U r- UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS
d PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM
CLD CIENCIA E TECNOLOGIA AMBIENTAL

ROSMARIE DE OLIVEIRA GUEDES

PRODUCAO DE SILAGEM BIOLOGICA A PARTIR DE
COPRODUTOS DO PROCESSAMENTO DE PESCADO E
FONTES DE CARBONO DE BAIXO CUSTO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM CIENCIA E TECNOLOGIA
AMBIENTAL

DOURADOS/MS
MARCO/2012




ROSMARIE DE OLIVEIRA GUEDES

PRODUCAO DE SILAGEM BIOLOGICA A PARTIR DE
COPRODUTOS DO PROCESSAMENTO DE PESCADO E
FONTES DE CARBONO DE BAIXO CUSTO

ORIENTADOR: Profa. Dra. MARCIA REGINA RUSSO

CO-ORIENTADOR: Prof. Dr. GUSTAVO GRACIANO FONSECA

Dissertacao de mestrado
submetida ao programa de pos-
graduagdo em Ciéncia e
Tecnologia Ambiental, como um
dos requisitos necessarios para
a obtencao do titulo de mestre
em Ciéncia e Tecnologia na area
de concentracdo em Ciéncia
Ambiental.

DOURADOS/MS
MARCO/2012



FICHA CATALOGRAFICA

Guedes, Rosmarie de Oliveira
Producéo de silagem biolégica a partir de coprodutos do
processamento de pescado e fontes de carbono de baixo
custo/ Rosmarie de Oliveira Guedes;orientacdo de Gustavo
Graciano Fonseca. — Dourados, 2012.
78f.
Dissertagdo de Mestrado (M) — Universidade Federal da
Grande Dourados/Faculdade de Engenharia, 2012.

1. Silagem biolégica. 2. Bactéria latica. 3. Pescado. 4.

Pintado. I. Fonseca, G.G. Il. Titulo.
CDD ou CDU




Termo de Aprovacao

Ap6s a apresentacdo, arguicdo e apreciacdo pela banca examinadora, foi
emitido o parecer, para a dissertacdo intitulada: Producao de silagem
bioldgica a partir de coprodutos do processamento de pescado e fontes
de carbono de baixo custo, de autoria de Rosmarie de Oliveira Guedes,
apresentada ao Programa de Mestrado em Ciéncia e Tecnologia Ambiental da

Universidade Federal da Grande Dourados.

Prof. Dr. Gustavo Graciano Fonseca (Co-orientador-UFGD)
Presidente da Banca Examinadora

Profa. Dra. Marcia Regina Russo
Membro Examinador (UFGD)

Prof. Dra. Angela Dulce Cavenaghi Altemio
Membro Examinador (UFGD)

Prof. Dr. Alessandro Minillo
Membro Examinador (UEMS)

Dourados/MS, 28 de margo de 2012.



Aos meus pais Julieta de Oliveira Guedes e Julio Cezar Guedes (in memorian)
pelos ensinamentos, pelo incentivo, e por todo amor dedicado a mim.

Ofereco

Deus
Aquele ao qual devemos toda honra e toda gldria.
“Tudo posso Naquele que me fortalece”

Dedico.



AGRADECIMENTOS

Agradeco

A Deus por me dar saude e fé para a concretizacao de meus objetivos;

Aos meus filhos Ricardo e Clarissa pela paciéncia durante a minha
auséncia;

Ao meu esposo, Ernesto, meu companheiro ha 14 anos, por me
impulsionar a sempre crescer, nunca desanimar e atingir meus objetivos;

A minha sogra Nilce Martins por todo apoio, sem ela ndo teria sido
possivel a realizacao desta pesquisa;

Ao meu cunhado Emilio por todo apoio técnico, e pela 6tima convivéncia;

Ao Prof. Dr. Gustavo Graciano Fonseca, pela amizade, dedicacéo,
cumplicidade, tornando possivel a elaboracao desse trabalho;

Aos meus colegas de convivio diario no laboratério (Bioengenharia), pelo
auxilio na conducao do trabalho, aos técnicos da FAEN, Priscila, Suely e
Andressa e Marcos da FACET;

A minha amiga Tiara Kesli, pelo apoio cientifico, e moral e Janice
companheira de mestrado, que muito contribuiu; aos meus amigos Roberto e
Nicholas por me ajudarem na realizacdo dos experimentos;

A Universidade Federal da Grande Dourados, por proporcionar a minha
formacao e espaco fisico.

Ao Programa de Pés-Graduacao em Ciéncia e Tecnologia Ambiental, a
oportunidade de realizar o mestrado;

A Capes, pela bolsa de estudos concedida;

Um agradecimento sincero a todas as pessoas que, direta ou
indiretamente contribuiram para a realizagao deste trabalho.

Obrigada!



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS ... .ottt ettt e e ettt e e s st e e e sneee e e ene e e e e nnneeeanns viii
LISTA DE FIGURAS ..ottt ettt et e et e e e s et e e e ettt e e e ante e e s eanneee e anneeeennnes [
LISTA DE QUADROS ... ..ottt ettt ettt e e e ette e e s sste e e e st e e e ensnteeseennsee e anneeeeannes Xii
NI T xiii
=TT [ oo T RSP XV
A o 1= o1 (PR TR XVi
T INTRODUGAO . ...ttt ettt s e nee et eeeteeneeaeen e e ananenenes 17
2. REVISAO DE LITERATURA. .....ooviiiieeeeee e 19
2.1 Silagem de PESCAT0...... . ittt ettt e e e e e 19
2.2 Valor nutricional da Silagem.........coi ittt 22
2.3 O uso de silagem de residuo de pescado na alimentagdo de peixe.......cccccuveeeeiieeeennee. 24
2.4 Diretrizes para a sustentabilidade das industrias de pesca.........cccvrceeereiriieneeveieee e, 26
2.5 Elaboragéo da carne mecanicamente separada (CMS)..........uveiiiiiiiiiiii i 28
2.5.1 Lavagem da CMS.... .ottt et e eee e e e ennn e e e enae s 29
Pl W=t o =Yt = o] g1 = Lo (o T RPN 30
3. MATERIAIS E METODOS ...ttt an e en e enen e 31
3.1 Substratos € COSSUDSIIatOS ... e 31
T2 0311 S o (= o] [ g = Lo (o TP 31
3.3 Concentrado proteico de CMS de Pintado.......cceeeeieiiiiiiiiie e 32
RO 1V o7 (o] o F=Ta <70 o1 PP UR 32
3.5 Preservagao e preparo dO iNOCUIO. ......cooii i eeiiie et 32
3.6 Meios de presernvagao € de Pré-CUIVO.........eueiiiiiii et 33
3.7 Cultivos (Silagem DIOIOQICA). ... .. cueeiieeieee et 33
3.8 Determinagao dO PH ... ... e e e e 34
3.9 Determinag0es MICroDIOIOQICAS ... vvuerieeiiiiiiiiie ettt e e e 34
3.10 Determinag6es quimicas (COmMPOSICA0 das SIlageNnSs) .....ccovevriueiiireeeeieeiiee e 34
4 RESULTADOS E DISCUSSAO ... ene e enn e 35
o I [ o ToT U | o T R URS 35
2 U] o] 1= (o 1= TP 36
R 0101117/ =PRSS 38
5 CONCLUSAOQ ..ot en et en e et eae e s eeen e 59
B REFERENCIAS ..ottt ettt ettt st et 60
AN TS 73

vii



LISTA DE ABREVIATURAS

AMH L ———— amido de milho hidrolisado
AR e Agricultural Research Service
= PSS PPR PP bactéria
= 1 TR RTUUPTPRT base seca
B A L. e e bactérias lacticas
CIMS e carne mecanicamente separada
O] PRSPPI concentrado proteico
D1 Y Y densidade 6ptica medida a 600nm
FUN e e e e e e et e e b et e e e e e e e ee e e e e aaaaaaaeas fungos
LS ettt e Lactobacillus sakei NRRL B-1917
L@ e Lactobacillus acidophilus NRRL B-23431
M e as melago de cana-de-agucar
Y TP URUR PRSI mesofilos
MR S, e e Man Rogosa & Sharpe
LS e e e e e ae e e e e nneaeeaeeas Mato Grosso do Sul
NRRL. ..o e Colecao de Culturas ARS (NRRL)
00 ittt e Oneococcus oeni NRRL B-3472
Pa Pediococcus acidilacticiNRRL B-14958
P O A e agar padrao de cultura
UF C e e unidades formadoras de colénias
USDA . e United States Drug Administration
Ve Weissella viridescens NRRL B-1951

viii



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Contagem de bactérias lacticas (BAL) em UFC/g antes da inoculacao
em diferentes tratamentos pasteurizados (A-L)........ceeueeeeieriiiiiiiiiiiiiiis 37
Figura 2. Contagem de microrganismos mesofilos totais (MES) em UFC/g
antes da inoculagao em diferentes meios pasteurizados (A-L)........cccoeeeinnnes 37
Figura 3. Contagem de fungos (FUN) em UFC/g antes da inoculagcdo em
diferentes meios pasteurizados (A-L). ... 38
Figura 4. Comparacao entre as contagens de bactérias lacticas (BAL),
microrganismos mesofilos totais (MES) e fungos (FUN) em UFC/g antes da
inoculagao em diferentes meios pasteurizados (A-L).......cccooiiiiiiiiiiiiiiiiieinne. 39
Figura 5. Contagem de bactérias lacticas Pediococcus acidilactici NRRL B-
14958 (Pa) em UFC/g ap6s 4 dias de cultivo em diferentes meios
PASTEUMNZAAOS (A-L). oo eeeeeeeieie ettt e 39
Figura 6. Contagem de microrganismos aerébios totais em UFC/g apés 4 dias
de cultivo com Pediococcus acidilacticiNRRL B-14958 (Pa) em diferentes
Meios PaSteurizados (A-L).....co e 40
Figura 7. Contagem de bactérias lacticas Oneococcus oeni NRRL B-3472 (Oo)
em UFC/g apés 4 dias de cultivo em diferentes meios pasteurizados (A-L). ... 41
Figura 8. Contagem de microrganismos aerébios totais em UFC/g apés 4 dias
de cultivo com Oneococcus oeni NRRL B-3472 (Oo) em diferentes meios
PASTEUMZAAOS (A-L). oo eeeeieeeeee ettt e e 42
Figura 9. Contagem de bactérias lacticas Lactobacillus sakei NRRL B-1917

(Ls) em UFC/g apés 4 dias de cultivo em diferentes meios pasteurizados (A-L).

Figura 10. Contagem de microrganismos aerobios totais em UFC/g apéds 4 dias
de cultivo com Lactobacillus sakei NRRL B-1917 (Ls) em diferentes meios

PASTEUMNZAAOS (A-L). coeeeeieeeeeei ettt 43
Figura 11. Contagem de bactérias lacticas Weissella viridescens NRRL B-1951

(Wv) em UFC/g apés 4 dias de cultivo em diferentes meios pasteurizados (A-L).

