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RESUMO

Com o intuito de desenvolver um produto fermentado a base de rebentos de salicornia
conduziu-se esta experiéncia para monitorizar o processo fermentativo. Os dados inicialmente
obtidos por caracterizacao fenotipica revelaram a inexisténcia de bactérias do acido lactico na
flora indigena da planta. Consequentemente, optou-se pela utilizagdo de culturas de arranque,
tendo-se monitorizado as condigdes de pH, acidez titulavel e salinidade em soro de couve
estéril, com e sem salicornia, quando expostas a diferentes bactérias fermentativas:
Lactobacillus plantarum, Leuconostoc mesenteroides e Pediococcus acidilactici. Apenas se
verificaram alteragdes significativas no processo fermentativo com a introdugao da salicornia
no caso da fermentagdo com L. plantarum, tendo-se observado um aumento significativo na
variagdo do pH e da % de 4cido lactico, no decorrer do processo, € comparativamente com as
restantes estirpes. Os resultados obtidos para a acidez titulavel sdo satisfatorios ja que foi
detectado, aproximadamente, 1 % de acido lactico como resultado da actividade fermentativa
nas diferentes culturas de arranque. A espécie predominante no final da fermentagdo foi L.
Plantarum, sendo esta a que produziu maior percentagem de acido lactico.

SALICORNIA AS A FERMENTED PRODUCT: DEVELOPMENT OF
AN OPTIMISED PROCEDURE FOR A CONTROLLED PROCESS.
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ABSTRACT

In order to develop a fermented product with young stems of salicornia/pickleweed, an
experiment was worked out and the fermentative process was studied. Initial data on the
bacterial fauna of the plants revealed the existence of no lactic acid bacteria. Therefore, we
chose to use of starting cultures. Sterile “heart cabbage” juice was the base for different
fermentative bacteria: Lactobacillus plantarum, Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus
acidilactici, and pH, titrated acidity and salinity were evaluated. The same experiment was
undertaken with and without the glasswort or salicornia. Significant differences were
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observed only with L. plantarum: pH variation and percentage of lactic acid suffered a
significant increase during the fermentative process, specially when salicornia was introduced
in the juice. Results obtained for the titrated acidity were also good, since approximately 1%
lactic acid was detected, as a result of the fermentative activity in the different starting
cultures. Predominant species by the end of the fermentation was L. plantarum, being the one
that produced higher quantities of lactic acid.

INTRODUCAO

A fermentacdo ¢ uma das técnicas mais antigas de conservacdo de alimentos. Vérias
fermentagdes, particularmente lacticas, tém sido alvo de estudo ao longo dos anos (Pederson e
Albury, 1969; Stamer et al., 1969; Stamer et al., 1971; Abdel Gadir et al., 1983). A que mais
se destaca nestes estudos ¢ a producgdo de chucrute. Devido ao sucesso da fermentagdo deste
produto, muitos outros vegetais passaram a ser fermentados, como pepinos, beterrabas, couve-
flor, mistura de vegetais (kimchi) (Abdel Gadir et al., 1983; Fleming et al., 1983), aipo e
rabanetes (Bates e Matthews, 1971), e cenouras (Bates e Matthews, 1971; Niketic-Aleksic et
al., 1973; Fleming et al., 1983). Porém, ndo existem referéncias de produtos fermentados a
base de salicornia.

As bactérias lacticas usadas nas fermentacdes de vegetais fazem parte da flora
indigena da propria planta. Estas fermentacdes espontaneas levam, no entanto, a variagdes nas
qualidades finais do produto (Untereiner, 1989). Contudo, esta provado que o uso de culturas
de arranque ajudam a padronizar o produto final (Font de Valdez et al., 1990).

A produgdo de chucrute revela uma sequéncia microbiana tipica, que envolve bactérias
do 4cido lactico heterofermentativas e homofermentativas. Nos primeiros estagios
predominam espécies de Leuconostoc, uma vez que promovem as condi¢cdes anaerdbias com
o pH inicial; posteriormente, actuam espécies de Lactobacillus e Pediococcus (Font de Valdez
et al., 1990). Inicialmente, as espécies de Leuconostoc usam a glucose ¢ a frutose para o
crescimento, resultando na produgdo de acido lactico, acido acético, etanol, manitol ¢ CO,
(heterofermentativas), que ¢ acompanhado por um rdpido decréscimo de pH. Durante a
segunda fase, as bactérias homofermentativas continuam a fermentacdo até um pH de 3.5 a
3.8. Uma fermentagdo espontinea geralmente precisa de 4 a 6 dias para o pH estabilizar. No
entanto, uma concentragio inicial de indculo elevada (10° — 10’ CFU/mL) de uma mistura de
culturas de arranque pode controlar e acelerar o processo no sentido de prevenir a degradagao,
obtendo-se assim produtos de elevada consisténcia e qualidade (Aukrust et al., 1994).

