores aos do Hemisfério Norte
(BERTULLO, 1975). Fato realmente constatado neste trabalho. A
importancia da variagcdo sazonal é complexa, pois as sardinhas
(Sardinella sp.) podem apresentar 2% de lipidios na primavera e até 8,6%
no outono. As variacdes sazonais sdo atribuidas a espécies de planctons
predominantes em certas épocas do ano, havendo ainda a influéncia da
idade do pescado. As sardinhas imaturas podem conter 3% de lipidios e
aos 3 anos (fase de reproduc¢éo) entre 5 e 15% conforme a estacdo do
ano.
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TABELA 1- COMPOSICAO QUIMICA DOS FILES DA SARDINHA

(Sardinella brasiliensis) IN NATURA

Composi 2o centesimal (g/100 g)

A B C X Dp
Umidade 72,9 735 73,7 734 +0,39
Lip dios 2,0 3,0 4,2 31 +0,89
Prote nas 19,7 19,6 17,7 19,0 +0,88
Cinzas 2,0 1,9 1,9 1,9 +0,01
A, B, C = Lotes.
X = média; Dp = Desvio padrao.

A Tabela 2 mostra os resultados da avaliagao microbiolégica da sardinha
(Sardinella brasiliensis) in natura, relacionada com microrganismos
indicadores de higiene ou processamento, contaminacdo fecal,

manipulacéo e patogénicos entéricos de veiculacéo hidrica.

TABELA 2- AVALIACAO MICROBIOLOGICA DA SARDINHA

(Sardinella brasiliensis) IN NATURA

Microbiota Enumera 20
A B C

Microrganismos aer bios 3,5 x 10?2 1,1 x 10* 4,4 x 10°
mes filos (UFC g™)
Coliformes totais (NMP g™) <3 <3 <3
Coliformes fecais (NMP g™) <3 <3 <3
Staphylococcus aureus 2 2 2
(UFC g} <10 <10 <10
Enterococcus (UFC g™) 3,5 x 10?2 3,5 x 102 3,5 x 102
Salmonella sp. Aus@Ecia Aus@ncia Aus@cia

em 25 ¢ em 25 g em 25 ¢

A, B, C = Lotes.

Devido ao tipo de pesca, o tempo decorrido entre a captura da sardinha e
a sua descarga nos portos é menor que para as outras variedades de
peixes. Desse modo, pode-se esperar que apresentem cargas bacterianas
mais reduzidas.
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A contagem em placas (microbiota aerdbia viavel), utilizada como indicador
de higiene e/ou processamento, mostrou variagées entre 3,5x 102e 1,1
x 104 UFCg1. De acordo com o ICMSF (1990) os resultados indicam
pescado com carga bacteriana normal das espécies marinhas tropicais.
A Tabela 2 mostra resultados relacionados com o grupo dos coliformes
totais e fecais, evidenciando praticas de higiene e sanidade adequadas,
conforme padrdes requeridos para o processamento desse alimento
(MAZO0, 1999). Utilizado como indicador de contaminagao pds-processo
ou das condi¢cdes de sanificacdo das superficies operacionais (BRASIL,
1998), a enumeracao de Staphylococcus aureus mostrou nimero de células
reduzidas. Apesar da auséncia de referencial relacionado com a presenca
de Enterococcus (microbiota tipica de animais de sangue quente ou frio),
esse indice fornece indicativo de qualidade higiénico-sanitaria (SNEATH,
1986). Os ressultados encontrados séo despreziveis, indicando matéria-
prima de qualidade aceitavel. Todos os lotes (A, B e C) apresentaram
resultados negativos com relacao a detecgéo de Salmonella sp.

