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RESUMO

Pimenta é uma das especiarias mais consumidas no mundo, e a pimenta de cheiro é bastante
apreciada por ndo apresentar ardéncia e ser de aroma pungente diferenciado. Apresenta uma
ampla variedade de compostos antioxidantes, e o sabor, odor, textura e valor nutritivo,
constituem atributos de qualidade a sua comercializacdo. O objetivo do estudo foi realizar a
fermentacdo latica da pimenta de cheiro (Capsicum chinense) a partir da inoculacdo de
Lactobacillus plantarum R1012 para producdo de picles, com potencial probiotico, sob a
influéncia da concentragéo de glicose (0.5, 1 e 2%) e NaCl (4, 5 e 6%). O vegetal submetido
ao processo de branqueamento foi fermentado a 20°C por 72 horas e ap0s a fermentacgéo foi
armazenamento por 32 dias a 4°C. O crescimento microbiano e o pH foram monitorados
durante a fermentacdo. As contagens microbianas e os valores de pH ndo revelaram
diferencas entre as amostras de salmoura, assim como as contagens de bactérias laticas na
pimenta (> 9 Log UFC/mL), apds fermentacdo. Mas, as melhores condicdes para a elaboracédo
do produto final foram a 2% de glicose, 6% de NaCl e pH 6,5, apresentando niveis de 9,28
Log UFC/mL de bactérias laticas na pimenta, <10 UFC/mL de fungos filamentosos e
leveduras, pH de 3,99 e acidez titulavel de 0,18%. Ao longo do armazenamento, as bactérias
laticas mantiveram-se em niveis acima de 8 Log UFC/mL na pimenta, os fungos diminuiram,
assim como o pH, devido a producdo de &cido latico. Portanto, o picles é uma alternativa de
produto viavel para a introducéo de ingredientes funcionais como os probidticos.

Palavras-chave: Fermentacdo da pimenta. Probidtico. Lactobacillus plantarum.
Armazenamento.



ABSTRACT

Pepper is one of the most consumed spices in the world, and the smell pepper is very
appreciated for not presenting ardence and for being of pungent and distinguished aroma. It
presents a wide variety of antioxidant compounds, and the taste, odor, texture and nutritional
value, constitute attributes of quality to its commercialization. The objective of the study was
to carry out the lactic acid fermentation of smell pepper (Capsicum chinense) from the
inoculation of Lactobacillus plantarum R1012 to produce pickles with probiotic potential
under the influence of glucose concentration (0.5, 1 and 2%) and NaCl (4, 5 and 6%). The
vegetable subjected to the bleaching process was fermented at 20°C for 72 hours and after the
fermentation it was stored for 32 days at 4°C. Its microbial growth and its pH were monitored
during fermentation. Microbial counts and pH values revealed no differences between the
brine samples as weel as the lactic acid bacteria counts in the pepper (> 9 Log CFU/mL) after
fermentation. However, the best conditions for the preparation of the final product were 2%
glucose, 6% NaCl and pH 6.5, presenting levels of 9.28 Log CFU/mL of lactic acid bacteria
in the pepper, <10 CFU/mL of filamentous fungi and yeast, pH of 3.99 and titratable acidity
of 0,18%. Throughout the storage, lactic bacteria remained at levels above 8 Log CFU /mL in
pepper, fungi decreased, as did pH, due to the production of lactic acid. Therefore, the pickles
are a viable product alternative for the introduction of functional ingredients such as
probiotics.

Keywords: Pepper fermentation. Probiotic. Lactobacillus plantarum. Storage.
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1 INTRODUCAO

As pimentas pertencem a familia Solanaceae e apresentam mais de 150 variedades,
sendo todas estas derivadas de cinco espécies cultivadas Capsicum annuum, Capsicum
baccatum, Capsicum chinense, Capsicum frutescens e Capsicum pubescens (BRAGA et al.,
2013), e estdo entre as especiarias mais consumidas no mundo (SGANZERLA et al., 2014).
Dentre todas estas cultivares, a pimenta malagueta (Capsicum frutescens L.) € uma das mais
utilizadas na culinaria e na medicina popular brasileira. Na Bahia, além da pimenta
malagueta, destaca-se o consumo da pimenta de cheiro (Capsicum chinense), que nao
apresenta a ardéncia caracteristica das pimentas, mas apresenta um aroma pungente
diferenciado que torna atrativo 0 seu uso na culinaria. A espécie C. chinense é uma das
variedades mais populares domesticadas do territorio brasileiro que inclui inimeros tipos
morfologicos, com caracteristicas diferentes de cor e aroma, e podem ser de baixa ou alta
pungéncia (SGANZERLA et al., 2014).

O cultivo de pimentas do género Capsicum realizado por agricultores familiares, é
uma cultura de grande importéncia social e econdmica, e sempre foram comercializadas em
mercados regionais e locais, principalmente na regido Norte e Nordeste, como ingrediente da
culinéria dessas regides. A crescente demanda do mercado, estimado em 80 milhdes de reais
ao ano, tem impulsionado o aumento da area cultivada e o estabelecimento de agroindustrias,
tornando o agronegécio de pimentas (doces e picantes) um dos mais importantes do pais
(LOPES et al., 2007).

O valor nutricional das pimentas é atribuido a sua composic¢do em proteinas, glicidios,
lipidios, minerais, vitaminas, agua e fibras, que quando ingeridos em uma dieta equilibrada,
sdo capazes de assegurar a manutencdo das funcdes essenciais do organismo, suprindo as
necessidades de producéo de energia, elaboracdo e manutencdo tecidual e equilibrio bioldgico
(REBOUCAS; VALVERDE; TEIXEIRA, 2013).

De acordo com Braga et al. (2013) as caracteristicas fisico-quimicas relacionadas ao
sabor, odor, textura e valor nutritivo, constituem atributos de qualidade & comercializacéo e
utilizacdo da pimenta (fruto ou polpa) na elaboracdo de produtos industrializados como
molhos, condimentos, conservas, etc. Além disso, os frutos da pimenteira apresentam uma
ampla variedade de compostos antioxidantes, em particular, polifendis, vitamina C,
flavonoides, carotendides (por exemplo, capsaicina), com propriedades de capturar radicais

livres, reduzindo o risco de cancer e doengas cronicas degenerativas (DEEPA et al., 2007),
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constituindo-se um valor funcional agregado para o seu cultivo e consumo humano
(CASTRO-CONCHA et al., 2011).

A diversidade e a pungéncia da pimenta, assim como, seus atributos sensoriais,
composicao quimica, acOes fisioldgicas correlatas e o crescimento da aceitacdo e preferéncia
pelos consumidores, aumentaram 0 interesse na pesquisa cientifica relacionada com os
diferentes aspectos desta cultura (DOMENICO et al., 2012; CARVALHO et al., 2014; CHO
etal., 2015).

Nos dias atuais, a demanda por vegetais naturais ou minimamente processados tem
aumentado e a0 mesmo tempo, tém-se aumentado a frequéncia com que estes produtos estdo
envolvidos em surtos de toxinfecOes alimentares. Dentre 0s processos de conservacdo dos
alimentos, destaca-se o processo de fermentacdo latica dos vegetais, que melhoram as
condicdes de inocuidade, além de conferirem caracteristicas nutricionais, funcionais
(probioticas) e sensoriais (DI CAGNO et al., 2009). A utilizacdo de culturas iniciadoras e a
agregacdo a concentracao de sal e temperatura garantem o controle do processo (SAVARD,
2010).

A adicdo de bactéria latica como cultura iniciadora tem sido bastante estudada e
utilizada para controle e otimizacdo do processo de fermentacao dos vegetais, a fim de reduzir
em até 50% o tempo total da fermentacdo e as variagcbes no desenvolvimento do processo
(GOLDONI; GOLDONI, 2001; ALBERTO; PERERA; ARENA, 2013). A maioria dessas
bactérias utilizadas em varios alimentos fermentados apresenta potencial a serem probidticas
(XIONG et al., 2014).

A demanda de produtos fermentados tem aumentado nos ultimos anos, pois 0s
consumidores que buscam informacdes relacionadas a esses produtos, ja reconhecem que a
fermentacdo desempenha um papel importante e benéfico a nutricdo humana, a salde e a
seguranca alimentar (ALBERTO; PERERA; ARENA, 2013). No entanto, verificam-se
poucos produtos vegetais fermentados com essas caracteristicas no mercado como picles de
pepino, chucrute e azeitonas.

O presente estudo tem como objetivo geral avaliar o processo de fermentagéo latica da
pimenta de cheiro (C. chinense) com Lactobacillus plantarum isolado de um produto
probidtico, para producdo de picles, permitindo a possibilidade de desenvolvimento de novos
produtos. Os objetos especificos compreendem analisar as caracteristicas fisico-quimicas e a
composigdo centesimal da pimenta in natura; estudar o processo de fermentacdo latica
espontaneo e o controlado, através das analises fisico-quimicas e microbioldgicas; e realizar a

avaliacdo da vida de prateleira do produto armazenado sob refrigeracéo a 4°C.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ALIMENTOS FUNCIONAIS

O mercado de alimentos funcionais é crescente no mundo, e novos produtos sao
lancados continuamente (SIEGRIST et al., 2015). A popularizagdo das informacdes acerca
desses produtos tem despertado o interesse dos consumidores que, cada vez mais, estdo
preocupados com a qualidade de vida e saude; da industria, que busca oferecer produtos com
apelo funcional e saudavel; e, sobretudo da pesquisa, devido aos avancos e as mudancgas na
regulamentacdo dos alimentos e ingredientes e a possibilidade de novas propriedades
(GARCIA, 2011).

A origem do termo “alimentos funcionais” em meados da década de 80 pelo governo
do Japédo surgiu como resultado de esforcos para o desenvolvimento de alimentos que
possibilitassem a reducdo dos gastos com salde publica, considerando-se a elevada
expectativa de vida naquele pais e a baixa incidéncia de doencas em alguns povos, pela sua
dieta (ANJO, 2004; COSTA; ROSA, 2010). Os esquimos, com sua alimentacdo baseada em
peixes e produtos do mar (ricos em 6mega 3 e 6), por exemplo, tém baixo indice de problemas
cardiacos, assim como os franceses consumidores de vinho tinto. Os orientais, devido ao
consumo de soja (rico em fitoestrogénios), tém pouca incidéncia de cancer de mama. Dados
comprovam que nesses paises, o costume de consumir frutas e verduras também resulta em
uma reducao do risco de doencas coronarianas e de cancer (ANJO, 2004).

A portaria n°® 398 (1999) da ANVISA/MS (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria)
define alimento funcional como “todo alimento que, além das funcfes nutricionais basicas,
quando consumidos na dieta usual, produz efeitos metabolicos e/ou fisiolégicos e/ou efeitos
benéficos a saude, devendo ser seguro para 0 consumo sem supervisdo médica” (BRASIL,
1999).

O aumento da expectativa de vida e 0 aumento dos custos dos cuidados de saude sao
fatores que contribuem para o futuro crescimento neste segmento de produto (SIEGRIST et
al., 2015). Esses alimentos podem variar de nutrientes isolados, produtos de biotecnologia,
suplementos dietéticos e alimentos geneticamente construidos até alimentos processados e
derivados de plantas (ANJO, 2004).

Os alimentos e os ingredientes funcionais podem ser classificados quanto a sua origem

(vegetal ou animal), ou quanto aos beneficios que oferecem ao organismo segundo area de
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atuacdo (sistema gastrointestinal; sistema cardiovascular; metabolismo de substratos;
crescimento, desenvolvimento e diferenciacdo celular; funcbes fisiologicas e como
antioxidantes) (MORAES; COLLA, 2006).

Os alimentos funcionais podem conter um ou uma combinacdo de componentes que
conferem efeitos fisioldgicos desejaveis ao organismo humano (GARCIA, 2011), tais
componentes sdo as substancias biologicamente ativas, como por exemplo, fitoquimicos,
terpendides, compostos fendlicos, compostos nitrogenados, acidos graxos, fibras alimentares,
0S micro-organismos probidticos e os prebidticos (ANJO, 2004).

Em um novo paradigma, sabe-se que com a diminuicdo da ingestdo de compostos
biologicamente ativos provenientes de vegetais, maior sera o risco de adquirir as doencas
crbnicas nao transmissiveis, contribuindo na mesma magnitude no consumo excessivo de
energia e de gorduras totais e saturadas na dieta. Isso indica que os compostos bioativos, da
mesma forma que os demais nutrientes, sdo essenciais para que se atinja a carga completa
(geneticamente determinada) de longevidade (BASTOS; ROGERO; AREAS, 2010).

Dentre o grupo de substancias que possuem efeitos fisioldgicos benéficos a salde
destaca-se 0s antioxidantes naturais, que esta presente em abundancia na pimenta Capsicum,
sendo descrita como um alimento funcional. Além de ser um fruto com propriedades
antiinflamatdria, antimutagénica e quimiopreventiva devido a presenca da capsaicina
(PINTO; PINTO; DONZELES, 2013) no cultivar de frutos picantes.

Sabe-se que as pimentas tém altos teores vitaminicos e sdo fontes de antioxidantes
naturais como a vitamina C, os carotenoides (que tém atividade pré-vitamina A), a vitamina
E, as vitaminas do complexo B, e 0os compostos fendlicos (PINTO; PINTO; DONZELES,
2013), cujos niveis desses compostos podem variar de acordo com o estadio de maturacédo, a
espécie e 0 gendtipo das pimentas. Apesar da pimenta ja ser considerada como alimento
funcional, esta caracteristica pode ser agregada a partir da fermentacao latica, principalmente,

quando esta € iniciada por bactérias probioticas.

2.1.1 PROBIOTICOS

A Food and Agriculture Organization of the United Nations/World Health
Organization (FAO/WHO, 2002) elaborou uma definicdo que é aceita internacionalmente,
onde os probidticos sdo micro-organismos vivos que, quando administrados em quantidades

adequadas conferem um beneficio a satde do hospedeiro.
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A fim de exercer beneficios a satde do hospedeiro, os probi6ticos devem ser capazes
de crescer no intestino humano, e, portanto, devem possuir a capacidade para sobreviver a
passagem através do trato gastrointestinal, que envolve a exposi¢do ao acido cloridrico no
estdmago e biliar no intestino delgado (KEARNEY et al., 2008).

As principais bactérias consideradas probiéticas sdo as do género Lactobacillus e
Bifidobacterium, ambos habitantes do trato gastrointestinal. As primeiras sdo habitantes
normais do intestino delgado humano onde combatem patdgenos, tais como Salmonella ssp. e
Bifidobacterium sp., sdo habitantes do intestino grosso humano, onde possibilitam a inibicéo
do crescimento de outros micro-organismos como, Escherichia coli e Candida ssp.
(AWAISHEH; HADDADIN; ROBINSON, 2005; KEARNEY et al., 2008; GALLINA et al.,
2012). Estas espécies probioticas sdo micro-organismos benéficos e podem contribuir para a
digestdo, a estimulacdo imunitaria, e a inibicdo de agentes patogénicos (KEARNEY et al.,
2008).

Um desafio importante associado com a aplicacdo de culturas probidticas no
desenvolvimento de alimentos funcionais, é a retencdo da viabilidade durante o
processamento e a eficacia do produto, antes e apos o consumo. A manutencdo da viabilidade
(numeros minimos de culturas probi6ticas presentes no produto final é recomendado para ser
de 10’ unidades formadoras de colénias [UFC] por mililitro ou mesmo superior) e a atividade
das culturas probidticas em alimentos para o fim da vida de prateleira sdo dois importantes
critérios que devem ser cumpridas a fim de fornecer produtos alimentares probioticos
eficazes, além de que o produto deve ter um gosto aceitavel durante o armazenamento
(KEARNEY et al., 2008). De acordo com a legislagéo brasileira sobre alimentos funcionais
(BRASIL, 1999), a quantidade minima viavel para os probidticos, deve estar situada na faixa
de 10® a 10° Unidades Formadoras de Coldnias [UFC] por mililitro na recomendacéo diaria do
produto pronto para 0 consumo.

Tradicionalmente, as culturas probioticas tém sido adicionadas a iogurtes e outros
produtos lacteos fermentados, no entanto, nos ultimos anos, a demanda por alimentos
probidticos ndo lacteos tem aumentado no mercado (GUPTA; ABU-GHANNAM,;
SCANNELL, 2011). A introducéo destes micro-organismos em produtos ndo lacteos como a
fermentacdo da pimenta de cheiro, permite 0 seu consumo por pessoas intolerantes a lactose,
alérgicas as proteinas do leite, hipercolesterolémicas, que ndo podem ingerir produtos lacteos
por razbes particulares ou quando estes produtos sdo inacessiveis (PIMENTEL;
PRUDENCIO; RODRIGUES, 2011). Assim sendo, os vegetais oferecem uma boa alternativa
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para a producdo de alimentos probioticos, devido & sua ampla distribuicdo e o seu valor
nutritivo (GUPTA; ABU-GHANNAM; SCANNELL, 2011).

2.2 FERMENTACAO

A fermentacédo dos alimentos, apds o processo de secagem, € o método de conservacao
dos alimentos mais antigo, tornando-se popular com o inicio da civilizag&o, pois além de atuar
preservando os alimentos, melhorava as suas propriedades sensoriais. Com o passar do tempo,
as pessoas perceberam o valor nutritivo e terapéutico dos alimentos e das bebidas
fermentadas, e isso fez do alimento fermentado ainda mais popular (PRAJAPATI; NAIR,
2008).

A fermentacdo é um processo de degradacdo de substancias organicas realizada por
micro-organismos ou por enzimas de origem vegetal ou animal (KOH, 2005). As enzimas
microbianas atuam catabolizando carboidratos, gorduras, proteinas e outros componentes, que
ajudam a melhorar as propriedades sensoriais e nutritivas, aumentam a digestibilidade e a vida
de prateleira do produto (MACEDO; MACEDO; FLEURI, 2010; ALMEIDA et al., 2011).

2.2.1 FERMENTACAO LATICA DOS VEGETAIS

A fermentacdo latica dos vegetais, como método de bio-preservacao tradicional para a
fabricacdo de alimentos acabados e semi-acabados, € uma biotecnologia importante para
manter e/ou melhorar as propriedades de seguranca, nutricionais, sensoriais e vida de
prateleira dos vegetais, pois durante o processamento dos alimentos pelos métodos
tradicionais de conservacdo como, por exemplo, aguecimento, desidratacdo, congelamento e a
adicdo de conservantes, certos componentes podem degradar-se prejudicando a nutricdo e as
propriedades nutricionais (DI CAGNO et al., 2009). Neste processo, 0s compostos bioativos
presente nas plantas e nos alimentos sdo obtidos na forma de metabolitos secundarios
produzidos por micro-organismos na fase de crescimento celular e geralmente iniciados pelo
esgotamento dos nutrientes essenciais no meio como o carbono, nitrogénio ou fosfato
(MARTINS et al., 2011).

