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RESUMO

Aplicacdo de microrganismos probidticos nas formas livre e
microencapsulada em salame tipo Italiano

Os alimentos probidticos sdo promotores de salude que apresentam grande
interesse comercial e quotas de mercado em crescimento. Devido as suas
caracteristicas, os lactobacilos e bifidobactérias sdo considerados os melhores
microrganismos para uso como probidticos em produtos carneos, sendo mais
promissor nos produtos crus fermentados, haja vista serem consumidos sem prévio
aguecimento. Varias técnicas de microencapsulacdo tém sido empregadas com o
proposito de manter a viabilidade dos probi6ticos durante o tempo de
armazenamento. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da
incorporacdo dos microrganismos Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis
livre e microencapsulado sobre as caracteristicas fisico-quimicas, microbiologicas e
sensoriais do salame tipo Italiano, assim como a sensibilidade destas culturas frente
a diferentes tempos de armazenamento. Para isso, foi realizado um ensaio (ensaio
1) com microrganismos na forma livre incorporados aos salames e comparados com
uma amostra padrdo, isenta de probidticos. A utilizacdo dos probioticos interferiu
positivamente nas avaliacGes fisico-quimicas e sensoriais, uma vez que 0s salames
apresentaram um desempenho similar ao controle e uma alta aceitacdo entre os
consumidores. ApdOs a constatacdo que a incorporacao de probidticos era positiva,
um segundo ensaio foi realizado (ensaio 2), onde os salames foram divididos em
cinco tratamentos: T1 (sem adicdo de probidticos), T2 (Lactobacillus acidophilus
livre), T3 (Lactobacillus acidophilus encapsulado), T4 (Bifidobacterium lactis livre) e
T5 (Bifidobacterium lactis encapsulado). Nestes ensaios foram verificados o pH,
acidez, atividade de agua, cor instrumental, oxidacdo lipidica, contagem dos
probidticos, além da realizacdo de andlises microbiolégicas e sensoriais nos salames
com até 90 dias de armazenamento. Durante o processamento, procedeu-se a
analise de perda de peso dos salames para garantir a padroniza¢cédo do processo. Os
resultados obtidos no ensaio 2 permitem concluir que os menores valores de pH,
atividade de agua e perda de peso observados foram dos Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium lactis ambos na forma livre, além de apresentarem os maiores valores
para a determinacdo de acidez. No entanto, nas contagens dos probidticos, a
microencapsulacao para as culturas de Bifidobacterium lactis foi vantajosa e assegurou
que 10° UFC/g fossem mantidos no produto final. Por sua vez, nos resultados da
analise sensorial concluiu-se que os salames com probioticos foram considerados
agradaveis pelos provadores, pois obtiveram pontuacdes acima de 6,0. A maior
média na intencdo de compra foi do Lactobacillus acidophilus encapsulado com
64,7%, seguido do Bifidobacterium lactis livre com 62,5%. Portanto, com estes
resultados ha evidéncias de que os salames desenvolvidos neste trabalho
independente da cultura probiética utilizada e da forma apresentada, teriam um
grande potencial de venda no mercado consumidor.

Palavras-chave: Probidticos; Salame; Lactobacillus acidophilus; Bifidobacterium
lactis; Microencapsulagao; Sensorial
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ABSTRACT

Application of probiotic microorganisms of free and microencapsulated in
Italian salami

The probiotic foods are health promoters with great commercial interest and
growing market shares. Due to its characteristics, the lactobacillus and
bifidobacterium are considered the best microorganisms for use as probiotics in meat
products, being the most promising raw fermented products, due to be consumed
without prior heating. Various microencapsulation techniques have been employed
for the purpose of maintaining the viability of probiotics during storage time. The
objective of this study was to evaluate the effects of incorporation of microorganisms
Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium lactis on free and microencapsulated
physical-chemical, microbiological and sensory type of Italian salami, as well as the
sensitivity of these cultures against different storage times. For this, we performed a
test (test 1) in free form by microorganisms embedded in salami and compared with a
standard sample, free of probiotics. The use of probiotics had a positive influence on
physical-chemical evaluations and sensory, as salami showed a similar performance
to the control and a high acceptance among consumers. After finding that the
incorporation of probiotics was positive, a second test was performed (test 2), where
the salamis were divided into five treatments: T1 (without added probiotics), T2
(Lactobacillus acidophilus free), T3 (Lactobacillus acidophilus encapsulated), T4
(Bifidobacterium lactis free) and T5 (Bifidobacterium lactis encapsulated). In these
trials were checked the pH, acidity, water activity, instrumental color, lipid oxidation,
count of probiotics, in addition to conducting the microbiological and sensory salami
with up to 90 days of storage. During processing, we proceeded to the analysis of
weight loss of salamis to ensure standardization of the process. The test results allow
the conclusion that the two lower values of pH, water activity and weight loss were
observed for Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium lactis both on their own,
in addition to presenting the highest values for the determination of acidity. However,
the counts of probiotic cultures for the microencapsulation of Bifidobacterium lactis
was advantageous and ensured that 10° UFC/g were kept in the final product. In turn,
the results of sensory analysis concluded that the salami with probiotics were
considered by the judges, as had scores above 6.0. The highest mean purchase
intent was encapsulated with Lactobacillus acidophilus 64.7%, followed by
Bifidobacterium lactis free with 62.5%. So, with these results there is evidence that
salami developed in this work regardless of the probiotic culture used and as the
presented form, have a great potential for sales in the consumer market.

Keywords: Probiotics; Salami, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium lactis;
Microencapsulation; Sensory
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1 INTRODUCAO

Os alimentos probidticos sdo promotores da saude que apresentam grande
interesse comercial e quotas de mercado em crescimento (PARVEZ et al., 2006;
SENOK; ISMAEEL; BOTA, 2005). Em geral, seus beneficios a salde sao baseados
na presenca de determinadas culturas viaveis de bactérias laticas que, quando
ingeridas em quantidades adequadas, conferem beneficio & saide do hospedeiro
(FAO/WHO, 2001). Além de seu uso na induastria de laticinios, as culturas probioticas
podem ser utlizadas em outros alimentos, incluindo embutidos fermentados
(KROCKEL, 2006; LERQOY; VERLUYTEN; De VUYST, 2006).

Devido as suas caracteristicas de crescimento e producdo de metabolitos, os
lactobacilos e bifidobactérias s&o considerados os melhores microrganismos para
uso como probidticos em produtos carneos, necessitando para isso, resistir ao
processo de fermentacdo. O uso de probioticos mostra-se mais promissor nos
produtos crus fermentados, haja vista serem consumidos sem prévio aguecimento, 0
gue causaria a morte dos probidticos, como argumentado por Erkkila et al. (2001).

Salame € um embutido classificado como produto fermentado cru, seco ou
semi-seco e ndo-emulsionado. E preparado com a mistura de carnes moidas, com
variacfes quanto a composicdo e adicdo de condimentos e aditivos. Diferencia-se
dos demais embutidos pelo baixo teor de umidade e pela presenca de acido latico,
gue confere sabor caracteristico. Os produtos fermentados secos mantém as
caracteristicas adquiridas durante as fases do processamento e maturacao, pela
acao de varios fatores que agem em sinergismo (BRASIL, 2000).

Vérias técnicas tém sido empregadas com o propésito de prover formas
convenientes destas bactérias para estocagem e aplicacdo no desenvolvimento de
produtos alimenticios, mantendo a sobrevivéncia dos probidticos durante a vida (til
do produto. O processo de microencapsulacdo, que consiste no revestimento de
materiais sélidos, liquidos ou gasosos em capsulas extremamente pequenas, tem
sido uma alternativa viavel para resolver os problemas de instabilidade dos
probidticos, além de melhorar o desempenho do ingrediente e possibilitar novas
aplicacoes (ARSHADY, 1993).

Com o intuito de oferecer ao consumidor novas opg¢Oes de produtos que

contenham microrganismos probidticos e viabilizar o uso dessas culturas no
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ambiente carneo, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da aplicacdo dos
microrganismos probidticos Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis livre e
microencapsulado sobre as caracteristicas fisico-quimicas, microbiolégicas e
sensoriais do salame, assim como a sensibilidade destas culturas frente a diferentes

tempos de armazenamento.



15

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Probidticos

Os probidticos sao definidos como microrganismos vivos capazes de melhorar
o equilibrio microbiano intestinal produzindo efeitos benéficos a saude do individuo
(BRASIL, 2001). Segundo Leroy, Verluyten e De Vuyst (2006), Ammor e Mayo
(2007), os probidticos necessitam ser ingeridos em quantidades suficientes para
exercerem efeito benéfico sobre a fisiologia e saude do hospedeiro.

No Brasil, a Comissdo Tecnocientifica de Assessoramento em Alimentos
Funcionais e Novos Alimentos, instituida junto a Céamara Técnica de Alimentos
(BRASIL, 1999) tém avaliado os produtos com alegacdes de propriedades funcionais
e/ou de saude para serem aprovados no pais. Anteriormente, a referida Comissao
recomendava que um alimento funcional probidtico devesse apresentar uma
concentracdo minima de microrganismos da ordem de 10° UFC g™* dentro do prazo
de validade do produto (BRASIL, 2001). Atualmente, a recomendacdo ¢é
estabelecida com base na porcao diaria de alimento, que o minimo estipulado seja
de 10° a 10° UFC/g/dia (BRASIL, 2007). Entretanto, é importante, ressaltar que ao
informar as concentracdes bacterianas efetivas seja indicado, claramente, que a
concentracdo probidtica necessaria varia em funcédo da cepa e do efeito desejado
sobre a saude (CHAMPAGNE; GARDNER; ROY, 2005).