Figura 12. Contagem de microrganismos aerobios totais em UFC/g apéds 4 dias
de cultivo com Weissella viridescens NRRL B-1951 (Wv) em diferentes meios

PASTEUNZAAOS (A-L). coeeeeeeeeeee ettt e 44



Figura 13. Contagem de bactérias lacticas Lactobacillus acidophilus NRRL B-
23431 (La) em UFC/g apds 4 dias de cultivo em diferentes meios pasteurizados
2 TS 45
Figura 14. Contagem de microrganismos aerobios totais em UFC/g apéds 4 dias
de cultivo com Lactobacillus acidophilus NRRL B-23431 (La) em diferentes
Meios PaSteurizados (A-L).....oo e 45
Figura 15. Comparacao entre as contagens de bactérias lacticas em UFC/g
apoés 4 dias de cultivo com Pediococcus acidilactici NRRL B-14958 (Pa),
Oneococcus oeni NRRL B-3472 (Oo), Lactobacillus sakei NRRL B-1917 (Ls),
Weissella viridescens NRRL B-1951 (Wv) ou Lactobacillus acidophilus NRRL
B-23431 (La) em diferentes meios pasteurizados (A-L). .....ccccceeeeiiieiiennnnnnn. 47
Figura 16. Comparacao entre as contagens de microrganismos mesofilos totais
em UFC/g ap6s 4 dias de cultivo com Pediococcus acidilactici NRRL B-14958
(Pa), Oneococcus oeniNRRL B-3472 (Oo), Lactobacillus sakei NRRL B-1917
(Ls), Weissella viridescens NRRL B-1951 (Wv) ou Lactobacillus acidophilus
NRRL B-23431 (La) em diferentes meios pasteurizados (A-L). ....cccccceeveennnnn. 47
Figura 17. Superficie de resposta para o crescimento da bactéria latica
Oneococcus oeni NRRL B-3472 (Oo) apos 4 dias de cultivo em funcao da
concentragdo de amido de milho hidrolisado (AMH) e carne mecanicamente
separada (CMS) de pescado. Demais variaveis (melaco de cana-de-agucar e
concentrado proteico de CMS de pescado) foram fixadas em 0%................... 50
Figura 18. Comparacao entre a umidade dos meios de cultivos (%) antes da
inoculagao (inicial) e apos 4 dias de cultivo com Pediococcus acidilactici NRRL
B-14958 (Pa), Oneococcus oeni NRRL B-3472 (Oo), Lactobacillus sakei NRRL
B-1917 (Ls), Weissella viridescens NRRL B-1951 (Wv) ou Lactobacillus
acidophilus NRRL B-23431 (La) em diferentes meios pasteurizados (A-L)...... 52
Figura 19. Comparacao entre a proteina dos meios de cultivos (%) antes da
inoculagao (inicial) e apos 4 dias de cultivo com Pediococcus acidilactici NRRL
B-14958 (Pa), Oneococcus oeni NRRL B-3472 (Oo), Lactobacillus sakei NRRL
B-1917 (Ls), Weissella viridescens NRRL B-1951 (Wv) ou Lactobacillus
acidophilus NRRL B-23431 (La) em diferentes meios pasteurizados (A-L)...... 54



Figura 20. Comparacao entre os lipidios dos meios de cultivos (%) antes da
inoculagao (inicial) e apds 4 dias de cultivo com Pediococcus acidilactici NRRL
B-14958 (Pa), Oneococcus oeni NRRL B-3472 (Oo), Lactobacillus sakei NRRL
B-1917 (Ls), Weissella viridescens NRRL B-1951 (Wv) ou Lactobacillus
acidophilus NRRL B-23431 (La) em diferentes meios pasteurizados (A-L)...... 56
Figura 21. Comparacao entre as cinzas dos meios de cultivos (%) antes da
inoculagao (inicial) e apds 4 dias de cultivo com Pediococcus acidilactici NRRL
B-14958 (Pa), Oneococcus oeni NRRL B-3472 (Oo), Lactobacillus sakei NRRL
B-1917 (Ls), Weissella viridescens NRRL B-1951 (Wv) ou Lactobacillus
acidophilus NRRL B-23431 (La) em diferentes meios pasteurizados (A-L)...... 58
Figura 22. Comparacao entre a biomassa total recuperada apés 4 dias de
cultivo com Pediococcus acidilactici NRRL B-14958 (Pa), Oneococcus oeni
NRRL B-3472 (Oo), Lactobacillus sakei NRRL B-1917 (Ls), Weissella
viridescens NRRL B-1951 (Wv) ou Lactobacillus acidophilus NRRL B-23431

(La) em diferentes meios pasteurizados (A-L)......ceriiiiiiiiiiiieeee 59

Xi



LISTA DE QUADROS

Quadro 1. Composicao dos meios de cultivo empregados..........ccccceeeerueenennn. 34
Quadro 2. Conteudo de bactérias lacticas em relagdo ao conteudo de
microrganismos mesofilos totais em diferentes meios pasteurizados (A-L) nao
inoculados (S/I: sem inoculacao) e ap6s 4 dias de cultivo com Pediococcus
acidilacticiNRRL B-14958 (Pa), Oneococcus oeni NRRL B-3472 (Oo) ou
Lactobacillus sakei NRRL B-1917 (LS)..cccevuiiiiiiiii e 49

xii



ANEXOS

Anexo A1. Contagem de bactérias lacticas (BAL) em log UFC/g antes da
inoculagao em diferentes meios pasteurizados (A-L).......ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiennne. 73
Anexo A2. Contagem de microrganismos mesdéfilos totais (MES) em log UFC/g
antes da inoculagao em diferentes meios pasteurizados (A-L)........ccceeeeinnnee 73
Anexo A3. Contagem de fungos (FUN) em log UFC/g antes da inoculagdo em
diferentes meios pasteurizados (A-L). ... 74
Anexo A4. Comparacao entre as contagens de bactérias lacticas (BAL),
microrganismos mesofilos totais (MES) e fungos (FUN) em log UFC/g antes da
inoculagao em diferentes meios pasteurizados (A-L)........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiennne. 74
Anexo A5. Contagem de bactérias lacticas Pediococcus acidilactici NRRL B-
14958 (Pa) em log UFC/g ap6s 4 dias de cultivo em diferentes meios
PASTEUMNZAAOS (A-L) coieeeeeeeeee ettt e 75
Anexo A6. Contagem de microrganismos aerébios totais em log UFC/g apés 4
dias de cultivo com Pediococcus acidilacticiNRRL B-14958 (Pa) em diferentes
Meios PaSteurizados (A-L).....oo e 75
Anexo A7. Contagem de bactérias lacticas Oneococcus oeni NRRL B-3472
(Oo) em log UFC/g apés 4 dias de cultivo em diferentes meios pasteurizados
2 TS 76
Anexo A8. Contagem de microrganismos aerébios totais em log UFC/g apés 4
dias de cultivo com Oneococcus oeni NRRL B-3472 (Oo) em diferentes meios
PASTEUMZAAOS (A-L). coeeeeiieeeeei ettt 76
Anexo A9. Contagem de bactérias lacticas Lactobacillus sakei NRRL B-1917
(Ls) em (A) (UFC/qg) e (B) (log UFC/g) apés 4 dias de cultivo em diferentes
Meios PaSteUrizados (A-L) ..o 77
Anexo A10. Contagem de microrganismos aerdbios totais em log UFC/g apds
4 dias de cultivo com Lactobacillus sakei NRRL B-1917 (Ls) em diferentes
Meios PaSteurizados (A-L).....oo e 77
Anexo A11. Contagem de microrganismos aerdbios totais em log UFC/g apds
4 dias de cultivo com Weissella viridescens NRRL B-1951 (Wv) em diferentes

Meios PaSteurizados (A-L).....oo e 78

xiii



Anexo A12. Contagem de microrganismos aerobios totais em (A) (UFC/g) e (B)
(log UFC/g) apés 4 dias de cultivo com Weissella viridescens NRRL B-1951
(Wv) em diferentes meios pasteurizados (A-L). ...cccooeeeriiniiiiiiiiiiiieiieeeee 78
Anexo A13. Contagem de microrganismos aerdbios totais em log UFC/g apds
4 dias de cultivo com Lactobacillus acidophilus NRRL B-23431 (La) em
diferentes meios pasteurizados (A-L). ... 79
Anexo A14. Contagem de microrganismos aerobios totais em (log UFC/g apés
4 dias de cultivo com Lactobacillus acidophilus NRRL B-23431 (La) em
diferentes meios pasteurizados (A-L). ... 79
Anexo A15. Comparacao entre as contagens de bactérias lacticas em log
UFC/g ap6s 4 dias de cultivo com Pediococcus acidilactici NRRL B-14958 (Pa),
Oneococcus oeni NRRL B-3472 (Oo), Lactobacillus sakei NRRL B-1917 (Ls),
Weissella viridescens NRRL B-1951 (Wv) ou Lactobacillus acidophilus NRRL
B-23431 (La) em diferentes meios pasteurizados (A-L). .....ccccveiieiiieniinnnnnnn. 80
Anexo A16. Comparacao entre as contagens de microrganismos mesofilos
totais em log UFC/g ap6s 4 dias de cultivo com Pediococcus acidilactici NRRL
B-14958 (Pa), Oneococcus oeni NRRL B-3472 (Oo), Lactobacillus sakei NRRL
B-1917 (Ls), Weissella viridescens NRRL B-1951 (Wv) ou Lactobacillus
acidophilus NRRL B-23431 (La) em diferentes meios pasteurizados (A-L)...... 80
Anexo B1. Meios de cultivo antes da inoCulagao ...........ccceeveeviiieiiiiiiiiiiniennnenn. 81
Anexo B2. Meios de cultivo apés 4 dias da inoculagdo com Weissella
viridescens NRRL B-1951 ... 81



Resumo
Os residuos e coprodutos provenientes da industrializacdo de pescado
representam vasta fonte de energia e de nutrientes, que podem ser convertidos
em ingredientes para aquicultura e, em geral, para alimentagdo animal. Uma
alternativa de grande potencial é o seu aproveitamento na elaboragdo de
silagem, produto liquefeito pela agdo microbiana e de alto valor biolégico. O
aproveitamento das proteinas da silagem pelos animais depende da sua
digestibilidade e composicdo de aminoacidos, que pode ser diferente,
dependendo do tipo de microrganismos utilizado na producao da silagem. Este
trabalho objetivou a producdo de silagem biolégica a partir de carne
mecanicamente separada (CMS) e concentrado proteico do CMS ambos de
pintado (Pseudoplatystoma spp.), o qual foi, acrescida de amido de milho
hidrolisado ou melaco de cana-de-acucar como cossubstrato, nas
concentragbes de 0, 10 ou 20%, utilizando-se as bactérias acido-lacticas
Oneococcus oeni NRRL B-3472, Lactobacillus sakei NRRL B-1917
Pediococcus acidilactici NRRL B-14958, Weissela viridensis NRRL B-1951 ,
Lactobacillus acidophilus NRRL B-23431. Cultivos foram realizados em frascos
tipo Erlenmeyer a 30°C durante 4 dias. Os resultados indicam que a silagem
obtida com P. acidilactici em CMS de pescado sem a adicao de fonte de
carbono apresenta maior potencial para uso como racdo devido a alta
concentragdo destas bactérias no meio e sua prevaléncia sobre as bactérias
mesofilas deteriorantes. Houve diferencas no metabolismo das diferentes

bactérias estudadas em relagao aos diferentes substratos disponibilizados.

Palavras-chave: Silagem; bactéria latica; pescado; pintado.
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Abstract

The co-products and waste from the manufacturing of large fish represent
energy source and nutrients can be converted to ingredients for aquaculture
and in general feed. An alternative is great potential for its use in the
preparation of silage, liquefied product by microbial action and high biological
value. The use of silage protein depends on the animal by its digestibility and
amino acid composition, which may be different, depending on the
microorganisms used in the production of silage. This study aimed to produce
biological silage from mechanically deboned meat (CMS) and protein
concentrate  CMS painted (Pseudoplatystoma spp.), Plus corn starch
hydrolyzate or molasses cane sugar as cossubstrato at concentrations of 0, 10
or 20%, using lactic acid bacteria Oneococcus oeni NRRL B-3472,
Lactobacillus sakei NRRL B-1917 and Pediococcus acidilactici NRRL B-14958,
and Weissela viridensis NRRL B- 1951, and Lactobacillus acidophilusand
NRRL B-23431. Cultivations were carried out in Erlenmeyer flasks at 30 ° C for
4 days. The results obtained indicate that the silage with P. acidilactici in CMS
fish without the addition of carbon source is more suitable for use as food
because of the high concentration of these bacteria in the environment and their
prevalence on the mesophilic spoilage. The biological silage adds protein
quality. There were differences in the metabolism of different bacteria in relation

to different substrates available.

Keywords: Silage; Lactic bacteria; Fish, Pintado.

XVi



1 INTRODUGAO

Dependendo da espécie e de seu uso final, até 75% do pescado é
desperdicado durante o processamento da porcdo destinada ao consumo
humano (Arvanitoyannis e Kassaveti, 2007). Na filetagem da tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus), e.g. cerca de 66% da matéria-prima é descartada
(Boscolo et al., 2004). A producao de pescado € uma excelente alternativa para
incrementar os indices de consumo de proteinas de origem animal e um
importante fator de desenvolvimento sé6cio-econ6mico para o pais (Macedo-
Viegas; Souza, 2004). Além disso, a medida que ocorre o declinio nos
estoques de espécies tradicionais de pescado de origem maritima ha o
aumento da demanda mundial de proteinas de origem animal. Porém, isto tudo
tem contribuido com o desenvolvimento de técnicas para o melhor
aproveitamento dos residuos, subprodutos e coprodutos gerados no
processamento de recursos pesqueiros (Rustad, 2003).