O valor nutritivo dos alimentos fermentados € muito pouco alterado e compara-se aos
demais métodos de preservacdo. Essas pequenas mudangas ocorrem nos valores energéticos,
minerais e vitaminas. Em muitas circunstancias, os niveis nutricionais sdo aumentados devido

a presenca de leveduras fornecendo muitas das qualidades nutritivas das hortaligas frescas. As
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caracteristicas de sabor, aroma e textura das hortalicas fermentadas, dependem né&o apenas da
sua prépria natureza, como também das mudancas resultantes da atividade das enzimas
microbianas e as prdprias do alimento, e das interacfes que ocorrem durante a fermentacédo e
a subsequente cura e envelhecimento (GOLDONI; GOLDONI, 2001).

A fermentacdo de frutas e vegetais pode ser desenvolvida espontaneamente pela
microflora nativa ou apds a inoculagdo de bactérias laticas (ALBERTO; PERERA; ARENA,
2013). Normalmente, as fermentacdes de vegetais dependem do crescimento espontaneo de
bactérias laticas que correspondem a uma pequena parte da microbiota autoctone e de alguns
determinantes que incluem temperatura, pH, nutrientes e concentragdo de sal (NaCl) na
salmoura (REINA et al., 2015).

Trés grupos de micro-organismos sdo encontrados no meio em fermentacdo e 0 mais
importante € o grupo das bactérias laticas e dentro do mesmo, determinadas espécies sao
responsaveis pela maior producdo de &cido latico e pelas caracteristicas do produto. Os
demais grupos (enterobactérias e leveduras) sao indesejaveis, pois 0 seu crescimento se da em
detrimento as bactérias laticas (GOLDONI; GOLDONI, 2001).

Quando ocorrem espontaneamente, a fermentacdo de vegetais e frutas é
frequentemente caracterizada pela sucessdao de bactérias 4&cido laticas hetero e
homofermentativa, juntamente ou ndo com leveduras, que sdo responsaveis pelo processo de
fermentacdo em vaérias etapas. No entanto, em alguns casos, a fermentacdo latica espontanea é
um meétodo inseguro e pode resultar em variacdes indesejaveis nas propriedades sensoriais
dos produtos horticolas frescos (DI CAGNO et al., 2009). Para limitar esse risco e a
estabilidade microbioldgica, a utilizagdo de culturas iniciadoras mistas sdo indicadas na
fermentacdo vegetal também.

A fermentacdo latica tem alto impacto industrial para producdo de picles (pepino),
azeitonas verdes (método da salmoura), e chucrute (método da salga seca), sendo 0s mais
importantes de origem vegetal. Outros vegetais fermentados, tais como pimentas, couve-flor e
tomates verdes, também sdo produzidos, mas estes ndo sdo tdo populares, pelo menos no
Ocidente (HUTKINS, 2006).

As adicdes de sal (cloreto de sodio) servem para lixiviar o contetdo celular dos
vegetais para a salmoura, onde sera utilizado pelos microrganismos durante a fermentacéo,
dificultando a multiplicagdo de microrganismos deteriorantes, além de contribuir para a
melhoria da consisténcia do produto impedindo amaciamento dos tecidos (GOLDONI,
GOLDONI, 2001). A depender do tipo de produto fabricado, a concentracdo de cloreto de

sodio (NaCl) utilizada nas fermentagdes pode variar de 2% a 10% ou mais (REINA et al.,
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2015). Entretanto, a alta concentracdo de sal inibe a producdo de &cido latico ao criar
condicBes desfavoraveis para o desenvolvimento de bactérias laticas durante a fermentacé&o,
interferindo na reducdo de pH (LIMA et al., 2006; CARBONERA; SANTO, 2010).

De acordo com Goldoni e Goldoni (2001), o processo fermentativo de vegetal
empregando o0 método da salmoura e da salga seca, podem ser conduzidos em recipientes de
madeira, tanques de alvenaria ou em aco inoxidavel, e ainda em recipientes plasticos. Quanto
a temperatura de fermentacdo ndo é recomendavel exceder a 25°C, no entanto, 0 processo
fermentativo se desenvolve melhor entre 18°C a 20°C. As condic¢des anaerobicas impedem o
crescimento de leveduras oxidativas tolerantes ao sal, que podem prejudicar 0 processo
fermentativo. O final do processo pode ser verificado por controle visual e controle fisico-

quimico (pH e acidez total expressa em % de acido latico).

2.2.2 PICLES

Os produtos vegetais apresentados na forma de picles, feitos em domicilios ou em
pequenas fabricas, sdo muito populares no Egito, hd séculos. No Egito, os picles vegetais
incluem cenouras, pepinos, nabos, couve-flor, azeitonas verdes e pretas, cebolas e pimentas.
Estes produtos sdo usados como aperitivos e servido praticamente com cada refeicdo. O
pepino € o vegetal mais frequentemente associado como picles, além de ser utilizado como
um vegetal fresco (HUTKINS, 2006; PRAJAPATI; NAIR, 2008).

O consumo de picles e de outros vegetais fermentados no Brasil é pequeno, limitando-
se a fabricacdo caseira e pequenas producdes industriais em regides de influéncia europeia. A
maioria das preparacdes de picles na industria utiliza-se do método em que nenhum tipo de
fermentagdo se desenvolve, sendo obtidos pela imersdo de hortalicas em vinagre
condimentado, tendo como tratamento preliminar somente branqueamento. No entanto, o
picles fermentado possui sabor agradavel, qualidade superior ao encontrado no mercado
(GOLDONI; GOLDONI, 2001) e maior vida de prateleira.

Segundo Lima (2006) picles sdo legumes, hortalicas e frutas conservadas em salmoura
ou em vinagre com ou sem fermentacédo latica, com ou sem adicdo de agucar ou especiarias.
Os picles fermentados séo produzidos em salmoura de concentracdo constante, na qual se
desenvolvem as bactérias laticas que, pelo consumo dos agucares proprios dos vegetais, ddo
formagc&o ao acido latico. A agdo conjugada do &cido lactico formado e do sal adicionado,

atua na conservagao do produto, inibindo a atividade microbiana. Nos picles ndo fermentados,
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a salmoura apresenta alta concentragdo de sal, que impede todo e qualquer desenvolvimento
fermentativo (LETRA et al., 2007).

O processo de acidificacdo de vegetais apresenta a vantagem de impedir a
contaminacdo microbiana devido a diminuicdo do pH, pois muitos micro-organismos
patogénicos como Listeria monocytogenes e Clostridium botulinium ocorrem naturalmente no
solo e podem contaminar o0s vegetais, além dos micro-organismos enteropatogénicos, como a
Escherichia coli, que contaminam os vegetais via adubo organico. Essa prevencdo de ataque
microbiano é intensificada pela utilizacdo de esterilizacdo. Outras caracteristicas deste
processo envolvem o aumento de vida Gtil desses vegetais e a melhoria das propriedades
sensoriais, pois as bactérias laticas durante a obtencdo dos picles fermentados produzem
acidos organicos, aldeidos, cetonas e outros compostos organicos que conferem caracteristicas
sensoriais peculiares a este produto (LIMA et al., 2006).

Para elaboracdo de picles fermentados é favoravel a utilizacdo de culturas de bactérias
laticas, conhecida como cultura iniciadora, para a obtencdo de uma fermentagdo controlada
(HUTKINS, 2006), devido a preocupacao com seguranca alimentar e a qualidade do produto.
Antes desta fermentacdo os vegetais devem ser branqueados e 0 nimero de micro-organismos
deteriorantes presentes é reduzido e/ou eliminado, o que permite a utilizacdo de uma menor
concentracdo de sal, assim o probi6tico inoculado podera ser consumido junto com o produto
(GOLDONI; GOLDONI, 2001).

A adicdo de culturas iniciadoras puras contendo L. plantarum e L. brevis e espécies
relacionadas tornaram-se comum para as chamadas fermenta¢des de “picles controlados”, ja
que a maioria dos produtos fermentados € elaborada a partir da microbiota natural da matéria-
prima que € essencial para iniciar e executar a fermentagdo. Os L. plantarum além de ser
encontrado em material de planta ou em picles de salmoura, também parece ser um habitat
normal do trato intestinal humano (KOH, 2005; HUTKINS, 2006).

O processo fermentativo espontdneo para producdo de picles ndo apresenta
uniformidade nos produtos, demanda maior tempo de fermentacgéo e as altas concentracdes de
sal, de acordo com Hutkins (2006) impedem estes picles de serem consumidos diretamente,
sendo necessario passarem por um processo de transferéncia de 4gua para que a concentracao
de sal seja reduzida para cerca de 4%. Sendo assim, o picles fermentado de pimenta de cheiro
por bactéerias probidticas € uma alternativa de alta qualidade para o consumo direto desses

produtos.
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2.2.3 PICLES E/OU FERMENTACAO DAS PIMENTAS

Os picles (ndo fermentados) e os produtos obtidos pela fermentacdo sdo os métodos de
conservacao mais utilizados para prolongar a vida de prateleira das pimentas (JARAMILLO-
FLORES et al., 2010). A pimenta jalapefio (Capsicum annuum L.) é uma das espécies mais
largamente comercializadas na obtencdo destes produtos (GONZALES-QUIJANO et al.,
2014), principalmente, em seu estadio verde, alem de ser a mais estudada. A pimenta jalapefio
é um vegetal de coloracdo verde a verde escuro quando imatura e vermelha quando maduro.
Além da &gua, 0os componentes mais importantes da pimenta jalapefio sdo 1,2% de proteina,
5,3% de carboidratos, 2,3% de fibra e 0,1% de gordura. O aumento do consumo de suas fatias
tem contribuido para aumentar a sua producdo por fermentacdo e na forma de conserva
(picles) nas pequenas e médias industrias (DORANTES-ALVAREZ et al., 2011).

Poucas sdo as informagdes disponiveis sobre a fermentagdo das pimentas. E um
processo complexo e dindmico, dependente de varios fatores. Os fatores intrinsecos ao
material da planta incluem a presenca de enzimas e carboidratos disponiveis. Os fatores
extrinsecos tais como temperatura, pH, concentracdo de sal, exposicdo ao ar e contaminacao
microbiana sdo também importantes no processo de fermentacdo (FLORES;
VANLEEUWEN; PENNOCK, 2007).

A preparacéo do picles de pimenta geralmente envolve a imersdo das pimentas frescas
em uma solucdo de cloreto de sddio e acido acético (vinagre), durante 6 ou mais semanas a
temperatura ambiente para o processo de cura. Na fermentacdo da pimenta, o vegetal é imerso
em salmoura e 0 processo pode ser desenvolvido espontaneamente pela microflora nativa ou
ap6s a inoculacdo de bactérias laticas. Em muitos casos, a fermentacdo é conduzida
naturalmente (GONZALEZ-QUIJANO et al., 2014). Durante 0s processos, a pimenta é
parcialmente desidratada e os solutos da conserva penetram no tecido da pimenta que
impedem o crescimento microbiano, devido a diminuicdo do pH, e proporcionam as
propriedades fisico-quimicas e sensoriais caracteristicas de um produto em conserva
(MUJICA-PAZ et al., 2006; VALDEZ-FRAGOSO et al., 2007). No final, as pimentas
originalmente verde brilhante, se tornam verde oliva (KOH, 2005). A pimenta em conserva ou
fermentada é elaborada com ou sem sementes, inteiras ou cortadas longitudinalmente ou em
anéis (JARAMILLO-FLORES et al., 2010).

Um dos fatores que limita a utilizacdo das pimentas em aplicagdo industrial € o seu
forte sabor picante, que € atribuido aos capsaicindides. Portanto, cultivares de pimentas com

uma reducdo efetiva na pungéncia é importante e benéfico para ampliar a sua utilizacdo (CHO
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et al., 2015). Sendo assim, a pimenta de cheiro (C. chinense) por ser um cultivar com baixa
pungéncia € uma boa alternativa para ser utilizada na elaboracdo de conservas ou produtos

fermentados.
2.2.4 BACTERIAS LATICAS

As bactérias laticas sdo gram-positivas, ndo esporuladas, e quase todas ndo apresentam
motilidade e nem catalase. S&o bactérias que produzem &cido latico como o principal produto
da fermentacdo de carboidratos, crescem em condi¢cdes anaerdbias, e sdo tradicionalmente
aplicadas na conservacdo de uma variedade de produtos alimentares fermentados (DE VRIES
et al., 2006). Estas bactérias produzem agentes antimicrobianos tais como &cidos, peréxido de
hidrogénio e bacteriocinas, que tem um grande potencial como conservantes de alimentos
(LIU et al., 2015) e cumprem um papel essencial na garantia, inocuidade e extensdo da vida
de prateleira desses produtos, além de serem as responsaveis pelas fermentacdes da maioria
dos produtos vegetais. O aumento da demanda do consumo de produtos naturais e isentos de
aditivos quimicos tem despertado grande interesse no uso desses micro-organismos como
conservantes (GOLDONI; GOLDONI, 2001).

Nas fermentacOes vegetais, varios géneros de bactérias laticas estdo geralmente
envolvidos, incluindo espécies heterofermentativas e homofermentativas, como as espécies
pertencentes ao género Lactobacillus, Pediococcus, Streptococcus, Leuconostoc e
Tetragenococcus. Dada a diversidade dos micro-organismos inicialmente presente na matéria-
prima, como as bactérias laticas e as nao laticas, é necessario estabelecer a seletividade do
ambiente para o sucesso da fermentacdo. Os fatores de seletividade séo os teores de agucares,
a concentracdo do sal, o controle da temperatura e microaerofilia. Assim, em condigdes
adequadas, as bactérias ndo laticas crescem lentamente, e em contraste, as bactérias laticas
geralmente pouco afetadas, crescem e produzem 4&cidos que diminuem o pH, evitando o
crescimento de micro-organismos concorrentes (HUTKINS, 2006)

O género Lactobacillus é muito diverso e inclui mais de 221 espécies e 29
subespécies. S&o micro-organismos gram-positivos, ndo esporulados e possuem varias
caracteristicas fermentativas a depender da espécie. Podem ser obrigatoriamente
homofermentativas, obrigatoriamente heterofermentativas, e heterofermentativas facultativas
(BURITI; SAAD, 2007). Apesar da maioria das espécies serem mesofilos, o género contém

especies psicrotroficos, termoduricos, ou termofilos. A temperatura Otima de crescimento
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varia entre 30 a 45°C. A maioria sdo aerotolerantes, e 0s outros exigem mais condicdes
anaerobicas restritas (HUTKINS, 2006).

Vaérias especies de Lactobacillus séo relevantes em alimentos fermentados como, por
exemplo, Lactobacillus acidophilus, L. bulgaricus, L. plantarum, L. caret, L. pentoaceticus,
L. brevis e L. thermophilus. Alguns sdo adicionados diretamente sob a forma de culturas
iniciadoras ou estdo presente na matéria-prima. Muitas espécies apresentam alta tolerancia ao
sal, a pressdo osmdtica, e a baixa atividade de agua (KOH, 2005; HUTKINS, 2006).

Durante a fermentacdo os Lactobacillus plantarum, L. sake, L. curvatus produzem
aroma, sabor e cor do alimento que sdo desejaveis ao processo e inibem bactérias patogénicas
e deteriorantes. Algumas dessas culturas sdo caracterizadas como probiéticas, com efeitos
benéficos a salde e o bem estar do hospedeiro, atuando no controle e estabilizacdo do trato
intestinal, auxiliando a digestdo, aumentando a absorcdo de minerais, entre outros (MORAES
etal., 2012).

Muitas das pimentas fermentadas ainda sdo preparadas por fermentagdes espontaneas,
e uma sucessdo de micro-organismos € identificada, tais como Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus paraplantarum, Leuconostoc citreum, e Weissella cibaria (GONZALEZ-
QUIJANO et al., 2014).

2.2.4.1 Lactobacillus plantarum

Os Lactobacillus plantarum é uma espécie versatil de bactérias laticas, capazes de
fermentar leite, vegetais, café, carnes e silagem, e é encontrado especialmente quando a
matéria-prima é a base de plantas, geralmente sdo homofermentativos e convertem mais de
80% dos aclicares fermenteciveis a lactato. E largamente utilizado como cultura iniciadora ou
um adjuvante para a producdo de alimentos fermentados, contribuindo para a conservagéo, o
aroma e a textura, aléem de ser aplicado em ambientes industriais devido a sua versatilidade e
capacidade metabdlica. E um micro-organismo que pode ser encontrado em numerosos nichos
ecologicos, incluindo o trato gastrointestinal de seres humanos e animais, por apresentar
ampla diversidade fenotipica e estirpes com diferentes capacidades metabolicas para ser
utilizada em muitos processos industriais (FELTRIN et al., 2000; DE VRIES et al., 2006;
LIU et al., 2015; FERRANDO et al., 2016).

Sdo bactérias de bacilos curtos, imoveis, gram-positivos, auséncia de catalase e
anaerdbicos facultativos, e sdo 0s mais importantes na fermentacdo vegetal. Sua temperatura

Otima para formacéo de &cido latico varia entre 18 e 20°C. O pH 6timo para crescimento do L.



23

plantarum é de 4,5 a 5,5. Este micro-organismo é bem resistente a concentracdo de sal até
12%, o que desfavorece o crescimento de bactérias patogénicas e/ou putrefativas (HUTKINS,
2006). Algumas destas cepas sdo considerados potenciais probioticos (FERRANDO et al.,
2016), pois promovem a digestdo e a absorcdo, mantém o equilibrio da flora intestinal e
aumentam a imunidade humana (LIU et al., 2015), j& que predominam nas fermentacGes
espoOntaneas laticas dos alimentos, onde o pH é geralmente inferior a 4,0 (MOLIN, 2008).

Espécies de L. plantarum mantém a viabilidade ap0s a sua passagem atraves do trato
gastrointestinal em seres humanos e outros mamiferos, sobrevivendo as condic¢Ges acidas do
estdmago, e algumas estirpes poderia proporcionar diversas propriedades terapéuticas para o
hospedeiro (FERRANDO et al., 2015).