A salicornia ¢ uma planta haléfila que pode ser encontrada em Portugal,
principalmente na regido do Sapal (Algarve) e Aveiro (Davy et al., 2001; Assis et al., 2004).
A salicérnia ¢ rica em substancias diuréticas, depurativas e resolutivas. Possui também
elevadas quantidades de iodo, fosforo, calcio, silica, zinco, manganésio e vitaminas A, C e D
(http://plantes.sauvages.free.fr/pages plantes/plante_salicorne.htm) . As paredes das suas
células sdo ricas em arabinose, acido galacturdnico, glucose, proteinas e contém ainda acido
ferulico e acético (Renard et al., 1993).

Visto estar provado que o soro de couve estéril ¢ um substituto satisfatorio da couve
(Stamer et al, 1971), adaptou-se o modelo de producdo de chucrute, recorrendo a culturas de
arranque com Lactobacillus plantarum, Leuconostoc mesenteroides e Pediococcus
acidilactici para desenvolver um produto fermentado com rebentos de salicérnia.
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MATERIAIS E METODOS

Material biologico

As espécies bacterianas Lactobacillus plantarum (homofermentativa facultativa),
Leuconostoc mesenteroides (heterofermentativa obrigatoria) e Pediococcus acidilactici
(homofermentativa) foram isoladas e gentilmente cedidas pela Prof. Doutora Paula Teixeira
(ESB). As culturas puras foram mantidas em MRS agar. Todos os meios de MRS usados
neste trabalho sdo da Pronadisa Laboratoires.

As plantas de salicornia (Sarcocornia fruticosa) foram produzidas por
micropropagacao no Laboratorio de Biotecnologia Vegetal e Pos-colheita (do CBQF-ESB) e
mantidas em camara de fitoclima do tipo “walk-in”, a temperatura constante (25°C) e
iluminagio continua (29,18 pEs’ m™); as sementes foram obtidas de plantas das salinas do
Algarve.

Caracterizacio fenotipica de isolados

Para analisar a existéncia de bactérias do 4cido lactico na flora indigena da planta,
foram adicionados 10 g de salicornia ndo estéril, a 90 mL de agua estéril ¢ homogeneizados
num stomacher (A.J. Seward, London, England), durante 5 minutos a velocidade normal.

Efectuaram-se dilui¢des decimais e procedeu-se a enumeracdo de bactérias por
contagem em placa em meios de MRS agar, M17 agar e APT agar, com diferentes
concentragdes de NaCl. As placas foram incubadas durante 3 dias, a 30°C e 37°C, em
condicoes de microaerofilia e aerofilia.

De forma a confirmar a presenca de bactérias lacticas, os isolados obtidos foram
analisados pela sua morfologia celular, coloragdo de Gram, produgdo de catalase e teste de
oxidase.

Preparacio do soro de couve

O soro de couve foi preparado com couves coragao obtidas no comércio local. As
couves frescas foram lavadas, cortadas em pequenos pedacos e foi adicionado NaCl de forma
a atingir-se uma concentracdo de sal de 2,5 % (m/m). Posteriormente, homogeneizou-se a
mistura com o auxilio de um triturador (Torrax, T25 basic, IKA Labortechink). A polpa
obtida sofreu uma pré-filtracdo com uma rede com cerca de 1 mm de porosidade. O soro pré-
filtrado foi centrifugado a uma velocidade de 10.000 rpm, durante 10 minutos, a 5 °C (Sorvall
instruments Du Pont — RC 5C). Apo6s separagao dos residuos de polpa, dividiu-se o soro em
frascos com volumes de 200 mL e esterilizou-se em autoclave. Posteriormente, os rebentos de
salicornia estéril foram inseridos nos frascos de fermentagdo, contendo o soro, na propor¢ao
de 2:100 (m/v) e foram mantidos durante 5 dias a 30°C. Foram também realizadas
fermentagdes sem salicornia (controlo).

No decorrer da fermentacdo, foram retiradas amostras a intervalos regulares de tempo
para determinacdo de pH, acidez total e percentagem de sal, e enumeracdo de bactérias
lacticas totais em MRS agar. As placas foram incubadas durante 48 h a 37°C em condi¢des de
microaerofilia.