Os fendbmenos de aparecimento e resolucéo da rigidez cadavérica sao
rapidos em peixes, porém o enrijecimento post morteme a queda do pH
sdo graduais (geralmente, de pH 7 para 6 no caso do pescado magro e
até 5,6 no musculo escuro do pescado gorduroso). E desejavel que a
conservacgéao pelo frio ocorra 0 mais rapido possivel em pH reduzido,
possibilitando o aumento da vida de prateleira (LEWUS et al., 1991). Os
resultados apresentados na Tabela 3 indicaram condi¢tes adequadas de
conservacao do pescado.

TABELA 3- VARIACAO DO pH DA SARDINHA (Sardinella brasiliensis)

IN NATURA
A B c X Dp
pH 6,1 5,9 6 6 + 0,08

A, B, C: Lotes.
X+Dp: Média + Desvio padréo.

Os resultados morfotinturiais, decorrentes da observagao microscopica
dos isolados (Lactobacillus sakei 2a), foram obtidos utilizando-se
metodologia por esgotamento em estrias em meio semi - sélido, com
incubacdo a 30°C por 24 horas. A linhagem apresentou-se como
cocobacilos Gram-positivos, com forma regular, isolados e em pares, com
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auséncia de esporos. A colbnia isolada evidenciou coloracéo creme, com
forma circular, superficie lisa, presenca de brilho, com margem regular
inteira, elevacé@o convexa, consisténcia cremosa e tamanho entre 0,5 e
1 mm. A caracterizagdo do cultivo € mostrada na Tabela 4, com incubagao
a 30°C e leitura de crescimento até 48 horas. Em teste complementar, a
linhagem apresentou-se como aerotolerante sem motilidade em meio semi-
sélido. Trata-se de espécie homofermentativa, que cresce a 8 e 15 °C,
mas nao se desenvolve a 45°C. Conforme BROCK (1974) sua caracteristica
indica espécie pertencente ao subgénero Streptobacterium.

TABELA 4 - CARACTERIZACAO FISIOLOGICA DO Lactobacillus sakei

2a
Halofilismo (% NacCl) Crescimento (°C) Liquefa 2o da
pH gelatina
3,9 6,5 7,0 10 8 15 45
+ + + w + + — _

(+) resultado positivo, (-) resultado negativo, (w) resultado positivo fraco.

A caracterizagéo do L. sakei 2a segue o descrito por SNEATH (1986)
para o género Lactobacillus, o qual raramente apresenta motilidade. Pode
crescer em superficies de meios semi-solidos, por anaerobiose ou sob
pressao reduzida de oxigénio entre 5-10% de CO, e nao liquefaz a gelatina.
E acidofilo, com crescimento em pH 5 ou menos e temperaturas entre 2
e 53°C.

GONZALEZ-FERNANDEZ et al. (1997), estudando a influéncia de cultivos
iniciadores relacionados com as propriedades sensoriais de linguica tipo
frescal, complementaram suas pesquisas caracterizando 2 cepas de
Lactobacillus sakei e uma de Pediococcus sp. As linhagens isoladas de
L. sakeitambém apresentaram crescimento em pH 3,9 e concentracdes
salinas entre 7 e 10% de NaCl. Tais autores estudaram a fermentacdo
dessas cepas sobre carboidratos mediante ensaios semelhantes aos
mostrados na Tabela 5. Duas cepas de L. sakei, pesquisadas, néo
apresentaram atividade fermentativa sobre arabinose, celobiose, maltose,
ramnose e rafinose. Deve-se considerar que essas linhagens néo
produziram bacteriocinas.

A Figura 1 mostra a influéncia da concentragédo salina (2, 4 e 6% de NaCl)
sobre o pH da sardinha submetida a cura na auséncia da glicose e do
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starter. Com 2 dias de fermentagéo, o pH manteve-se em 5,9 (2% de
NacCl), 5,7 (4% de NaCl) e 5,5 (6% de NaCl). Com 4 dias, o pH atingiu 6,9
(2% de NacCl), 6,6 (4% de NaCl) e 6 (6% de NaCl). Ja aos 5 dias de
fermentacé&o (6% de NaCl) o pH atingiu 6,6. Considerando a disponibilidade
de nutrientes, conjugado com a elevada atividade de agua e processamento
em temperatura ambiente (23-24 °C), o poder tampé&o do substrato fez
com que o pH se elevasse em direcao a faixa alcalina, permitindo o
metabolismo e a completa deteriora¢cdo microbiana.