Nao ha uma definicdo sobre quais constituintes se enquadram em cada
categoria. Os residuos gerados durante o processamento do pescado sao
sélidos arrastados na agua de tratamento durante a manipulagcado do pescado
ou solidos soluveis dispersos na agua de processamento (Tejada, 1992).
Visceras, cabeca, aparas, 0ssos € pele sdao considerados como subprodutos
da industria de pescado. As regulamentacdes geralmente dividem entre
subprodutos que podem ser destinados para consumo humano e descarte
(Rustad, 2003). A carne mecanicamente separada (CMS) de pescado € um
coproduto obtido através de maquinas desossadoras (ou despolpadeiras) de
pescado para recuperar o maximo possivel de carne deixada na carcaca apés
o processamento da filetagem ou para utilizar espécies de baixo valor
comercial que ndo podem ser industrializadas devido ao seu tamanho e forma
(Morais, 1994). O concentrado proteico, por sua vez, € um coproduto que reune
o conjunto de proteinas miofibrilares da matéria-prima carnea, obtidas a partir
de sucessivas lavagens, as quais removem sangue, pigmentos, proteinas
sarcoplasmaticas, componentes sollveis, lipidios e outras substancias que
pode catalisar a degradacao proteica (Lee, 1984; Gongalves et al., 2007).

Do ponto de vista da composicao, esses compostos sao constituidos por

proteinas de funcbes e origens diferentes, lipideos, nitrogénio nao-protéico,
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carboidratos, substancias minerais, entre outros; com uma proporgao diferente
de cada um deles em funcao de onde provém (Contreras, 1994).

Os coprodutos do processamento de pescado sdo uma excelente
matéria-prima para preparagdo de alimentos de alto valor protéico (Gomez-
Guillén et al., 2002). Com o seu aproveitamento alternativo é possivel reduzir o
custo das matérias-primas aumentando a produtividade das industrias e
minimizando problemas de poluicdo ambiental (Arvanitoyannis e Kassaveti,
2007). Assim, a necessidade de se montar sistemas para aproveitamento de
coprodutos industriais € de ordem econbémica e de conservacao de energia,
possibilitando um uso mais racional da matéria-prima e o desenvolvimento de
novos produtos (Oetterer, 1994; Espindola Filho, 1997).

O valor nutricional de um alimento nao deve ser somente baseado na
sua composicao quimica, mas também na quantidade de nutrientes ou energia
que pode disponibilizar (Furuya, 2000). Através da valoracdo da matéria-prima
de origem animal perdida durante o processamento, uma vasta fonte de
energia e de nutrientes pode ser convertida em ingredientes para a industria de
alimentacao animal. Uma alternativa de grande potencial esta na elaboracéao do
ensilado de pescado, produto de alto valor biolégico (Honczaryck e Maeda,
1998; Parin e Zugarramurdi, 1994; Vidotti et al, 2002). Esta é uma técnica
antiga de preservacao da matéria organica (Hammoumi et al., 1998; Shirai et
al., 2001), simples, pratica, cujo equipamento essencial € de baixo custo e a
escala de producdo € variavel, sendo muito conveniente ecoldgica e
financeiramente (Disney et al., 1977; Jackson et al, 1984a,b; Ottati, 1990;
Tatterson e Windsor, 1974).

A silagem de pescado se constitui em um produto liquido ou semiliquido,
produzido a partir do pescado inteiro ou partes dele, preservado pela adi¢cao de
acidos ou bases (silagem quimica) ou por fermentacao microbiana induzida por
carboidratos (silagem biolégica) (Kompiang, 1981; Costa et al., 2002; Crexi,
2005). Neste processo as proteinas sao hidrolisadas pelas enzimas
naturalmente presentes e/ou adicionadas (silagem enzimatica), originando um
produto rico em proteinas, peptideos de cadeia curta e aminoacidos livres
(Stone e Hardy, 1986; Valério, 1994).

O grau de hidrélise pode ser usado como critério quimico para avaliar a
qualidade da silagem de pescado (Espe et al, 1989; Espe e Lied, 1999).
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Segundo Stone et al (1989), o valor nutricional da silagem pode ser
significantemente aumentado, limitando a hidrélise das proteinas e
polipeptideos em aminoacidos livres.

Varios autores vém ressaltando o alto coeficiente de digestibilidade da
silagem de pescado em experimentos com diversas espécies de peixes,
mostrando a viabilidade econdémica do uso dessa fonte, além do beneficio
ambiental (Fagbenro, 1994; Fagbenro e Jauncey, 1995a, 1995b; Goddard e Al-
Yahyai, 2001; Vidotti et al.,, 2002), que é devida ao fato da proteina ja esta
bastante hidrolisada e da presenca de lisina e triptofano entre outros
aminoacidos essenciais refletindo-se sobre o ganho de peso e conversao
alimentar dos animais (Hall, 1985).

A Noruega é o maior produtor mundial de silagem, produzindo cerca de
140.000 toneladas/ano, principalmente a partir de subprodutos da aquicultura
(Rustad, 2003). No Brasil o processo de silagem ainda ndao é empregado
industrialmente, embora estudos venham sendo desenvolvidos a partir dos
residuos do processamento de pescado (Costa et al., 2002).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a producao de silagem
biol6gica obtida a partir de coprodutos do processamento de pescado (CMS e
concentrado proteico de CMS de pintado) e fontes de carbono de baixo custo

(amido de milho hidrolisado e melago de cana-de-agucar).

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Silagem de Pescado

A ensilagem de residuos de pescado é uma técnica antiga de
preservacao da matéria organica (Hammoumi et al., 1998). A metodologia para
preservacao do residuo de pescado foi adaptada por Edin na década de 30, a
partir de um método patenteado por Virtanen na década de 20, que utilizava os
acidos sulfurico e cloridrico para preservagdao de forragens (Raa e Gilberg,
1982).

Desde a década de 40, a silagem tem sido produzida em muitos paises,
como Canada, Inglaterra, Noruega e Alemanha, mas foi, preferencialmente, na
Dinamarca, Pol6énia e Noruega que o processamento da silagem prosseguiu

em escala comercial (Sales, 1995).
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Duas metodologias basicas podem ser utilizadas na obtencdo de
ensilado de pescado: através da adicao de acidos minerais ou organicos tais
como, férmico, sulfurico, cloridrico, propiénico, etc. (Wignall e Tatterson, 1977;
Disney e James, 1979; Lupin, 1983; Windsor e Barlow, 1984; Rodriguez et al.,
1989) ou com o emprego de microorganismos produtores de acido latico e
ainda uma fonte de carboidratos. Este produto elaborado com diferentes
residuos de pescados, fontes de carboidratos e microorganismos produtores de
acido latico (Lindgren e Pleje, 1983; Van Wyk e Heydenrych, 1985; Ottati e
Bello, 1989; Lessi et al., 1989).

Segundo Lupin (1983) o processo de ensilagem de pescado, conhecido
ha muito tempo, consiste basicamente em acidificar o pH da massa de pescado
triturada, deixando livre para a agao das enzimas préprias dos tecidos, que
terminam liquefazendo o mesmo.

O ensilado convencional apresenta pH entre 3,9 e 4,2, que em trés dias,
a uma temperatura ambiente de 27 a 300 C, se liquefaz suficientemente,
restabelecendo a camada de lipideos e conservando a atividade enzimatica por
muitos meses (Backhoff, 1976).

O uso do acido féormico em mistura com os acidos sulfurico e cloridrico,
promove o abaixamento do pH a niveis entre 4,0 e 4,5, enquanto que a
utilizagdo de acidos minerais sozinhos abaixam o pH em torno de 2,0,
necessitando, de uma neutralizacdo posterior a hidrélise, (Wignall e Tatterson,
1977). Porém, segundo Oetterer (1994), essa mistura com os acidos cloridrico
e sulfdrico tem a vantagem de apresentar baixo custo.

Na elaboragéo de seis férmulas de ensilado com diferentes tipos de
pescado Tatterson e Windsor (1974) utilizaram 3,0% de acido férmico a 98% e
obtiveram valores de pH em torno de 4,0 em todos os produtos e teores de
proteina préximos de 14%, de gordura variando de 0,5 a 16,3% e os de

minerais ao redor de 2,5%.

O processo de ensilagem apresenta muitas vantagens sobre a
producdo da farinha de peixe, pois a tecnologia é relativamente simples, o
equipamento essencial € de baixo custo e a escala de producao é variavel. O
produto final é estavel, apresenta-se com consisténcia semi-liquida e possui

bom valor nutricional, podendo ser usado como ingrediente em ragdes animais
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(Coello et al., 2000; Espindola Filho, 1999; Jackson et al., 1984a; Martin e
Bemister, 1994; Oetterer, 1994; Ottati, 1990; Tatterson e Windsor, 1974).

A fermentacdo microbiana pode ocorrer no pescado, desde que haja
uma fonte de carboidratos adicionada a biomassa. Assim, as bactérias
produtoras de acido latico propiciardo a preservacao através da producao de
acido latico e consequiente abaixamento do pH (Oetterer, 1994), inibindo o
crescimento de bactérias como Staphylococcus, Escherichia, Serratia,
Enterobacter, Citrosacter, Achromobacter e Pseudomonas (Dapkevicius et al.,
2000; Samuels et al., 1991; Wyk e Hydenryck, 1985). Além da acidez, acredita-
se que a habilidade de certas bactérias acido laticas em produzir compostos
antibacterianos, chamados bacteriocinas, colaboram na inibicado do
crescimento de microrganismos patogénicos (Borrensen, 1990; Lindgren e
Pleje, 1983). Zahar et al. (2002), estudaram o efeito da temperatura,
anaerobiose e agitacdo da massa, na producdo de silagens biolégicas,
utilizando como fonte de carboidrato o melaco de cana. Os autores concluiram
que a fermentacao natural é acelerada, se conduzida em temperatura ambiente
(25 £ 2°C), recipientes fechados e com agitagao diaria da massa.

Foram preparadas por Vidotti et al. (2003), silagens biolégicas e acidas,
a partir de diferentes matérias-primas. Os autores concluiram que além de
serem viaveis, 0os processos utilizados para a preservacdo do residuo de
pescado, mantém a qualidade protéica dos produtos.

Valério (1994) elaborou silagens enzimdticas a partir do residuo do
processamento de sardinhas, como alternativa ao processo tradicional, e
concluiu que o uso das enzimas protease e pepsina, produziram silagens com
composicao semelhante a da matéria-prima.

Berenz (1994) preparou silagens biolégicas utilizando 5% de iogurte e
10% de melaco de cana, obtendo um produto com 63,32% de umidade e
18,46% de proteina bruta (base umida). O autor testou o produto obtido na
alimentacao de frangos de corte e concluiu que a silagem é uma fonte protéico-
energética, possivel de ser utilizada em ragcdes, sem perda do desempenho e
da qualidade da carcaca.

De acordo com vérios autores (Goddard e Al-Yahyai, 2001; Kompiang,
1981; Morales-Ulloa, 1994; Morales-Ulloa e Oetterer, 1995, 1997; Valério,

1994), a silagem produzida com uma mistura de acidos féormico e propidnico,
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na propor¢cao de 1:1 e adicao de 1,5 a 3,0% (v/p) em relacdo a massa é
recomendada, e o produto obtido é estavel e livre de microrganismos

patdégenos.

2.2 Valor Nutricional da Silagem

Apesar das alteragdes nas estruturas fisicas e quimicas do peixe, o valor
nutricional da silagem é semelhante ao material que lhe deu origem, variando,
consideravelmente, com o tipo de matéria-prima empregada, particularmente
quanto ao teor de lipidios (Disney et al., 1977; Haard et al., 1985; Kompiang
1981).

Durante o armazenamento prolongado, grande nimero de aminoacidos
livres esta presente na silagem devido a atividade das enzimas enddgenas. A
hidrolise prolongada, no entanto, pode resultar numa redugdo do valor
nutricional da silagem (Viana et al.,1999). Para evitar a hidrolise excessiva
durante estocagem prolongada, as enzimas presentes no pescado podem ser
inativadas pelo aquecimento da matéria-prima por 5 minutos, a 60°C, antes da
ensilagem, resultando na reducao de 15% no nivel de aminoacidos livres, apos
90 dias, quando comparada com uma silagem que néao foi aquecida (Viana et
al., 1996).

De acordo com Oetterer (1999) e Raa e Njaa (1989), o valor nutricional
da silagem esta na digestibilidade protéica elevada, que deve ser preservada
evitando-se estocagem prolongada e, portanto, hidrélise excessiva.

Varios autores (Goddard e Al-Yahyai, 2001; Stone et al., 1989; Stone e
Hardy, 1986; Viana et al., 1996, 1999), citam que limitando-se a hidrélise
protéica, o valor nutricional do produto final do processo de ensilagem é
superior, quando comparado a um material excessivamente hidrolisado, ja que
os peptideos de cadeia curta sdo melhor absorvidos que os aminoacidos livres.

Segundo Espe et al. (1989), uma explicagao provavel para a redugao do
valor nutricional, pode ser o fato dos aminoacidos livres serem rapidamente
desviados da sintese protéica e entrarem na rota catabdlica. Os mesmos
autores citam que os aminoacidos livres estdo mais disponiveis para serem
utilizados como fonte de energia do que as proteinas intactas.