Preparacio do indculo
Na preparagdo do indculo para a fermentagdo, as culturas puras de Lactobacillus
plantarum, Leuconostoc mesenteroides € Pediococcus acidilactici foram incubadas em MRS
agar durante 2 dias a 30°C. Uma unica colonia foi usada para inocular 100 mL de caldo de
MRS, que foi incubado durante 24 h a 30°C. Em seguida, inoculou-se 2 mL deste caldo nos
recipientes de fermentacdo de 200 mL.
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Analises quimicas

A acidez titulavel foi determinada pela titulagdo de 10 mL da amostra de soro diluida
em 10mL de agua destilada com uma solucdo de NaOH 0,1M, usando com indicador
fenolflaleina 0,5 %. Um ml de NaOH 0,1 M foi tido como equivalente a 9,008 x107 g de
acido lactico. (Amoa-Awua et al., 1996). A medicdo do pH (micro pH 2001, Crison) foi
efectuada em amostras de 10 mL. A quantificagdo da percentagem de NaCl ao longo da
fermentagao foi efectuada com salinometro (ES — 421, Atago). Todas as determinagdes foram
efectuadas em duplicado.

RESULTADOS

Sendo a salicérnia uma planta com elevado teor de sal na sua constituicdo, aquando do
procedimento para a caracterizagdo fenotipica dos isolados da sua flora normal, foram
utilizados meios com diferentes concentragdes de NaCl, com o intuito de prevenir a inibi¢ao
do crescimento dos microrganismos caracteristicos, ou seja, minimizar um factor limitante do
crescimento microbiano. Por andlise da figura 1 verifica-se que as trés espécies, Lactobacillus
plantarum, Pediococcus acidilactici e Leuconostoc mesenteroides bactéria mais resistente ao
abaixamento do pH. apresentam uma concentragdo celular maxima ao fim de 30 h de
fermentagdo, seguida de um decréscimo que ocorre em simultaneo com um abaixamento do
pH (graficos A, C e E). Esse decréscimo ¢ mais evidente nas culturas de P. acidilactici; L.
plantarum parece ser a bactéria mais resistente ao abaixamento de pH.

A presenca de salicornia durante o processo fermentativo (graficos B, D e F) ndo
parece influenciar o crescimento microbiano, que parece desenvolver-se de forma muito
semelhante, ao nivel de cfu/ mL e pH.

Dado que o trabalho visava uma fermentac¢do lactica, monitorizou-se a produgdo de
acido lactico ao longo da fermentagao, para as trés espécies estudadas (figura 2).

Na figura 2 verifica-se, tal como seria de esperar, um aumento da percentagem de
acido lactico, ao longo do tempo, sendo esse aumento bastante significativo nas culturas com
L. plantarum. As diferengas entre L. mesenteroides e P. acidilactici ndo sdo significativas. Na
verdade, a percentagem em acido lactico nas culturas destas duas tltimas bactérias reflecte o
facto do crescimento ter sido, de certo modo, inibido depois das primeiras 30h de
fermentacao.

Comparando os casos A e B (figuras 1 e 2), verificamos uma maior varia¢ao de pH e
maior producdo de 4cido lactico em B ou seja, na presenca de salicornia.

Equiparando os casos C e D, E e F (figuras 1 e 2), para as fermentacdes com
salicornia, verificam-se menores variagdes de pH e de percentagem de acido lactico, entre o
inicio e o final da experiéncia. Ou seja, as estirpes presentes, nas mesmas condigdes de
crescimento apresentam um comportamento diferente do de L. plantarum, sendo este
microrganismo o que, entre os trés, apresenta a maior variacao das condigdes testadas.

A quantificacdo do NaCl ao longo da fermentacdo revelou que a percentagem deste sal
se mantém constante no soro e igual 2,5%.

DISCUSSAO

Os dados resultantes revelaram a inexisténcia de bactérias do acido lactico na flora
indigena da salicornia, ja que as plantas tinham crescido por micropropagacao, em ambiente
estéril. Por isso, e também porque ndo era possivel concluir sobre a flora bacteriana autoctone
das plantas no seu habitat natural, optou-se pela utilizagdo de culturas de arranque, crescidas
em soro estéril de couve, método que permite um maior controlo do processo e da qualidade
padronizada.
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Realizou-se simultaneamente uma fermentagao espontanea unicamente, para verificar
se o soro de couve seria fermentavel, o que se verificou.

Tal como seria de esperar, confirmou-se o caracter acido do processo fermentativo. A
concentracdo em bactérias lacticas (LAB) no produto fermentado, tanto simples como com
salicornia, chegou a atingir 10°-10° CFU/ ml, nas primeiras 30-36 horas, mas a populagio
decresceu até 105—106, nomeadamente com L. mesenteroides e P. acidilactici. Resultados
semelhantes foram referenciados por Gardner et al. (2001), Huhert e Dupuy (1994) e Fleming
et al. (1985). Contudo, e tal como aconteceu com Gardner et al. (2001), verificaram-se
variagdes nas contagens, entre 1-3 logs CFU/ ml.