Vaérias propriedades curativas ou preventivas tém sido associados com L. plantarum,
como a reducdo significativa da concentracdo de colesterol e fibrinogénio, e também a
reducdo do risco de doenca cardiovascular e, portanto, inibe a aterosclerose em fumantes.
Além disso, atua na reducdo da incidéncia de diarréia em criancas, reducdo da dor e
constipacdo associada a sindrome do intestino irritdvel, inchaco reduzido, flatuléncia,
capacidade para deslocar enteropatdgenos a partir de células Caco-2, e capacidade de exercer
efeito positivo sobre a imunidade em criangas HIV®. L. plantarum tem um dos maiores
genomas conhecidos entre as bactérias acido laticas, e € uma espécie muito flexivel e versatil
(ZAGO et al., 2011; LIU et al., 2015).

2.2.5 CULTURA STARTER

A fermentacdo natural para ser bem sucedida ndo requer apenas que 0S Micro-
organismos “corretos” estejam presentes, mas também sdo estabelecidas condigdes adequadas
para 0 seu crescimento. Mesmo se estes requisitos estdo preenchidos, no entanto, ndo ha
garantia de que o produto vai atender as expectativas de qualidade, ser seguro para o
consumo, ou mesmo ser produzido com sucesso. Mas, muitos alimentos sdo produzidos por
fermentacdes naturais como, por exemplo, as azeitonas, os vinhos, picles e outros vegetais
fermentados. Uma outra forma de produzir alimentos fermentados é através da utilizacdo de
uma cultura inicial contendo o micro-organismo relevante para esse produto especifico
(HUTKINS, 2006) a fim de reduzir o tempo de fermentacéo.

As culturas starters (ou iniciadoras) sdo culturas puras de micro-organismos ativos ou
latentes que sdo inoculados diretamente nos alimentos para sobrecarregar a microbiota ja

existente, a fim de realizar as mudancas desejadas no produto final. Estas alteracdes podem
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incluir nova funcionalidade, aumento da preservacdo pela inibicdo de micro-organismos
deteriorantes, reducdo dos riscos de seguranga alimentar atraves do controle de patdgenos pela
competicdo entre eles, melhoria nutricional ou o valor da satde atraves de efeitos positivos na
microbiota intestinal, maiores qualidades sensoriais, e aumento do valor econémico
(HUTKINS, 2006; BERNARDI; GOLINELI; CONTRERAS-CASTILLO, 2010).

2.3 GENERO Capsicum E SUAS CARACTERISTICAS

As pimentas sao vegetais pertencentes a familia das Solanaceas e ao género Capsicum,
assim denominadas para diferencia-las da pimenta do reino (P. nigrum L.), da pimenta rosa
(Schinus molle L.) e da pimenta da jamaica (Pimenta officinalis Lindl.). Apesar de todas elas,
serem chamadas de pimentas e utilizadas como condimentos, ndo possuem parentesco entre si
e cada qual apresentam propriedades quimicas diferentes (DOMENICO, 2011). O centro de
origem do género Capsicum é a Ameérica, sendo 0 México pais que possui a maior diversidade
genética e o maior consumidor de pimentas no mundo (JARAMILLO-FLORES et al., 2010).

O nome do género Capsicum deriva do grego: Kapso (picar) ou Kapsakes (capsulas) e
a palavra pimenta aparece na lingua castelhana no século XIlIl, derivada do latim pigmenta,
plural de pigmentum, corante (DOMENICO, 2011 apud NUEZ et al., 1996). As espécies de
pimentas (Capsicum) pertencem a familia Solanaceae, como o tomate, a batata, a berinjela e o
jilo. Deste género, 30 espécies foram classificadas e identificadas, mas, apenas cinco das
espécies sdo domesticadas e largamente cultivadas e utilizadas pelo homem: C. annuum
(pimentas ‘jalapefio’, ‘cayenne’, ‘americana’); C. bacccatum (pimentas ‘dedo de moca’,
‘cambuci’, ‘chifre de veado’, ‘cumari’); C. chinense (pimentas ‘de cheiro’,*bode’, ‘cumari do
pard’, ‘murici’, ‘murupi’); C. frutescens (pimentas ‘malagueta’, ‘tabasco’) e C. pubescens.
Destas, somente C. pubescens ndo é cultivada no Brasil (LOPES et al., 2007). Todos estes
cultivares apresentam caracteristicas de frutos bem definidos.

O género Capsicum pode ser associado a medicina tradicional humana e ao combate
de enfermidades em criacdes domeésticas, contudo é mais fortemente relacionado a produtos
condimentares para intensificar, por exemplo, o aroma e o gosto na culinaria, devido aos
alcaldides (capsaicinoides) contidos em seus frutos (BARBOSA et al., 2002). E uma matéria-
prima que serve de corante, aromatizante e oleorresina, usado em produtos alimenticios, por

conferir sabor e aumentar a estabilidade oxidativa dos lipideos (ANTUNES et al., 2012). S&o
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utilizadas na industria alimenticia, farmacéutica e cosmética (JARAMILLO-FLORES et al.,
2010).

Segundo Pinto, Pinto e Donzeles (2013) os componentes quimicos das pimentas sao
divididos em dois grupos. O primeiro determina o uso da pimenta como condimento e
compreende a capsaicina, os carotendides, os polifendis e varios componentes volateis, em
especial as pirazinas e os acidos organicos. O segundo compreende 0s componentes
nutricionais como carboidratos, lipideos, proteinas, vitaminas, fibras e sais minerais.
Variagdes dos componentes podem ocorrer de acordo com a espécie, a cultivar, as condigdes

de cultivo e a maturagéo dos frutos, dentre outros.

2.3.1 IMPORTANCIA ECONOMICA DA PIMENTA

O agronegocio de pimentas (Capsicum spp.) esta entre os melhores exemplos de
integracdo na cadeia produtiva de hortalicas (OHARA; PINTO, 2012). O mercado de
pimenta é um segmento crescente no mundo, tanto para consumo in natura quanto para
processamento, devido ao seu alto aproveitamento na culinaria para temperos. A producdo de
pimenta como especiaria e como hortalica teve aumento mundial de 21%, de 1994 a 1998
(DOMENICO et al., 2012; PINTO; PINTO; DONZELES, 2013). No entanto, os dados
estatisticos de producdo sdo escassos por ser uma hortalica comercializada em mercados
regionais e locais.

O cultivo de pimentas do género Capsicum no Brasil € de grande importancia
socioecondmica, pois contribui na geracdo de renda, principalmente quando o produtor agrega
valor ao produto, e o cultivo € realizado por agricultores familiares que geram empregos, pois
a colheita demanda certa quantidade de mao de obra (DOMENICO et al., 2012).

Os principais estados produtores no Brasil sdo Bahia, Ceara, Minas Gerais, Goias, Sao
Paulo e Rio Grande do Sul. Além de serem consumidas frescas ou cozidas, imaturas ou
maduras, as pimentas abastecem a agroindustria e podem ser processadas e utilizadas em
diversas linhas de produtos como na elaborag¢do de molhos, condimentos, conservas em acido
acético e em bleo, produtos desidratados e fermentados. Apresentam teores de vitamina A e C
superiores aos encontrados no pimentdo e demais olericolas produzidas no Brasil
(REBOUCAS; VALVERDE; TEIXEIRA, 2013).

A Amazbnia é um importante centro de diversidade de Capsicum spp. no estado
brasileiro, em especial as pimentas da espécie C. chinense Jacq. (COSTA et al., 2008). Em

2005, o segundo vegetal mais exportado do Brasil foram as pimentas do género, com um
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volume de exportacdo de 9222 t (SGANZERLA et al., 2014). Apesar de o género Capsicum
apresentar grande importancia socioecondmica, poucos estudos de caracterizagdo
direcionados ao uso e conservacao desses germoplasma séo existentes (COSTA et al., 2008).

Em um estudo realizado por Barbosa et al. (2002) sobre as pimentas do género
Capsicum cultivadas no Estado de Roraima, verificou-se que as pimentas denominadas como
“de cheiro” (Capsicum chinense), que apresentam baixa a média pungéncia, foram as que
apresentaram o maior potencial comercial entre todos os morfotipos locais. Esse tipo de
pimenta também apresenta uma grande preferéncia de consumo no municipio de Teresina (PI)
de acordo com Monteiro (2008).

Um grande desafio a ser superado no agronegdcio da pimenta sdo as perdas pds-
colheita, ja que os mesmos na forma in natura sao altamente pereciveis, e tém vida util muito
curta. Esta caracteristica, aliado ao manuseio inadequado durante a colheita até a chegada do
produto ao mercado geram perdas quantitativas e qualitativas que chegam as agroindustrias e
ao consumidor (BERNARDO et al.,2015). Uma das formas de conservagdo e consumo dessa
hortalica € através da fermentacdo latica que representa excelente forma de reducéo de perdas

pos-colheita.

2.3.2 CARACTERISTICAS DA PIMENTA DE CHEIRO (Capsicum Chinense)

A pimenta de cheiro pertencente a familia Solanaceae e ao género Capsicum, tem
como centro de origem as Américas. O Brasil é reconhecido como centro secundario de
espécies domesticadas de Capsicum, e a regido Amazbnica é a que concentra a maior
diversidade de pimenta de cheiro (Capsicum chinense) (CERQUEIRA, 2012). Segundo
Moreira et al. (2010, p. 9) “seu nome deriva do cheiro peculiar e muito agradavel e do sabor
caracteristico”, doce ou pouco picante, sendo utilizada como tempero em arroz, saladas e
frutos do mar.

Os atributos nutricionais, sensoriais € promogdo a saude fazem da pimenta um dos
vegetais mais consumidos em todo o mundo, e o0 que contribui para as caracteristicas de sabor
e valor nutricional durante o amadurecimento do vegetal sdo os acuUcares livres e os acidos
organicos. A pimenta de cheiro apresenta em média concentracbes de acgucares totais
(sacarose, glicose e frutose) variando de 198 a 1543 mg/100g, a concentragéo de sacarose nos
frutos maduros de C. chinense varia de 0 a 150 mg/100g (peso fresco), além de conter niveis
elevados de acucares totais, e concentracdes variadas de acidos citrico, fumarico, malico e

succinico, de acordo com o grau de maturacdo (JARRET et al., 2009).
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Além das propriedades antioxidantes, as pimentas também séo fontes de vitamina C,
do complexo B (tiamina, riboflavina, niacina, B-6 e acido fdlico) e A, e contém fibras,
elementos vitais no processo da digestdo e prevencao de varias doengcas (DOMENICO, 2011).
Com o consumo diario, estes compostos podem prevenir varias doengas humanas, incluindo
varios tipos de cancer, aterosclerose e doencas cardiovasculares (HARRIS, 1996;
BRAMLEY, 2000).

As pimentas sdao consumidas madura ou imatura, em bruto ou em conserva ou na
forma de picles. Sao caracterizadas pela grande variabilidade no formato, na pungéncia, no
aroma, na coloracdo (verde, amarelo, laranja, vermelho e roxo) e nos tamanhos, o que
favorece 0 uso das pimentas em varios processamentos (DI CAGNO, et al., 2009;
DOMENICO et al., 2012). Geralmente a pimenta de cheiro € comercializada e consumida
verde, e descartada quando madura.

Em um levantamento realizado por Barbosa et al. (2002), a espécie que apresentou a
maior diversidade de forma (“alongada” ou “ovalada™) foi a C. chinense quando comparada
com as espeécies C. frutescens, C. annuum e C. baccatum que estavam concentradas na forma
“alongada”. A C. Chinense também apresenta uma enorme variabilidade de tamanho e cor.
Cerqueira (2012) relata que o fruto apresenta varias superficies, do liso ao rugoso, com
comprimento variando de 10 a 12,0 cm. Em relacdo a cor do fruto, quando imaturas, a cor do
pericarpo é verde ou amarelo-limdo; e quando maduros, pode variar entre vermelho e

alaranjado (Figura 1).

Figura 1 — Frutos de pimenta de cheiro (C. Chinense) no estdgio de maturacéo
fisiologica verde e madura.

Fonte: Autora

Os componentes principais, responsaveis pelo sabor picante ou pungente caracteristico

e também pelas atividades bioldgicas atribuidas as pimentas, é atribuido aos alcaldides
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denominados de capsaicinoides, exclusivos do género Capsicum (CERQUEIRA, 2012,
DOMENICO et al., 2012). O grau de picancia dos frutos C. chinense varia da mais suave até
a mais forte a depender da variedade (REIFSCHNEIDER, 2000).

Dentre os 14 capsaicinoides ja identificados, o componente mais importante nos frutos
sdo a capsaicina, que responde por 71% do total, e em segundo a dihidrocapsaicina
(DOMENICO et al.,, 2012; PINTO; PINTO; DONZELES, 2013). Essas substancias
(capsaicina e dihidrocapsaicina) sdo encontradas em maior quantidade nos frutos e acumulam
na superficie, onde as sementes se inserem (CERQUEIRA, 2012). A capsaicina, além de ser o
principio ativo que representa as propriedades organolépticas e farmacéuticas, e confere a
sensacdo de ardor as pimentas, € a mesma que possui propriedades benéficas a saulde
(DOMENICO et al., 2012).



29

3 MATERIAIS E METODOS
3.1 LOCAL DO EXPERIMENTO

Os experimentos deste projeto foram realizados nos Laboratorios de Biotecnologia e
Controle de Qualidade de Alimentos, Laboratorio de Quimica de Alimentos, do Departamento
de Tecnologia da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS), BA.

3.2 MATERIA-PRIMA

A pimenta de cheiro (Capsicum chinense) utilizada no experimento foi adquirida no
comércio local da cidade de Feira de Santana-BA.

A matéria-prima foi selecionada em dois estadios de maturacdo, verde e madura, para
avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas e a composi¢cdo quimica proposta pelo Instituto
Adolfo Lutz (IAL, 1997). Os vegetais foram lavados em agua corrente, sanitizadas com
hipoclorito de sddio (100ppm) e novamente lavados em agua corrente, e armazenadas em

temperatura ambiente antes da sua utilizagéo.

3.3 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA

A caracterizacdo fisico-quimica e centesimal da pimenta de cheiro (Capsicum
chinense) in natura constou das seguintes avaliacfes: teor de solidos soltveis, pH, acidez,
umidade, cinzas, lipideos, proteinas e carboidratos.

Uma parte do lote dos vegetais selecionados foi extraida em centrifuga despolpadeira,
onde foram avaliados o teor de sélidos soluveis totais, pH e acidez, e nos vegetais cortados na
longitudinal, umidade e cinzas. A outra parte, foi seca a 60°C em estufa, até peso constante,
trituradas e homogeneizadas, para analise de lipideos e proteinas.

Todas as determinacfes foram realizadas com trés lotes distintos em triplicata e 0s

resultados expressos como médias e desvio padréo.

3.3.1 TEOR DE SOLIDOS SOLUVEIS

O teor de solidos soltveis na amostra foi determinado por refratometria, utilizando o

refratdmetro portatil (LAMBDA, mod. WYT-4), previamente calibrado com agua destilada e
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em seguida foi transferido de 2 a 3 gotas da polpa da pimenta para o prisma do refratbmetro
onde se procedeu a leitura diretamente na escala em °Brix. Os resultados foram expressos em

graus Brix (°Brix).

3.3.2pH

O pH dos vegetais in natura, em 10 ml por amostra, foram determinados em
potenciémetro portatil digital (HANNA INSTRUMENTS CALIBRATION, modelo HI 221),
previamente calibrado com as solu¢bes-tampédo de pH 4,0 e 7,0, introduzindo o elétrodo

diretamente nas amostras.

3.3.3 ACIDEZ

A acidez titulavel dos vegetais in natura, expressa em % de &cido citrico, foi
determinada utilizando-se 5 g de amostra, por titulagdo com solucdo de hidréxido de sodio

(NaOH) 0,1N usando fenolftaleina a 1% como solucao indicadora.

3.3.4 UMIDADE

A determinacdo de umidade foi realizada utilizando-se 10 g da amostra em capsula de
porcelana, previamente aquecida e pesada, onde foi transferida a estufa a 105°C, até peso

constante.
3.3.5 CINZAS

O teor de cinzas nas amostras foi determinado pela combinacdo com a determinacéo
direta de umidade. Cerca de 3 g do residuo obtido na determinacdo de umidade, previamente
incinerado e pesado, foi transferido para mufla a 550°C para total destruicdo da matéria

organica, até peso constante.

3.3.6 LIPIDEOS

O teor de lipideos foi determinado pelo método de Bligh-Dyer (1959) que compreende
um método de extracdo de gordura a frio, utilizando uma mistura de cloroférmio, metanol e

agua.
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3.3.7 PROTEINAS

O teor de nitrogénio foi determinado pelo método de Micro-Kjeldahl modificado
(1883), compreendendo as etapas de digestdo com H,SQOy,, destilagdo com solugdo de NaOH
40% e titulagcdo com solucdo de HCI 0,1 N (IAL, 1997). Foi utilizado o fator de conversédo

para proteina bruta equivalente a 6,25.

3.3.8 CARBOIDRATOS

A estimativa de carboidratos foi calculada por diferenca entre 100% com quantidade

de umidade, cinzas, proteinas e lipideos determinados.

3.4 FERMENTACAO DA PIMENTA DE CHEIRO

As pimentas foram selecionadas quanto ao grau de maturacdo e tamanho, ambos
através das caracteristicas visuais, mas firmes e isentas de danos fisioldgicos. Apds
sanitizados, os vegetais inteiros foram divididos em dois lotes. O primeiro foi submetido ao
processo de branqueamento, colocados nos recipientes de vidro e cobertos com salmoura
estéril, para serem submetidos a fermentacdo latica espontanea e a fermentacao controlada a
partir da inoculacdo de bactérias laticas (L. plantarum) (Figura 2). O segundo ndo foi
submetido ao processo de branqueamento para ser realizada a fermentagdo espontanea como
tradicionalmente. A salmoura foi preparada com agua mineral e cloreto de sédio (NaCl) para
a fermentacdo espontanea com os vegetais submetidos ao processo de branqueamento, e
adicionou-se glicose para as demais fermentaces.

O desenvolvimento da fermentacdo da pimenta de cheiro foi realizado a partir da
selecdo da temperatura e da influéncia do tratamento térmico nos vegetais sobre a
fermentacdo, ambos realizados em salmoura na mesma concentracdo de sal (2%).

A fermentacdo espontanea com os vegetais submetidos ao processo de branqueamento
foi realizada em triplicata a partir de trés niveis de concentragdo de sal 2, 3 e 4% (p/v)
(JOHANNINGSMEIER et al., 2012) e na matéria-prima ndo submetida ao processo de
branqueamento, a analise foi realizada a 4% de NaCl (BEGANOVIC et al., 2014) e 0,5% de
glicose.