Os aminoéacidos livres, em presenca de hidroxilas provenientes do

acucar, entram na reacao de Maillard, resultando em diminuicdo do valor
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nutricional da silagem (Fagbenro, 1994; Fagbenro e Jauncey, 1998; Johnson et
al., 1985).

De acordo com Stone e Hardy (1986), altos niveis de aminoacidos livres
na dieta interferem no mecanismo de absorcdo de aminoacidos e peptideos de
cadeia curta.

Os peptideos de cadeia curta quando absorvidos reduzem as flutuagdes
no nivel de aminoacidos no plasma e retornam disponiveis para a sintese
protéica por periodos mais longos do que os aminoacidos livres.

Outro fator importante na deterioracdo da qualidade das silagens
armazenadas por longos periodos € o processo de oxidacado lipidica,
resultando em alteracdes de sabor, cor, textura, valor nutricional e produgao de
componentes toxicos (Sales, 1995).

Kompiang (1981) destaca que a eficiéncia de conversao se torna baixa e
o valor nutricional é também afetado, negativamente, com o aumento do tempo
de armazenamento. Para o autor ha uma relacao direta do escurecimento
provocado por reacdes dos lipidios com a perda do valor nutritivo.

Disney et al. (1977), citam que as mudangas que ocorrem com 0S
lipidios durante o armazenamento da silagem sdo o aumento do conteudo de
acidos graxos livres, indicando hidrélise de glicerideos e alteracdes oxidativas
que levam ao escurecimento. Sales (1995), relata que quando as proteinas séo
expostas a lipidios peroxidados, uma consideravel porcao destes complexa-se
com proteinas através de associacdes e/ou ligacées de hidrogénio, causando
perda do valor nutritivo.

A oxidacao de lipidios pode causar a formacao de peroxidos, que podem
complexar as proteinas, através de ligacbes fisicas e covalentes (Nelson e
Cox, 2000). Ligacbes covalentes entre produtos oxidados e proteinas podem
destruir aminoacidos como triptofano, oxidar a metionina e ligar a lisina a outros
compostos tornando estes aminoacidos indisponiveis (Nelson e Cox, 2000).

Tocher et al. (1997), demonstraram que silagens preparadas utilizando
tecidos que compdem o sistema nervoso de peixes séo ricos em fosfolipidios e
triglicerideos dependendo da espécie e do tecido (olho, cérebro). Todos
continham altos niveis de docosahexaendico e alta propor¢cdo de
docosahexaendico : eicosapentaendico. De acordo com Sales (1995) e

Dapkevicius et al. (2000), a formacao de aminas biogénicas pode também ser
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um problema, se a silagem de pescado for produzida a partir de uma matéria-
prima alterada com altos niveis de aminoacidos livres.

Espindola Filho et al. (1998) procederam ao processamento de silagem
de residuos de peixes, camardes e bivalves, e obtiveram um concentrado
protéico-mineral para ser utilizado em ragées animais, contendo 10% de
umidade, 50% de proteina, 8% de lipidios e 20% de cinza, sendo desta, 5% de

célcio, 2% de fosforo e outros minerais em menores proporgoes.

2.3 O uso de silagem de residuo de pescado na alimentacao de
peixe

Segundo Lupin (1983) o ensilado de pescado pode ser utilizado na
piscicultura de agua doce como alimento de peixes, diminuindo os custos de
producao.

A silagem de pescado vem sendo produzida na Polénia e na Dinamarca
em escala comercial desde os anos 60, para producdo de alimentos para aves
e suinos, ou incorporada a ragées como complemento protéico, compondo
alimento para animais domésticos e peixes provenientes de aquicultura. Na
Indonésia, a silagem é produzida em escala experimental e incorporada as
racées em substituicdo a farinha de peixe e o farelo de soja na alimentacao de
suinos, peixes e aves (Oetterer, 1994).

Silagens &cidas produzidas a partir de peixes inteiros ou residuo do
processamento de peixes foram testadas em dietas de trutas (Stone et al,
1989) concluindo que sao fontes equivalentes de nitrogénio protéico, desde
que o grau de hidrélise seja 0 mesmo e as dietas sejam balanceadas
nutricionalmente.

Estudos feitos por Cisse et al. (1995) demonstraram que a boa
aceitabilidade da silagem de peixe como um ingrediente em ragdes para bagre
africano, constitui uma alternativa econémica ao uso da farinha de peixe,
utilizando-se basicamente sobras de peixes marinhos ou peixes de baixo valor
comercial.

Ximenes Carneiro (1991) alimentou alevinos de tambaqui, com racéo a
base de ensilado biolégico e concluiu que, devido a sua 6tima aceitabilidade
pelos peixes, apresenta um grande potencial como substituto da farinha de

carne e 0ssos ou da farinha de peixe. A composicao corporal desses peixes
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alimentados com ragéo a base de ensilado apresentou maiores teores de célcio
e fésforo.

Experimentos mostraram que silagem de arenque foi bem digerida e que
o crescimento do salmao do Atlantico néo foi afetado significativamente quando
alimentado por um longo periodo com este produto (Lall, 1991).

Estudos comparando silagem acida de residuos de “dog-fish” com a de
arenque na produgdo de salmdo, mostraram que esta foi aceitavel desde que
em condi¢cdes proprias de estocagem. Isto tornaria possivel a utilizagao
eficiente de uma fonte protéica inadequada ao consumo humano, convertendo-
a em um produto alimentar humano de alta qualidade e também uma solucao
para problemas ambientais (Heras et al. 1994).

Affandi (1986) concluiu que a incorporacao da silagem de peixe na ragcao
de enguias, proporcionou melhoria da palatabilidade, e aumento na ingestao
levando consequentemente a um maior desempenho no crescimento. A
produgdo de silagem com material apropriado e econémico pode ser uma
solugdo parcial para o uso de subprodutos e reduzir, desta forma, o custo de
cultivo de enguia.

Alevinos de enguia alimentados com dietas isocal6ricas e isoprotéicas
contendo diferentes percentagens de inclusdo de silagem de peixe (10, 15 e
20%) apresentaram melhores resultados de desempenho quando comparados
com os submetidos a dieta controle na qual a farinha de carne e peixe eram as
Unicas fontes protéicas. Os autores atribuiram essa melhora ao aumento da
ingestao devido a possivel presenca de atrativos alimentares (Gongalves et al.
1989).

Fagbenro et al. (1994) alimentaram juvenis de bagre africano e tilapia
com dietas contendo silagem de tilapia fermentada e co-seca e concluiram que
foi adequada como suplemento protéico para dietas de peixes, representando
um método alternativo barato e saudavel do ponto de vista ambiental, pois
utiliza sobras de peixe de muitas comunidades pesqueiras e de industrias de
processamento de peixes.

Ramos et al. (1994) relataram que o pescado fresco preservado em
acidos, pode ser uma boa fonte de proteina e que o seu valor nutricional
quando incluido em dietas para tambaqui, em uma proporcéo de 13% em base

Umida e misturado com cereais, foi comparavel com a farinha de pescado.
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Fagbenro e Bello-Olusoji (1997) consideraram que os coeficientes de
digestibilidade aparente sdo parametros importantes a serem considerados na
formulacdo de dietas e determinantes na utilizagdo de um alimento,
demonstrando que a silagem fermentada de cabeca de camarao, apresenta-se
como uma boa alternativa de ingrediente protéico em dietas para o bagre
africano.

Na procura por alimentos de alta qualidade nutricional, uma alternativa
seria 0 processamento dos subprodutos gerados pela prépria atividade
aquicola. A silagem de peixe € uma forma de seu aproveitamento, sendo um
processo simples que ndo envolve maquinarias especificas ou grandes gastos

com materiais de consumo.

2.4 Diretrizes para a sustentabilidade das industrias de pesca

A sobrevivéncia da industria de pesca no mercado, em longo prazo,
pode depender da sua capacidade para responder de imediato as exigéncias
presentes e determinar as exigéncias futuras do consumidor. Além do
desenvolvimento de novos tipos de produtos para atender a demandas de
consumo é preciso estar atento para as novas atitudes de consumo, como por
exemplo, o crescente interesse por alimentos saudaveis, com alto valor
nutritivo e de facil preparo (Peixoto, 2000).

De acordo com Rivera (1994), os oceanos proporcionam uma grande
quantidade de recursos marinhos, os quais se fossem aproveitados na sua
maxima potencialidade, proporcionariam excelentes fontes nutritivas para o
consumo humano. Entretanto, existe uma grande diferenca entre os recursos
marinhos conhecidos como alimento e aqueles que se perdem. Assim, o
grande desafio para a tecnologia pesqueira sera a transformacao de espécies
de baixo valor comercial e de residuos em alimentos.

Grande parte do pescado produzido e que acaba se transformando em
residuo no tratamento industrial, pode ser utilizada para a producao de
alimentos nutritivos e de baixo custo, sendo uma alternativa viavel de
exploragcdo comercial, e que vai ao encontro de diretrizes ambientais,
diminuindo, muitas vezes, a disposicao dessas fontes de poluicdo organica no
meio ambiente. Miranda (1997) também ressalta que a sobrevivéncia a longo

prazo da industria de pesca no mercado pode depender da sua capacidade em
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responder de imediato e determinar os requerimentos presentes e futuros do
consumidor, e do desenvolvimento de novos tipos de produtos que vao ao
encontro ndo sé das demandas de consumo, mas também as novas atitudes
de consumo. Stori (2000) descreve que o processo de beneficiamento de
pescados, podem nos oferecer muito mais do que alimento de alto valor
nutricional; fornece-nos também uma grande quantidade e variedade de
material rejeitado que acaba se perdendo, provavelmente devido a falta de
interesse e conhecimento do setor pesqueiro e de érgdos governamentais
sobre procedimentos tecnoldgicos para um melhor aproveitamento destes
materiais. O autor também destaca o fato de que a reducéo de residuos é um
processo que depende de varias condicbes, como: pesquisa e
desenvolvimento de tecnologias limpas, adequacdo e modernizacdo das
industrias, abertura de mercados, politicas de fomento e crédito, esforgos
gerenciais coordenados, entre outros. Estas condicbes nem sempre sao
facilimente satisfeitas, principalmente em paises em desenvolvimento,
resultando em descrédito ao setor empresarial.

Ha uma grande diferenca entre paises desenvolvidos e em
desenvolvimento quanto a utilizagdo dos residuos. Enquanto paises
desenvolvidos e em desenvolvimento estdo aplicando programas para a
valorizagao e minimizagcao dos residuos ha varios anos atendendo a exigéncia
deste tipo de trabalho a longo prazo, paises em desenvolvimento estdo sendo
forcados a sacrificar o desenvolvimento e a producdo devido a falta de
conhecimento sobre o potencial dos residuos e a possibilidade de caminhar
para o desenvolvimento sustentavel maximizando a utilizacado das matérias
primas, associado a novos conceitos sobre processos objetivando a
minimizarao dos residuos.

Segundo Leripio et al. (1997b, apud STORI, 2000.) a poluicdo industrial
€, na verdade, uma forma de desperdicio e ineficiéncia dos processos
produtivos.

Residuos industriais representam, na maior parte dos casos, perdas de
matérias primas e insumos. Desta maneira, o principio de gerenciamento
conhecido como Ecologia Industrial passa a ser o novo paradigma da producao
industrial, como o caminho para a sustentabilidade. Na Ecologia Industrial cada

companhia tem uma fungao na cadeia de transferéncia de material, consumo,
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uso final e recuperacao, exatamente como ocorre com um organismo qualquer
dentro de um ecossistema.

A Ecologia Industrial pressupde uma sustentabilidade obrigatéria, a qual
requer uma mudanga de paradigma na industria e no comércio. Dentro deste
enfoque, a ONU, através da Universidade das Nagdes Unidas, lancou em 1995
o programa de Iniciativa para a Pesquisa em Emissdo Zero (ZERI- Zero
Emission Research Initiative), que consiste na formulacdo de uma proposta de
direcionamento da visdo empresarial e cientifica para a questdo da
sustentabilidade. O programa ZERI propde a formacao de nucleos de estudos
em determinadas linhas basicas, escolhidas a partir das potencialidades dos
paises participantes da primeira de suas fases. A Universidade das Nacgdes
Unidas se dispée a aglutinar diversas linhas de pesquisa que abordam a
sustentabilidade, coordenando suas ag¢des na busca e sugestao de tecnologias
para empresas ou grupo de empresas que apresentem algum tipo de
desperdicio no processo industrial.

Dalsenter (1999) também destaca a proposta Zeri como uma alternativa
viavel para se alcancar a plena sustentabilidade, sendo necessaria uma
mudanca na forma de agir e de pensar, através da promocao de pesquisas e
desenvolvimentos que langam uma revolugcao na produtividade para enfrentar o
desafio econdémico, industrial e social do século XXlI, transformando o meio em
que vivemos. O caminho é alcancar uma produtividade sustentavel: zero

emissao, zero residuo e completo uso de materiais nao trabalhados ou brutos.