A estabilizacao do pH, embora so6 se tenha verificado ap6s as primeiras 40 horas de
fermentagao, esta de acordo com a observada por Gardner ef al. (2001), apesar de mostrar
valores inferiores com L. plantarum, onde se verificou a maior percentagem de 4cido lactico.

Tendo em conta os dados obtidos e verificada a relacdo directa entre pH e acidez
titulavel, pode concluir-se que ocorre uma reaccdo mais extensa por parte de L. plantarum
comparativamente com os restantes microrganismos, o que vem confirmar que, nos primeiros
estagios actuam espécies de Leuconostoc e, posteriormente, espécies de Lactobacillus e
Pediococcus (Font de Valdez et al, 1990). L. plantarum é a espécie que apresenta maior
resisténcia aos niveis de acidez, pelo que ¢ esta que prevalece no final do processo
fermentativo.

As curvas de crescimento de L. mesenteroides evidenciam um rapido decréscimo de
viabilidade a partir das 30 horas, devido a uma fraca resisténcia a pH baixos. Estes resultados
estdo de acordo com os obtidos por outros autores, que indicam L. mesenteroides como
espécie predominante na fase inicial do processo fermentativo (Gardner et al., 2001; Hubert e
Dupuy, 1994).

A concentracdo mais elevada em acido lactico foi observada com Lactobacillus

plantarum, principalmente depois das 40 horas. Resultados semelhantes foram obtidos por
Gardner et al. (2001) em fermentagcdes com sumo de vegetais e culturas puras de LAB.
Apesar disso, a percentagem em acido lactico obtida no nosso trabalho foi sempre superior a
observada naqueles estudos. A utilizagdo de sumo de couve, em vez da mistura utilizada por
aqueles autores, podera eventualmente explicar essas diferencgas.
Realizou-se também uma inoculagdo simultdnea dos diferentes microrganismos; no entanto,
pela impossibilidade de diferenciagdo das colonias das bactérias lacticas utilizadas, devido a
sua morfologia muito semelhante, ndo nos foi possivel a obtencdo de resultados mais
conclusivos em relagdo a predominancia das espécies ao longo do processo fermentativo. No
entanto, os dados obtidos permitem confirmar a informagao ja referida sobre a presenca dos
trés microrganismos nas primeiras horas do processo e uma prevaléncia de L. plantarum na
fase final das fermentacdes.

CONCLUSOES

L. plantarum apresentou uma maior eficacia no processo fermentativo da salicdrnia,
tendo-se verificado maior produgdo de acido lactico e consequente decréscimo de pH.
Comparativamente com outras estirpes estudadas apresentou uma maior extensao da reaccao,
em parte devido a sua maior resisténcia a niveis mais elevados de acidez.

Futuramente, a verificacdo da existéncia destas bactérias na flora indigena sera de
extrema relevancia, tal como a analise de toda a flora bacteriana da propria planta.

Outros estudos podem ser efectuados, quer adoptando outros modelos fermentativos,
quer introduzindo melhorias no modelo aqui descrito, quer ainda procedendo a analises fisico-
quimicas da composicdo do meio de cultura ao longo da fermentagdo, diferentes meios de
fermentagdo, ou mesmo diferentes microrganismos. As condigdes de fermentacdo sdo
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determinantes na qualidade do produto final, deste modo, também poderiam ser testadas
diferentes temperaturas, diferentes substratos ou mesmo diferentes percentagens de NaCl no
meio. Os resultados obtidos neste trabalho mostram que, desde que utilizado um sumo
adequado para a inoculacdo das bactérias lacticas apropriadas, a salicérnia pode ser
fermentada com sucesso. A qualidade alimentar devera, contudo, ser avaliada em futuros
trabalhos. Também deverao ser observados outros parametros como a textura e a firmeza da
planta fermentada.
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Figura 1: Variacdo do pH do meio inoculado com L. plantarum sem salicornia (A) e com
salicornia (B), L. mesenteroides sem salicornia (C) e com salicornia (D), P. acidilactici sem
salicornia (E) e com salicérnia (F), fungdo de log cfu/mL.
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Figura 2: Variagcdo da percentagem de acido lactico ao longo do tempo por log cfu/mL em
meio inoculado com L. plantarum sem salicornia (A) e com salicérnia (B), L. mesenteroides
sem salicornia (C) e com salicornia (D), P. acidilactici sem salicornia (E) e com salicornia

(F).
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