A determinacdo da concentragéo de sal e glicose, para a formulacédo do produto final a

partir da fermentacdo controlada com L. plantarum, foi realizada a partir do estudo em
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triplicata variando a concentracdo de sal (4, 5 e 6%) e glicose (0.5, 1 e 2%), segundo 0s niveis
atualmente utilizados (ALBERTO; PERERA; ARENA, 2013; RANDAZZO et al., 2014,
NILCHIAN et al., 2016; XIONG et al., 2016), e analise sensorial com o objetivo de avaliar o
sabor da pimenta. O produto final foi formulado a partir da analise fermentativa a 6% de
NaCl, 2% de glicose e inoculo inicial a uma concentracdo total de células de 6,5 Log
UFC/mL.

As fermentacGes foram repetidas em triplicata com vegetais de lotes distintos.

Figura 2 — Fluxograma do processo de fermentacdo latica da pimenta de cheiro.

Pimenta
verde

N
Lavagem e
sanitizagédo (100
ppm NaClO)

N
Brangueamento (85°C/2min)
e resfriamento (agua gelada)

Pote de vidro
estéril (500 mL

v v

Salmoura estéril + Salmoura
Cultura starter (6,5 -
estéril
Log UFC/mL)

A N
Fermentacéo a Fermentacéo a 20°C
20°C por 72h por 21 dias

Picles Picles
“controlados™ “espontaneos’

A
Estocagem a
4°C




33

3.4.1 SELECAO DA TEMPERATURA DE FERMENTACAO

Para avaliacdo do processo fermentativo espontaneo da pimenta de cheiro in natura
nos estadios de maturacdo, madura e verde, em salmoura (2% NaCl), foram testadas duas
temperaturas de fermentagdo, 20°C e 35°C, onde procedeu-se determinacdo de pH através da
abertura do recipiente para coleta da amostra e avaliagdo visual por 8 dias.

O processo de fermentacdo a diferentes temperaturas ocorreu em recipientes de vidro
com capacidade para 500 ml, previamente esterilizados e fechados, acondicionados em
camara incubadora demanda bioquimica de oxigénio (B.O.D.), em escala de bancada (Figura
3).

Figura 3 — Ensaios fermentativos da pimenta de cheiro (Capsicum chinense) a
diferentes temperaturas.

Fonte: Autora

3.4.2 INFLUENCIA DO TRATAMENTO TERMICO NO VEGETAL SOBRE A
FERMENTACAO

A fim de diminuir e/ou eliminar a microbiota nativa do vegetal sem alterar as
propriedades nutricionais e a textura, diferentes temperaturas de branqueamento foram
testadas. A pimenta de cheiro madura e verde foi submetida ao tratamento térmico por
imersdo em agua quente a 85°C, 90°C e 95°C por 2 minutos, seguido de imersdo em agua
gelada por 2 minutos. Antes (Grupo controle) e apds cada tratamento, a mesma foi suspensa
em salmoura estéril (2% NaCl) utilizando-se a relacdo vegetal/salmoura de 1:10 p/v, as quais
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foram submetidas a fermentacdo espontanea pelo processo microaerofilico a 20°C por 20
dias.

O processo de fermentacdo ocorreu em recipientes de vidro com capacidade para 500
ml, previamente esterilizados e fechados, adaptados para a completa imersdo da pimenta na

salmoura (Figura 4), acondicionados em camara incubadora (B.O.D.).

Figura 4 — Ensaios fermentativos da pimenta de cheiro (Capsicum chinense).

Y

Fonte: Autora

O efeito do branqueamento sobre a estabilidade microbiolégica e a determinacdo de
pH durante a fermentacdo foi avaliada nos intervalos de 0, 5, 10, 15 e 20 dias, em amostras de

salmoura retirados do recipiente através da abertura do sistema.

3.4.3 PREPARACAO DOS ENSAIOS DA FERMENTACAO ESPONTANEA

Para o processo de fermentacdo espontanea com os vegetais submetidos ao processo
de branqueamento foram realizadas trés analises em triplicata que se diferenciaram pelas
diferentes concentracfes de NaCl (2, 3 e 4%, p/v). A eficiéncia do branqueamento na matéria-
prima foi avaliada através da contagem microbiolégica, de acordo com a metodologia descrita
em Silva, Junqueira e Silveira (2010).

A pimenta verde, ap6s branqueamento, foi submersa em salmoura em cada ensaio na
propor¢do de 1:10 p/v entre vegetal e salmoura, onde foram acondicionados em camara
incubadora (B.0O.D.) a 20°C durante 21 dias. No decorrer da fermentacéo, nos intervalos de 0,

7, 14 e 21 dias, foram coletadas amostras de salmoura com seringas estéreis sem necessidade
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de abertura do sistema para as determinacbes de pH e andlises microbioldgicas, as
determinagGes foram realizadas em triplicata.

Em contrapartida, a matéria-prima que ndo foi submetida ao processo de
branqueamento foi submersa em salmoura a 4% NaCl e 0,5% glicose, na proporcao de 2,6:10
p/v entre vegetal e salmoura, onde foram acondicionados em cdmara incubadora (B.O.D.) a
20°C durante 19 dias. Contagens de bactérias laticas foram realizadas nas pimentas in natura
a fim de quantificar o numero inicial de bactérias naturais laticas. No decorrer da
fermentacao, nos intervalos de 0, 3, 5, 7, 9, 11, 15 e 19 dias, foram coletadas amostras de
salmoura assepticamente como mencionada acima para as determinagfes de pH, acidez e
analises microbioldgicas. Apo6s 19 dias, final da fermentacdo, amostras de vegetais foram
retiradas para serem analisadas quanto a sua consisténcia e contagem de bactérias laticas.

As fermentacdes foram realizadas em recipientes fechados de 500 ml adaptados a
completa imersdo da pimenta em salmoura e & retirada de amostras de salmoura para as
analises com a manutencdo da anaerobiose do meio (Figura 5).

Os valores encontrados nas analises, assim como o controle visual do aspecto das

fermentacdes, serviram para avaliar o final do processo fermentativo.

Figura 5 — Ensaios fermentativos espontaneos da pimenta de cheiro (Capsicum
chinense).

Fonte: Autora
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3.4.4 PREPARACAO DOS ENSAIOS DA FERMENTACAO COM L. plantarum

A cepa de inoculo de Lactobacillus plantarum R1012 usada neste experimento foi

adquirida do Laboratério de Biotecnologia de Alimentos da Universidade Estadual de Feira

de Santana, isolado do produto probidtico Jarro-Dophilus, conforme Cerqueira e Teshima

(2011).

O inoculo utilizado para a fermentacdo foi obtido a partir do concentrado celular

congelado a -20°C do micro-organismo isolado, e ativado conforme metodologia de Teshima

(1997), Figura 6.

Figura 6 — Fluxograma de obtengdo do inoculo de Lactobacillus plantarum para a

fermentacao.
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A primeira ativagéo foi realizada inoculando 0,2 mL do concentrado celular em 10 mL

de caldo MRS e incubacao a 35°C por 24 a 48 h para crescimento. Apo0s turvacdo do meio, o
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inoculo foi novamente ativado por duas transferéncias sucessivas em caldo MRS de acordo o
volume seguinte a 35°C por 24h. A ultima ativacdo (50 mL de caldo MRS + cultura) foi
transferida para tubos de centrifugacao esterilizados, obtendo o concentrado de cultura através
da centrifugacdo destes tubos em centrifuga refrigerada a 3.500 rpm x g/15 min a 4°C e lavada
duas vezes com tampdo fosfato, pH 7,2, estéril para a remoc¢do do MRS residual.
Posteriormente, o concentrado foi ressuspenso na propor¢éo de 1:10 de tampao fosfato pH 7,2
estéril, obtendo-se assim a cultura iniciadora que foi conservada em geladeira, a temperatura
de refrigeracdo, até 0 momento de sua utilizagéo.

Os ensaios fermentativos controlados em triplicata foram realizados a partir de trés
ensaios. Para cada ensaio foram utilizadas a mesma concentracdo de sal 4% (p/v), diferentes
concentracdes de glicose 0.5, 1 e 2% (p/v), inoculo inicial com cerca de 6,5 Log UFC/mL e
133 g de pimenta no estadio verde, previamente submetida ao processo de branqueamento, na
proporcdo de 2,6:10 entre vegetal e salmoura, onde foram mantidos em camara incubadora
(BOD) a 20°C durante 3 dias. Em 0,5% de glicose, os experimentos foram novamente
executados para o estudo do efeito da concentracdo de sal (5 e 6%, p/v) na fermentacdo da
pimenta com bactérias laticas. A partir das condi¢cBes 6timas obtidas, referencial teodrico e
testes preliminares sensoriais, o produto final foi formulado a partir da analise fermentativa a
6% de NaCl, 2% de glicose, inoculo inicial a uma concentracdo total de células de 6,5 Log
UFC/mL e pH inicial de 6,5 ajustado com NaOH 1N. O inoculo inicial foi ativado em caldo
MRS suplementado com 2% NaCl (p/v) e incubado a 20°C em B.O.D., conforme fluxograma
apresentado na Figura 6.

As fermentacGes em triplicata foram realizadas em recipientes fechados adaptados a
completa imersdo da pimenta em salmoura e a retirada de amostras de salmoura para as
analises com a manutencao da anaerobiose do meio, Figura 7.

No decorrer da fermentacdo, nos intervalos de 0, 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72 horas, foram
coletadas amostras de salmoura com seringas estéreis sem necessidade de abertura do sistema
para as determinacdes de pH, acidez e analises microbiologicas. Ap6s 72 horas, final da
fermentagdo, amostras de vegetais foram retiradas para serem analisadas quanto a sua
consisténcia, atraves da andlise sensorial, e contagem de bactérias laticas, fungos filamentosos
e bolores. Os valores encontrados nessas analises, assim como o controle visual do aspecto

das fermentacdes, serviram para avaliar o final do processo fermentativo.
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Figura 7 — Ensaios fermentativos controlados da pimenta de cheiro (Capsicum
chinense).

Fonte: Autora

3.4.5 CARACTERIZACAO DO PRODUTO FINAL

Na caracterizacdo fisico-quimica e microbioldgica do produto final fermentado, as
amostras de pimenta de cheiro foram analisadas separadamente da salmoura. Para cada tempo
de incubacdo, as fermentacbes foram realizadas em recipientes separados e fechados
adaptados a completa imersdo da pimenta em salmoura, onde foram mantidos em cdmara
incubadora (B.0O.D.) a 20°C durante 3 dias.

Nos intervalos de 0, 3, 6, 9, 12, 18, 24, 36, 48, 60 e 72 horas, tanto as amostras de
salmoura como o vegetal fermentado, foram submetidos as determinacdes de pH, acidez e

analises microbioldgicas de bactérias laticas e, fungos filamentosos e leveduras.

3.4.6 ANALISES DE pH, ACIDEZ E MICROBIOLOGICAS

As amostras de salmoura da fermentagéo e os vegetais fermentados foram submetidos
a analise de pH (em equipamento de pH portatil, modelo HI 221, HANNA INSTRUMENTS
CALIBRATION), acidez titulavel (ATT) e contagem microbioldgica. As analises de pH e

acidez nos vegetais fermentados foi determinada utilizando-se 5 g de amostra, triturada,
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diluida em 50 mL de agua destilada (IAL, 1997). A acidez foi determinada com solugédo de
hidréxido de sédio (NaOH) 0,01N usando fenolftaleina a 1% como solugdo indicadora,
expressando-se o resultado em porcentagem de acido latico (IAL, 1997). Para a contagem de
micro-organismos foram utilizados os meios PCA (Plate Count Agar), BDA (Batata Dextrose
Agar) acidificado com &cido tartarico a 10%, e MRS (Man Rogosa Sharp), para analise de
mesofilos, fungos filamentosos e leveduras, e bactérias laticas, respectivamente, conforme
Silva, Jungueira e Silveira (2010). Para as contagens foram realizadas 3 diluicdes em
duplicata e realizada a contagem daquelas que apresentaram de 25 a 250 coldnias. Para
obtencdo dos resultados foram calculados as médias e desvios padrdo. A morfologia das
culturas foi observada pela coloragdo de Gram e teste da catalase.

3.5 AVALIACAO DA VIDA DE PRATELEIRA DA PIMENTA FERMENTADA COM L.
plantarum SOB REFRIGERACAO

Apbs o periodo de fermentacdo, 72 horas, 0s recipientes com as pimentas fermentadas
em salmoura contendo NaCl (6%), glicose (2%) e bacteérias laticas, foram acondicionadas sob
refrigeracéo a 4°C durante 32 dias, a cada 7 dias foram retiradas amostras de salmoura e de
vegetais para as mesmas determinagdes fisico-quimicas e microbioldgicas realizadas no

periodo fermentativo.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente pela andlise de variancia
(ANOVA) e teste t para comparacdo das médias, ao nivel de 5% de probabilidade cujos
resultados foram expressos como médias + desvio padrdo. Os testes foram realizados no

programa SISVAR® versdo 5.6, 2003. O Origin 8 foi utilizado para elaboragdo dos gréficos.



40

4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DA PIMENTA DE CHEIRO

Os resultados da caracterizacao fisico-quimica e centesimal da pimenta de cheiro in
natura, em estadios de maturacdo madura e verde, que caracterizam as potencialidades desta
espéecie utilizada na fermentacdo latica em salmoura, estdo apresentados na Tabela 1.
Observou-se diferenca estatisticamente significativa entre as medias dos estadios de
maturacdo (p<0,05) para a maioria das caracteristicas do vegetal estudado, exceto na
composicdo de cinzas, proteinas e lipideos, e coeficientes de variacdo (CV) considerado altos,
podendo indicar, possivelmente, grande variacdo entre os lotes adquiridos do vegetal dentro

de um mesmo cultivar.

Tabela 1 — Caracterizacao fisico-quimica e centesimal da pimenta de cheiro (Capsicum
chinense) in natura madura e verde em base imida.

Compostos Pimenta Madura | CV(%) | Pimenta Verde | CV(%)
pH 5,13 +0,19* 0,44 5,77+0,12 0,32
Sélidos soluveis (°Brix) 6,00 + 0,00* 3,71 5,00 £ 0,00 0,00
Acidez (ac. citrico/100q) 0,22 +0,03* 0,00 0,19+0,01 9,11
Umidade (%) 89,94 + 0,38* 0,52 91,76 £ 0,99 1,20
Cinzas (%) 0,62 £ 0,03 4,70 0,51 £ 0,07 19,14
Proteinas (%) 1,23+ 0,08 7,22 0,86 + 0,28 15,69
Lipideos (%) 0,60 + 0,07 8,13 0,35+ 0,20 11,86
Carboidratos (%) 7,61 £0,22* 5,18 6,51 + 0,48 13,11

*Diferenca estatistica significativa pelo teste t (p<0,05)
CV - Coeficiente de Variagdo

Os resultados de pH para a pimenta de cheiro madura apresentaram valores menores
indicando maior acidez, quando comparados com a verde, sendo seus valores de 5,13, e 5,77,
respectivamente. Os teores de solidos soluveis variaram com o desenvolvimento do estadio de
maturacdo da pimenta, sendo de 6 °Brix para a pimenta madura e de 5 °Brix para a pimenta
verde. Em relacdo a acidez titulavel, em &cido citrico, observou-se o valor de 0,22%, referente

ao estadio maduro e de 0,19% para o estadio verde.
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Em diferentes estadios de maturacdo, pode-se observar que os cultivares maduros
apresentou menor umidade (89,94% em média), em relacdo aqueles verdes (91,76%), sendo
ambos constituidos principalmente de agua.

Como resultado da determinacdo de cinzas, proteinas e lipideos, obteve-se 0,62 e
0,51%, para cinzas, 1,23 e 0,86%, para proteinas e 0,60 e 0,35%, para lipideos, na pimenta de
cheiro madura e verde, respectivamente, mas observa-se aumento destes parametros na
amostra madura.

Para o valor tedrico de carboidratos, o teor médio na pimenta madura foi de 7,61%, e
na verde, 6,51%.

4.2 SELECAO DA TEMPERATURA DE FERMENTACAO

Por meio da Figura 8 séo apresentados os valores de pH da salmoura (2% NaCl) em
relacdo aos tempos de fermentagdo, referentes aos ensaios fermentativos espontaneos da
pimenta de cheiro em diferentes estadios de maturacdo (madura e verde), com vistas a selecao
da temperatura (20°C ou 35°C).

Os resultados de pH da salmoura em diferentes temperaturas de fermentacdo foram
aproximadamente os mesmaos, entre 5,91 e 5,93, no tempo 0, e depois de um dia de incubacgéo
foi observado uma rapida diminuicdo do pH em 1,78 e 1,88 unidades, na fermentacdo das
pimentas madura e verde, respectivamente, a temperatura de 35°C. A 20°C, a diminuicdo do
pH foi inferior aquela obtida a 35°C.

A partir do quinto dia de incubagdo observou-se aumento e semelhanga entre 0s
valores de pH na fermentacdo da pimenta madura nas duas temperaturas analisadas, assim
como aumento do valor de pH na fermentacdo da pimenta verde a 35°C. Este aumento de pH,
apos cinco dias, provavelmente foi produzido concomitante com a metabolizacdo do acido
latico, devido possivelmente ao crescimento de deteriorantes que o consome, desencadeando a
producéo de produtos secundarios de deterioracdo, tais como por exemplo o &cido propiénico
e/ou o acido butirico. Ao final do tempo estudado, somente a fermentagdo da pimenta verde a
20°C atingiu um pH seguro (4,18) abaixo de 4,5, caracterizando o final da fermentacéo.

A partir dos resultados obtidos apresentados na Figura 8, pode-se concluir que a
melhor temperatura para o processo fermentativo foi a 20°C.
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Figura 8 — Variacdo de pH na salmoura durante a fermentacdo da pimenta de cheiro
madura e verde, referente & pimenta madura (PM) e pimenta verde (PV), respectivamente, a
diferentes temperaturas de incubacao.
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Através da avaliacdo visual, foram verificadas mudancas de coloracdo (tonalidade
mais transllcida da pimenta), formacdo de peliculas, manchas esbranquicadas com aspecto
liso na superficie da pimenta em salmoura (conserva), ja que esta se apresentava parcialmente
submersa no meio, e 0 amolecimento da estrutura do pericarpo de alguns exemplares maduros

e verdes ao longo da fermentacéo.

4.3 INFLUENCIA DO TRATAMENTO TERMICO NO VEGETAL SOBRE A
FERMENTACAO

Nas Figuras 9 e 10 estdo apresentados os valores de pH em relagdo aos tempos de
fermentagdo espontanea das pimentas de cheiro verde e madura, respectivamente, submetida a
diferentes tipos de tratamento térmico.