2.5 Elaboracao da carne mecanicamente separada (CMS)

O consumo de peixes no Brasil ainda é baixo, em torno de 6
kg/hab./ano. Uma das maneiras de se reverter este quadro seria 0 uso de
mecanismos que estimulem as diferentes formas de apresentacédo do pescado,
uma vez que o consumidor busca alimentos de facil e rapido preparo (Oetterer
et al., 2004; Souza et al., 2004).

De acordo com Tenuta-Filho e Jesus (2003) a carne mecanicamente
separada (CMS) de pescado é um produto obtido a partir de uma Unica
espécie, ou mistura de espécies de peixes com caracteristicas sensoriais
similares, através do processo de separacdo mecanizada da parte comestivel,

gerando particulas de musculo esquelético isenta de visceras, escamas, 0SS0S
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e pele. Os residuos de filetagem, peixes em diferentes estagios de crescimento
e espécies sub-utilizadas podem ser utilizados para a producdo da CMS.
Segundo Morais e Martins (1981) a aplicagdo do processo de extracdo da CMS
destaca-se como um processo atraente pela possibilidade de maior
recuperacao de carne em relagdo a obtida pelos métodos tradicionais de
filetagem diminuindo o custo de producéo e a quantidade de residuo gerada e,
além disso, permite a maior possibilidade de diversificacdo de produtos da
industria pesqueira.

A maioria das maquinas usadas para separacao do musculo do pescado
tem como unidade béasica um tambor perfurado. O sistema operacional mais
comum, conhecido como belt-and-drum, consiste de uma cinta giratéria e de
um tambor. O peixe decapitado e eviscerado passa entre a cinta e o tambor,
sendo o musculo comprimido para o interior deste ultimo através dos orificios,
cujos diametros podem variar de 1 a 7 mm (Tenuta-Filho; Jesus, 2003), porém
o mais utilizado apresenta orificios de 5 mm de diametro (Orddnez et al., 2005).
No entanto, ja existem no mercado, equipamentos cujo sistema é de rosca sem
fim, que pressionam o musculo através de um conjunto de discos perfurados
que contém laminas em seu interior.

O processo de obtencdo da CMS causa o rompimento da integridade
muscular do pescado, permitindo um contato proximo entre os compostos
celulares com o oxigénio do ar (Rodriguez-Herrera et al., 2006), favorecendo a
oxidagao lipidica, o que afeta a coloragao, sabor e textura da CMS, tornando-a
mais propensa a rancidez oxidativa e, portanto, sujeita a menor aceitacao pelo
consumidor (Benjakul et al., 2005; Munasinghe et al., 2005).

O processo de desossa mecanica da carne do pescado pode promover
a incorporacao de microrganismos, se estes estiverem presentes na matéria-
prima. As dilaceragbes dos tecidos expdéem componentes celulares como
aminoacidos e vitaminas, tornando a CMS um excelente meio para
desenvolvimento de microrganismos e, portanto, um produto altamente

deterioravel (Raccach; Baker, 1978; Simdes et al., 1998).

2.5.1 Lavagem da CMS
O processo de lavagem da CMS proporciona a remoc¢ao de pigmentos,

proteinas sollveis, enzimas, parte dos lipideos e componentes flavorizantes,
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aumentando a estabilidade e melhorando a cor e o odor (Adu et al., 1983;
Lanier, 1986; Park; Lin, 2005), apesar de causar mudancas nas caracteristicas
fisico-quimicas da CMS. O volume da agua de lavagem, o tempo de contato
entre masculo e agua, e o numero de ciclos de lavagens, a serem usados,
dependerdao do tipo e preparo da matéria-prima e do nivel de remocao
necessario para atender aos requisitos de qualidade do produto final (Park; Lin,
2005). Em geral, uma relagao de 3:1 ou 4:1 e trés ciclos de lavagem, de 10
minutos cada, sdo adequados para a maioria das aplicagcbes (Lee, 1986;
Tenuta-Filho; Jesus, 2003; Park; Lin, 2005). A temperatura de refrigeracao da
agua recomendada é igual ou abaixo de 10°C, para manter as propriedades
funcionais das proteinas do tecido do peixe (Oetterer et al., 2004).

Segundo Willes et al., (2004) o conteudo de lipideos tende a diminuir
apdés a lavagem, pois os lipideos que flutuam na superficie do liquido sao
removidos, bem como a perda de proteina pela lixiviagao, a qual pode variar 15

a 30% do total protéico da carne (Huidobro et al., 1998).

2.6 A espécie pintado

O pintado, Pseudoplatystoma coruscans, € uma espécie da familia
Pimelodidae, encontrado frequentemente nas Bacias dos Rios Paraguai-
Uruguai e Sao Francisco. Apresenta 6tima aceitacdo de mercado, devido a
excelente palatabilidade e auséncia de espinhos intramusculares em sua
carne, além de poder atingir em um ano, peso duas vezes maior que o das
espécies produzidas atualmente (Goncalves e Carneiro, 2003).

A reproducdo de peixes do género Pseudoplatystoma vem sendo
pesquisada desde o inicio da década de oitenta, mas so6 atingiu escala
comercial no inicio da década de noventa. Apesar da tecnologia atual para a
obtengcao de alevinos, o maior desafio estd sendo a sua alimentagcdo em
cativeiro, devido ao alto custo, pelo seu habito alimentar piscivoro, e
principalmente, a falta de conhecimento de suas exigéncias nutricionais e
digestibilidade dos alimentos utilizados na sua dieta, que levariam a
maximizagao do aproveitamento dos nutrientes.

Em estudos de nutricdo, os coeficientes de digestibilidade aparente séo
geralmente utilizados com o objetivo de determinar o valor nutricional de um

alimento (Rodrigues, 1994). De acordo com McGoogan e Reigh (1996), a
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digestibilidade do ingrediente de um alimento depende, primeiramente, da
composicao quimica e também da capacidade digestiva do animal para o
alimento. Ela é de extrema importancia para o atendimento das exigéncias
nutricionais de uma espécie, uma vez que 0 conhecimento dos habitos
alimentares e o fornecimento de uma dieta equilibrada n&o sao suficientes para
assegurar resposta positiva no desempenho do animal (Souza, 1989).

Na atualidade, estdo sendo exigidas maiores investigacdes acerca das
exigéncias nutricionais de cada espécie, além de rigorosa formulacdo da dieta
Albernaz, (2000). Sem os dados de digestibilidade dos nutrientes, os
nutricionistas, arriscam-se em super-dosagens, principalmente de proteina
bruta que elevam a sua ineficacia e ao alto custo de producdo, ou em
subdosagens, que podem reduzir as taxas de crescimento e, de outras formas,
o desempenho dos peixes.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Substratos e cossubstratos

Os substratos utilizados para a elaboracdo das silagens foram carne
mecanicamente separada (CMS) e concentrado proteico de CMS de pescado
pintado (Pseudoplatystoma spp.). A CMS de pintado foi gentilmente fornecida
pela industria Mar & Terra de Pescados S.A., localizada no municipio de
ltapora, MS. O concentrado proteico de CMS de pintado foi produzido conforme
item 2.3. Ambos foram preservados a -18°C. Os cossubstratos utilizados foram
amido de milho hidrolisado (AMH) (Karo), adquirido do comércio local e melaco
de cana-de-acucar (MC), gentiimente cedido pela Usina Sao Fernando de
Acucar e Alcool, localizada no municipio de Laguna Carapa, MS. O AMH foi
mantido a 4°C e o MC a -18°C. Todos os substratos e os cossubstratos foram

armazenados por no maximo 3 meses ap0ds o recebimento ou preparo.

3.2 CMS de pintado

Foi produzida a partir dos subprodutos da filetagem do pintado no
didmetro de particula de 3 mm, utilizando-se uma despolpadeira modelo 694
(Baader, Alemanha), operando a 6°C na entrada e 10°C na saida, 24h apos o

abate.
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3.3 Concentrado proteico de CMS de pintado

Foi realizada a partir dos métodos por lavagem em pH alcalino e
peneiracao, utilizando bicarbonato de sddio (NaHCO3) a 0,25% e cloreto de
sodio (NaCl) a 0,3%. Nesse processo utilizou-se a proporgao 1:4
(sélido:liquido) de amostra para solucdo de lavagem. Homogeneizou-se a
solugdo manualmente durante cinco minutos abaixo de 10°C, e em seguida
retirou-se a gordura e peneirou-se a solugao obtendo-se uma pasta. Para cada
processo fez-se trés repeticdes, correspondentes as lavagens, sendo que para
as duas primeiras utilizou-se solugdes de bicarbonato de sédio (NaHCO3) a

0,25%, € na ultima com solucao de cloreto de sddio (NaCl) a 0,3%.

3.4 Microrganismos

Foram utilizadas as bactérias acido-lacticas Oneococcus oeni NRRL B-
3472, Lactobacillus sakei NRRL B-1917 , Pediococcus acidilactici NRRL B-
14958, Weissella viridescens NRRL B-1951 , Lactobacillus acidophilus NRRL
B-23431 gentilmente cedidas por James Swezey, da Colecao de Culturas ARS
(NRRL), do Departamento de Agricultura dos EUA (USDA).

3.5 Preservacao e preparo do inéculo

As linhagens foram recebidas na forma liofilizada, cultivadas em caldo
MRS (Man Rogosa & Sharpe) até o fim da fase exponencial (reativacao), e
adicionadas de glicerol a uma concentragao final de 15% (p/v), divididas em
aliquotas de 1 ml desta cultura e estocadas em tubos criogénicos (2 ml) a -
18°C. Para o preparo dos experimentos, uma aliquota-estoque foi utilizada para
inocular uma placa contendo agar MRS, que foi armazenada a 4°C por até 1
més. Indéculo foi preparado através da transferéncia de células da placa
contendo agar MRS para 50 ml de meio liquido MRS, mantido em frasco tipo
Erlenmeyer de 250 ml. Ap6s aproximadamente 18 h de crescimento (densidade
otica DOenp = 6) em um agitador orbital (220 rpm) a 30°C (Marconi), 6 ml de
meio cultivado (6%) foram transferidos para o meio contendo o cultivo principal

(silagem biologica).
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3.6 Meios de preservacao e de pré-cultivo

As bactérias foram pré-cultivadas em caldo MRS (Man Rogosa &
Sharpe), quimicamente definido, a fim de propagar o inoculo destinado a
silagem biol6gica. Este meio contém (em g/L): peptona, 10g; extrato de
levedura, 4g; extrato de carne, 8g; glicose, 20g; fosfato dipotassico, 2g; acetato
de sodio trihidratado, 5g; citrato de aménia, 2g; sulfato de magnésio
heptahidratado; 0,2g, sulfato de manganés tetrahidratado, 0,05g, sorbitano
monooleato, 1g. Para o preparo do agar MRS adicionou-se 15g de agar para
cada litro de caldo. Todos os componentes do meio foram misturados,

ajustados a pH 6,7 e esterilizados em autoclave a 121°C por 15 min.

3.7 Cultivos (silagem biologica)

Cultivos foram conduzidos em frascos tipo Erlenmeyer de 500 ml
contendo 100 g de substrato em BOD (Marconi) a 30°C (sem agitacao e
controle de pH) durante 120h. O inicio de cada cultivo deu-se pela adigao de 6
ml de pré-cultura (DOgpo = 6), de forma que a concentracdo de in6culo no
biorreator fosse 6% (v/p). Ao final de cada cultivo 25g de amostra foram
coletadas assepticamente em camara de fluxo laminar e imediatamente
utilizadas para as analises microbioldgicas. O material restante foi congelado a
-18°C para depois ser utilizado em outras analises (Anexo). As formulacdes de

meio de cultivo podem ser observadas no Quadro 1.



Quadro 1. Composicao dos meios de cultivo empregados

Tratamento | Composicao (%)
CMSy |CPz [AMHg | MCy

A - 80 20 -

B - 90 10 -
C - 100 - -
D - 80 - 20
E - 90 - 10
F - 100 - -
G 80 - 20 -
H 90 - 10 -

I 100 - - -

J 80 - - 20
K 90 - - 10
L 100 - - -
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CMS4): carne mecanicamente separada; CP): concentrado proteico; AMHs):

amido de milho hidrolisado; MCs): melago de cana-de-agucar.

3.8 Determinacao do pH

Para a determinagéo do pH foi utilizado poténciometro digital (Hanna).

3.9 Determinac6es microbiologicas

Para as silagens foram realizadas as determinacdes microbiolégicas

para bolores e leveduras (NBR 2750) e contagem total de meséfilos (NBR

3462) segundo a ABNT (1991) e para bactérias laticas (MAPA, 1992).