TABELA 5- CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DO Lactobacillus sakei

2a
Produ 2o Rea %o ou Fermenta 20 Rea “0ou
crescimento crescimento
Catalase - Lactose
Aceto na + Sacarose +
G A de glicose - Glicose +
H2S - Ramnose
Indol - Xilose -
Descarboxila 2o da lisina + Arabinose +
Teste vermelho de metila + Rafinose -
Bacteriocinas + Galactose +
Maltose
Trealose
Sorbitol
(+) = positivo (-) = negativo.

A adi¢do da glicose ao processo foi necessaria para promover adequada
fermentacéo, pois o peixe apresenta reduzido teor de carboidratos livres.
Os carboidratos encontram-se fundamentalmente no musculo e figado,
representados por pequenas quantidades de polissacaridios glicogénicos.
O conteudo de glicogénio no tecido muscular varia entre 0,05 e 0,85%
(FRAZIER e WESTHOFF, 1993), o que o torna sem efeito no processo
fermentativo. O amido com diferentes graus de geleificacdo e degradacéo
€ usado na maioria dos produtos tradicionais, porém poucas bactérias
acido laticas tém sido identificadas como produtoras de amilase. A
eficiéncia da fermentagédo lactica foi monitorada pela relagéo entre o
decréscimo do pH com a correspondente elevacao da acidez e o balanco
entre a enumeracgdo das bactérias acido laticas (BAL) em MRS e
deterioradoras em PCA.

O baixo crescimento das bactérias acido laticas (BAL) em PCA facilita a

exclusdo do total das bactérias deterioradoras, possibilitando as
correspondentes enumeracdes traduzidas pela competicdo entre ambas.
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O resultado das andlises fisico-quimicas indicaram que houve decréscimo
do pH durante o desenvolvimento da fermentagcdo, com tendéncia a
estabilizacéo entre 3,8 e 4,2, apds 21 dias (Tabela 6). Uma das causas
do efeito do rebaixamento inicial do pH seria a produ¢éo de &cido a partir
do starter inoculado, inibindo a multiplicacdo da carga microbiana de
deterioracéo e permitindo a seqiiéncia da fermentagao. Com decréscimo
do pH para valores inferiores a 4,4 (Tabela 6), no inicio da fermentacéo a
microbiota latica multiplica-se rapidamente, resultando em reducao
imediata ainda maior. Mecanismo inespecifico, a producéo de &cido afeta
todas as bactérias acidossensiveis indiscriminadamente. GORY et al.
(2001) mencionam esse comportamento na avaliagcdo do crescimento de
trés cepas de L. sakei (duas geneticamente modificadas), associado a
producéo de lactato e variagéo de pH. O valor inicial do pH (5,6) decresceu
para4,2a30°Ce4,4a22°Cem 24 horas.

FIGURA 1- INFLUENCIA DA CONCENTRAGAO SALINA SOBRE O pH
DA SARDINHA SUBMETIDA AO PROCESSO DE CURA,
NA AUSENCIA DA GLICOSE E STARTER. O EFEITO
SOBRE O pH INICIAL DO SUBSTRATO FOl COMPARADO
PELA ADICAO DE 2% DE NaCl (A), 4% DE NaCl (B) E 6%
DE NaCl (C) (P/P)

(a)

pH

TO T2 T4 T6
Tempo (dias)

(b) (c)