A maioria dos produtos probiéticos comerciais contém uma ou multiplas cepas
de bactérias laticas (BAL) que pertencem principalmente aos géneros Lactobacillus,
Bifidobacterium, Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus e Streptococcus
(MERCENIER; PAVAN; POT et al., 2003). De modo geral, os lactobacilos podem
colaborar na digestdo da lactose em individuos com intolerancia a esse dissacarideo
e ajudar na resisténcia a infeccbes por salmonela. Bifidobactérias sdo conhecidas
por estimularem o sistema imunoldgico, produzirem vitamina B, inibirem a
multiplicacdo de patdgenos e reduzirem a concentragcdo de amobnia e colesterol no
sangue (MANNING, GIBSON, 2004; PICARD et al., 2005; LEAHY et al., 2005;
NOVIK et al., 2006).

Consideram-se como probioticos, as cepas de microrganismos que possuem a

capacidade de resistir a condicbes acidas, a acdo da bile e lisozima, além de
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colonizar o trato intestinal humano, ao menos temporariamente, mediante a adesao
as células intestinais. Além dessas caracteristicas, somam-se outras condi¢cdes
complementares necessarias as culturas probiéticas como a capacidade de
ativacao, rapido crescimento e permanéncia no intestino por um periodo aceitavel,
resisténcia aos antibidticos que poderiam estar presentes em algum alimento, porém
apresentando sensibilidade aqueles usados em tratamentos contra bactérias laticas
(penicilinas e aminoglicosideos) e auséncia de propriedades patogénicas, toxicas,
alérgicas, mutagénicas ou carcinogénicas (HUGAS; MONFORT, 1997).

No geral, os probidticos ndo colonizam o trato gastrintestinal humano
permanentemente, mas algumas cepas podem colonizar e modular transitoriamente
a microbiota enddégena. As bactérias probidticas podem também neutralizar
processos inflamatoérios estabilizando uma microbiota saudavel e assim melhorando
a barreira da permeabilidade do intestino (GUEIMONDE; SALMINEN, 2006).

2.2 Microencapsulacéao

Microencapsulacédo € a tecnologia de empacotamento com finas coberturas
poliméricas aplicaveis em solidos, goticulas de liquidos ou material gasoso,
formando pequenas particulas denominadas microparticulas, que podem liberar seu
contetdo sob velocidade e condicbes especificas (TODD, 1970). Trata-se de uma
tecnologia inovadora que tem sido empregada com éxito na industria de cosméticos,
farmacéutica e alimenticia.

De acordo com Arshady (1993), enquanto as embalagens convencionais sao
empregadas para facilitar transporte, armazenagem, manipulacdo e apresentacao
dos alimentos, as microcapsulas sdo geralmente empregadas para melhorar o
desempenho do ingrediente ou criar novas aplicagdes.

Nos ultimos anos, a industria de alimentos demonstra necessidades cada vez
mais complexas em suas formulacdes, que muitas vezes s6 podem ser conferidas
através da microencapsulacdo. (GOUIN, 2004). Entre os materiais que tém sido
encapsulados, para aplicagcdo na indastria alimenticia, incluem-se &cidos, bases,
Oleos, vitaminas, sais, gases, aminoacidos, 6leos essenciais, aromas, edulcorantes,
corantes, enzimas, microrganismos probiéticos e peptideos bioativos (FAVARO-
TRINDADE; GROSSO, 2002).
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A microencapsulacdo de probidticos tem sido amplamente empregada nos
ultimos anos, com objetivo de promover protecdo (FAVARO-TRINDADE; GROSSO,
2000; FAVARO-TRINDADE; GROSSO, 2002; LISERRE; RE; FRANCO, 2007;
SHIMA et al., 2009), manutencdo da viabilidade da bactéria durante a vida util do
produto e liberacdo controlada no sitio de acdo do microrganismo prevenindo
alteracoes sensoriais (FAVARO-TRINDADE; HEINEMANN; PEDROSO, 2011).

Varias técnicas tém sido empregadas na elaboracdo de microcapsulas, a
extrusdo € a mais popularmente empregada, devido ao baixo custo e simplicidade,
além de ndo envolver altas temperaturas. Podemos citar ainda a atomizacéo,
emulsao, coacervacao e imobilizacdo em gorduras e granulos de amido (FAVARO-
TRINDADE; HEINEMANN; PEDROSO, 2011). Muitos materiais podem ser utilizados
como cobertura para as microcapsulas, dentre eles, a goma arabica, agar, alginato e
carragena; carboidratos, amidos modificados, lipideos, 6leos e gorduras, materiais
inorganicos, proteinas do glaten, caseina, gelatina e albumina (JACKSON; LEE,
1991).

Devido a natureza delicada de muitas bactérias probidticas, a sobrevivéncia em
concentracbes suficientes durante a estocagem e a passagem pelo trato
gastrointestinal sdo os maiores desafios para a viabilidade dessas bactérias
(ANNAN; BORZA; HANSEN, 2008). Frente a isto, varios estudos tém sido
realizados, com objetivo de verificar o efeito benéfico da microencapsulacéo sobre a
viabilidade da cultura probiotica, durante a estocagem do produto e passagem pelo
trato gastrointestinal.

Lahtinen et al. (2007) imobilizaram bifidobactérias em uma matriz lipidica, a
base de manteiga de cacau, em modelos simulando bebidas fermentadas e néo
fermentadas, o0 que resultou em um aumento da viabilidade da bactéria, durante a
estocagem. Este resultado sugere que a matriz lipidica pode proteger os
microrganismos frente a exposicédo a agua e ions H*. Além disso, a incorporacéo de
probiéticos em microparticulas lipidicas parece ser interessante, uma vez que 0s
lipidios tém a vantagem de ser facilmente digerido no intestino pelas lipases,
possibilitando a liberacdo do microrganismo probidtico em seu sitio de acéo
(FAVARO-TRINDADE; HEINEMANN; PEDROSO, 2011).
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2.2.1 Microencapsulac¢ao por spray chilling

A microencapsulagéo por spray chilling, também conhecido por spray cooling e
spray congealing € uma técnica similar ao spray dryer. No entanto, fundamenta-se
na injecdo de ar frio para permitir a solidificacéo da particula. As microparticulas sao
produzidas por uma mistura contendo o ingrediente ativo (ou recheio) e o agente
encapsulante, na forma de goticulas. Essa mistura é pulverizada por um atomizador
ou bico aspersor e entra em uma camara, na qual o ar circula a baixa temperatura
(CHAMPAGNE; FUSTIER, 2007). A reducao da temperatura resulta na solidificacéo
do material e permite que o microrganismo seja encapsulado.

S&o usados no spray chilling, lipidios com pontos de fusdo que podem variar de
45°C a 122°C, incluindo trigliceridios, digliceridios, monogliceridios, acidos graxos
livres, esteroides ou ceras (TAYLOR, 1983; DZIEZAK, 1988; JACKSON; LEE, 1991).
Esse processo € 0 menos custoso e € usado também na conversao de ingredientes
liquidos hidrofilicos em pos secos (GOUIN, 2004). As particulas assim produzidas
séo aplicadas em produtos com alto teor de lipidios (TAYLOR, 1983).

A microencapsulacdo por spray chilling representa um método alternativo, que
pode proporcionar a utilizacdo de diferentes tipos de agentes encapsulantes. No
entanto, pouco se sabe sobre os efeitos deste método sobre a viabilidade das

células e a protecdo proporcionada contra os agentes externos.

2.3 Salame

Entende-se por salame, o produto carneo industrializado obtido de carne suina
ou suina e bovina, adicionado de toucinho e ingredientes, embutido em envoltérios
naturais e/ou artificiais, curado, fermentado, maturado, defumado ou nédo e
dessecado (BRASIL, 2000). O produto final se conserva a temperatura ambiente em
consequéncia da inibicdo das bactérias patogénicas e deteriorantes (FERNANDEZ
et al., 2001; HUGAS; MONFORT, 1997).

A introducédo dos produtos carneos fermentados no Brasil, data da colonizacéo
por imigrantes alemées e italianos, principalmente na regido sul do pais. Este
fenbmeno social deu origem a industrializacdo deste produto, sendo que atualmente

€ um importante segmento da industria carnea (LAPPE, 2004). O salame tipo
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Italiano € um produto de alto valor agregado cujo consumo tende a aumentar e cujos
consumidores sao exigentes em termos de qualidade (GARCIA; GAGLEAZZI;
SOBRAL, 2000). No Brasil, o termo salame é genérico e geralmente aplicado aos
embutidos fermentados, que se diferenciam pela espécie animal da carne utilizada,
forma de preparacdo da gordura, quantidade de sal e tipo de condimentagao
utilizada, natureza e dimensao do envoltério empregado, presenca ou nao de bolor
superficial e pelas condicbes de tempo e temperatura aplicadas durante a
fermentacdo (BERAQUET, 2005). Dois fatores basicos tornam este produto diferente
dos demais embutidos: baixo teor de umidade e presenca de &cido latico, que
confere o sabor caracteristico (BACUS, 1984).