3.10 Determinacoes quimicas (composicao das silagens)

As determinacdes quimico-bromatoldgicas das silagens e dos meios

serdo realizadas com base na matéria seca de acordo com os procedimentos

da AOAC (1995). A umidade foi determinada através do método gravimétrico,

em estufa a 105°C até peso constante. O teor de cinza foi determinado pelo

método gravimétrico, em mufla a 550°C e incineracdo da matéria organica em

bico de Bunsen. O teor de proteina bruta foi determinado pelo método de
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micro-Kjedahl e o extrato etéreo foi determinado apds extracdo com éter de
petréleo pelo método de Soxhlet. O conteldo de carboidratos foi determinado

por diferenga.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Inéculos

Para estabelecer a concentrag@o de inoculo inicial (6% meio de cultura,
DOeoo = 6) em termos de contagem de microrganismos (UFGC/g) foram feitas
cinéticas de crescimento em meio MRS para cada uma das linhagens de
bactéria lactica estudada. Ao atingir-se a referida DO, em tempos que variaram
de 16-20h, dependendo da espécie, procedeu-se com a inoculagao de diversas
placas de petri contendo meio agar MRS e meio PCA em diversas dilui¢des.
Obtiveram-se contagens de 3,90x10’, 4,1x107, 2,3x108, 1,3x10% 2,2x10UFC/g
para Pediococcus acidilactici, Oneococcus oeni,Lactobacillus sakei, Weissella
viridescens e Lactobacillus acidophilus, respectivamente. Osdiferentes valores
obtidos entreas espécies pode ser devido as diferencas na morfologia das
células, como um menor volume, que ndo podem ser determinadas por
espectofotometria, método indireto de determinacdo da concentracao celular.
Neste caso, apesar da DOgnoO ter sido a mesma, o maior nimero de células no
meio liquido foi provavelmente responsavel pelo maior nimero de células
detectado durante as contagens em placas.

Estes experimentos também serviram para avaliar a confiabilidade do
método de contagem microbiana em meio PCA em relagcdo ao 4gar MRS para
o cultivo de uma cultura pura de bactérias lacticas. Os resultados apresentaram
correlacdo entre a contagem de bactérias lacticas e contagem de
microrganismos mesofilos totais (BAL/MES) de 0,94, 0,94, 1,07, 0,95 e 1,03
para P. acidilactici, O. oeni e L. sakei, W. viridescens e L. acidophilus,
respectivamente. Devido a alta correlagdo obtida para culturas puras, avaliou-
se também esta relacdo apos os 4 dias de cultivo das silagens bioldgicas, a fim
de avaliar a competicdo entre a espécie inoculada € 0s microrganismos
mesofilos presentes nos meios pasteurizados. Meio PCA acrescido de purpura
de bromocresol 0,1% também tem sido utilizado para quantificar o crescimento
de bactérias laticas. O purpura de bromocresol evidencia o crescimento

bacteriano, pois quando o pH do meio baixa a coloracao inicialmente purpura
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muda para amarela. Contudo esta metodologia ainda precisa ser testada para
verificar se é possivel substituir-se o 4gar MRS, de custo maior.

4.2 Substratos

As Figuras 1, 2 , 3 e 4 mostram as contagens em (UFC/g) e (log UFC/q)
para os diferentestratamentos pasteurizados (A-L) avaliados neste estudo para
bactérias lacticas (BAL), microrganismos mesofilos totais (MES) e fungos
(FUN), respectivamente. Antes de optar-se pela pasteurizacao, avaliaram-se os
meios C (=F) e | (=L) in natura, pasteurizados e esterilizados. Nao foram
obtidas diferencas para a pasteurizacdo e esterilizagcao (resultados néao
mostrados). Contudo, optou-se pela pasteurizacao, pois ndo houve alteracao
das caracteristicas fisicas dos meios (diferentemente da esterilizacdo, que
liquefez o substrato carneo, além de ter caramelizado tanto o amido de milho
hidrolisado quanto o melagco de cana-de-agucar) e pelo custo inferior desta
operacdo. Os meios in natura apresentaram maior contaminacao inicial
(resultados n&o mostrados).

A redundéancia na composicao de alguns substratos C (=F) e | (=L)
permitiram um conjunto maior de analises estatisticas, como o calculo do erro
experimental, além de permitir uma melhor visualizagdo dos resultados. A
representacdo das contagens também em termos de log UFG/g objetivou a
melhor visualizacdo dos dados experimentais, pois devido a maior variacao da
grandeza contagem (UFC/g), nem sempre foi possivel a observacdao adequada
dos resultados enquanto na forma grafica. Isto também facilitou a comparacéao
das trés espécies em uma mesma figura.

A maior concentracdo de bactérias lacticas (naturalmente presentes)
ocorreu nos substratos a base de CMS (G-L) em relacdo aqueles a base de
concentrado proteico de CMS (A-F), apresentado em média concentracdes de
2x10° e 5x10? UFC/g, respectivamente (Figura 1). Contudo, estes valores
representam apenas de 3,0 a 4,3% do total de microrganismos presentes nos
substratos pasteurizados nao inoculados (Quadro 2). O mesmo comportamento
foi observado para os microrganismos mesofilos que apresentaram em média
concentragées de 2x10* e 5x10* UFC/g para meios a base de CMS e
concentrado proteico de CMS, respectivamente (Figura 2). Uma pequena

concentragdo de fungos variando de 5x10' a 2,5x10? UFC/g foi obtida (Figura
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3). Neste ultimo caso também € nitida a maior concentracao de fungos quanto
maior fosse a concentracao da fonte de carbono vegetal. Nao foi detectada a

presenga de fungos nos meios fermentados.
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Figura 1. Contagem de bactérias lacticas (BAL) em UFC/g antes da inoculacao

em diferentes tratamentos pasteurizados (A-L).
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Figura 2. Contagem de microrganismos mesdfilos totais (MES) em UFC/g
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antes da inoculagao em diferentes tratamentos pasteurizados (A-L).
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Figura 3. Contagem de fungos (FUN) em UFC/g antes da inoculacdo em

diferentes tratamentos pasteurizados (A-L).

A Figura 4 permite a comparacado entre as contagens de bactérias
lacticas (BAL), microrganismos mesofilos totais (MES) e fungos (FUN) antes da
inoculagao nos diferentes meios. Através dela € possivel evidenciar-se a ordem
de grandeza dos microrganismos presentes e o perfil de crescimento em cada
formulacdo de meio. Percebe-se a concentracdo inicial de microrganismos no
meio de cultivo foi no minimo 10® vezes inferior a concentracdo de inéculo
fornecida.

4.3 Cultivos

A Figura 5 apresenta acontagem de bactérias lacticas P. acidilactici
enquanto a Figura 6 indica a contagem de microrganismos aerobios totais em
termos de UFC/g apds 4 dias de cultivo em diferentes meios pasteurizados (A-
L). As Figuras 7 e 8 indicam de maneira analoga os crescimentos de O. oeni e
o total de microrganismos presentes nos meios, enquanto as Figuras 9 e 10
sao referentes aos cultivos com L. sakei, indicando o total de bactérias lacticas
presentes ao final do cultivo bem como a populagao total de microrganismos,

respectivamente.
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Figura 4. Comparagcdo entre as contagens de bactérias lacticas (BAL),
microrganismos mesofilos totais (MES) e fungos (FUN) em UFC/g antes da

inoculacao em diferentes tratamentos pasteurizados (A-L).
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Figura 5. Contagem de bactérias lacticas Pediococcus acidilactici NRRL B-
14958 (Pa) em UFC/g apés 4 dias de cultivo em diferentes meios
pasteurizados (A-L).

Percebe-se que a concentracao final de P. acidilactici foi superior nos

meios contendo 20% de MC e 80% de concentrado proteico de CMS (meio D)
e 20% de MC e 80% de CMS (meio J). Nos meios contendo AMH também é
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evidente que quanto maior o conteudo desta fonte de carbono, maior a
concentragdo da bactéria latica. Contudo a diferenga néo foi tdo grande quanto

em presenca de MC (Figura 5).
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Figura 6. Contagem de microrganismos aerébios totais em UFC/g apés 4 dias
de cultivo com Pediococcus acidilactici NRRL B-14958 (Pa) em diferentes
tratamentos pasteurizados (A-L).

O mesmo comportamento é observado para 0s microrganismos
mesofilos totais (Figura 6). O Quadro 2 mostra que quanto maior a
concentragdo da fonte de carbono MC ou AMH, maior a relagdo BAL/MES,
indicando que o acgucar ou melago favoreceu o crescimento de P. acidilactici

em sua competicdo com outros microrganismos ja presentes no substrato.
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Figura 7. Contagem de bactérias lacticas Oneococcus oeni NRRL B-3472 (Oo)
em UFC/g apos 4 dias de cultivo em diferentes tratamentos pasteurizados (A-
L).

Um comportamento semelhante foi observado para os cultivos com O.
oeni, contudo nao é possivel observar a preferéncia desta espécie por uma das
fontes de carbono principais (MC ou AMH), nem uma diferenga acentuada
quando comparado o crescimento na presenga ou auséncia desta fonte (Figura
7).

Novamente o perfil de crescimento de microrganismos mesofilos totais
se compara ao das bactérias lacticas (Figura 8). Isto era esperado haja visto
que houve uma relacao entre o crescimento de O. oeni e o de microrganismos
totais, conforme observado no Quadro 2, de forma semelhante ao encontrado
para P. acidilactici. Quanto maior a concentragdo da fonte de carbono MC ou
AMH, maior a relacdo BAL/MES, indicando que o agucar ou melago favoreceu
o crescimento de O. oeni em sua competicdo com outros microrganismos ja

presentes no substrato.
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Figura 8. Contagem de microrganismos aerébios totais em UFC/g apés 4 dias
de cultivo com Oneococcus oeni NRRL B-3472 (Oo) em diferentes tratamentos
pasteurizados (A-L).

Apesar das fontes de carbono amilacea e sacarinea terem favorecido o
crescimento de L. sakei em comparacdo aos tratamentos sem esta
suplementacdo (ou em uma concentracdo inferior), o crescimento desta
bactéria foi muito inferior as demais bactérias lacticas (Figura 9). Neste caso a

populacéo final deste microrganismo foi inclusive inferior aquela inoculada.
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Figura 9. Contagem de bactérias lacticas Lactobacillus sakei NRRL B-1917
(Ls) em UFC/g ap6s 4 dias de cultivo em diferentes tratamentos pasteurizados
(A-L).
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Para os microrganismos mesdfilos totais a ordem de grandeza das
contagens foi em torno de 10 vezes superior a das bactérias lacticas (Figura
10). No maximo 50 e 55% das bactérias lacticas permaneceram viaveis apoés
os 4 dias de cultivo, quando na presenca de 20% MC / 80 % CMS e 20% AMH
/ 80% CMS, respectivamente. Sem a fonte de carbono vegetal, a relacdo
BAL/MES foi de 29% em meio com CMS e 7,5% em meio com concentrado
proteico de CMS (Quadro 2).
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Figura 10. Contagem de microrganismos aerébios totais em UFC/g apos 4 dias
de cultivo com Lactobacillus sakei NRRL B-1917 (Ls) em diferentes
tratamentos pasteurizados (A-L).

As Figuras 11 e 12 indicam de maneira analoga os crescimentos de W.
viridescens e o total de microrganismos presentes nos tratamentos, enquanto
as Figuras 13 e 14 sao referentes aos cultivos com L. acidophilus, indicando o
total de bactérias lacticas presentes ao final do cultivo bem como a populacéao

total de microrganismos, respectivamente.
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Figura 11. Contagem de bactérias lacticas Weissella viridescens NRRL B-1951

(Wv) em UFC/g apés 4 dias de cultivo em diferentes meios pasteurizados (A-L).
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Figura 12. Contagem de microrganismos aerébios totais em UFC/g apos 4 dias
de cultivo com Weissella viridescens NRRL B-1951 (Wv) em diferentes

tratamentos pasteurizados (A-L).
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Figura 13. Contagem de bactérias lacticas Lactobacillus acidophilus NRRL B-

23431 (La) em UFC/g apés 4 dias de cultivo em diferentes tratamentos

pasteurizados (A-L).
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Figura 14. Contagem de microrganismos aerébios totais em UFC/g apos 4 dias
de cultivo com Lactobacillus acidophilus NRRL B-23431 (La) em diferentes

tratamentos pasteurizados (A-L).