De acordo com a Figura 9, os valores de pH iniciais foram aproximadamente o0s
mesmos na fermentacdo com a pimenta sem tratamento e apds o processo térmico a 85°C, de
6,46 e 6,39, e com a pimenta ap6s branqueamento a 90°C e 95°C, 6,81 e 6,77,
respectivamente. Apos um dia de incubacéo, foi verificada uma queda de 1,15 unidades para o
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valor de pH na amostra sem tratamento, quando comparada com a amostra submetida ao
branqueamento.

Na fermentacdo com a pimenta verde submetida ao tratamento térmico a 85°C, maior
estabilidade de pH foi alcancada a partir do quinto dia. A partir desse periodo, a incubacéo da
amostra submetida a temperatura de 95°C apresentou menor valor de pH, com média de 3,77,
qguando comparada com os demais processos. O valor de pH aumentou rapidamente de 4,77
para 6,24, entre 0 10° e 0 15° dia, da fermentacdo da amostra submetida ao branqueamento a
90°C, e se manteve elevado, em comparacdo aos demais, até o final da fermentacdo (Figura
9).

Figura 9 — Variacdo de pH na salmoura durante a fermentacdo espontanea da pimenta
de cheiro verde apos tratamento térmico (TT).
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Figura 10 — Variacao de pH na salmoura durante a fermentacao espontanea da pimenta
de cheiro madura ap6s tratamento térmico (TT).
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Na Figura 10, os valores de pH iniciais foram similares na fermentacéo da pimenta em
todos os tratamentos (sem e com branqueamento), variando entre 6,74 e 6,81. No primeiro dia
de incubacdo houve um decréscimo de 1,66 unidades no valor de pH na fermentacdo da
pimenta sem tratamento térmico, fato ndo observado nas demais condicdes estudadas.

No quinto dia, observou-se rapida diminuicdo no valor de pH de fermentacdo na
amostra com pimentas tratadas a 90°C quando comparada com os demais tratamentos. Ao
longo do tempo esta reducdo se manteve até o 15° dia. A partir do 10° dia, a incubacdo das
pimentas sem tratamento térmico e aquelas submetidas a 95°C, apresentaram valores de pH
estaveis até o término da fermentacdo. Ao final do tempo de processamento, somente a
amostra submetida ao tratamento térmico a 85°C apresentou valor de pH de 6,25, podendo
indicar a presenca de micro-organismos deteriorantes que degradaram o &cido latico
produzido, resultando na producgdo de metabolitos secundarios de deterioracéo.

De acordo com os resultados obtidos (Figuras 9 e 10), pode-se concluir que a
temperatura de branqueamento a 85°C no vegetal foi a temperatura mais apropriada para o
desenvolvimento do processo fermentativo.

Os resultados da contagem de mesoéfilos aerdbios e fungos filamentosos e leveduras na
salmoura durante a fermentacdo espontanea da pimenta de cheiro verde e madura, sem e com

tratamento térmico a diferentes temperaturas, estdo apresentados na Tabela 2 e na Tabela 3,
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respectivamente. Por meio da Tabela 2, observa-se, para as amostras de pimentas verdes
tratadas termicamente, que os valores das contagens de meséfilos sdo diretamente
proporcionais aos valores das temperaturas de tratamento das amostras, assim como nas
amostras maduras submetidas ao processo de branqueamento a 85°C e 90°C. O tratamento
térmico estimulou a germinacdo dos esporos presentes na matéria-prima que sobreviveram e
até foram ativados durante o branqueamento e, na auséncia da microbiota competitiva se
proliferaram no produto. Estes micro-organismos apresentaram caracteristicas tipicas de
Bacillus sp. através da sua morfologia. Em relacdo ao crescimento de fungos filamentosos e
leveduras (Tabela 3), verificou-se que os resultados encontrados no tempo O apds o
branqueamento a 90°C e 95°C foram <1 Log UFC/mL nos dois estadios de maturacdo da
pimenta, no entanto, o nimero de col6nias, no decorrer do tempo, progrediu da mesma
maneira que as contagens nos outros tratamentos.

As amostras de salmoura retiradas do recipiente sem a manutenc¢éo da anaerobiose do
meio, assim como a temperatura de branqueamento, podem ter influenciado as altas contagens
de micro-organismos ao longo da fermentacéo.

Ao final da fermentacdo foi observada uma diminuicdo na firmeza do pericarpo de
algumas pimentas maduras em comparagdo as verdes, que se mostraram mais firmes e de
aroma mais intenso. A demanda mercadoldgica para as notas sensoriais de cor especifica da
pimenta de cheiro refere-se a um produto de cor verde clara. Além disso, outras variacdes
organolépticas, observadas no produto destinado ao consumidor final, foram os fatores
responsaveis por estimular o estudo com pimentas aquém do estddio de maturacdo

considerado maduro.



46

Tabela 2 — Contagem de mesdfilos aerobios na salmoura durante a fermentacdo espontanea da pimenta de cheiro verde (PV) e madura
(PM), respectivamente, sem e com tratamento térmico (TT) a diferentes temperaturas.

Mesofilos aerdbios (Log UFC/mL)

Tempo (Dias) SITT TT (85°C) TT (90°C) TT (95°C)
PV PM PV PM PV PM PV PM
0 545+048 | 542+067 | 2,86+082 | 564+0,14 | 595+0,05 | 8,39+0,60 | 8,63+0,30 | 7,54 % 0,51
5 9,05+0,48 | 727+063 | 866+0,14 | 8,61+029 | 7,44+0,61 | 659+0.21 | 7,28+0,02 | 6,43 0,11
10 894+063 | 931+047 | 874+016 | 885+0,05 | 6,86+0,12 | 7,13+0,12 | 8,81+ 0,07 | 7,54 £ 0,21
15 783+0,07 | 859+021 | 1042+0,68 | 9,23+0,48 | 7,94+0,71 | 923+0,08 | 7,69+0,12 | 8,64 £ 0,12
20 10,41£0,58 | 10,34 +0,47 | 9,44+054 | 8,39+0,27 | 10,07+0,51 | 8,97 0,55 | 8,45+ 0,83 | 9,99 + 0,57

Tabela 3 — Contagem de fungos filamentosos e leveduras na salmoura durante a fermentagédo espontanea da pimenta de cheiro verde (PV)
e madura (PM), respectivamente, sem e com tratamento térmico (TT) a diferentes temperaturas.

Fungos filamentosos e leveduras (Log UFC/mL)

Tempo (Dias) SITT TT (85°C) TT (90°C) TT (95°C)
PV PM PV PM PV PM PV PM
0 406+0,61 | 3,30+0,70 | 2,70+£0,27 | 426+0,24 <1 <1 <1 <1
5 6,68+0,08 | 645+0,30 | 7,54+0,23 | 538+0,46 | 400+0,48 | 3,73+0,50 | 2,67+0,65 | 3,09+0,70
10 706+047 | 6,18+0,39 | 751+0,37 | 516+0,03 | 3,67+0,58 | 633+0,13 | 402+0,05 | 3,20+0,72
15 5,72+0,71 | 654+0,20 | 7,04+042 | 465+0,11 | 413+0,15 | 751+1,13 | 6,39+0,39 | 3,21+0,09
20 794+002 | 539+0,27 | 7,14+138 | 468+0,11 | 518+0,07 | 6,61+2,15 | 7,34+0,26 | 7,34+0,26
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4.4 AVALIACAO DA FERMENTACAO ESPONTANEA DA PIMENTA DE CHEIRO

Na Tabela 4, estdo apresentadas as contagens de micro-organismos na pimenta inteira
pos-pasteurizacdo (85°C/2min) em diferentes lotes. Nestes lotes, ndo foram encontradas
bactérias laticas, mesofilos totais e, fungos filamentosos e leveduras.

Tabela 4 — Contagens de micro-organismos em diferentes lotes de pimenta pos-
pasteurizacao.

Lotes | Bactérias laticas | Mesofilos Totais | Fungos filamentosos e Leveduras
(UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)
10 <1 <1 <1
20 <1 <1 <1
3° <1 <1 <1

A avaliacdo da fermentacdo espontanea com os vegetais submetidos ao processo de
branqueamento, a partir dos resultados de pH e contagem de mesofilos, sob diferentes niveis
de concentracdo de NaCl (2, 3 e 4%, p/v), em relacdo aos tempos de fermentagdo, estdo
apresentados na Figura 11 e na Tabela 5, respectivamente.

Figura 11 — Variacao de pH na salmoura durante a fermentacao espontanea da pimenta
de cheiro com trés concentra¢des diferentes de sal.
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Conforme ilustrado na Figura 10, os valores de pH iniciais na salmoura com diferentes
concentracgdes de sal (2, 3 e 4%, p/v) estavam entre 6,12 e 6,59, na fermentacdo da pimenta de
cheiro. Ap6s um dia de incubacdo, os valores de pH ndo diminuiram acentuadamente.
Posteriormente, ocorreram apenas pequenas diminui¢cbes nos valores de pH até final do
processo fermentativo, que foi de 5,38 (2% NaCl), 5,74 (3% NaCl) e 5,78 (4% NaCl). O NaCl
néo teve influéncia estatisticamente significativa (p>0,05) nos valores de pH nos primeiros 7

dias de fermentacdo.

Tabela 5 — Contagem de mesofilos aerdbios na salmoura durante a fermentacao
espontanea da pimenta de cheiro com trés concentracoes diferentes de sal.

Mesofilos aerdbios (Log UFC/mL)
Tempo (Dias) Concentracdo de NaCl
2% 3% 4%
0 <1 <1 <1
7 6,44 + 0,94° 6,00 + 0,66 6,39 + 0,33
14 6,94 0,73 6,54 + 0,13 6,81+ 0,38
21 7,01+0,11 6,88 £ 0,45 6,87 £ 0,61

Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05).

Os resultados das populagdes iniciais de mesofilos aerodbios na salmoura foram < 1
Log UFC/mL na fermentacdo da pimenta de cheiro (Tabela 5), no entanto, o nimero de
colonias aumentou no decorrer do tempo nas trés fermentacgdes (2, 3 e 4% de NaCl, p/v). A
partir do 7° dia de incubacdo observou-se crescimento dos micro-organismos deterioradores e,
em seguida, aumento gradual, e na auséncia da microbiota competitiva se proliferaram no
produto. Ao final da fermentacdo, as contagens de mesofilos foram de 7,01, 6,88 e 6,87 Log
UFC/mL a 2, 3 e 4% NacCl, respectivamente. Contudo, verificou-se que o sal ndo tem
influéncia estatisticamente significativa (p>0,05) sobre o crescimento de mesofilos nos
primeiros 7 dias de fermentacé&o.

O numero original de bactérias laticas na pimenta de cheiro foi de 4,88 + 0,43 Log
UFC/mL, e o seu potencial para iniciar a fermentacao, foi avaliado a partir dos dados de pH,
acidez titulavel, expressa em porcentagem de acido latico, contagem de mesofilos, bactérias
laticas, fungos filamentosos e leveduras na salmoura (4% NaCl + 0,5% Glicose) em relagdo
aos tempos de fermentacdo espontdnea da pimenta de cheiro ndo submetida ao

branqueamento, apresentados na Figura 12.
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Da anélise gréfica da Figura 12 referente & avaliacdo fisico-quimica, observou-se que
o valor de pH inicial na salmoura na fermentacdo da pimenta de cheiro ndo submetida ao
branqueamento foi de 6,7. Apds um dia de incubacdo, foi verificado uma queda de 1,23
unidades para o valor de pH. O pH diminuiu acentuadamente a partir do 5° dia para 4,46 e
seguiu-se mais lentamente para um nivel estvel durante a fase estacionéria de crescimento,
em que o pH minimo foi atingido no 15° dia de fermentagdo (3,25), enquanto, a acidez

alcancou seu ponto maximo no 19° dia de fermentacgéo (0,15%).

Figura 12 — Variacdo de pH, acidez titulavel, contagem de mesdfilos, bactérias laticas,
fungos filamentosos e leveduras na salmoura durante a fermentacéo espontanea da pimenta de
cheiro sem branqueamento.
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As contagens microbianas de mesofilos, bactérias laticas, fungos filamentosos e
leveduras, foram < 1 Log UFC/mL, no tempo 0 e ap6s um dia de incubacéo, e em seguida,
aumentou acentuadamente a partir do 3° dia, como ilustrado na Figura 12. Na fase
exponencial, as taxas de crescimento de mesofilos e bactérias laticas foram aproximadamente
as mesmas até o 3° dia de fermentacdo. Durante a fase estacionaria relativamente longa, a
contagem de mesofilos atingiu um valor maximo de 7,46 Log UFC/mL no 7° e 9° dia de
fermentacdo, enquanto que, as bactérias laticas atingiram 6,92 Log UFC/mL aos 19 dias. Os
fungos filamentosos e leveduras foram as espécies predominantes no final do processo
fermentativo, atingindo 7,35 Log UFC/mL, no entanto, este dado é préximo aos resultados

das contagens de mesofilos (7,07 Log UFC/mL) e bactérias laticas aos 19 dias.
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As contagens de bactérias laticas na pimenta de cheiro, ap6s 19 dias de fermentagdo, foram
inferiores a 10° UFC/mL. No entanto, a populagdo de bactérias laticas na salmoura foi
superior do que na matriz da pimenta.

Na avaliacdo visual, foram observadas mudancas de coloragdo nas pimentas
originalmente verdes brilhantes se tornaram verde oliva em ambas as formas de fermentagéo
espontanea (com e sem branqueamento). Durante a fermentacdo com o0s vegetais ndo
submetidos ao processo de branqueamento, a salmoura apresentou coloracdo mais turva do

que o outro processo fermentativo.

4.5 AVALIACAO DA FERMENTACAO DA PIMENTA DE CHEIRO COM L. plantarum

A avaliagcdo da fermentagcdo da pimenta de cheiro com L. plantarum, a partir dos
resultados de pH e contagem de bactérias laticas na salmoura, referente aos ensaios sob a
mesma concentracdo de NaCl (4%, p/v), diferentes concentracdes de glicose (0.5, 1 e 2%, p/v)
e inoculo inicial 6,5 Log UFC/mL, em relacdo aos tempos de fermentacao, estdo apresentados

na Figura 13, e na Tabela 6, as contagens de fungos filamentosos e leveduras na salmoura.

Figura 13 — Variacdo de pH e bactérias laticas na salmoura durante a fermentagéo da
pimenta de cheiro por L. plantarum R1012 em trés diferentes concentracdes de glicose a 4%
NaCl. (A) pH; (B) Bactérias Laticas.
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De acordo com a Figura 13A, os valores de pH iniciais na salmoura a mesma
concentracdo de sal 4% (p/v) e diferentes concentracfes de glicose (0.5, 1 e 2%, p/v), estavam
entre 5,60 e 5,78, na fermentacdo da pimenta de cheiro com cultura iniciadora. No primeiro
dia de incubacdo houve um decréscimo de 0,69, 0,96 e 0,75 unidades no valores de pH em
diferentes concentracdes de glicose 0.5, 1 e 2% (p/v), respectivamente. Os valores de pH
foram reduzindo gradualmente nas trés concentragdes, resultando em valores de pH final de
3,93 a 4,00. Nas amostras com 1 e 2% de glicose, a diminui¢do do pH para um valor seguro
ocorreu em menor tempo, apos 48h de fermentacgdo, do que as amostras com 0,5% de glicose
(60h). A glicose ndo teve efeito estatisticamente significativo (p>0,05) nos valores de pH nas
primeiras 24h de fermentacéo.

A Figura 13B mostra o desenvolvimento de L. plantarum R1012 como cultura
iniciadora em diferentes concentracdes de glicose a 4% NaCl. O crescimento maximo das
bactérias laticas foi obtida apos 24h de fermentagéo, atingindo 7,24 e 7,46 Log UFC/mL, nas
fermentacOes com 1 e 2% de glicose, respectivamente, enquanto que as amostras com 0,5%,
atingiu 7,10 Log UFC/mL as 12h de fermentagdo. Apos o crescimento exponencial cessar, 0s
nameros de células viaveis rapidamente diminuiram, apresentando estabilidade a partir de
48h. Em diferentes concentracdes de glicose ndo foram observadas diferencas estatisticamente

significativas (p>0,05) sobre o crescimento de bactérias laticas na salmoura nas primeiras 24h
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de fermentacdo, mas comparando com as outras duas concentragdes de glicose, em 0,5% de
glicose obteve-se 0 menor resultado para a contagem de células viaveis.

Durante a fermentacdo da pimenta de cheiro com L. plantarum, as populacdes de
fungos filamentosos e leveduras foram <10 UFC/mL, independente dos niveis de glicose a

4% NaCl utilizado no processo (Tabela 6).

Tabela 6 — Variagdo de fungos filamentosos e leveduras na salmoura durante a
fermentacdo da pimenta de cheiro por L. plantarum R1012 em trés diferentes concentracdes
de glicose a 4% NaCl

Concentracdo de | Fungos filamentosos e Leveduras
glicose a 4% NaCl (UFC/mL)
Oh 48h
0,5% <10 <10
1% <10 <10
2% <10 <10

Na pimenta de cheiro, ap6s 72h de fermentacdo, as contagens de bactérias laticas
apresentaram valores médios de 9,20 + 0,15, 9,04 + 0,22 e 9,06 + 0,30 Log UFC/mL em
diferentes concentracdes de glicose a 4% NaCl em salmoura, respectivamente. Também foi
significativo que as condi¢Ges que favoreceram o crescimento das bactérias laticas na
pimenta, acima de 10° UFC/mL, ndo coincidiam com as condicBes que maximizavam o
crescimento das bactérias na salmoura. Assim como na salmoura, a glicose ndo teve
influéncia estatisticamente significativa (p>0,05) sobre o crescimento de bactérias laticas na
pimenta.

Na Figura 14, estdo apresentados os resultados de pH e contagem de bactérias laticas
na salmoura em relacdo aos tempos de fermentacdo, referente ao estudo do efeito da
concentracdo de sal (4, 5 e 6%, p/v) sob a mesma concentracdo de glicose (0,5%, p/v) e
inoculo inicial com cerca de 6,5 Log UFC/mL, na fermentacdo da pimenta de cheiro com L.
plantarum, e na Tabela 7, as contagens de fungos filamentosos e leveduras na salmoura.

A partir dos valores iniciais de pH da salmoura que foi de 5,77, 5,81 e 5,65 em
diferentes concentragdes de sal (4, 5 e 6%, p/v) suplementada com glicose a 0,5%,
respectivamente, a reducéo do pH apos 24h de fermentacdo foi similar em todas as amostras,
com decréscimo de 0,69, 0,67 e 0,66 unidades, respectivamente (Figura 14A). Durante a

fermentacdo, os valores de pH diminuiram, reduzindo para 3,98, 4,20 e 4,02 apo6s 72h,
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respectivamente. Portanto, o sal ndo teve efeito estatisticamente significativo (p>0,05) nos

valores de pH durante as primeiras 12h de fermentacéo.