A fermentacado é a fase mais demorada e complexa do processo de elaboracéo
dos salames, quando ocorre a maioria das alteracbes fisicas, bioquimicas e
microbiologicas (BERIAIN; PENA; BELLO, 1993). E influenciada pelas
caracteristicas da matéria-prima (BACUS, 1984) do processo e responsavel pelas
propriedades sensoriais presentes no produto final (flavour, cor e textura), como
também pela conservacao e seguranca do embutido fermentado. Lizasco, Chasco e
Beriain (1999) resumiram as transformacdes nas seguintes etapas: alteracdo na
microbiota inicial, decréscimo nos valores de pH, reducdo de nitrato a nitrito com
formacé&o da nitrosomioglobina, solubilizacédo e gelificacdo das proteinas miofibrilares
e sarcoplasmaticas, protedlise, lipdlise e fenébmenos oxidativos, além da
desidratacao.

A variacdo das propriedades fisicas e quimicas do salame tipo Italiano durante
0 seu processamento, sdo interdependentes. Com isso, qualquer alteracdo sugerida
para melhoria da qualidade influenciard nas caracteristicas do produto final, dentre
elas, atividade de agua, cor e textura (GARCIA; GAGLEAZZI; SOBRAL, 2000).

A aplicacdo do mofo Penicillium nalgiovense e da levedura Debaromyces
hansenii na superficie do salame colabora na formacgéo do flavour, pela formacédo de
compostos volateis, por acdo de enzimas tais como, desaminases, transaminases e
desidrogenases (FERNANDEZ et al., 2001).
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2.4 Cultura Starter

Cultura starter pode ser definida como uma preparacdo contendo um namero
significativo de microrganismos a ser adicionada a matéria-prima com o objetivo de
acelerar o processo de fermentacdo. Adaptados ao substrato, os starter dominam o
processo fermentativo e permitem a obtencdo de produtos com caracteristicas
esperadas e estaveis (HOLZAPFEL, 2002; LEROY; De VUYST, 2004). Deve
apresentar crescimento vigoroso em concentracées de 6% de cloreto de sédio e de
100 mg/Kg de nitrito, crescimento na faixa de temperatura de 20 a 43°C e néo
apresentar atividade patogénica ou produzir substancias téxicas (PINTO;
PONSANO; HEINEMANN, 2001).

A adicdo intencional de cultura starter tem o proposito de melhorar a
estabilidade do produto, aumentar a vida util, por meio da inativacdo de
microrganismos patogénicos e diversificar os produtos pela introducdo de novas
caracteristicas sensoriais (LUCKE, 2000). Dentre os microrganismos atualmente
utilizados como cultura starter destaca-se a utilizacdo conjunta de Staphylococcus
xylosus e Pediococcus pentosaceus. O S. xylosus apresenta atividade anaerdbia
facultativa e temperatura otima de crescimento de 30°C, € responsavel pela
formacdo de catalase, reducédo de nitrato a nitrito, assim como pelos processos de
lipolise e protedlise. O P. pentosaceus também é anaerébio facultativo, apresenta
desenvolvimento 6timo a 35°C e € responsavel pela producéo de acido latico (CHR.
HANSEN, 2008), o que contribui para aumentar a seguranca dos embutidos carneos
via reducéo do pH.

O &cido latico coagula as proteinas sollveis da carne, reduz sua capacidade de
retencdo de agua e contribui com o processo de secagem (LUCKE, 2000), além de
colaborar com o sabor e aroma caracteristicos do produto (BACUS, 1986). Por sua
vez, a atividade nitrato redutase das cepas de Staphylococcus tem papel significante
na formacdo de oOxido nitrico para a formacéo de nitrosomioglobina (GOTTERUP et
al., 2008) e esses microrganismos também sao responsaveis pela formacdo de
importantes compostos volateis nos embutidos (OLESEN; MEYER; STAHNKE,
2004).

O S. xylosus, juntamente com S. carnosus, S. saprophyticus e Kocuria varians

sdo as espécies de estafilococos coagulase negativa mais frequentemente utilizados
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como cultura starter comercial no processamento de embutido carneo fermentado,
sendo o primeiro, uma espécie proteolitica, com alta atividade nitrato redutase
(BONOMO et al., 2009).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Matérias-primas carneas

As matérias-primas carneas (paleta suina, acém bovino e toucinho) foram

adquiridas no comércio local da cidade de Piracicaba — SP.

3.1.2 Ingredientes ndo-carneos

Os ingredientes ndo-carneos (nitrito e nitrato de sodio, dextrose, maltodextrina,
tripolifosfato de sdédio, eritorbato monossodico, glutamato monossodico, pimenta
branca moida, noz moscada, coentro e alho em pd), foram fornecidos pela empresa
Ibrac® (Rio Claro, SP).

3.1.3 Cultura starter

A cultura starter comercial Bactoferm T-SPX contendo os microrganismos
Staphylococcus xylosus DD-34 e Pediococcus pentosaceus PC-01 foi fornecida pela

Chr. Hansen S/A (Copenhagen, Dinamarca).

3.1.4 Microrganismos Probidticos

Devido as caracteristicas ja estudadas ha algum tempo pelos grupos de
pesquisa, foram escolhidos para este trabalho o0s microrganismos probioticos
Lactobacillus acidophilus (Howaru® Dophilus LYO 40 DCU) e Bifidobacterium lactis
(Bi-07 300B 100 GM STD), fornecidos pela Danisco S/A (Copenhagen, Dinamarca).

3.1.5 Insumos

Outros insumos como as tripas de colageno para embutimento dos salames e a

embalagem plastica para acondicionamento dos produtos foram doados pelas
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empresas Viscofan® (Sado Paulo, SP) e Cryovac® (Sao Paulo, SP),

respectivamente.

3.1.6 Microcépsulas

As microcapsulas de probidticos Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium
lactis foram provenientes do Laboratdrio de Produtos Funcionais, do Departamento
de Engenharia de Alimentos — FZEA / USP.

Para encapsulacédo dos probidticos foi utilizada a gordura interesterificada de
palma e palmiste (marca Vigor, Brasil) através da técnica spray chilling (atomizador
da Lagmaq do Brasil), de acordo com o método descrito por Chambi et al. (2008),
com algumas modificacoes.

Foram avaliadas as proporcbes de inoculo:gordura, de 1:10 e 1:4, com o0
objetivo de atingir no minimo a contagem de 10’ UFC/g de microcapsulas. Para
melhor homogeneizacdo entre inoculo e gordura, estas foram previamente
derretidas, resfriadas a 50°C, acrescidas do inéculo e lecitina (1%) e entdo
submetidas a formacdo de uma emulsdo, em Ultra-Turrax (lka-T10), por 1 minuto a
9.500 rpm. A emulsdo foi atomizada em uma camara fria, a 10°C, utilizando um
atomizador duplo fluido de 0,7 mm e presséo do ar de 1 kgflcm?® A reducdo da
temperatura resulta na solidificacdo do material e fez com que o in6culo, no caso os

probidticos, fossem encapsulados.

3.2 Métodos

3.2.1 Ensaio 1 (Pré-Teste)

Para a elaboracdo dos salames do pré-teste, preparou-se 9 kg de produto que
foram divididos em trés tratamentos, sendo o controle (sem adicdo de probidticos),
La (formulacdo com Lactobacillus acidophilus) e Bl (formulacdo com Bifidobacterium
lactis) (Figura 1). A porcentagem dos ingredientes foi calculada com base na

matéria-prima carnea utilizada, considerada como 100% (Tabela 1).
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La: Lactobacillus acidophilus e BI: Bifidobacterium lactis.

Figura 1 — Formas de probio6ticos utilizados nos tratamentos dos salames do ensaio 1

Tabela 1 — Formulacao do pré-teste

Matérias-primas e Ingredientes C La Bl

Matéria-prima carnea

Paleta suina (%) 60 60 60
Acém bovino (%) 20 20 20
Toucinho (%) 20 20 20

Ingredientes ndo-carneos

Nitrato de sodio (%) 0,015 0,015 0,015
Nitrito de sédio (%) 0,015 0,015 0,015
Sal refinado (%) 2,5 2,5 2,5
Acucar (%) 0,4 0,4 0,4
Dextrose (%) 0,75 0,75 0,75
Maltodextrina (%) 0,5 0,5 0,5
Tripolifosfato de sédio (%) 0,5 0,5 0,5
Eritorbato monossadico (%) 0,5 0,5 0,5
Glutamato monossédico (%) 0,1 0,1 0,1
Pimenta branca moida (%) 0,2 0,2 0,2
Coentro (%) 0,1 0,1 0,1
Alho em p6 (%) 0,1 0,1 0,1
Noz moscada (%) 0,2 0,2 0,2
Cultura starter (BACTOFERM T-SPX)* (%) 0,0125 0,0125 0,0125
Agua mineral (%) 0,75 0,75 0,75
Culturas probidticas** (%) - 1 1

*Composta por Staphylococcus xylosus DD-34 e Pediococcus pentosaceus PC-1 (Contagem total de células:
>1,8 x 10*° UFC/g).