Através da Figura 15 é possivel observar-se as diferencas entre as trés

espécies de bactérias lacticas estudadas em termos de contagem de unidades

formadoras de colénias. Percebe-se que P. acidilactici foi bastante superior as

demais espécies enquanto crescido em meio contendo melagco de cana-de-

acucar. Ja O. oeni mostrou comportamento semelhante em relacdo as duas
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fontes de carbono de origem vegetal estudadas e crescimento maior que P.
acidilactici. L. sakei, que apresentou bom crescimento em nenhum dos meios
estudados, o que pode ser observado pelas caracteristicas finais do produto
obtido, que foram cheiro forte e desagradavel, principalmente quando no meio
nao havia a presenca da fonte de carbono (amilacea ou sacarinea). Para os
outros dois microrganismos o produto final obtido foi a silagem biolégica e a
principal caracteristica sensorial observada foi o aroma de leite fermentado,
cuja intensidade variou em funcdo da concentracdo da fonte de carbono
vegetal: quanto maior a concentragcdo da fonte de carbono, maior a intensidade
do aroma. Outras caracteristicas importantes observadas foram a liquefacao
completa do meio sélido e a formacao intensa de bolhas devido a producao de
CO:..

Adams et al. (1987) estudaram a fermentacdo de pescados e
observaram que Lactobacillus plantarum e Pediococcus pentosaceus
mostraram que a relagdo de fermentacdo aumenta conforme o teor de glicose
ou sacarose utilizado. Tais autores afirmaram que cada fermentacado depende
da microbiota acompanhante, da composicdo do alimento, da atividade de
agua, do pH, da concentracao de NaCl e da temperatura de processo.

A Figura 16 mostra a comparacdo entre as contagens de
microrganismos mesdéfilos totais apds 4 dias de cultivo com P. acidilactici, O.
oeni ou L. sakei em diferentes meios. Um comportamento semelhante ao das
bactérias lacticas foi observado para os microrganismos mesofilos,
especialmente quando as bactérias lacticas utilizadas como inéculo foram P.
acidilactici e O. oeni. No entanto, a concentracdo de microrganismos mesofilos
provenientes dos cultivos com L. sakei foi bem maior do que o crescimento da
propria L. sakei, porque as bactérias lacticas ndao predominaram nestes
experimentos (Quadro 2), principalmente em meios a base de concentrado
proteico de CMS (Figura 16). Assim, a maior concentragao de mesdéfilos deveu-

se a presencga de outros microrganismos competidores, ndo inoculados.
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Figura 15. Comparagao entre as contagens de bactérias lacticas em UFC/g
apds 4 dias de cultivo com Pediococcus acidilactici NRRL B-14958 (Pa),
Oneococcus oeni NRRL B-3472 (Oo), Lactobacillus sakei NRRL B-1917 (Ls),
Weissella viridescens NRRL B-1951 (Wv) ou Lactobacillus acidophilus NRRL

B-23431 (La) em diferentes tratamentos pasteurizados (A-L).

7,0E+08
6,0E+08
o
S 5,0E+08
[T
= | .
S 40E+08 AE
] = o mp
© ] 7l a
2 3,06408 ., : mha
3 18 . = Eal g : 3 #Ls
8 2,0E+08 E E . E E : E s : : : : Wy
i 5 E EAmnES G mE: ! # WL
106408 | m A = A Ed : i a
B Exs E=EAE : - B 2
= 5 = Sy A I h E 5 .
0,0e+00 BT B4 EA B EALVE : =4 E
- & O “ & O PN U
QO QOO /\00 Q7 Q0 /\0‘2‘ @0 Q0O O
FELFLEFELFEFEEE
QARSI SN o V:\v RAIAIRQERQSE N

QFQFF ¥ E Y X

Figura 16. Comparacéao entre as contagens de microrganismos mesdéfilos totais
em UFC/g apds 4 dias de cultivo com Pediococcus acidilactici NRRL B-14958
(Pa), Oneococcus oeni NRRL B-3472 (Oo), Lactobacillus sakei NRRL B-1917
(Ls), Weissella viridescens NRRL B-1951 (Wv) ou Lactobacillus acidophilus
NRRL B-23431 (La) em diferentes tratamentos pasteurizados (A-L).



48

P. acidilactici € a principal cultura iniciadora utilizada na manufatura de
produtos carneos devido a sua grande atividade bactericida (Nielsen, 1990),
tendo neste estudo apresentado também excelente resultado em termos de
competicdo com outros microrganismos. L. sakei é frequentemente reportado
como microrganismo dominante em processos fermentativos (Rantsiou et al.,
2005), contudo para os substratos carneos estudados ndo apresentou os
resultados esperados.

Dependendo da linhagem, determinada espécie pode ou téao ter efeito
bactericida e ser empregada com sucesso em fermentacdo de produtos
carneos. Lactobacillus sakei ATCC 15521, por exemplo, é definida como
microrganismo bacteriocinogénico, sendo utilizada como controle negativo em

estudos do género (Barbagallo et al., 2004).
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Quadro 2. Conteudo de bactérias lacticas em relacdo ao conteludo de
microrganismos mesofilos totais em diferentes meios pasteurizados (A-L) néo
inoculados (S/I: sem inoculacédo) e apés 4 dias de cultivo com Pediococcus
acidilactici NRRL B-14958 (Pa), Oneococcus oeni NRRL B-3472 (Oo),
Lactobacillus sakei NRRL B-1917 (Ls), Weissella viridescens NRRL B-1951
(Wv) ou Lactobacillus acidophilus NRRL B-23431 (La)

Tratamento | Bactéria lactica (%)

S/ Pa Oo Ls Wv La
A 3,0 89,9 93,2 32,8 80,4 |37,9
B 3,4 75,8 80,4 27,5 86,0 | 33,7
C 3,7 53,5 42 .4 7,9 88,6 |22,3
D 3,4 87,6 95,3 17,3 80,7 | 83,7
E 4.0 77,1 79,9 14,8 85,3 |449
F 3,0 60,1 48,6 7,0 96,5 | 11,5
G 3,6 90,6 90,2 54,3 42,5 |39,0
H 3,7 86,4 83,4 36,4 446 | 38,1
I 4,0 67,6 60,6 29,6 67,6 | 11,1
J 3,9 88,0 83,6 50,0 26,8 | 12,9
K 3,9 77,7 66,7 40,7 22,6 |10,9
L 4.3 55,3 54,8 28,1 225 |4,2
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A Figura 17 representa uma superficie de resposta para o crescimento
de O. oeni apés 4 dias de cultivo em funcao das concentracdes de AMH e de
CMS. Demais variaveis (MC e concentrado proteico de CMS) foram fixadas em
0%. O perfil obtido indica que a medida que aumenta-se a concentracdao de
AMH e diminui-se a de CMS, maior a concentracao final de bactérias lacticas

(R? = 0,9772). Para os outros microrganismos também se obtiveram elevadas

correlagées (R?® = 0,9772 e R? = 0,9772 para P. acidilactici e L. sakei,
respectivamente).
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Figura 17. Superficie de resposta para o crescimento da bactéria latica
Oneococcus oeni NRRL B-3472 (Oo) apods 4 dias de cultivo em funcao da
concentragdo de amido de milho hidrolisado (AMH) e carne mecanicamente
separada (CMS) de pescado. Demais variaveis (melagco de cana-de-agucar e
concentrado proteico de CMS de pescado) foram fixadas em 0%.
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Pelo exame visual das silagens, observou-se que a liguefacdo da massa
homogénea iniciou-se entre o0 2° e 3° dias e aumentou, gradativamente, até o
final do experimento resultando num produto com caracteristica liquido-
pastosa, corroborando o observado por Hardy et al. (1983). Este aspecto é
resultado da continua hidrélise protéica que acontece na silagem devido a acao
das enzimas proteoliticas naturalmente presentes no pescado, principalmente
nas visceras e/ou adicionadas (Haard et al., 1985; Kompiang, 1981).

A silagem biolégica apresentou uma coloragdo marron claro nos
tratamentos com A.M.H (A-F) e marron escura, confirmando o relatado por
Valério (1994) e Morales—Ulloa e Oetterer (1995). Essa coloracao pode ser
resultado da reacao de Maillard, em decorréncia da presenca do melaco como
fonte de carboidrato e dos aminoacidos livres, propiciando a ocorréncia dessa
reacao (Fagbenro 1994; Fagbenro e Jauncey, 1998).

A silagem biol6gica apresentou aroma “doce-acidificado” devido a adi¢ao
do melaco, que descaracteriza de certa forma o aroma acido encontrado nas
silagens acida e enzimdtica estando de acordo com o relatado por Morales-
Ulloa (1994).

Como esperado, a CMS lavada duas vezes apresentou maior teor de
umidade (Figura 18, tratamentos A-F), seguida da outra CMS nao lavada
(Figura 18, tratamentos G-L).

Relatos de aumento de umidade em CMS lavadas tem sido encontrados
na literatura como o de Gryschek et al., (2003) com tilapia do Nilo, que obteve
resultados de 78,50%, 85,90% e 86,70% para a umidade da CMS nao lavada,
com 1 lavagem e com 2 lavagens respectivamente. Kirschnik e Macedo-Viegas
(2009) obtiveram com tilapias do Nilo teores entre 79,83% (CMS sem lavar) e
88,78% (CMS lavada). Oliveira-Filho (2009) avaliou a composi¢cao quimica de
salsichas elaboradas com CMS de tilapia do Nilo submetida ou ndo a lavagem
e também observou o aumento da umidade com as lavagens de 81,25% (sem
lavar) para 87,99% (2 lavagens). Todos os estudos citados, no entanto,
obtiveram valores maiores de umidade para as CMS lavadas, corroborando

com o presente estudo com o Pintado.
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Figura 18. Comparacédo entre a umidade dos meios de cultivos (%) antes da
inoculacao (inicial) e apés 4 dias de cultivo com Pediococcus acidilactici NRRL
B-14958 (Pa), Oneococcus oeni NRRL B-3472 (Oo), Lactobacillus sakei NRRL
B-1917 (Ls), Weissella viridescens NRRL B-1951 (Wv) ou Lactobacillus
acidophilus NRRL B-23431 (La) em diferentes meios pasteurizados (A-L).

Hassan e Heath (1986) verificaram um aumento de proteinas e lipidios
em silagem de pescado com adicao de lactose, apds fermentacdo de L.
plantarum. Estes resultados estdo de acordo com o presente trabalho quando
houve adigdo de A.M.H e utilizagao do in6culo W. viridescens.

Morales-Ulloa e Oetterer (1997) verificaram que para a silagem biolégica
preparadas com o P. acidilactici mais 0 melago ocorreram uma diminuicao no
teor de certos aminoacidos. No presente trabalho comparando P. acidilactici e
W. viridescens no experimento contendo melago, percebeu-se que a primeira
espécie produziu menos proteina bruta que a segunda. O Weissella (Figura 19)
provavelmente utilizou o carboidrato e o converteu em proteina, exceto nos
dois casos (C-F), a concentracao inicial ja era elevada; ele foi obrigado a fazer
0 uso dessa proteina para crescer e se manter vivo. Em geral ao final dos
cultivos houve um pequeno incremento de contetdo protéico.

Uma menor quantidade de proteina bruta na silagem biolégica ocorre

devido a adicdo do melaco, que leva a uma diluicdo do sistema, pela
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incorporacdo de umidade e solidos (Morales-Ulloa e Oetterer, 1995). A
composicao da silagem se apresenta muito préxima a matéria-prima, portanto
os teores de proteina bruta podem variar consideravelmente dependendo do
material utilizado na sua elaboragéo. A metodologia também pode interferir na
composicao devido a diluicdo provocada pelos acidos, solugdes inéculo e
melago. Hossain et al. (1997) elaboraram silagens acidas com diferentes
matérias-primas (peixes inteiros descartados) utilizando o acido sulfurico e o
acido formico. Oliveira (2003), trabalhando com a silagem &acida, elaborada
com sardinhas (Sardinella brasiliensis) inteiras, utilizando 3,5% (v/p) de uma
mistura (3:1) de acido sulfurico: formico, obteve teor de PB de 58,71 g/100g.
Valério (1994) elaborou silagem enzimatica de sardinha (Sardinella
brasiliensis), utilizando a enzima protease, e obteve valor de PB de 65,07
0/100g. Este trabalho obteve teores maximos bem préximos a estes resultados.

March et al. (1963) estudaram a producao de silagem acida a partir de
visceras de pescado branco com a adicdo de 3% de acido férmico. Estes
autores obtiveram valores de proteina 13,5% a 15,4%, sendo inferiores aos
encontrados no presente estudo.