Figura 14 — Variacdo de pH e bactérias laticas na salmoura durante a fermentacdo da
pimenta de cheiro por L. plantarum R1012 em trés diferentes concentracdes de NaCl a 0,5%
glicose. (A) pH; (B) Bacteérias Laticas.
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Conforme ilustrado na Figura 14B, as contagens de bactérias laticas na fermentacdo
controlada da pimenta de cheiro em diferentes concentracfes de sal a 0,5% de glicose
atingiram valores maximos de 7,10, 6,78 e 7,31 Log UFC/mL, respectivamente, apos 12h de
fermentacdo. A partir deste periodo até as 24h, ha ligeira diminuicdo nas contagens de células
e, em seguida, atingiram-se um nivel estavel. Verificou-se que o sal ndo teve influéncia
estatisticamente significativa (p>0,05) sobre o crescimento de bactérias laticas em salmoura
nas primeiras 12h de fermentacdo, mas a utilizacdo de maiores concentracdes de sal (6%)
resultou em maior crescimento das bactérias.

No inicio e apds 48h de fermentacdo, as contagens de fungos filamentosos e leveduras
foram <10 UFC/mL na salmoura de NaCl a 4, 5 e 6% com glicose a 0,5%, como ilustrado na

Figura 7.

Tabela 7 — Variacdo de fungos filamentosos e leveduras na salmoura durante a
fermentagdo da pimenta de cheiro por L. plantarum R1012 em trés diferentes concentragdes
de sal a 0,5% de glicose.

Concentragdo de | Fungos filamentosos e Leveduras
sal a 0,5% glicose (UFC/mL)
Oh 48h
4% <10 <10
5% <10 <10
6% <10 <10

A adicdo de cultura starter sob a influéncia da concentracéo de sal a 0,5% de glicose
em salmoura assegurou altas contagens de bactérias laticas na pimenta de cheiro, ap6s 72h de
fermentacdo, do que na propria salmoura, apresentando valores médios de 9,20 + 0,15, 9,34 +
0,31 e 9,37 + 0,45 Log UFC/mL, respectivamente, assim como nas amostras sob o efeito da
concentragéo de glicose a 4% NacCl.

A qualidade sensorial da pimenta de cheiro, determinada pelos responsaveis da
pesquisa (ndo cientifico), foi realizada nas diferentes salmouras ap6s 72h de incubacdo a
20°C. Em todas as amostras, a firmeza, o aroma e a cor verde oliva do vegetal fermentado
tinham as mesmas caracteristicas. A adicdo da cepa de L. plantarum contribuiu para
intensificar o aroma e o sabor caracteristico do vegetal e do produto fermentado, devido a
producdo de acido latico. Quanto ao sabor, a adicdo de diferentes niveis de glicose na

salmoura (4% NacCl, p/v) foi insignificante para este atributo, mas a presenca de NacCl,
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contribuiu para 0 mesmo. A maior concentracdo de NaCl testada (6%, p/v) realgcou o sabor da
pimenta de cheiro e mesmo em maior nivel, o gosto salgado quando comparado as outras
amostras, nao teve efeito significativo, devido provavelmente ao formato em que foi
fermentada (inteira).

Os resultados de pH, acidez e contagem de bactérias laticas na salmoura, em relagdo
aos tempos de fermentacao, referente a fermentacdo da pimenta de cheiro com L. plantarum a
partir do estudo de eventuais correlagcdes entre os teores de glicose, sal e cultura starter (6%
NaCl + 2% glicose + 6,5 Log UFC/mL), estdo apresentados na Figura 15, e na Tabela 8, 0s
resultados da contagem de fungos filamentosos e bolores.

Figura 15 — Variagdo de pH, acidez e bactérias laticas na salmoura durante a
fermentacdo da pimenta de cheiro por L. plantarum R1012.
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Durante o processo fermentativo, o valor de pH na salmoura diminuiu de 6,5 no inicio
para 3,99 no final da fermentacgéo e a acidez titulavel, de 0,02% aumentou para 0,18%, como
ilustrado na Figura 15. A populacdo de bactérias laticas na salmoura atingiu o valor maximo
de crescimento em apenas 6 horas de fermentagdo, apresentando um valor de 7,37 Log
UFC/mL. Contudo, a partir deste periodo, ha um declinio destas col6nias (Figura 15). Quanto
as populacdes de fungos filamentosos e leveduras na salmoura, as contagens foram inferiores
a 10 UFC/mL (Tabela 8).
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Tabela 8 — Variacdo de fungos filamentosos e leveduras na salmoura durante a
fermentagdo da pimenta de cheiro por L. plantarum R1012.

Tempo | Fungos filamentosos
(Horas) | e leveduras (UFC/mL)
0 <10
24 <10
48 <10
72 <10

O efeito benéfico da adigdo de cultura starter na fermentacdo da pimenta de cheiro, em
6% de NaCl e 2% de glicose em salmoura, é também exemplificado nas altas contagens de

bactérias laticas na pimenta com valor de 9,28 + 0,099 Log UFC/mL, apds fermentacao.

4.6 CARACTERIZACAO DO PRODUTO FINAL

O produto final da fermentacdo da pimenta de cheiro em salmoura a 6% de NaCl, 2%
de glicose e adicdo de L. plantarum (6,5 Log UFC/mL) pode ser observado na Figura 16. As
variacOes de pH, acidez titulavel e as populagdes de bactérias laticas no vegetal fermentado e
na salmoura, em relacdo aos tempos de fermentagéo, estdo apresentados na Figura 17, e na

Tabela 9, as contagens de fungos filamentosos e leveduras.

Figura 16 — Pimenta de cheiro (Capsicum chinense) fermentada em salmoura
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Figura 17 — Variacdo de pH, acidez e bactérias laticas durante a fermentacdo da
pimenta de cheiro por L. plantarum R1012. (A) pH e acidez; (B) Bactérias laticas.
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Inicialmente, verificou-se que o valor de pH na pimenta de cheiro foi de 6,12 e acidez

titulavel de 0,11%, enquanto a salmoura apresentou um pH de 6,5 e acidez de 0,018% (Figura

17A). Ap6s um dia de incubacdo, o valor de pH da salmoura apresentou uma répida

diminuicdo em 1,5 unidades, em comparagdo ao pH do vegetal fermentado que foi de 0,52
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unidades. E interessante ressaltar que a queda de pH foi mais rapida na salmoura até 48h, mas
a partir deste periodo um menor valor de pH foi registrado para o vegetal fermentado. Como
resultado, os valores finais de pH da salmoura e da pimenta foram de 4,10 e 3,91,
respectivamente. Maiores concentracdes de &cido latico foram observadas no vegetal
fermentado durante todo periodo fermentativo, apresentando um valor final de acidez titulavel
de 0,67%, em comparagéo ao valor determinado na salmoura (0,23%).

A Figura 17B descreve o crescimento das bactérias laticas na salmoura e na pimenta
de cheiro durante o processo fermentativo. Inicialmente, as contagens de bactérias laticas no
vegetal estavam presentes em nimeros baixos, seguidos por um rapido aumento a partir de
18h até o final da fermentacdo, isto €, 9,21 Log UFC/mL, enquanto que na salmoura o maior
namero de células foi observado em 9h, com valor de 7,40 Log UFC/mL. Em relacdo as
populacdes de fungos filamentosos e leveduras, tanto na salmoura quanto na pimenta, as

contagens foram inferiores a 10 UFC/mL (Tabela 9).

Tabela 9 — Variacdo de fungos filamentosos e leveduras durante a fermentacdo da
pimenta de cheiro por L. plantarum R1012.

Tempo Fungos filamentosos
(Horas) e leveduras (UFC/g)
Salmoura Pimenta
0 <10 <10
24 <10 <10
48 <10 <10
72 <10 <10

4.7 AVALIACAO DA VIDA DE PRATELEIRA DA PIMENTA FERMENTADA COM L.
plantarum SOB REFRIGERACAO

Os resultados da viabilidade microbioldgica e as caracteristicas fisico-quimicas da
pimenta fermentada com L. plantarum durante o armazenamento em refrigeracdo a 4°C, estdo
apresentados na Figura 18. De acordo as anélises fisico-quimicas, verificou-se que houve
decréscimo de pH e aumento da acidez ao longo do armazenamento na salmoura e no vegetal,
exceto no valor de acidez a partir do 21° dia na pimenta, devido a continua producéo de acido

latico pelas bacterias laticas (Figura 18A). O valor inicial de pH na salmoura de 3,99 diminuiu
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para 3,28 ao final da estocagem e a acidez titulavel, de 0,18% aumentou para 0,66%. No
vegetal, o pH de 3,9, no tempo O de estocagem, diminui para 3,48 e a acidez, de 0,44%
aumentou para 0,63%, mas o teor maximo em acidez (0,76%) foi observado no 21° dia de

armazenamento.

Figura 18 — Variacdo de pH, acidez e bactérias laticas na pimenta de cheiro
fermentada por L. plantarum R1012 durante o armazenamento sob refrigeracéo a 4°C. (A) pH
e acidez; (B) Bactérias laticas.
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Durante o armazenamento refrigerado, a contagem de bactérias laticas no tempo 0 foi
de 9,27 Log UFC/mL no vegetal fermentado, apresentando aumento de um ciclo logaritmico
apos 7 dias (10,33 Log UFC/mL), no entanto, a partir deste periodo houve reducéo de ~1,4 a 2
ciclos logaritmicos, apresentando valores de 8,95 Log UFC/mL no 14° dia, 8,86 Log UFC/mL
no 21° dia, 8,82 Log UFC/mL no 28° dia e 8,36 Log UFC/mL no 32° dia de armazenamento.
Quanto a salmoura, a contagem inicial de células vidveis foi de 6,49 Log UFC/mL,
diminuindo ao longo do armazenamento, apresentando reducdo de ~2 ciclos logaritmicos ao
final (4,34 Log UFC/mL).

A evolugéo da populacgdo de fungos filamentosos e leveduras (Tabela 10) ao longo dos
32 dias de armazenamento diminuiram gradualmente para niveis <1 UFC/mL, a partir da

concentracgdo inicial <10 UFC/mL, tanto na salmoura como no vegetal fermentado.

Tabela 10 — Variacdo de fungos filamentosos e leveduras na pimenta de cheiro
fermentada por L. plantarum R1012 durante o armazenamento sob refrigeragéo a 4°C.

Tempo Fungos filamentosos
(Dias) e leveduras (UFC/mL)
Salmoura Pimenta

0 <10 <10

7 <10 <10

14 <1 <1

21 <1 <1

28 <1 <1

32 <1 <1
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5 DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DA PIMENTA DE CHEIRO

As alteracBes na composicao fisico-quimica da pimenta sdo considerac¢@es nutricionais
importantes que podem variar de acordo com a espécie, o cultivar, as condigdes de cultivo
como o tipo de solo e a época do ano, e a maturagdo dos frutos (PINTO, PINTO,
DONZELES, 2013), que determinam os padrdes de qualidade.

A quantidade de sélidos sollveis totais, 0 pH e a acidez titulavel, desempenham um
papel importante na manutencdo da qualidade dos frutos e refletem o estadio de maturacéo
dos mesmos, sendo essas caracteristicas responsaveis pelo sabor e aroma dos frutos
(SANTANA; MATSUURA; CARDOSO, 2004).

O pH para a pimenta de cheiro in natura madura foi de 5,13 (Tabela 1), este valor foi
semelhante aos observados por Borges et al. (2015) em Roraima, que encontraram valores de
4,98 a 5,45 em pimentas da espécie Capsicum chinense. Em Tocantins, Cerqueira (2012)
verificou que a pimenta de cheiro in natura verde apresentou valor médio de 5,0 mesmo com
pequena oscilacdo ao longo do armazenamento em diferentes embalagens, apresentando assim
valores inferiores aos encontrados nesse experimento para o pH da pimenta de cheiro in
natura verde, com média de 5,77. A medida do pH é um parametro importante para o controle
da deterioracdo do produto, devido a presenca e crescimento de micro-organismos nocivos a
salde na faixa de pH em torno da neutralidade (6,5-7,5) (BRAGA et al., 2013).

Os teores de sélidos soluveis totais foram iguais a 6 °Brix na pimenta madura e 5 °Brix
na verde, sendo os valores de solidos solGveis do vegetal verde similares aos relatados por
Borges et al. (2015), de 4,6 °Brix, ao caracterizar a pimenta verde da espécie C. chinense; e
Cerqueira (2012), de 3,25 a 6,03 °Brix, na avaliacdo da pimenta de cheiro in natura verde ao
longo do armazenamento.

A acidez titulavel expressa em &cido citrico na pimenta madura e verde apresentou
média de 0,22% e 0,19%, respectivamente. Esses valores foram superiores ao descrito em
Cerqueira (2012), com média de 0,13% para a acidez da pimenta de cheiro in natura verde.
Em outras variedades de pimentas da espécie C. chinense constataram-se valores de 0,202% a
0,561% de acidez (BORGES et al., 2015).

A determinagdo de umidade na pimenta madura foi de 89,94%, e na verde, 91,76%
(Tabela 1), apresentando conformidade com os resultados obtidos por Carvalho et al. (2014),

avaliando nove gendtipos de Capsicum spp. em dois estddios de maturacdo do Banco de
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Germoplasma da Empraba Amazonica Oriental em Belém-PA, onde encontraram valores de
umidade variando de 81,46% a 91,42%, para as pimentas imaturas (verdes), e de 78,19% a
89,39%, para as maduras, sendo assim perda de umidade com o amadurecimento dos frutos
devido ao aumento da atividade respiratoria.

O teor de cinzas representa a determinagdo mineral presente nos vegetais. As cinzas
observadas na pimenta madura (0,62%) e verde (0,51%) estdo acima dos resultados obtidos
por Carvalho (2014), com teores médios de 0,434 e 0,368 mg/100g na pimenta in natura
verde e madura, respectivamente, estudando a composicdo centesimal da pimenta de cheiro
(Capsicum chinense) em diferentes estadios de maturagdo oriundas do comércio local de
Belém-PA.

No que se refere aos valores encontrados para proteinas, constatou-se média de 1,23%,
para a pimenta madura e 0,86%, para a verde. Valores estes inferiores ao encontrado por
Carvalho (2014), que foi de 5,358 e 6,575 g/100g, na pimenta de cheiro in natura verde e
madura, respectivamente, obtido em Belém-PA.

A quantidade de lipideos encontrada no estudo de 0,60 e 0,35% na pimenta madura e
verde, respectivamente, foi superior ao encontrado por Carvalho (2014), que obteve 0,367 e
0,456 g/100g na pimenta de cheiro in natura verde e madura, respectivamente, obtido em
Belém-PA. Dambros (2014), avaliando dez acessos de pimentas Capsicum spp. e a pimenta
dedo de moca, relataram valores que oscilaram de 0,21% a 1,10%, e 0,28%.

Considerando o resultado de carboidratos, verificou-se que a pimenta madura
apresentou maiores valores (7,61%) em comparacdo a pimenta verde (6,51%). Estes valores
sdo superiores ao encontrado por Oliveira (2011) que ao avaliarem a composicado centesimal
das pimentas do género Capsicum spp., encontrou o valor de 4,94% de carboidratos para a
pimenta de cheiro (C. chinense) e inferiores ao resultado de 0,25 e 0,118 g/100g na pimenta
verde e madura, respectivamente, apresentado por Carvalho (2014), obtido em Belém-PA.

A composic¢do centesimal da pimenta de cheiro no presente estudo é semelhante a
composicao dos vegetais mais frequentemente utilizados em fermentacées laticas. O repolho,
0 pepino e as azeitonas sdo 0s vegetais mais utilizados nas fermentagdes, e estas materias
primas sdo alimentos que apresentam alta umidade, baixo teor em proteinas, em carboidratos
fermentesciveis e em gordura (& excecdo das azeitonas). A faixa dos compostos sdo 0s
seguintes: umidade de 92 - 94%, 95%, e 78 - 80%; carboidratos de 5 - 6%, 2 - 3%, e 2 - 4%;
proteina de 1%, 1%, e 1 - 2 %, para o repolho, pepino e azeitonas, respectivamente, e lipideos
de 12 - 14% para as azeitonas (HUTKINS, 2006).
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5.2 SELECAO DA TEMPERATURA DE FERMENTACAO

A partir dos resultados obtidos no estudo (Figura 8), pode-se inferir que tanto a
temperatura de incubacdo quanto o estddio de maturacdo do vegetal afetam o processo
fermentativo espontaneo. O ensaio fermentativo da pimenta de cheiro no estadio verde a 20°C
foi o que apresentou condicdes de pH mais favoraveis a fermentacdo. No entanto, esta mesma
temperatura ndo criou condicdes favoraveis para manter a reducdo do pH até o final do
processo com o vegetal maduro, devido possivelmente ao crescimento de micro-organismos
deteriorantes como certos tipos de bactérias, leveduras e fungos filamentosos. Com o0 aumento
da faixa de temperatura na fermentacdo natural a 35°C, os micro-organismos deteriorantes
proliferaram, o que resultou na elevacdo do pH a partir do quarto dia nos dois estadios de
maturacao analisados.

De acordo com Goldoni e Goldoni (2001), a elevacdo do pH no final da fermentacéo,
com a possibilidade do crescimento de micro-organismos deteriorantes menos tolerantes a
acidez, € causada pelo desenvolvimento de leveduras, que sempre estardo presentes, devendo-
se evitar a0 maximo o seu crescimento, principalmente as oxidativas ou superficiais, dada a
existéncia de maiores teores de &cido latico que é consumido pelas mesmas. A atividade
metabdlica dessas leveduras pode favorecer o desenvolvimento de outras bactérias de
deterioracdo, tais como o Clostridium e as Enterobactereceae (FRANCO; PEREZ-DIAZ,
2012).