** Composta por Lactobacillus acidophilus (Howaru® Dophilus LYO 40 DCU) e Bifidobacterium lactis (Bi-07 300B
100 GM STD), de acordo com o tratamento.
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O objetivo do pré-teste foi avaliar os efeitos da incorporacdo dos
microrganismos probioticos Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis sobre

as caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais do salame.

3.2.2 Ensaio 2

Este ensaio compreende quatro processamentos e suas respectivas analises.
Para cada processamento preparou-se 40 kg de produto que foram divididos em
cinco tratamentos: T1 (sem adicdo de probiodticos), T2 (Lactobacillus acidophilus
livre), T3 (Lactobacillus acidophilus encapsulado), T4 (Bifidobacterium lactis livre) e
T5 (Bifidobacterium lactis encapsulado) (Figura 2). Os ingredientes nao-carneos
foram calculados com base na matéria-prima carnea utilizada, a qual foi considerada

como 100%, conforme formulacdo da Tabela 2.

T2: Lactobacillus acidophilus livre; T3: Lactobacillus acidophilus encapsulado; T4: Bifidobacterium
lactis livre e T5: Bifidobacterium lactis encapsulado.

Figura 2 — Formas de probiéticos utilizados na elaboragéo dos salames do ensaio 2
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Tabela 2 — Formulacdo do salame tipo Italiano do ensaio 2

Tratamentos
Matérias-primas e Ingredientes T1 T2 T3 T4 5
Matéria-prima céarnea
Paleta suina (%) 60 60 60 60 60
Acém bovino (%) 20 20 20 20 20
Toucinho (%) 20 20 19 20 19
Ingredientes ndo-carneos
Nitrato de sédio (%) 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015
Nitrito de s6dio (%) 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015
Sal refinado (%) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Acucar (%) 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
Dextrose (%) 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75
Maltodextrina (%) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Eritorbato monossédico (%) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Tripolifosfato de sédio (%) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Glutamato monossédico (%) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Pimenta branca moida (%) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Coentro (%) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Alho em pé (%) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Noz moscada (%) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Cultura starter (BACTOFERM T-SPX)* (%) 0,0125 0,0125 0,0125 0,0125 0,0125
Agua mineral (%) 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75
Culturas probiéticas** (%) ausente 1 1 1 1

*Composta por Staphylococcus xylosus DD-34 e Pediococcus pentosaceus PC-1 (Contagem total de
células: >1,8 x 10'° UFC/g)

** Composta por Lactobacillus acidophilus (Howaru® Dophilus LYO 40 DCU) e Bifidobacterium lactis
(Bi-07 300B 100 GM STD), de acordo com o tratamento.

3.2.3 Processamento dos salames

As carnes bovinas e suinas, a uma temperatura de -4 a 0°C, foram moidas
utilizando-se discos n°5 (5 mm) e n°10 (10 mm) respectivamente, em moedor da
marca Hobart (modelo HB22-2). O toucinho, ainda congelado, a uma temperatura de

-18°C, foi moido em disco n°8 (8 mm) (Figura 3).



28

A cultura starter foi hidratada 30 minutos antes de sua incorporacdo a massa,
adicionando-se agua a temperatura ambiente e a dextrose.

Na misturadeira da marca Beccaro (modelo MB-25), adicionaram-se
primeiramente a carne suina e bovina, seguida do toucinho. Apés homogeneizacéo
das matérias-primas carneas, adicionaram-se os ingredientes ndo-carneos, sendo
que a cultura starter pré-hidratada, os probiéticos e o antioxidante foram,

respectivamente, os Ultimos a serem adicionados.

Figura 3 — Etapas do processamento do salame tipo Italiano, sendo 1= moagem da carne suina; 2=
moagem da carne bovina; 3= moagem do toucinho; 4= misturadeira; 5= embutimento; 6=
camara de fermentacéo; 7= secagem e 8= produto final embalado a vacuo

Os tratamentos com Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis
encapsulados (T3 e T5) receberam 80 g de probidticos microencapsulados e a
guantidade de toucinho na formulagéo foi reduzida a 19% (1,52 kg).

Apbs homogeneizagdo completa, coletou-se uma amostra de cada tratamento
para realizacdo das analises, sendo que a amostra para analise microbiologica foi
coletada apds o embutimento.

O embutimento foi realizado em uma embutideira manual em tripas de
colageno reconstituido (4,5 cm de didmetro e 25 cm de comprimento) hidratadas em
solucéo salina de NaCl a 15% por 15 minutos antes de sua utilizacdo. A identificacédo
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dos diferentes tratamentos foi feita utilizando-se de linhas coloridas para fechar as
extremidades do salame apds o embutimento. Posteriormente ao embutimento, as
pecas de salame foram dispostas aleatoriamente em carrinho de aco inoxidavel e
levadas a camara com temperatura e umidade controladas. Antes de iniciar o
processo de fermentacéo foi feita a aspersdo de uma mistura da cultura starter,
dextrose e agua na superficie dos salames visando prevenir a multiplicacdo de
microrganismos indesejaveis.

Para a fermentacdo, empregou-se temperatura de 23 a 25°C e umidade
relativa de 88 a 90%. Apds o processo fermentativo, determinado quando as pecas
de salame atingissem valores de pH entre 5 e 5,2, a temperatura foi reduzida a faixa
de 15 a 17°C e a umidade foi reduzida a 1 a 2% ao dia, até atingir 75% e

permanecendo até o final do processo de secagem (Figura 4).

Figura 4 — Pecas de salame antes da fermentacéo (A), pés fermentacéo (B) e ao final do processo
de secagem (C)

A umidade relativa do ambiente interno foi mantida com o auxilio de um
umidificador acoplado a camara, com excecdo do processo fermentativo, onde a
umidade do produto foi suficiente para manter a umidade relativa do ambiente. Os
processos de fermentacdo e de secagem das pecas de salame conduzidos na
camara foram realizados ao abrigo da luz.

O controle dos parametros de umidade relativa e temperatura foram
conduzidos através de painel eletrbnico do préprio equipamento sendo que 0s
valores indicados neste painel foram acompanhados constantemente pelas medidas
obtidas por um termdémetro de bulbo seco e bulbo Umido presente no interior da
camara.

Com a finalizagdo do processo de secagem, determinado apos 13 dias

apresentando atividade de agua inferior a 0,90, retirou-se manualmente as tripas e
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os salames foram acondicionados, individualmente, em embalagem plastica a vacuo
e mantidos sob refrigeracdo em camara B.O.D., a temperatura de 18°C, para
realizacdo das analises de vida util.

A embalagem plastica utilizada para o acondicionamento dos salames
constitui-se de uma estrutura multicamadas de etileno-acetato de vinila (EVA), com
permeabilidade méaxima ao oxigénio de 30 cm3/m? dia e permeabilidade maxima ao
vapor de agua de 10 g/m? dia (CRYOVAC, 2007).

3.2.4 Anélises

3.2.4.1 Cor Instrumental

Com a finalidade de verificar as alteragcdes de cor no salame em funcéo da
aplicacdo dos tratamentos escolhidos, realizaram-se medidas fisicas dos parametros
L* (luminosidade), a* (intensidade de vermelho/verde) e b* (intensidade de
amarelo/azul) do sistema CIELab, com fonte iluminante D65 e calibrado com
porcelana padrédo (Y = 93,7, x = 0,316 e y = 0,3323) (INTERNATIONAL
COMMISSION ON ILLUMINATION, 1978). Para esta medida fisica da cor, utilizou-

se o colorimetro portatil Minolta Chroma Meter (modelo CR-400).

Figura 5 — Procedimento de analise de medida fisica da cor (L*, a* e b*) nas amostras de salame

As medi¢les foram realizadas no tempo O (salame maturado) e nos salames
armazenados por 30, 60, 90, 120 e 150 dias, sendo 3 pecas de cada tratamento
escolhidas aleatoriamente, com 3 medi¢Ges por peca, totalizando 9 medi¢des por

tratamento, exceto a massa, cuja cor foi mensurada em 9 pontos distintos logo apos
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homogeneizagdo em misturadeira. As medi¢des foram realizadas diretamente sobre
as amostras, tomando-se o cuidado de ndo mensurar sobre uma particula de

gordura aparente.

3.2.4.2 Avaliagéo do pH

As medicbes de pH foram realizadas utilizando-se um eletrodo de penetracao

de corpo de vidro. O aparelho utilizado foi um potencidmetro da marca Denver

Instrument (modelo UB-10), calibrado com solugéo tampéo de pH4 e 7.

Figura 6 — Medi¢bes de pH nas amostras de salame

As medicOes de pH foram realizadas no tempo O (salame maturado) e nos
salames armazenados por 30, 60, 90, 120 e 150 dias, sendo 3 pecas de cada
tratamento escolhidas aleatoriamente, com 3 medi¢c6es por peca, totalizando 9
medicdes por tratamento, exceto a massa, cujo pH foi mensurado em 9 pontos

distintos logo ap6s homogeneizacdo em misturadeira.