TO T2 T4 T6 TO T2 T4 T6
Tempo (dias) Tempo (dias)
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TABELA 6- EFEITO DA GLICOSE E NaCl SOBRE O VALOR DO pH
NA FERMENTACAO DA SARDINHA PELO Lactobacillus

sakei2a
Tempo 2% glicose 4% glicose
(dias) NaCl NaCl
2% 4% 6% 2% 4% 6%
0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0
7 4,1 4,2 4,3 4,0 4,1 4,2
14 4,1 4,2 4,3 4,0 4,0 4,1
21 4,0 4,1 4,2 3,8 3,9 4,0

A Tabela 7 mostra a producéo de &cido latico, reproduzindo os tratamentos
com aplicagéo do starterassociado a 2 e 4% de glicose e a 2,4 e 6% de
NaCl. Pode-se observar que com a adi¢cdo de 2% de glicose e 2% de
NaCl, a acidez apos 21 dias apresentou o valor maximo (2,55%). Com
4% de glicose e equivalente teor salino atingiu 2,64%. Quando se agrega
2% de glicose e 2% de NaCl o pH da sardinha decresce para 4,1 em 7
dias e para 4 em 21 dias. Reciprocamente, a acidez aumenta para 1,21 e
2,55%, respectivamente. Com 4% de glicose e 2% de NaCl, o pH da
sardinha decresce para 4 em 7 dias e para 3,8 em 21 dias. Por sua vez,
a acidez aumenta para 1,77% (7 dias) e 2,76% (21 dias). Contrariamente,
na auséncia da glicose e, considerando as 3 concentragfes salinas (2, 4,
e 6% de NaCl), a acidez mostrou tendéncia a queda, comprovada pela
deterioracdo do pescado com 6 dias de processamento. Trabalhos
similares mostram que os comportamentos do pH e da acidez néo
diferem. ADAMS et al. (1987), estudando a avaliagdo do acido latico na
preservacdo de truta (Salmo truta), monitoraram a eficiéncia da
fermentag&o com tratamentos envolvendo starters comerciais compostos
por cepas de L. plantarum e P. pentosaceus. Tais autores evidenciaram
relacdo de rebaixamento do pH com a adicéo de 5% de sacarose. O
aumento na concentracao de NaCl (6%) também reduziu a relacéo de
fermentacéo. Utilizando 1% de NaCl, 4% glicose e L. plantarum houve
reducéo de pH para 5,4 nas primeiras 24 horas e para 4,2 ap0s 4 dias.
Com 2 e 3% de NaCl houve baixa fermentacdo durante os 3 primeiros
dias, o pH manteve-se entre 6 e 6,5 apos 24 horas e atingiu 4,2 com 4
dias de fermenta¢c&o. Com 4 a 6% de NacCl, o pH manteve-se em torno de
6,5, com incubacéo de 7 dias. A repeticdo com diferentes tratamentos
mostrou diferengas no periodo mais importante, os 2 primeiros dias de
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fermentacéo. Tal fato pode refletir as diferencas entre os graus de frescor
do peixe, afetando a relacéo entre as bactérias acido laticas e a microbiota
competidora.

Os resultados apresentados na Tabela 8 indicaram rapida fermentagéo
latica do substrato (peixe). A contagem em MRS, a partir do sétimo dia
de fermentacgéo e até o vigésimo primeiro, excedeu a dos deterioradores
entre 1 Log,;, UFC g1 e 5 Log,, UFC g-1. A relagéo de fermentacéo foi
maior em todos os tratamentos quando se considera a utilizagdo de 4%
de glicose, proporcionando diferenca na contagem em MRS de pelo menos
1 Log,, UFC g-1. Muitos carboidratos, incluindo os amilaceos, séo bons
substratos para as BAL e o uso desse tipo de nutriente pode provocar
grande atividade latica. Os principais carboidratos que podem ser utilizados
nestas fermenta¢des incluem o arroz cozido e o pré-fermentado ou
farindceos de mandioca (TWDDY etal., 1987).