A presenca de peliculas, manchas esbranquicadas, mudancas de coloracdo e
amolecimento das amostras estudadas é resultado do crescimento de leveduras responsaveis
por muitas das condicGes indesejaveis para a fermentacdo. Estas peliculas na superficie das
amostras sao formadas por leveduras oxidativas que oxidam o &cido latico, ocasionando um
aumento de pH que pode contribuir na deterioracdo do produto (PEREIRA et al., 2008). O
amolecimento das amostras esta relacionado com a hidrolise do material péctico através da
atividade pectinolitica de micro-organismos como leveduras, fungos filamentosos e bactérias
do género Bacillus ou causado pelas proprias enzimas das amostras (GOLDONI; GOLDONI,
2001; HUTKINS, 2006).
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5.3 INFLUENCIA DO TRATAMENTO TERMICO NO VEGETAL SOBRE A
FERMENTACAO

Os resultados dos tratamentos téermicos na pimenta de cheiro a 85°C, 90°C e 95°C por
2 minutos como um procedimento bactericida sobre a fermentacdo, devido a redugdo do uso
de sal, foram negativos em relacdo a amostra sem tratamento para as temperaturas testadas.
No grupo controle, sem tratamento térmico, as bactérias selvagens presente na microbiota
nativa do vegetal cresceram e uma diminuicdo do pH foi observada como esperado,
entretanto, esta mesma diminuicgdo foi mais brusca nos grupos com branqueamento, a excecao
da fermentacdo da pimenta no estadio verde e madura submetida ao branqueamento a 85°C
que apresentou os melhores resultados (Figuras 9 e 10). Apds cada tratamento, em ambos 0s
estadios de maturacdo, as contagens de micro-organismos mesofilos, fungos filamentosos e
leveduras (Tabelas 2 e 3) foram elevados e, possivelmente, foi influenciada pelo meio sem a
manutencdo da anaerobiose, aplicagdo de calor insuficiente e baixa concentracdo de sal
utilizada (2% NaCl) para a inativacdo dos micro-organismos deteriorantes.

Segundo Furtado e Dutra (2012), as pimentas tém pH proximo de 6,0, sendo
classificadas como alimentos de baixa acidez. O tratamento térmico indicado para alimentos
de baixa acidez é a esterilizacdo, empregando temperaturas superiores a 100°C. Na pimenta,
esse tipo de tratamento causa alteragdes indesejaveis no produto final e a forma mais
adequada de conservacao do produto € a acidificacdo, seguida de tratamento térmico.

Em virtude da inviabilidade de um tratamento térmico a 100°C, visando a preservacédo
dos compostos funcionais e as caracteristicas sensoriais da pimenta, a combinagdo de maiores
teores de sal com meios fermentativos microaerofilicos controlados sdo necessarios. Alguns
autores relatam que a concentracdo de sal na salmoura deve situar-se na faixa de 4 a 6%, pois
favorecem a fermentacdo latica. ConcentracGes mais elevadas de NaCl nas salmouras afetam
0 crescimento destes micro-organismos e promovem o crescimento de leveduras resultando
em um produto final de pH mais elevado e menos acido. A salmoura com 8% de NaCl, pode
induzir a inibicdo do crescimento de bactérias laticas, independentemente da temperatura de
fermentagdo (TASSOU; PANAGOU; KATSABOXAKIS, 2002).

No processo fermentativo da pimenta de cheiro, o grau de maturacdo pode ter
influenciado as caracteristicas do produto, independente do tratamento térmico submetido ao
fruto, pois algumas pimentas maduras apresentaram menor grau de enrijecimento do
pericarpo. Com o amadurecimento, ha o aumento do teor de sélidos sollveis em conjunto

com a diminuicdo da rigidez, promovendo o amolecimento caracteristico de frutos maduros.
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Sendo assim, menor alteracdo nas propriedades sensoriais ocorreu quando a fermentacao foi

realizada com os frutos verdes.

5.4 AVALIACAO DA FERMENTACAO ESPONTANEA DA PIMENTA DE CHEIRO

A microbiota natural das matérias-primas frescas podem variar de acordo as condicGes
de cultivo como o tipo de solo, clima e época de colheita. Ocasionalmente, isso pode afetar
negativamente as fermentacdes e para inibir os micro-organismos indesejaveis, o tratamento
térmico na pimenta foi avaliado. As contagens de bactérias laticas, mesofilos totais e fungos
filamentosos e leveduras nas amostras de pimenta foram <1 UFC/mL ap0s o tratamento
térmico (Tabela 4), demonstrando que o processo de branqueamento foi eficiente na reducéo
da carga inicial destes micro-organismos.

As fermentacBes espontaneas dos vegetais dependem principalmente das atividades
competitivas de uma variedade de micro-organismos autdctones e contaminantes, devido a
diversidade de organismos presentes nos vegetais crus (RODRIGUEZ et al., 2009), e a fim de
minimiza-los, procedeu-se, entdo, ao tratamento térmico, analises fermentativas com trés
niveis de concentracdo de sal, 2, 3 e 4% (p/v).

A partir dos resultados do presente estudo, em diferentes concentracbes de NaCl,
observou-se que o crescimento de bactérias laticas foi inibido independente da concentracdo
de sal na salmoura, uma vez que, ndo ocorreu diminui¢do do pH para um valor seguro,
apresentando valores de pH final de 5,38, 5,74 e 5,78 em 2, 3 e 4% NaCl, respectivamente, e
como consequéncia, prevaleceu o desenvolvimento da microbiota deteriorante (Tabela 5).
Este resultado confronta ao exposto por Swain et al. (2014), ao relatarem que o principal
papel do sal é promover o crescimento das bactérias laticas em relacdo as bactérias de
deterioracdo, ao criar condigdes anaerobias em torno do produto submerso, além de inibir a
acao das enzimas que podem causar amaciamento vegetal e posterior putrefacéo.

As baixas concentracBes de cloreto de sddio nos trés ensaios do primeiro grupo nao
foram limitantes para impedir o crescimento das bactérias laticas, ja que de acordo com
Gonzalez-Quijano et al. (2014), as altas concentragdes de NaCl (8,42%) utilizada na
fermentacdo esponténea da pimenta jalapefio, induziu o crescimento das bactérias laticas,
atingindo 8,06 Log UFC/mL ap6s 28h de fermentacdo, com Lactobacillus spp. dominantes na
fermentagdo. No entanto, estes resultados séo discrepantes aos encontrados por Xiong et al.

(2016), ao demonstrarem que a fermentacdo do chucrute por diferentes concentracdes de sal
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(2, 5 e 8%, p/v) afetou significativamente a fase inicial da fermentacdo. Em 2% de NaCl o
crescimento dos micro-organismos nocivos ndo foram inibidos efetivamente e a 8%, o
metabolismo das bactérias laticas foi retardado. Enquanto que a 5% de sal, a qualidade do
chucrute na fermentacéo tradicional péde ser melhorada. Em suma, a populagéo de bactérias
laticas e a taxa metabolica foram reduzidas e o rendimento de &cido latico diminuiu com o
aumento da concentracéo de sal.

A maioria dos estudos relacionados aos processos fermentativos da pimenta tem sido
elaborada com a matéria-prima cortada em fatias uniformes ou em tiras finas, e com sementes
(DI CAGNO et al., 2009; GONZALEZ-QUIJANO et al., 2014), ja que segundo Swain et al.
(2014), as condigBes anaerObicas sdo mais eficazes desta forma. Portanto, maior é a
disponibilidade dos nutrientes no meio para 0s micro-organismos iniciarem a fermentacéo.
Neste estudo, as pimentas foram fermentadas inteiras, visando a escala industrial, o que pode
ter contribuido para a inibicdo da fermentacdo espontanea, altamente dependente dos micro-
organismos na matéria-prima e das condi¢des anaerdbicas, pH, temperatura e substratos.

Lima et al. (2006), avaliaram o processo fermentativo para producdo de picles de
maxixes (Cucumis anguria L.) sob duas diferentes formas: inteiros e cortados em rodelas de 1
cm de espessura, em diferentes concentracdes de NaCl (5, 10 e 20%, p/v), e concluiram que
as fermentagcOes com o0s maxixes cortados em rodelas apresentaram 0s melhores resultados
(maior acidez) que os obtidos com o vegetal inteiro e que o aumento da concentragdo de sal
inibiu a producéo de acido latico, independente do formato do maxixe, durante a fermentacéo.

Em um estudo de producdo de picles (ndo fermentados) de pimentas jalapefio inteiras
através de um processo de cura em uma solucdo de cloreto de sédio e &cido acético, foram
testadas dois modos de producdo, com e sem aplicacdo do pulso de vacuo (666 mbar/5min) no
inicio do processo. Os resultados obtidos indicaram que a aplicacdo do pulso de vacuo na
conserva da pimenta inteira acelerou e reduziu o tempo de producao, cerca de 30 a 15 dias,
em comparagdo com o processo industrial a pressdo atmosférica. Com a aplicacdo do vacuo, o
gas ocluso nos poros ou capilares dos tecidos dos vegetais € removido, o que contribui para o
preenchimento dos poros da matriz da pimenta com a solucdo externa através do mecanismo
hidrodinamico, este tratamento permite atingir, em menor tempo, niveis mais elevados de
agentes conservantes nos tecidos da pimenta, evitando a deterioracio (MUJICA-PAZ et al.,
2006). Assim, a aplicacdo do pulso de vacuo poderia ser uma alternativa na elaboragédo de
pimentas inteiras fermentadas, com vegetais submetidos ao tratamento térmico e a utilizacdo
de baixas concentracdes de sal, como no referido estudo para melhorar as condigdes de

anaerobiose para o crescimento das bactérias laticas.
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Na maioria das fermentacfes espontaneas de frutas e vegetais, a matéria-prima néo é
submetida ao tratamento térmico, ja que o processo fermentativo depende da microbiota de
ocorréncia natural destes, no entanto, dada a diversidade dos micro-organismos na matéria-
prima, poderd haver uma falta de controle, resultando em produtos finais indesejaveis. Na
tentativa de elaborar um produto por um método mais seguro, antes da fermentagcdo os
vegetais foram submetidos ao processo de branqueamento (85°C/2min) e resfriados, para
facilitar a incorporacdo da solugdo no vegetal aumentando a disponibilidade de nutrientes,
inativar as enzimas e eliminar o ar contido nos tecidos vegetais, e possivelmente este
tratamento influenciou negativamente na proliferacdo das espécies de bactérias laticas e o
processo de fermentacdo espontaneo foi dominado pelos micro-organismos mesoéfilos que
melhor se adaptaram as condi¢des fornecidas. Na literatura consultada, dados sobre o efeito
do branqueamento na fermentacdo espontanea sao inexistentes.

A suplementacdo de nutrientes como fonte de energia é essencial para assegurar o
crescimento microbiano adequado. As pimentas contém cerca de 10-15% de agUcares, sendo
frutose (~10% de matéria seca) e glicose (~7% de matéria seca), 0s principais constituintes, e
estas concentracOes de substratos sdo suficientes para o crescimento microbiano (CHO et al.,
2015). Considerando o resultado de carboidratos do estudo, a pimenta de cheiro verde
apresentou um valor médio de 6,51% em base Umida, mas, apesar deste valor ser semelhante
a faixa de carboidratos dos vegetais mais usados em fermentacGes laticas, este valor
provavelmente foi insuficiente para iniciar o processo fermentativo, agregado aos fatores
citados. Ainda pode-se ressaltar que a quantificacdo de carboidratos do vegetal foi realizada
incluindo a quantidade de fibras e carboidratos complexos como, por exemplo, a celulose,
substratos que ndo sdo utilizados por bactérias laticas para fermentar o meio.

A adicdo de glicose na fermentacdo espontanea e na adicionada de culturas starters,
para producdo de acido pelas bactérias laticas, vem sendo utilizada como fonte de carboidrato
para assegurar o curso das fermentacOes de vegetais, como na producdo de pimentdes,
azeitonas de mesa, couve-flor e misturas de vegetais (couve-flor, tomate verde e cenoura)
(PERRICONE et al., 2010; ALBERT; PERERA; ARENA, 2013; WOUTERS et al., 2013;
LEVENTDURUR et al., 2016). Por exemplo, para as fermenta¢Oes naturais de azeitonas
pretas em diferentes salmouras (8% NaCl, 10% NaCl, 8% NaCl + 0,5% Glicose) cultivadas
em trés distritos da regido da Turquia, Leventdurur et al. (2016) observaram que os valores
finais de pH da salmoura suplementada com glicose foram menores aos da salmoura a 8%
sem glicose nos trés distritos, entretanto, maiores contagens de leveduras, ao final da

fermentacao, foram verificadas na salmoura com 0,5% de glicose em dois distritos. Sendo
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assim, a adicdo de pequenas quantidades de glicose na fermentacdo da pimenta de cheiro
poderd promover o crescimento da flora latica.

Com base nos fatores que provavelmente afetaram o curso correto das fermentacoes da
pimenta de cheiro, para avaliacdo geral, o processo fermentativo foi realizado com os vegetais
ndo submetidos ao processo de branqueamento e adi¢do de glicose a 0,5%. Observaram-se
diferengas importantes no processo de transferéncia de massa entre a pimenta submetida ou
ndo ao branqueamento durante a fermentacao, uma vez que, o processo fermentativo realizado
com a matéria-prima ndo submetida ao processo de branqueamento, resultou na diminuigéo
do pH, apresentando valores de pH final de 3,5, aumento da acidez (0,15%) e crescimento das
bactérias laticas (6,92 Log UFC/mL). Mas, no que se referem a composi¢cdo microbiana
deteriorante, as bactérias mesofilas (7,07 Log UFC/mL) apresentaram crescimento semelhante
a fermentacdo com os vegetais submetidos ao branqueamento em todos os niveis de sal (7,01,
6,88, 6,87 Log UFC/mL em 2, 3 e 4% NaCl, respectivamente).

Wouters et al. (2013) compararam as fermentacGes espontaneas e controladas com
inoculo de L. plantarum IMDO 788 (concentracdo do inoculo de 6,0 Log UFC/mL) em
vegetais mistos (couve-flor, cenoura e tomate verde) e puros (couve-flor). Neste estudo, as
fermentacdes espontaneas apresentaram maior queda de pH nos primeiros dois dias, enquanto,
nas fermentacdes controladas, o pH diminuiu rapidamente durante um dia de incubacdo. Uma
sucessdo de micro-organismos ocorreu durante as fermentacdes espontaneas, onde as espécies
de bactérias laticas prevaleceram, ocorrendo maior acidificacdo apds 3 dias de fermentacéo,
resultando em valores de pH final de 3,5, na fermentacdo do couve-flor, e de 3,16, com 0s
vegetais mistos.

O crescimento de meséfilos, fungos filamentosos e leveduras sdo considerados micro-
organismos indesejaveis no processo. Contudo, em um estudo realizado por Xiong et al.
(2016), verificou-se que a reproducdo de fungos e Escherichia coli foram eficazmente
inibidos ao final da fermentacéo (168h) do chucrute em todos os niveis de sal (2, 5 e 8%, p/v)
devido ao efeito combinado do pH da salmoura, bactérias laticas, acidez elevada, ambiente
anaerobico e concentracdo de sal. Tassou, Panagou e Katsaboxakis (2002), avaliando o
desenvolvimento microbiologico da fermentagdo natural de azeitonas pretas em 18°C, 25°C e
a temperatura ambiente, em diferentes salmouras (4, 6 e 8%, p/v), relataram a presenca de
leveduras durante a fermentacdo em todos os tratamentos, com aumento de 2-3 unidades
logaritmicas no inicio do processo de fermentacdo, permanecendo inalterada posteriormente.

Com o propésito de produzir picles de pimenta com caracteristicas probidticas a partir

da fermentacdo latica, verificou-se que o nimero de bactérias laticas na pimenta de cheiro
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fermentada espontaneamente, ndo submetida ao branqueamento, foram inferiores a 10°
UFC/g. Este estudo demonstrou que a producdo de pimentas fermentadas desta forma é
inviavel na obtencdo de alimentos com caracteristicas probioticas, ja que a atividade das
bactérias laticas deve estar situada na faixa de 10® a 10° UFC/g, mas, a qualidade

organoléptica do vegetal fermentado foi mantida.

5.5 AVALIACAO DA FERMENTACAO DE PIMENTA DE CHEIRO COM L. plantarum

A utilizacdo de culturas starters de bactérias laticas para a producdo de legumes e
frutos fermentados tem sido recomendada, pois ndo sé sdo capazes de acelerar e controlar o
processo de fermentacgdo, inibindo o crescimento de bactérias patogénicas e de deterioracao,
mas também contribui na seguranca alimentar, nas caracteristicas organolépticas como
textura, cor e sabor do produto final e prolongamento da vida Util, que é especialmente
importante na producdo em escala industrial (RODRIGUEZ et al., 2009; PIASECKA-
JOZWIAK et al., 2013; WOUTERS et al., 2013; RANDAZZO et al., 2017). Muitas dessas
bactérias exercem até mesmo caracteristicas probidticas (BEGANOVIC et al., 2014). A
utilizacdo de estirpes selecionadas para a fermentacdo das pimentas ainda € pouco relatada
pelos pesquisadores.

No presente estudo, o uso de L. plantarum R1012 foi proposto na fermentacdo da
pimenta de cheiro para producdo de picles, a partir da avaliacdo da influéncia de diferentes
condicdes de salmoura, variando as concentracbes de glicose e NaCl, nos perfis de
fermentacdo. Estudos preliminares da fermentacdo controlada sem suplementacdo de glicose
resultaram em produtos deteriorados, uma vez que, a falta deste substrato estimulou a
prevaléncia de micro-organismos tipicos de Bacillus sp, consequentemente, a sua adi¢cdo no
meio foi essencial na conducdo do processo fermentativo e por isso, as concentracfes
necessarias de glicose foram investigadas. O crescimento maximo da cepa inicial na
fermentacdo foi superior com 1 e 2% de glicose do que em 0,5% (Figura 13B), no entanto, o
numero de células viaveis ndo exibiu aumento proporcional a concentracdo de glicose.
Alberto, Perera e Arena (2013) também demonstraram que 0 crescimento maximo de
diferentes micro-organismos inoculados na fermentagdo do pimentdo a diferentes
temperaturas (22 e 30°C) com 2% de glicose obteve desenvolvimento superior do que a 0,2%,
entretanto, ndo houve crescimento significativo apesar da concentragdo de glicose ser 10x

mais elevada.
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A inoculagdo de L. plantarum R1012 sobre a influéncia de diferentes concentragdes de
sal combinada a pequenas quantidades de glicose (0,5%), demonstrado na Figura 14B,
apresentaram crescimento reduzido nas condi¢bes de stress do ambiente de salmoura.
Observou-se que as contagens de bactérias laticas apresentaram comportamento semelhante
de sobrevivéncia a 4, 5 e 6% NaCl durante o processo fermentativo. O aumento da
viabilidade, a partir do inoculo inicial (6,5 Log UFC/mL), ndo foi de ~1 ciclo logaritmico no
ponto de desenvolvimento maximo da cultura, as 12h de incubacdo. Contudo, em 6% de
NaCl, as contagens de células foram mais elevadas.