3.2.4.3 Determinacéo da Oxidacao Lipidica

Com a finalidade de mensurar a oxidagéo lipidica nos diferentes tratamentos de

salame do ensaio 2, empregou-se 0 método de quantificacdo das substancias
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reativas ao acido 2-tiobarbitdrico (TBARS), segundo metodologia proposta por Bruna
et al. (2001) e Hoz et al. (2004), com algumas adaptacoes.

Os aldeidos foram extraidos preparando-se um extrato acido-aquoso,
homogeneizado por 3 minutos em Ultra-Turrax (lka), composto por 5 g de amostra
triturada, 15 mL de &cido perclérico (HCIO,4) a 0,38 M e 0,5 mL de solucdo etandlica
do antioxidante butil hidroxi tolueno - BHT (C;5H240) a 0,19 M para evitar a oxidacéo
durante a analise. O homogenato foi centrifugado a 3000 g (= 4850 rpm) por 5
minutos a 5°C em centrifuga refrigerada marca Eppendorf (modelo 5810-R) e filtrado
em Whatman n° 54. Uma aliquota de 5 mL do extrato filtrado foi adicionada de 5 mL
de solugdo de acido 2-tiobarbitirico — TBA (C4H4N202S) a 0,02 M e aquecido em
banho-maria por 30 minutos a 100°C. Apds resfriamento, a mistura foi centrifugada
novamente a 3000 g (= 4850 rpm) por 15 minutos. Durante o aquecimento ocorreu a
formacdo do complexo colorido, cuja absorbancia foi mensurada em
espectrofotometro Shimadzu (modelo UV-Vis mini 1240), no comprimento de onda
de 532 nm.

Para quantificar o complexo colorido formado, fez-se necessaria a elaboracéo
de uma curva padrao, onde se utilizou o composto padréo 1,1,3,3 tetraetoxipropano
- TEP ([C2Hs50,],CHCH,CH[OC,Hs],) cuja hidrolise acida gera o malonaldeido na
proporcao de 1:1 mol. A concentracdo de TEP (em umol/L) de cada ponto da curva
foi calculada de acordo com a massa inicial de TEP da solucao inicial. Os resultados
obtidos com diferentes concentragcbes de TEP foram plotados em gréafico de
dispersdo, com regressao linear, obtendo-se a equacdo de uma reta (com R2 >
0.99). A equacdo obtida foi utilizada na obtencdo dos valores das substancias
reativas ao acido 2-tiobarbitirico (TBARS) sendo que os resultados obtidos foram
expressos em mg de malonaldeido por kg de amostra (mg MDA/KQ).

Para a obtencéo desses resultados, também se fez necessario a quantificacao
do teor de umidade das amostras (% agua), o qual foi determinado por método
gravimétrico com dessecacdo de 10g de amostra em estufa a 105°C
(PREGNOLATTO; PREGNOLATTO, 1985).

Esta andlise de quantificacdo da oxidacéao lipidica das amostras de salame foi
realizada em triplicata no tempo 0 (salame maturado) e nos salames armazenados
por 30, 60, 90, 120 e 150 dias. A amostragem para cada tratamento foi composta de

3 salames escolhidos aleatoriamente, triturados e homogeneizados, exceto na
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massa, no qual uma amostra de aproximadamente 150 g foi coletada apos

homogeneizacdo completa na misturadeira.

3.2.4.4 Determinacéo da Atividade de Agua

A atividade de agua foi determinada por medida direta utlizando-se o
analisador Aqualab marca Decagon Devices Inc. (modelo 4TE) operando-se a
temperatura de 25°C % 0,3. Fatias de aproximadamente 3 mm de espessura, sem as
bordas foram dispostas em capsulas préprias para a analise, com exce¢ao da massa

gue foi distribuida no fundo da capsula com o auxilio de uma espatula.

Figura 7 — Capsula com amostra de salame utilizada para a determinacéo direta da atividade de agua

As determinacdes de atividade de agua foram realizadas no tempo 0 (salame
maturado) e nos salames armazenados por 30, 60, 90, 120 e 150 dias, com uma
medicdo para cada salame, sendo 3 salames de cada tratamento escolhidos
aleatoriamente, totalizando assim 3 medicfes por tratamento, exceto a massa, cuja

atividade de agua foi mensurada logo ap6s homogeneizacdo em misturadeira.

3.2.4.5 Determinac&o da Acidez em Acido Latico

A acidez latica foi determinada pela metodologia BRASIL (1999), a qual se

fundamenta na neutralizacdo dos ions de hidrogénio livre, até o ponto de

equivaléncia, pelo hidréxido de sédio na presenca do indicador fenolftaleina.
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Em um béquer de 150 mL, 10 g de amostra foi pesada e transferida para
processador com auxilio de 200 mL de agua destilada. Esta solucéo foi triturada por
1 minuto em Ultra-Turrax (Ika) e transferido todo o seu conteldo para o baldo
volumétrico de 250 mL, completando o seu volume com agua destilada. A solucéo
foi filtrada e em seguida transferiu-se 25 mL do filtrado para erlenmeyer de 125 mL.
Adicionou-se 75 mL de agua destilada e trés gotas de solucdo alcodlica de
fenolftaleina a 1%. Para a prova em branco, foi feita uma solu¢do com 100 mL de
agua destilada e trés gotas de solucdo alcoolica de fenolftaleina a 1%.

As amostras foram tituladas previamente com solucdo de hidréxido de sodio
0,1 N usando solugéo alcodlica de fenolftaleina a 1% como indicador. O ponto de
viragem foi o aparecimento de leve coloragéo rosea persistente por 30 segundos.

Esta analise de determinagdo da acidez titulavel foi realizada em triplicata no
tempo O (salame maturado) e nos salames armazenados por 30, 60, 90, 120 e 150
dias. A amostragem para cada tratamento foi composta de trés salames escolhidos

aleatoriamente, triturados e homogeneizados.

Acidez em acido latico = (V - V') xfx 0,09 x N x 100
p
Onde:
V = mililitros de solucédo de hidréxido de sédio gastos na titulacao;
V’ = mililitros de solugéo de hidroxido de sédio gastos na titulagao de branco;

p = massa da amostra na aliquota,

f = fator da solucéo de hidréxido de sédio 0,1 N;

N = normalidade da solucéo de hidroxido de sodio 0,1 N;
0,09 = fator de converséo do &cido latico.

3.2.4.6 Avaliacao da Perda de Peso

Com a finalidade de acompanhar a perda de peso das pecas de salame
durante o processo de fermentacdo e secagem (13 dias), trés pecas de cada
tratamento obtidas aleatoriamente a partir de trés locais diferentes do interior da
camara de secagem (frontal, lateral direita e lateral esquerda) foram identificadas
individualmente com o auxilio de anilhas numeradas e pesadas diariamente até o

final do processamento em balanca semi-analitica (marca Marte — modelo AL500C).
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3.2.4.7 Contagem dos Probioticos

A contagem das populac¢des probioticas foram conduzidas no Laboratério de
Produtos Funcionais do Departamento de Engenharia de Alimentos (ZEA) da
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos (FZEA) da Universidade de S&o
Paulo (USP) em trés pecas de salame escolhidos aleatoriamente do ensaio 2, nos
tempos massa, tempo 0 (salame maturado) e nos salames armazenados por 30, 60
e 90 dias, uma vez que a analise sensorial também foi realizada nestes periodos. As
amostras foram preparadas em capela com fluxo laminar previamente exposto a luz
UV por 30 minutos, pesando-se 25 g de salame de cada tratamento e adicionando-
se 225 mL de solucdo de agua peptonada em embalagem plastica de polietileno
estéril. Em seguida a amostra foi homogeneizada em homogeneizador de amostras
da marca Marconi (modelo MA 440/CF) por 2 minutos, constituindo assim a diluicéo
10, A partir desta diluicdo, obtiveram-se as diluicdes 102 a 10® em tubos de ensaio
estéreis. Uma aliquota de 1 mL de cada tubo foi retirada e adicionada a uma placa
de Petri descartavel, estéril e devidamente identificada com os tratamentos.

Para os tratamentos 2 e 3 que continham 0s microrganismos Lactobacillus
acidophilus, apos o plagueamento (em duplicata) foram adicionados cerca de 13 mL
de Agar MRS (preparado de acordo com as instrucbes do fabricante) a placa e
homogeneizados. Para a analise microbiolégica de Bifidobacterium lactis dos
tratamentos 4 e 5, o Agar utilizado foi modificado, de acordo com Grosso e Favaro-
Trindade (2004), pela adicdo de 0,5% de solucédo de L-cisteina, 1% de solucdo de
cloreto de litio, 0,01% de azul de anilina e 0,5% de solucédo de dicloxacilina, sendo
gue esta ultima foi adicionada apos a esterilizacdo em unidade filtrante Millipore,
com filtro de 22 pm.