Quando foi realizada a silagem biol6gica com concentrado protéico
houve variagao protéica de 27% a 68% de proteinas, e quando o substrato foi
CMS os valores obtidos foram 26% a 50% (Figura 19).
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Figura 19. Comparacao entre a proteina dos meios de cultivos (%) antes da
inoculacao (inicial) e apés 4 dias de cultivo com Pediococcus acidilactici NRRL
B-14958 (Pa), Oneococcus oeni NRRL B-3472 (Oo), Lactobacillus sakei NRRL
B-1917 (Ls), Weissella viridescens NRRL B-1951 (Wv) ou Lactobacillus
acidophilus NRRL B-23431 (La) em diferentes meios pasteurizados (A-L).

A diminuicdo do teor de lipidios das silagens com relagdo a matéria-
prima foi devido a retirada da porcao lipidica sobrenadante na lavagem. Alguns
autores citam que esta fracao interfere na qualidade da silagem, pois como os
acidos graxos que constituem a fracao lipidica do pescado séo,
predominantemente, insaturados, estes podem oxidar facilmente resultando em

alteracbes de sabor, cor, textura, valor nutricional, além de serem
considerados potenciais produtores de componentes toxicos (FAO, 2003; Raa
e Gilberg, 1982; Sales, 1995). O processo oxidativo pode ser acelerado se a
silagem de pescado estiver em contato com a luz e o ar (FAO, 2003).

De acordo com Nelson e Cox (2000) a oxidagao de lipidios pode causar
a formacado de perdéxidos que podem complexar as proteinas através de
ligacdes fisicas e covalentes. Essas ligacbes covalentes entre produtos
oxidados e proteinas podem destruir aminoacidos como o triptofano, oxidar
metionina e ligar a lisina a outros compostos tornando estes aminoacidos

indisponiveis (Sales, 1995).
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Portanto, devido a todos estes fatores existem autores (Disney et al.,
1977; Kompiang, 1981; Raa e Gilberg, 1982; Tatterson e Windsor, 1974) que
defendem a retirada da fracao lipidica, durante a elaboracao da silagem, para a
obtencao de um produto uniforme e de maior estabilidade.

Vidotti (2001) encontrou valores para o teor de lipidios de 42,9%. Esse
valor esta préximo ao resultado obtido neste experimento.

Os resultados obtidos para a fracao lipidica por Fagbenro (1996) e
Fagbenro e Jauncey (1995a), trabalhando com a silagem biolégica foram 10,86
e 10,63 g/100g, respectivamente. Estes resultados estdo acima do encontrado
na primeira série CP. Em geral aumenta os lipidios. Na série CMS houve
diminuicdo dos lipidios, pois os microorganismos usaram os lipidios para
crescerem. O que menos utilizou os lipidios para crescer foi o Pediococcus
(Figura 20). O sakei € bem provavel que tenha havido um erro experimental,
inclusive ele até sintetizou lipidios.

Segundo Santos et al. (2006) com base nos dados obtidos durante a
fermentacdo do bonito-de-barriga-listrada (Euthynnus pelamis) utilizando cepa
isolada de L. sakei, 4% glicose é a concentracdo ideal para induzir o
crescimento da referida bactéria lactica. Segundos os mesmos autores, a
concentracdo de 6% glicose nao possibilitou a reducdo na concentracao de
nitrogénio soluvel, que provavelmente ocorreu devido ao fato de a cepa de L.
sakei nao metabolizar o excesso de glicose e, com isso, disponibilizar o
carboidrato para possivel utilizacdo pelos microorganismos deterioradores.

Com base nesses dados podemos concluir que o L. sakei o presente
trabalho, chegou ao final da fermentagdo com baixo numero de céluas, devido
ao excesso de carboidrato (20% e 10%) utilizado no experimento. Segundo
Jonson et al. (1985) em presenca de excesso de acucar, pode ocorrer um
aumento de produtos da reacao de Maillard. A perda de aminoacidos durante
o armazenamento de silagens bioldgicas pode ser devida a interagdo com os

acucares nao utilizados (James et al., 1977).
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Figura 20. Comparacao entre os lipidios dos meios de cultivos (%) antes da
inoculacao (inicial) e apés 4 dias de cultivo com Pediococcus acidilactici NRRL
B-14958 (Pa), Oneococcus oeni NRRL B-3472 (Oo), Lactobacillus sakei NRRL
B-1917 (Ls), Weissella viridescens NRRL B-1951 (Wv) e Lactobacillus
acidophilus NRRL B-23431 (La) em diferentes tratamentos pasteurizados (A-L).

Os teores elevados de cinza, observados nas silagens acida, biologica e
enzimatica, estdo diretamente relacionados com a presenca de grande
quantidade de escamas, cabeca, coluna vertebral, ossos e nadadeiras na
matéria-prima utilizada para a elaboracao das silagens.

Gongalves e Viegas (2007) verificaram que os residuos de camarao
apresentaram elevados teores de cinzas (48%), que diminuiram com o
processo de fermentacdo. A diminuicdo de cinzas também foi observada por
Meyers e Benjamin (1987) em silagens acidas, e por Fox et al. (1994) e
Fagbenro (1996) em silagens fermentadas de cabecas de camardo. No
presente estudo também houve reducao das cinzas, pois 0s microorganismos
fizeram uso delas para crescer (figura 21).

Segundo Hammoumi et al (1998) na caracterizacdo de pescado
fermentado verificaram um elevado teor de cinzas que era devido a abundancia
de 0ssos nos residuos e também para o conteudo mineral do melaco. Esses
resultados estdo de acordo com o presente estudo, pois a matéria prima
utilizada foi a CMS.



57

Hammoumi et al. (1998) relataram a degradacao da matéria organica por
microorganismos e / ou por suas enzimas que € inevitavel durante o processo.
Isto pode resultar em quantidades relativamente elevadas de compostos
volateis. Segundo Stone e Hardy (1986), durante o processo de silagem, as
proteinas sao hidrolisadas pelas enzimas e o nitrogénio se torna mais soluvel.
A protedlise na pele e visceras é maior durante as primeiras 24 horas. O teor
de soluvel aumenta de 10 a 20% nos primeiros dias de armazenagem.
Transcorridos os primeiros 3 dias de ensilagem, 50% do total de nitrogénio esta
sob a forma de nitrogénio ndo proteico e o teor de aminoacidos livres aumenta
rapidamente durante os cinco primeiros dias (Backhoff, 1976). A putrefacéo é
inibida pelo teor de acido do meio, sabendo-se, no entanto que o nitrogénio
volatil € um dos compostos resultantes da decomposicado proteica (Raa e
Gildberg, 1982).

De uma maneira geral, podemos observar que a composicao centesimal
€ extremamente variavel de uma espécie de pescado para outra e em uma
mesma espécie dependendo da época do ano, do tipo de alimentacao, do grau
de maturagao gonadal, sexo e, em um mesmo peixe, vai variar dependendo da
parte analisada (Sales,1995). Como a composicdo da silagem é muito
semelhante a matéria-prima, o valor nutricional da silagem também vai variar

segundo os fatores supracitados.
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Figura 21. Comparagao entre as cinzas dos meios de cultivos (%) antes da
inoculacao (inicial) e apés 4 dias de cultivo com Pediococcus acidilactici NRRL
B-14958 (Pa), Oneococcus oeni NRRL B-3472 (Oo), Lactobacillus sakei NRRL
B-1917 (Ls), Weissella viridescens NRRL B-1951 (Wv) e Lactobacillus
acidophilus NRRL B-23431 (La) em diferentes tratamentos pasteurizados (A-L).

A comparacao entre a biomassa total ndo chegou em 100%; primeiro
que o carboidrato ndo foi medido; segundo o nitrogénio € liberado para
atmosfera; terceiro o carbono é liberado na forma de diéxido de carbono, e
quarto o préprio carbono que o microorganismo utiliza para se manter vivo
(Figura 22).
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Figura 22. Comparacao entre a biomassa total recuperada apés 4 dias de
cultivo com Pediococcus acidilactici NRRL B-14958 (Pa), Oneococcus oeni
NRRL B-3472 (Oo), Lactobacillus sakei NRRL B-1917 (Ls), Weissella
viridescens NRRL B-1951 (Wv)e Lactobacillus acidophilus NRRL B-23431 (La)
em diferentes tratamentos pasteurizados (A-L).

4 CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou como a utilizagdo dos coprodutos de
uma planta de processamento de pescado da regido pode representar uma
alternativa ecologicamente correta e economicamente viavel dentro da cadeia
do pescado, através da geracdo de um produto de maior valor agregado e
nutricional: a silagem biol6gica.

Concluiu-se que houve diferengas no metabolismo das diferentes
bactérias estudadas em relagao aos diferentes substratos disponibilizados.

P. acidilactici apresenta amplo crescimento nos tratamentos contendo
MC e A.M.H o que permite melhor utilizacdo desta linhagem. Enquanto que P.
acidilactici NRRL B-14958 e O. oeni predominaram sobre os demais
microrganismos, L. sakei perdeu viabilidade durante o cultivo, apresentado ao
final do mesmo populagdo inferior a inoculada. Uma melhor compreensao
destas diferencas foi possivel através da avaliacdo da variacdo da composicao

dos tratamentos, principalmente no que se refere a proteinas.
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Anexo A — Contagem de microrganismos (log UFC/g)
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Anexo A1. Contagem de bactérias lacticas (BAL)

inoculacao em diferentes meios pasteurizados (A-L).
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Anexo A2. Contagem de microrganismos mesdéfilos totais (MES) em log UFC/g

antes da inoculagao em diferentes meios pasteurizados (A-L).
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Anexo A3. Contagem de fungos (FUN) em log UFC/g antes da inoculagcdo em

diferentes meios pasteurizados (A-L).
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Anexo A4. Comparacao entre as contagens de bactérias lacticas (BAL),
microrganismos mesdfilos totais (MES) e fungos (FUN) em log UFC/g antes da

inoculacao em diferentes meios pasteurizados (A-L).
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Anexo A5. Contagem de bactérias lacticas Pediococcus acidilactici NRRL B-
14958 (Pa) em log UFC/g apds 4 dias de cultivo em diferentes meios
pasteurizados (A-L)
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Anexo A6. Contagem de microrganismos aerébios totais em log UFC/g apoés 4
dias de cultivo com Pediococcus acidilactici NRRL B-14958 (Pa) em diferentes

meios pasteurizados (A-L).
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Anexo A7. Contagem de bactérias lacticas Oneococcus oeni NRRL B-3472
(Oo) em log UFC/g apos 4 dias de cultivo em diferentes meios pasteurizados
(A-L).
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Anexo A8. Contagem de microrganismos aerébios totais em log UFC/g apoés 4
dias de cultivo com Oneococcus oeni NRRL B-3472 (Oo) em diferentes meios

pasteurizados (A-L).
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Anexo A10. Contagem de microrganismos aerobios totais em log UFC/g apds

4 dias de cultivo com Lactobacillus sakei NRRL B-1917 (Ls) em diferentes

meios pasteurizados (A-L).
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Anexo A11. Contagem de microrganismos aerobios totais em log UFC/g apds
4 dias de cultivo com Weissella viridescens NRRL B-1951 (Wv) em diferentes

meios pasteurizados (A-L).
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Anexo A12. Contagem de microrganismos aerobios totais em log UFC/g apds
4 dias de cultivo com Weissella viridescens NRRL B-1951 (Wv) em diferentes

meios pasteurizados (A-L).
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Anexo A13. Contagem de microrganismos aerobios totais em log UFC/g apds
4 dias de cultivo com Lactobacillus acidophilus NRRL B-23431 (La) em

diferentes meios pasteurizados (A-L).

Anexo A14. Contagem de microrganismos aerobios totais em log UFC/g apds
4 dias de cultivo com Lactobacillus acidophilus NRRL B-23431 (La)

diferentes meios pasteurizados (A-L).
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Anexo A15. Comparacdo entre as contagens de bactérias lacticas em log
UFC/g apés 4 dias de cultivo com Pediococcus acidilactici NRRL B-14958 (Pa),
Oneococcus oeni NRRL B-3472 (Oo), Lactobacillus sakei NRRL B-1917 (Ls),
Weissella viridescens NRRL B-1951 (Wv) ou Lactobacillus acidophilus NRRL

B-23431 (La) em diferentes meios pasteurizados (A-L).
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Anexo A16. Comparagao entre as contagens de microrganismos mesoéfilos
totais em log UFC/g apds 4 dias de cultivo com Pediococcus acidilactici NRRL
B-14958 (Pa), Oneococcus oeni NRRL B-3472 (Oo), Lactobacillus sakei NRRL
B-1917 (Ls), Weissella viridescens NRRL B-1951 (Wv) ou Lactobacillus

acidophilus NRRL B-23431 (La) em diferentes meios pasteurizados (A-L).
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Anexo B - Cultivos

Anexo B2. Meios de cultivo apés 4 dias da inoculacdo com Weissella
viridescens NRRL B-1951