TABELA 7- EFEITO DA GLICOSE E NaCl SOBRE O VALOR DA
ACIDEZ, DURANTE A FERMENTAC;AO DA SARDINHA
PELO Lactobacillus sakei2a

2% glicose 4% glicose
Tempo NaCl NaCl
(dias) 2% 4% 6% 2% 4% 6%
0 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48 0,48
7 121 1,12 0,74 1,77 1,42 0,79
14 1,73 1,60 1,22 2,55 2,23 1,32
21 2,55 2,23 1,32 2,76 2,64 1,34

TABELA 8- EFEITO DA GLICOSE E NaCl NO CRESCIMENTO DAS
BACTERIAS ACIDO LATICAS EM MRS (LOG,, UFC g-1)
DURANTE A FERMENTAGAO DA SARDINHA PELO

Lactobacillus sakei 2a
2% glicose 4% glicose
NaCl
Tempo NaCl
(dias) 2% 4% 6% 2% 4% 6%
0 5,2 5,2 5,2 5,2 5,2 5,2
7 11,6 9,9 8,9 11,6 11,0 9,8
14 13,6 13,2 11,9 14,6 13,6 12,9
21 14,2 14,0 12,9 15,3 15,0 14,5
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ADAMS et al. (1987) estudaram a fermentacao espontanea de peixes
com adicao de glicose e NaCl. Avaliaram diversos fatores que favorecem
arapida fermentacao latica como o decréscimo do pH para valores inferiores
a 4,5 nas primeiras 48 horas e a eficiéncia da multiplicacédo das BAL com
decréscimo dos microrganismos deterioradores. Os estudos com
Lactobacillus plantarum e Pediococcus pentosaceus mostraram que a
relacéo de fermentagcdo aumenta conforme o teor de glicose ou sacarose
utilizado (entre 1 e 5%). Entretanto, o aumento na concentracdo salina
provoca reducdo no crescimento desses microrganismos com
consequente diminuicdo na velocidade de fermentac&o. Tais autores
afirmaram que cada fermentacéo depende da microbiota acompanhante,
da composicéo do alimento, da atividade de agua, do pH, da concentracéo
de NaCl e da temperatura de processo.

FIGURA2- VARIACOES NA CONTAGEM TOTAL DE
MICRORGANISMOS SOBRE PCA (LOG,, UFC g'l)
DURANTE A FERMENTACAO DA SARDINHA PELO
Lactobacillus sakei 2a, COM 2% E 4% de GLICOSE. O
EFEITO FOl COMPARADO PELA ADICAO DE 2, 4 e 6%
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O contetdo de nitrogénio protéico do sobrenadante de todas as amostras
aumentou com o tempo de fermentacé@o. Amostras contendo 2% de NaCl
mostraram valores maiores do que aguelas contendo 6%, independente
do teor de glicose utilizado. O aumento do contetido de nitrogénio protéico
pode ser atribuido ao efeito combinado da autdlise e degradacéo microbiana
do musculo do peixe. A evidéncia para a autolise neste experimento pode
ser demonstrada pela variagdo na relacéo do nitrogénio protéico (NP)
para o nitrogénio soltvel total (NST) (Figura 3). Tal relagdo aumentou
durante o periodo de fermentacéao.