A seguir, com o Agar ja solidificado, as placas foram invertidas e colocadas em
jarras de anaerobiose (15 placas por jarra). Para promover a auséncia de oxigénio,
fundamental para a multiplicacdo de Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium
lactis, foi colocado junto com as placas dentro da jarra o envelope de anaerobiose
(PROBAC), adicionando-se cerca de 20 mL de 4gua destilada ao envelope. As jarras
com placas de Lactobacillus acidophilus foram identificadas e incubadas a 43°C por
72 horas em camara B.O.D. (THARMARAJ; SHAH, 2003). As placas de
Bifidobacterium lactis foram identificadas e incubadas a 37 °C por 72 horas em
camara B.0.D. (GROSSO; FAVARO-TRINDADE, 2004). Ao final da incubacdo de
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ambas, foi realizada a leitura das placas, segundo a metodologia descrita por Grosso
e Favaro-Trindade (2004).

3.2.4.8 Avaliacdo Microbiolodgica

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, através da Resolucao
RDC n° 12 de 2 de janeiro de 2001, aprovou o regulamento técnico de padrbes
microbioldgicos para alimentos, incluindo um item especifico para produtos carneos
maturados como os salames. A

Tabela 3 define o padrdo microbioldgico por amostra indicativa de salame para

cada microrganismo previsto.

Tabela 3 — Tolerancia permitida para os microrganismos que devem ser pesquisados em salame tipo

Italiano
Microrganismo Tolerancia (UFC/g)
Coliformes a 45°C 108
Staphylococcus coagulase positiva 5x 103
Salmonella spp. Auséncia/25g

Fonte: BRASIL, 2001.

As analises microbiolégicas e quantificacdo de microrganismos patogénicos
foram conduzidas no Laboratério de Produtos Funcionais do Departamento de
Engenharia de Alimentos (ZEA) da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de
Alimentos (FZEA) da Universidade de Sao Paulo (USP) em amostras de salame dos
processamentos 1 e 4, com o intuito de avaliar a qualidade microbiologica e
seguranca do produto final.

Para a andlise presuntiva de Salmonella spp. utilizou-se o kit VIP® da
Biocontrol, seguindo-se a metodologia para alimentos processados, conforme
indicado pelo fabricante. Para isto, realizou-se o pré-enriquecimento onde a amostra
na diluicdo 10" foi incubada a temperatura entre 35 a 37°C, de 6 a 8 horas.

Posteriormente procedeu-se o enriquecimento seletivo, seguido da etapa de pés-
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enriguecimento, inativacdo e teste de positividade no kit VIP® em duplicata. Os
resultados foram expressos como auséncia ou presenca de 25g.

A contagem de coliformes termotolerantes foi realizada em duplicata nas
diluigdes 10™* a 107 utilizando-se placas Petrifilm ™ da marca 3M, incubando-se a
45°C por 24 horas, sendo que os resultados foram expressos em UFC/g.

Em relacdo ao Staphylococcus aureus, a contagem foi feita utilizando-se as
Placas Petrifilm Staph Express da 3M para contagem expressa, em duplicata.
Aliquotas de 1 mL de cada diluicdo (10, 10, 10 foram inoculadas nas placas e
incubadas a 37°C por 24 horas. Os resultados foram expressos em UFC/g.

A contagem das bactérias laticas foi realizada a partir das diluicdes 102 a 107,
em duplicata, em placas estéreis com Agar MRS (DeMan, Rogosa, Sharpe Agar),
fazendo-se a incubacéo pour plate para formar um ambiente de microanaerobiose,
ou seja, uma camada fina de MRS, uma de amostra e outra camada de MRS. As
col6nias foram enumeradas apos 72 horas de incubacao a temperatura de 37°C e 0s

resultados foram expressos em UFC/g.

3.2.4.9 Analise Sensorial

Com o objetivo de verificar o efeito dos tratamentos com probidticos (na forma
livre) nas caracteristicas sensoriais do salame tipo Italiano do ensaio 1 (pré-teste), o
mesmo foi avaliado sensorialmente no tempo 0 (salame maturado). A analise
sensorial do ensaio 2 (processamento 4) foi conduzida com o intuito de verificar a
aceitacdo e avaliar os efeitos da incorporacdo de Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium lactis nas formas livre e microencapsulada no tempo 0 (salame
maturado) e nos salames armazenados por 30, 60 e 90 dias.

As amostras foram avaliadas empregando-se o Teste de Aceitacdo com
escala hedbnica de 9 pontos (1= desgostei muitissimo a 9 = gostei muitissimo).
Foram recrutados 96 consumidores de salame sem restricdes quanto ao sexo, idade,
classe social e frequéncia de consumo para o ensaio 1 e 60 consumidores por tempo
de armazenamento para o ensaio 2. Utilizando esta escala, foram solicitados a
avaliar os atributos sensoriais de aparéncia, textura, sabor, aceitacdo global e
intencdo de compra (MEILGAARD; CIVILLE; CARR, 2006) (Figura 8).
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i o
Mome: Idade: Ficha n

Data: ! !

1. Porfavor, utilizando a escala a abaixo avalie cada amostra de SALAME e marque o quanto vocé gostou ou
desgostou do produto com relacdo aos seguintes atributos:

9 - Gostei muitissimo

& - Gostei muito 4 - Desgostel ligeiramentes
7 - Gostei moderadamente 3 - Desgostei moderadamente
& - Gostei ligeiramente 2 - Desgostei muito
5 - Mem gostei / nem desgostei 1 - Desgostei muitissimo
AMOSTRA N° COMENTARIOS
Aparéncia
Textura
Sabor
Aceitagio Global

2, Utilizando a escala abaixo, diga se estes SALAMES estivessem d venda e o preco ndo fosse problema, vocé:

E - Certamente compraria 2 - Provavelmente ndo compraria
4 - Provavelmente compraria 1-Certamente ndo comprara
3 - Talvez compraria / talvez ndo compraria

AMOSTRA N°

NOTA

Figura 8 — Modelo da ficha de avaliacdo sensorial das amostras de salame tipo Italiano entregue aos
provadores durante as se¢Bes de analise sensorial

Para cada provador foi servida uma fatia, de aproximadamente, 2 mm de
espessura de cada amostra (Figura 9), de forma monadica, juntamente com um
copo de agua e um biscoito agua e sal para serem utilizados entre uma amostra e

outra, com a finalidade de limpar o palato.

Figura 9 — Forma de apresentacdo da amostra de salame tipo Italiano identificada por trés digitos
numéricos, servida durante a andlise sensorial
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Estas analises foram conduzidas no Laboratério de Andlise Sensorial do
Departamento de Agroindustria, Alimentos e Nutricdo (LAN) da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” — ESALQ da Universidade de S&o Paulo — USP. Os
consumidores, em sua maioria, foram representados por alunos, professores e
demais colaboradores do campus, 0s quais estavam cientes do experimento
conduzido pela concordancia com o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Anexo 1).

Os dados da andlise sensorial foram analisados utilizando o software SAS
(Statistic Analysis System, versdo 9) através de analise de variancia (ANOVA),

aplicando o teste de Tukey com 95% de confianga (p<0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ensaio 1

O ensaio 1 compreende os resultados do pré-teste realizado com o objetivo de
verificar o efeito das culturas probidticas na forma livre em algumas caracteristicas

de qualidade do salame tipo Italiano e sua aceitacao pelo consumidor.
4.1.1 Cor Instrumental

Considerando os parametros de cor observados na massa e no tempo O
(salame maturado), verificou-se que ndo houve diferencas significativas (p>0,05)
entre os salames com culturas probidticas e o controle (Tabelas 4 e 5).

No inicio do processamento, conforme resultados apresentados na
caracterizacdo da massa do salame, até a obtencdo do tempo O (salame maturado)
observou-se uma reducdo das médias de L* do tratamento controle de 56,1 para 41,
tratamento Lactobacillus acidophilus de 55,5 para 41,1 e tratamento Bifidobacterium
lactis de 57,3 para 40,5. Este declinio esta relacionado com o processo de cura,
secagem e maturacdo dos salames, uma vez que o processo de secagem colabora
com o decréscimo de L* na medida em que ocorre concentracdo de solidos no
produto pela desidratacdo, ou seja, os salames escureceram no decorrer do
processo de producdo (PEREZ-ALVAREZ et al., 1999). Os valores de L* obtidos
neste experimento foram superiores aos valores de luminosidade 36 encontrados
por Garcia, Gagleazzi e Sobral (2000) em salame tipo Italiano apés 20 dias de
processamento e inferiores aos valores 47,6 e 49,6 observados por Cavenaghi
(1999) em salames tipo Italiano de seis diferentes marcas comercializadas no
mercado brasileiro.

Com relacdo a intensidade de vermelho (a*), observou-se um aumento do
tratamento controle de 13,8 para 14,8, tratamento Lactobacillus acidophilus de 12
para 15 e tratamento Bifidobacterium lactis de 12 para 13,6. Esse aumento do valor
de a* est& relacionado ao processo de cura e maturagdo dos salames. A reacdo da
mioglobina, principal pigmento carneo, com o 6xido nitrico no processo de cura,

forma o composto nitrosomioglobina, onde o 6xido nitrico esté ligado ao ferro heme.