A perda da viabilidade celular da cultura starter adicionada em ambas as condic6es de
salmoura (isto é, concentracdo de glicose e sal avaliada) ap6s a fase exponencial, pode ser
devido a limitacdo do substrato ou inibicdo do &cido latico (PASSOS et al., 1994) ou
diferencas de temperatura entre a ativacdo da cepa (35°C) e o processo fermentativo (20°C).
No que se refere a evolucdo dos fungos filamentosos e leveduras, a adicdo de cultura starter
dominou as amostras de salmoura e um menor nivel de bactérias deteriorantes foi detectado,
independentemente das concentracGes de glicose e NaCl na salmoura (Tabelas 6 e 7). A inter-
relacdo entre as populacdes de bactérias laticas e leveduras desempenha um papel importante
nos processos fermentativos, pois nesses ecossistemas eles podem competir pelos mesmos
substratos ou promover sinergicamente o crescimento uns dos outros (BONATSOU et al.,
2017).

Randazzo et al. (2017) relataram resultados semelhantes para as azeitonas
pertencentes a cultivar Nocellara Etnea, sob fermentacdo controlada em comparacdo a
espontanea. No final do processo, todas as amostras de salmoura (8% NaCl) inoculadas
apresentaram alto nivel de L. plantarum e reducdo do crescimento de Enterobacteriaceae,
envolvidos no processo de deterioracdo da azeitona, em compara¢do as amostras de controle.
Também revelaram a predominancia de L. plantarum no final de amostras inoculadas e nédo
inoculadas a partir do estudo com culturas bacterianas simples e misturadas.

Um dos fatores fisico-quimicos de grande importancia para o crescimento dos micro-
organismos e para a qualidade do produto final é o valor de pH. O pH indica o progresso de
uma fermentacdo, e sua queda ocorre devido a produgdo de &cido latico, causado pelo
metabolismo das bactérias laticas (XIONG et al., 2016). Segundo Hutkins (2006), apesar das
bactérias produtoras de &cido latico serem consideradas acido tolerantes, a maioria das
espécies crescem melhor a niveis de pH inicial acima de 6,0. Quando inoculadas em um meio
a um pH de 5,0 ou abaixo, mesmo em um curto periodo de tempo, perdem viabilidade e o seu

crescimento se dara de forma lenta.



71

Avaliando os valores iniciais de pH do estudo em diferentes niveis de glicose e sal,
Figuras 13B e 14B, respectivamente, observou-se que a adi¢do da cultura bacteriana na
salmoura foi realizada a um valor médio de pH de 5,7, este valor, apesar de ndo ser tdo abaixo
do recomendado, provavelmente pode ter influenciado o crescimento da cepa inicial, ja que as
contagens bacterianas ndo atingiram valores elevados durante a fermentacdo. Na fermentagéo
controlada do piment&o, as culturas starters foram adicionadas em salmoura (4% NaCl + 2 ou
0,2% glicose) com pH inicial de 5 e o crescimento bacteriano apresentou bons resultados
(ALBERTO; PERERA; ARENA, 2013) em discordancia aos resultados do presente estudo.

Apesar da susceptibilidade do crescimento de L. plantarum R1012 atribuida ao valor
inicial de pH da salmoura, a diminuicdo do pH final para um valor abaixo de 4,5 foi
alcancado, apés 72h de fermentacdo, independente das concentracbes de glicose e sal,
assegurando seguranca microbioldgica para a qualidade do produto final. Mas, este valor
seguro de pH alcancado ndo coincidiu com o tempo em que as bactérias laticas atingiram sua
populacdo maxima.

A producdo de azeitonas de mesa da variedade “Bella di Cerignola” por fermentacao
controlada com inoculo de L. plantarum e adicdo de glicose (0,5%), em comparacao com a
fermentagdo esponténea, ambos em 8 e 10% de NaCl, foram investigadas por Perricone et al.
(2010). Neste estudo, os valores de pH das salmouras, ap6s 49 dias de fermentacao, foram de
4,70, nas amostras com cultura starter em ambas concentragdes de NaCl, 4,39 e 4,30, nas
amostras com inoculo e glicose a 8% e 10% de NaCl, respectivamente, enquanto que nas
amostras controle o pH final foi de aproximadamente 5. Os autores concluiram que a
combinacdo de culturas starters e pequenas quantidades de glicose (0,5%), ¢ uma forma
promissora para o desenvolvimento do processo fermentativo por assegurar a diminuicdo do
pH até um valor seguro (4,3 a 4,5).

Curk, Hubert e Bringel (1996) avaliaram as caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas
de linhagens de L. paraplantarum, L. plantarum e L. pentosus, e observaram que nenhuma
das cepas cresceram a 10% NaCl, a pH 4 e a 45°C. As cepas de L. plantarum ATCC 14917,
assim como as demais linhagens do estudo, exibiram crescimento em MRS contendo 4, 6 e
8% NaCl, a pH 5 e 7, a temperatura de 15, 30 e 37°C, e ndo h& producédo de gés a partir da
glicose.

Atualmente, os alimentos fermentados de origem vegetal vém sendo utilizados como
vetores para a incorporacdo de culturas probidticas (RANDAZZO et al., 2014). As frutas e os
vegetais constituem ecossistemas que podem abrigar estirpes funcionais, pois possuem

caracteristicas quimicas e fisicas que imitam as condi¢des do trato gastrointestinal humano
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(DI CAGNO et al., 2013). As populacdes de bactérias foram e vém sendo investigadas quanto
ao seu potencial probidtico, uma vez que, quando administradas em quantidades adequadas e
vivas, conferem beneficios a saide do hospedeiro. Os beneficios para a saude pretendidos dos
probidticos s6 podem ser obtidos a depender da estirpe ou espécie especifica, da dose e da
viabilidade das bactérias ingeridas (FAO/WHO, 2002; TRIPATHI; GIRI, 2014; HUANG et
al., 2017), tais beneficios tém de ser demonstrados através das abordagens in vitro e in vivo,
como, por exemplo, apresentar resisténcia as condi¢fes adversas que simulam as condicGes
do trato gastrointestinal (GRIMOUD et al., 2010; SEME et al., 2017).

A avaliacdo de sobrevivéncia in vitro da estirpe L. plantarum R1012 utilizada nos
ensaios fermentativos do presente estudo em condicdes similares as condicBes
gastrointestinais foi investigada por Grimoud et al. (2010), e os resultados mostraram que a
estirpe apresentou elevada taxa de sobrevivéncia. A partir das caracteristicas da estirpe
utilizada como cultura starter e das altas contagens de células viaveis na matriz da pimenta ao
final da fermentacéo, independentemente do baixo nivel de micro-organismo na salmoura em
diferentes concentracGes de glicose e NaCl, pode-se concluir que a partir dos ensaios iniciais
para o desenvolvimento da formulacdo que apresente melhor viabilidade, o esbogco dos
produtos formulados pode ser considerado probidtico, pois 0 consumo direto dos vegetais € o
que vai ser consumido da formulacdo. E interessante ressaltar que, no final do processo
fermentativo, as pimentas fermentadas apresentaram resultados superiores a 9 Log UFC/mL
de bactérias laticas, o que corresponde a uma quantidade minima viavel para os probioticos
exigido pela legislacdo vigente (BRASIL, 1999).

Um namero crescente de estudos sobre a utilizacdo de culturas starters de bactérias
laticas, comerciais ou isoladas das fermentacdes espontaneas, com caracteristicas probioticas
para a producdo dos produtos horticolas fermentados vem sendo investigada pelos autores,
tais como na fermentacdo das azeitonas (BLANA et al., 2014; RANDAZZO et al., 2014) e do
chucrute (BEGANOVIC et al., 2014).

Apesar do processo fermentativo da pimenta por L. plantarum a diferentes condicdes
de substrato e NaCl ndo apresentar diferencas estatisticamente significativas quanto ao
pardmetro de pH e viabilidade microbioldgica, os ensaios a 6% de NaCl com adicéo de 2% de
glicose foi sugerido para elaboracdo do produto final, j& que esta concentracdo de sal
contribuiu para o atributo sabor caracteristico da pimenta fermentada. Segundo
Johanningsmeier et al. (2012), no estudo dos efeitos combinados de NaCl (0, 2, 4 e 6%) e pH
(3.2, 3.8, 4.3 e 5) na deterioragdo do pepino fermentado, somente a 6% de NaCl e pH 3,2, a
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degradacdo anaerdbica do &cido latico foi completamente prevenida apds incubagéo
prolongada.

Nilchian et al. (2016) ao avaliarem o uso de diferentes culturas starters (L. plantarum,
L. bulgaricus e S. thermophilus) em salmoura (4 e 6% de NaCl e 0,2 e 0,4% de inulina, p/v) a
pH 4, para melhorar o processo de fermentagdo do pepino com alta qualidade, observaram
que a textura dos pepinos fermentados a 6% de NaCl apresentaram maior dureza do que a 4%
de NaCl, quanto ao numero das estirpes de bactérias laticas, a 4% de NaCl e a 0,4% de inulina
obteve-se maior crescimento, enquanto que a 6% de NaCl e 0,4% de inulina, menores
nameros de mesofilos aerébios e leveduras foram registrados no sexto dia.

A adicdo de sal é um dos pontos criticos da fermentacdo, pois influencia o tipo e a
extensdo do crescimento microbiano e as propriedades sensoriais do produto final (PENAS et
al., 2010), bem como as concentracdes de glicose, pH e temperatura. A populacdo de
bactérias laticas na salmoura nos perfis iniciais de fermentacdo da pimenta de cheiro
apresentou nimeros abaixo do esperado (Figuras 13B e 14B), e como estes crescem melhor a
niveis de pH inicial acima de 6,0, o ajuste do pH inicial para 6,5 foi realizado na salmoura,
assim como maiores concentracfes de substrato (2% de glicose) e mudanca da temperatura de
ativacdo da cultura starter para 20°C, na tentativa de conduzir o processo fermentativo em
melhores condi¢fes de viabilidade celular para producdo do produto final. Mas, baixas
contagens de bactérias laticas foram observadas na salmoura (Figura 15), o que
provavelmente deve-se a passagem de bactérias laticas da salmoura para o vegetal durante o
processo fermentativo.

Como resultado da fermentagdo da pimenta de cheiro produzida de acordo com as
condicGes de teste final, no final do processo observou-se declinio de pH (3,99), aumento de
acidez (0,18%), dominio das bactérias laticas em relacdo aos fungos filamentosos e leveduras
na salmoura e altos niveis de bactérias laticas na pimenta (9,28 Log UFC/mL), preservando as

caracteristicas sensoriais tipicas dos processos fermentativos.

5.6 CARACTERIZACAO DO PRODUTO FINAL

A capacidade das bactérias laticas em colonizar a matriz da pimenta de cheiro durante
a fermentacdo fornece uma base Util para o uso de pimentas como vetores na incorporacéo de
micro-organismos probioticos. Durante os processos fermentativos foi relatado o papel
dominante das bactérias laticas na pimenta fermentada, apresentando altos niveis, e no estudo

de compreensdo da sequéncia de crescimento desta espécie no vegetal fermentado (Figuras
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17A e 17B), observou-se um perfil microbiano distinto ao da salmoura. Ap6s 18h de
fermentacgdo, o crescimento das bactérias laticas foi maior na pimenta do que na salmoura,
devido principalmente a melhor adaptacdo as condicdes intrinsecas do vegetal.

As diferencas no pH e na acidez titulavel, da pimenta e da salmoura, foi significativo.
Estes valores, ao final da fermentagdo, ndo atingiram o equilibrio, isto pode ser atribuido a
fermentacdo com as pimentas inteiras, mas os resultados de pH em ambos séo proximos e
seguros. O valor final de pH da salmoura e da pimenta foi de 4,10 e 3,91, respectivamente,
enguanto que a acidez titulavel aumentou para 0,23% e 0,67% (Figura 17A), respectivamente.
Os baixos valores da acidez titulavel expressos em percentual de &cido latico da salmoura, ao
final do processo (72h), em comparacéo ao da pimenta, sdo proximos aos resultados de acidez
titulavel (0,3%) no 3° dia de fermentacdo espontanea do chucrute em salmoura contendo 6%
de NaCl, 2% de acucar cristal e especiarias, apresentados por Xiong et al. (2012).

Paramithiotis, Hondrodimou e Drosinos (2010) comparam as caracteristicas fisico-
quimicas e microbiolédgicas na salmoura e no couve-flor durante a fermentacao espontanea do
vegetal. Neste estudo, ao final da fermentacdo (26 dias), o pH da salmoura e da couve-flor foi
de 3,78 e 3,82, e acidez titulavel de 0,65% e 0,67%, respectivamente. Quanto as analises
microbioldgicas, o crescimento dos micro-organismos na salmoura e no couve-flor
apresentaram semelhanca. A populacdo de fungos filamentosos e leveduras foi estavel ao
longo do periodo de fermentagdo, em consonéncia ao estudo atual. Os autores concluiram que
0 processo fermentativo espontaneo foi dominado pelo crescimento das bactérias laticas,
mesmo em elevada concentracdo de NaCl (8%).

O uso de L. plantarum R1012 como cultura starter e as condi¢fes de processo
aplicadas (temperatura, concentracdo de glicose e NaCl, etc.) na fermentacdo em estudo,
permitiu reduzir o tempo fermentativo. Em apenas 72h, a diminuicdo do pH e a acidificacdo
da salmoura para valores desejaveis foram alcancados, o que é benéfico para a qualidade do
produto final (WOUTERS et al. 2013) e para a produ¢do em escala industrial, pois 0 processo
fermentativo sera realizado em menor tempo. Isto também foi demonstrado no estudo do
comportamento das bactérias laticas (L. plantarum C3, L. casei A4 e L. delbrueckii D7) na
fermentagdo do suco de repolho probidtico, relatado por Yoon, Woodams e Hang (2006) e
similar ao processo do chucrute fermentado por Leuconostoc mesenteroides NCU1426 e L.
plantarum NCU1121 por apenas 7 dias, relatado por Xiong et al. (2014).
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5.7 AVALIACAO DA VIDA DE PRATELEIRA DA PIMENTA FERMENTADA COM L.
plantarum SOB REFRIGERACAO

A estabilidade fisico-quimica durante o armazenamento refrigerado é desejavel, pois
conferem aos produtos semelhanga aos fabricados recentemente (PIMENTEL; PRUDENCIO;
RODRIGUES, 2011), assim como a establidade microbiolégica, principalmente dos produtos
com caracteristicas probioticas.

Em relacdo as caracteristicas fisico-quimicas, houve diminui¢cdo do pH e aumento da
acidez titulavel, tanto na salmoura como no vegetal, nos 32 dias de armazenamento. Isto pode
ser atribuido ao consumo dos agucares presentes pelos micro-organismos probioticos e, como
consequéncia, houve producdo de pequenas quantidades de &cidos organicos (PIMENTEL et
al., 2015). Elevada taxa de sobrevivéncia das bactérias laticas no vegetal foram observadas
em comparacdo a salmoura, durante todo periodo de armazenamento, e nos primeiros 7 dias, a
pimenta exibiu viabilidade microbiana maior que 10 Log UFC/mL e, em seguida, diminui
para um nivel aceitdvel em concordancia a quantidade recomendada pela legislagdo. A
estabilidade das bactérias laticas nas condi¢fes de armazenamento superou as populacdes de
fungos filamentosos e leveduras que diminuiram com o tempo, na salmoura e no vegetal. Os
resultados apresentados no presente estudo estdo de acordo com outros estudos (YOON;
WOODAMS; HANG, 2005; VALERO-CASES; FRUTOS, 2017), que também
demonstraram a perda gradual de viabilidade durante o armazenamento, mas contagens de
bactérias laticas dentro do limite exigido pela legislacdo.

Costa et al. (2013) estudaram a viabilidade microbiol6gica do suco de abacaxi
fermentado com a cepa probidtica de L. casei durante o armazenamento refrigerado a 4°C por
42 dias. Neste estudo, ap6s a fermentacdo, as amostras foram divididas em duas porcdes e
uma desta foi adocada com 10% de agucar. A viabilidade microbiana das amostras adocadas
apresentaram maiores perdas, devido aos valores de pH mais baixos, e vida de prateleira mais
curta, ja que as contagens de bactérias laticas foram mantidas acima de 6 Log UFC/mL até o
28° dia. Entretanto, o suco ndo adogado apresentou viabilidade microbiana superior a 6 Log
UFC/mL durante todo o periodo de armazenamento (42 dias).

Yoon, Woodams e Hang (2006) avaliaram a viabilidade do L. plantarum C3, L. casei
A4 e L. delbrueckii D7 em suco de repolho fermentado a 30°C por 72h durante o
armazenamento refrigerado e constataram que a viabilidade microbiana foi reduzida quando

armazenados a 4°C, mas permaneceram em contagens elevadas de células viaveis, exceto nas
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amostras com L. casei A4 que perderem completamente a viabilidade ap6s 2 semanas de
armazenamento.

A manutencéo da viabilidade da cultura probiética na pimenta (>10" UFC/mL) durante
a vida de prateleira nas condi¢des de tolerancia acida do vegetal, indica a capacidade do L.
plantarum em sobreviver as matrizes vegetais. A viabilidade é essencial para um produto
funcional (COSTA et al., 2013), principalmente durante o armazenamento do produto.
Contagens acima de 10° UFC/mL sdo considerados valores potencialmente funcionais para
probidticos (PIMENTEL et al., 2015), portanto, o picles de pimenta fermentado com L.
plantarum R1012 pode ser considerado probiotico, devido as elevadas contagens de bactérias
laticas apds os 32 dias de armazenamento.
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6 CONCLUSAO

A partir da pimenta de cheiro foi possivel produzir picles probidticos com a
incorporacdo de L. plantarum R1012, demonstrando ser um bom substrato para o crescimento
desta bactéria num processo fermentativo destinado a populacdo em geral, principalmente, as
pessoas intolerantes a lactose, alérgicas as proteinas do leite, hipercolesterolémicas e
vegetarianos.

Os melhores resultados para a fermentacdo da pimenta com a cepa probidtica foram a
2% de glicose, 6% de NaCl, pH 6,5 e inoculo de 6,5 Log UFC/mL por 72h. No entanto, ainda
s80 necessarios novos estudos de ajuste de formulacdo a fim de maximizar o crescimento das
bactérias laticas na salmoura e avaliacdo de aceitacdo sensorial do produto.

A elaboracéo tecnologica do picles de pimenta com cultura probidtica demonstrou-se
possivel, considerando os niveis e a viabilidade das bactérias laticas no vegetal fermentado,
durante o periodo de armazenamento sob refrigeracdo a 4°C, atendendo os limites minimos
recomendados pela legislacdo, e um produto desta natureza ainda ndo estd comercialmente

disponivel no mercado nacional.
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