FIGURA 3 - EVIDENCIA DA AUTOLISE DURANTE A FERMENTACAO
DA SARDINHA (Sardinella brasiliensis) PELO
Lactobacillus sakei 2a
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A utilizagdo de Lactobacillus e Streptococcus na fermentacao de residuos
de pescado, como alternativa para producéo de alimentacdo animal foi
pesquisada por ARECHE e BERENZ (1989). Demonstraram a eficacia
das bactérias associada com as mudangas nas caracteristicas fisico-
guimicas e microbiolégicas do pescado. Nas primeiras 24 horas de
fermentacéo, os indculos adicionados em diferentes concentragdes (2,5
e 10%) ocasionaram ligeiro aumento das bases volateis nitrogenadas e
em especial da histamina. Posteriormente, as concentracdes destes
compostos foram diminuindo lentamente, contribuindo para a reducéo do
nitrogénio solavel total, com decréscimo significativo e constante durante
as 300 horas de processamento. De modo semelhante, os resultados
relacionados com o nitrogénio soltvel total (NST) obtidos com a
fermentacgéo da sardinha evidenciaram controle natural da fermentagéo.
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A atividade do starter sugere reacéo amino-negativa, prevenindo a formacéao
de aminas durante o processo de fermentacao. E possivel que também
reduza a atividade de bactérias descarboxilases na formacgao de aminas
biogénicas, contribuindo para a redugédo do nitrogénio soluvel total. Os
riscos microbiolégicos na fermentacgdo da sardinha (Sardinella brasiliensis)
estdo sempre associados a formagao de histamina (ROIG-SAGUES e
EEROLA, 1997; SILVA et al., 1998).

ROIG-SAGUES e EEROLA (1997) adotaram critérios de selecdo para a
utilizacé@o de bactérias acido laticas em alimentos. Mencionaram que a
ocorréncia de aminas biogénicas € previsivel nos produtos, principalmente
nos fermentados espontaneamente por microbiota indefinida, e que a
selecao de starter apropriado reduzira a formagédo de aminas biogénicas.
Esses autores também estudaram a formacédo de bases aminadas em
carne picada inoculada com Lactobacillus sakei. Demonstraram que o
efeito do starter depende da presenca de microrganismos descarboxilases
na matéria-prima e que os efeitos sao diferentes para cada amina produzida.

4 CONCLUSAO

O estudo indicou que Lactobacillus sakei 2a constitui cepa apropriada
para a fermentacéo da Sardinha-verdadeira (Sardinella brasiliensis). As
condi¢des de processamento foram mais favoraveis para esse lactobacilo,
com conseqUiente inibicdo do crescimento das bactérias deterioradoras.

Bactérias acido laticas com caracteristicas bacteriocinogénicas e
competitivas podem promover barreira adicional para aumentar a
preservacdo do pescado por meios naturais. A implementacdo da
biopreservacéo em determinados sistemas alimentares sempre dependera
da formulacéo, da tecnologia utilizada, da viabilidade da cultura na
producdo de bacteriocinas como também da adaptacéo das culturas aos
meios (alimentares) especificos.

Abstract

EVALUATION OF BACTERIOCINOGENIC ACTIVITY OF Lactobacillus sakei IN
THE FERMENTETION OF TRUE SARDINE (Sardinella brasiliensis) BY
UTILIZING GLUCOSE AS FERMENTABLE CARBOHYDRATE

Lactobacillus sakei 2a is a bacteriocin producer strain and, in this study, it's effects as a
starter culture in the curing process of sardine (Sardinella brasiliensis) fillets were
observed at different concentrations of sodium chloride and glucose. It's ability to produce
organic acids and pH reduction during 21 days of fermentation was verified. After this
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period, the deteriorative microbiota concentration reached 9.7 logio CFU. g-1 corresponding
to 6% sodium chloride and 4% glucose. Little differences were observed in lactic acid
production when 2 and 4% glucose were added, since total acidity was 1.32 and 1.34%
respectively for the experiments with 6% NaCl. Initial pH of fillets was 6 and after 21 days
pH values were 3.8, 3.9 and 4 for the experiments with 2, 4 and 6% NacCl. This may have
been due to the inhibitory properties of NaCl over the deteriorative microbiota. At the end of
the fermentation process lactic acid bacteria concentrations were 14.5 logio CFU.g 1. The
ratio protein nitrogen and total soluble nitrogen was typical of a cured fish under perfect
eating conditions.

KEY-WORDS: SARDINE FILLETS-FERMENTATION; CURED FISH, Lactobacillus sakei.
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