42

A nitrosomioglobina é o pigmento caracteristico de carnes curadas e € susceptivel a
oxidagdo (ZANARDI et al.,, 2002). O aumento de a* ao longo do processamento
também foi observado por Campagnol (2007) e Garcia, Gagleazzi e Sobral (2000)
em salame tipo Italiano. Os valores obtidos estdo coerentes com o encontrado em
salame tipo Italiano comercializados no Brasil, com a* variando de 12,7 a 17,6
(CAVENAGHI, 2005), porém um pouco menores aos valores de 17,5 a 17,8
observado por Garcia, Gagleazzi e Sobral (2000) e de 24,87 observado por Santa
(2008) em salames tipo Italiano.

Ao contrario de a*, a intensidade de amarelo (b*) apresentou um decréscimo
acentuado durante a maturacdo. A média de b* decresceu do tratamento controle de
14,5 para 6,7, tratamento Lactobacillus acidophilus de 13,4 para 6,6 e tratamento
Bifidobacterium lactis de 13,7 para 6. Esta diferenca de 7,5 pontos na escala
equivale a uma reducdo de 54% no valor de b*. O decréscimo do valor b*
observado ao longo dos dias de processo se deve provavelmente ao consumo de
oxigénio pelos microrganismos da cultura starter durante sua fase de crescimento
exponencial, e consequentemente, ao decréscimo de oximioglobina, que contribuiu
consideravelmente ao decréscimo do valor de b*. Além disso, a reacdo do 6xido
nitrico com a mioglobina para formar nitrosomioglobina também contribuiu para o
decréscimo das concentracfes de mioglobina e oximioglobina presentes, o que
conduz na reducéo de b* (PEREZ-ALVAREZ et al., 1999).

Em funcdo desses resultados, € possivel afirmar que os probidticos nao

interferiram na cor dos salames.



Tabela 4 — Médias (xdesvios padrdes) de L*, a*, b*, pH, Aw e Acidez das massas por tratamento

H Acidez
Tratamentos L* a* b* pH P = Aw (g de acido
(p6s fermentacéo) latico/100g)
C 56,1+2,33 ¢ 13,841,279 ° 14,5+1,241 ° 5,97+0,035 ° 5,28+0,015 ° 0,97+0,006 ° 0,09+0,002 °
La 55,5+1,081° 12+0,801 ° 13,440,446 ° 5,96+0,038 ° 4,67+0,04° 0,98+0,003 ° 0,12+0,001 "
BI 57,3+2,062 ° 12+1,36 ° 13,7+0,828 * 5,88+0,059 ° 4,58+0,021 © 0,99+0,002 ° 0,14+0,001 °

Médias seguidas de letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo teste de Tukey.
C - tratamento sem adicéo de probidticos; La — tratamento com adicéo de Lactobacillus acidophilus; Bl — tratamento com adi¢céo de Bifidobacterium lactis.

Tabela 5 — Médias (+desvios padrdes) de L*, a*, b*, pH, Aw e Acidez do tempo 0 (salame maturado) por tratamento

Acidez
Tratamentos L* a* b* pH Aw (g de acido
latico/1009)
C 41+2,944 2 14,8+0,903 2 6,7+1,017 @ 5,23+0,021 ® 0,89+0,001 ® 0,19+0,001 ©
La 41,140,493 2 15+0,913 @ 6,6+0,534 2 4,8+0,036"° 0,87+0,006 " 0,26+0,002 "
BI 40,5+0,699 2 13,641,041 2 6+0,386 2 4,710,012 © 0,84+0,005 © 0,29+0,001 ?

Médias seguidas de letras mindsculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo teste de Tukey.
C - tratamento sem adicéo de probidticos; La — tratamento com adi¢&o de Lactobacillus acidophilus; Bl — tratamento com adi¢&do de Bifidobacterium lactis.

1514
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4.1.2 Avaliacao do pH

A ANOVA dos valores de pH das massas mostrou que ndo houve diferencas
significativas (p>0,05) entre as médias de pH dos trés salames, e variaram entre
5,88 e 5,97 (Tabela 4).

Ao final da fermentagcéo, os tratamentos com Lactobacillus acidophilus (La) e
Bifidobacterium lactis (Bl) apresentaram pH 4,67 e 4,58 significativamente inferior
(p=<0,05) ao tratamento controle com 5,28 em decorréncia da atividade metabdlica
das culturas laticas adicionadas, decorrente da fermentacdo de hexoses com
producao de &cidos, fato também argumentado por Bruna et al. (2001). O pH do
salame tipo Italiano variou entre 4,58 e 5,28 na fermentacéo (Tabela 4), chegando a
4,71-5,23 no salame maturado (Tabela 5). Este resultado é similar aos valores de pH
5-5,2 reportados por Sameshima et al. (1998) em salames adicionados de
Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus paracasei para o mesmo periodo de
fermentacdo. Estas variacdes podem ter sido decorrentes da matéria-prima e
formulacdo empregadas.

Apoés a fermentacdo e secagem, os salames com culturas probioticas La e Bl
tiveram seus valores de pH elevados de 4,67 a 4,8 e 4,58 a 4,71, respectivamente.
Esse aumento no valor do pH deve-se provavelmente ao aumento da atividade
proteolitica, com a formacéo de peptideos, aminoacidos e compostos nitrogenados
nédo protéicos (HERRANZ et al., 2003; DURA; FLORES; TOLDRA, 2004) e esta de
acordo com o encontrado em varios outros salames fermentados (GRECO et al.,
2005). Comportamento semelhante foi observado na producdo de embutidos
fermentados e secos (MACEDO et al., 2008; OLESEN, MEYER; STAHNKE, 2004),
em salame tipo Italiano (GARCIA, GAGLEAZZI; SOBRAL, 2000) e em embutidos
fermentados semi-secos (HUGHES et al., 2002).

Os resultados da avaliacdo do pH mostraram que a fermentacdo no salame
com Bifidobacterium lactis foi significativamente maior (p<0,05) ao controle e ao
salame com Lactobacillus acidophilus, verificando-se, neste tratamento, uma
producdo mais rapida e efetiva de acido latico e acético, com consequente reducéo
de pH (Tabela 4). Por sua vez, a redugéo do pH proporcionou o alcance do ponto
isoelétrico da proteina da carne e a aproximacao de suas moléculas fez com que a
perda de agua neste tratamento (Bl) fosse facilitada (discutido posteriormente no

item 4.1.5). Este fato, também, se refletiu nos resultados da aceitacdo da textura,
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onde o salame adicionado com Bifidobacterium lactis, obteve uma aceitagdo média
significativamente inferior (p<0,05) ao controle e ao salame com Lactobacillus

acidophilus (discutido posteriormente no item 4.1.6).

4.1.3 Determinacg&o da Atividade de Agua (Aw)

Os valores de atividade de agua observados na massa detectaram diferenca
estatistica significativa (p<0,05) entre os tratamentos com probidticos e o tratamento
controle com médias de 0,98 e 0,99 para os tratamentos La e BI, respectivamente e
média 0,97 para o tratamento controle (Tabela 4). No tempo 0 (salame maturado)
também foi observada diferengca estatistica significativa (p<0,05) entre os
tratamentos. O tratamento controle obteve média de 0,89, enquanto os tratamentos
La e Bl obtiveram valores médios de 0,87 e 0,84, respectivamente. Os menores
valores da atividade de agua (La e Bl) se relacionam a diminuicdo do pH. Quando o
pH se aproxima do ponto isoelétrico das proteinas (5-5,2), ocorre uma diminui¢ao na
capacidade de retencdo de agua, facilitando a desidratacé&o e consequentemente, a
reducdo da Aw dos salames (MAURIELLO et al., 2004).

O valor de pH relativamente baixo e a atividade de agua intermediaria inibem a
multiplicacdo de microrganismos patogénicos e muitos deteriorantes, o que contribui
para a qualidade e estabilidade do produto.

Os trés tratamentos apresentaram valores de atividade de agua abaixo do nivel
maximo de 0,90, recomendado pela legislacdo brasileira para os salames tipo
Italiano (BRASIL, 2000). Os valores obtidos neste estudo estiveram proximos de
0,87-0,88, observados nos trabalhos de Garcia, Gagleazzi e Sobral (2000) e Zlender
et al. (2009), e coerentes com o de Herrero et al. (2007), que observaram valores
entre 0,83 e 0,89.

4.1.4 Acidez em Acido Latico

Nas Tabelas 4 e 5 sdo apresentados os valores de acidez latica da massa e do
tempo O (salame maturado). Observa-se que a acidez aumentou durante o0 processo

de fabricacdo do salame de 0,09-0,14 a 0,19-0,29 g de &cido latico, fato que pode
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ser atribuido a producéo de acido latico pelas bactérias laticas. Nos salames que
receberam adicdo de culturas probiéticas Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium
lactis, observou-se que a acidez foi significativamente superior (p<0,05) ao
tratamento controle. Isto se deve ao fato que estes tratamentos continham cultura
starter mais cultura probidtica, ou seja, 1% a mais de bactérias em relacdo ao
tratamento controle que so recebeu a cultura starter, indicando uma maior atividade
fermentativa sobre os aclcares (sacarose e glicose) em maior propor¢cao e que ha
coeréncia entre os parametros de pH, Aw e acidez analisados nesta pesquisa.

Assim sendo, a maior acidez observada nos tratamentos La e Bl, decorrente da
adicdo de cultura starter mais culturas probidticas e da maior atividade metabdlica
das bactérias laticas, mostra-se diretamente relacionada com a diminui¢cdo do pH no
periodo de fermentacdo do salame, resultados que estdo de acordo com o0s
reportados por Bacus (1986).

4.1.5 Determinacéo da Perda de Peso

Na analise da variancia dos dados de perda de peso, houve efeito significativo
de tratamento (p<0,05), tempo de maturacéo (p<0,05) e efeito de interacdo do
tratamento x tempo de maturagao (p<0,05).

A Figura 9 mostra a perda de peso dos salames durante os 13 dias de
fermentacdo e secagem. Nesta figura, se observa claramente o comportamento
exponencial das curvas da perda de peso, onde o tratamento com adicdo de
Bifidobacterium lactis apresenta a maior taxa de perda de peso (35,1%) no periodo
de secagem, seguida do tratamento com adicdo de Lactobacillus acidophilus
(31,5%) e, com menor taxa, o tratamento controle (28,7%).

A maior perda de peso obtida nos tratamentos adicionados com culturas
probidticas esta relacionada a maior acidificacdo da massa, que facilita a perda de
peso das amostras. Por sua vez, esta condi¢do esta relacionada ao menor valor de
pH encontrado nestes tratamentos, que ocasionou uma maior perda de agua
durante o processamento, haja vista que o pH € um dos principais fatores que
influenciam na difusdo da agua do interior para a superficie do salame. Outros
autores obtiveram perda de peso entre 27 e 32% (GOTTERUP et al.,, 2008;
ZANARDI et al., 2002), 35 e 45% (CIROLINI, 2008; ZLENDER et al., 2009) e 59%
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(CAMPAGNOL, 2007), mostrando a grande variabilidade entre os processamentos
de embutidos céarneos fermentados e secos, que pode ser decorrente da formulacgéo,

matéria-prima, processo, entre outros.

Perda de Peso (%)

—— C

1 2 3 4 s 6 7 8 9 10 1 12 13 U

Tempo de Maturagao (dias)

C: controle; La: Lactobacillus acidophilus; Bl: Bifidobacterium lactis.
Figura 10 - Perda de Peso (%) das amostras de salame Tipo italiano durante os 13 dias de secagem

Apbs o periodo de secagem, os salames foram armazenados em embalagem a
vacuo, ndo permitindo trocas gasosas com o exterior. Por esta razdo, a perda de
peso nao foi determinada durante o armazenamento.

A determinacéo da perda de peso de embutidos secos como o salame é uma
medida que mostra indiretamente a quantidade de agua eliminada pelo embutido
durante o periodo de secagem e depende da temperatura, umidade relativa,
velocidade do ar no interior da camara de maturacdo e do tempo de processamento
(GARCIA; GAGLEAZZI; SOBRAL, 2000).

Através do exposto, verifica-se que a incorporacdo de culturas probidticas
apresentou efeito significativo (p<0,05) durante o processo de secagem do salame
tipo Italiano, sendo mais evidente a perda de peso no tratamento com adicdo de
Bifidobacterium lactis. Os valores obtidos nos tratamentos com probidticos

Bifidobacterium lactis (35,1%) e Lactobacillus acidophilus (31,5%) estdo dentro dos
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parametros (30 a 40%) considerados ideais, relatados por Rust (1994), uma vez que
perdas de peso maiores que esses valores dificultam a viabilidade econémica dos

embutidos fermentados.

4.1.6 Anélise Sensorial

A adicdo de outras culturas além das culturas starters tradicionais poderia
causar um impacto negativo nas propriedades sensoriais no salame. Para verificar
se a adicdo das culturas probiéticas afeta as caracteristicas sensoriais dos salames
desenvolvidos, realizou-se um teste de aceitacdo com 96 consumidores.

Os resultados da analise da variancia (ANOVA) dos dados de aceitacéo
mostram que ndo houve diferencas significativas (p>0,05) nas médias de aceitacéo
da aparéncia, sabor e aceitacao global dos salames. Entretanto, foram detectadas

diferencas significativas (p<0,05) na aceitagédo da textura (Tabela 6).

Tabela 6 — Média (xdesvios padrdes) dos atributos aparéncia, textura, sabor e aceitacdo global nas
amostras de salame tipo Italiano (n =96 consumidores)

Tratamentos
Atributos
C La Bl
Aparéncia 7,1+1,59% 7,3+1,34° 7,2+1,28°
Textura 7,3 +1,47° 6,8 +1,71° 6,4 +1,67°
Sabor 6,9+1,81% 7,2 +1,65% 6,8 + 1,65°
Aceitacéo global 7,1 +1,47° 7,1+1,41°% 6,8 + 1,45%

Médias seguidas de letras minusculas diferentes na mesma linha diferem estatisticamente entre si (p<0,05) pelo
teste de Tukey.
C: Controle; La: Lactobacillus acidophilus; Bl: Bifidobacterium lactis.

Observa-se que os salames com culturas probidticas obtiveram aceitacdo
similar & do salame controle, apresentando na avaliacdo da aparéncia, sabor e
aceitacao global, notas médias em torno de 7 (gostei moderadamente). J4 para a
textura, o salame com Bifidobacterium lactis obteve uma média de 6,4 (gostei

ligeiramente), significativamente inferior (p<0,05) ao controle e ao salame com
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Lactobacillus acidophilus, que obtiveram aceitacdo média de 7,3 e 6,8,
respectivamente, classificados como “gostei moderadamente” (Figura 11). Este
resultado pode ser atribuido ao fato da Bl produzir outros &cidos que nao o latico,
tais como o acético e o succinico, que podem afetar a qualidade sensorial do
produto, e logo sua aceitagao.

Ecbh Hedonia
Ln

Aparéncia Textura Sabor Aceitacdo Global

Atributos
H C H = E Bl

C: Controle; La: Lactobacillus acidophilus; BI: Bifidobacterium lactis.
1=desgostei muitissimo; 2= desgostei muito; 3= desgostei moderadamente; 4= desgostei ligeiramente; 5= nem
gostei / nem desgostei; 6= gostei ligeiramente; 7= gostei moderadamente; 8= gostei muito; 9= gostei muitissimo.

Figura 11 — Valores médios dos atributos aparéncia, textura, sabor e aceitagdo global nas amostras de
salame tipo Italiano

Mesmo assim, 0s salames com culturas probidticas, obtiveram em geral boa
aceitacdo entre os consumidores, especialmente o salame com Lactobacillus
acidophilus, que obteve em todos os atributos uma média de aceitacdo em torno de
7 na escala hedbnica, semelhante ao salame controle. Isto indica que os salames
desenvolvidos nesta pesquisa teriam um grande potencial de venda no mercado
consumidor.

Estes resultados foram similares aos de outras pesquisas que foram
conduzidas adicionando culturas probidticas Lactobacillus casei, Lactobacillus
acidophilus e Bifidobacterium lactis ao salame, os quais n&o influenciaram

negativamente nas suas caracteristicas de sabor (ANDERSEN, 1998). Além disso,
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em um experimento sensorial os microrganismos Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus paracasei e Bifidobacterium lactis foram aplicados em salame
juntamente com a cultura starter tradicional utilizada para carnes. Concluiu-se que
nenhuma destas culturas probidticas afetaram negativamente as propriedades
sensoriais (PIDCOCK; HEARD; HENRIKSSON, 2002).

As analises de correlacdo entre a aceitacdo global e a aparéncia, a textura e o
sabor, resultaram em correlagdes positivas significativas (p<0,05). Observou-se que
o atributo que mais influenciou na aceitacado da qualidade global dos salames foi 0
sabor (r=0,84), seguida da textura (r=0,71), sendo a aparéncia o atributo que menos
influenciou (r=0,50). Estes resultados sédo importantes porque mostram que o sabor
e a textura sao os atributos que os consumidores mais apreciam quando avaliam um
salame e que provavelmente influenciardo também na decisdo de compra.

A Tabela 7 mostra os resultados da intencdo de compra dos consumidores
para os trés salames. A maior porcentagem de aceitacdo (provavelmente/
certamente compraria) dos consumidores entrevistados foi do salame com
Lactobacillus acidophilus com 64,6%, ja o salame com Bifidobacterium lactis

apresentou uma porcentagem de 53,1% e o salame controle de 58,3%.

Tabela 7 — Intencdo de compra dos consumidores (em %) para salames com probidticos e salame
comercial (controle) (n= 96 consumidores)

Tratamentos
3 0,
Intencdo de compra (%) c La Bl
Certamente ndo compraria 6,3 4,2 6,3
Provavelmente ndo compraria 11,5 9,4 11,5
Compraria ou nao 24 21,9 29,2
Provavelmente compraria 22,9 30,2 32,3
Certamente compraria 35,4 34,4 20,8

C: controle; La: Lactobacillus acidophilus; Bl: Bifidobacterium lactis.
1= certamente ndo compraria; 2= provavelmente ndo compraria; 3= talvez compraria / talvez ndo compraria; 4=

provavelmente compraria; 5= certamente compraria.

Do total de consumidores entrevistados, a maior porcentagem de indiferenca

(compraria ou ndo) na intencdo de compra foi do tratamento Bifidobacterium lactis
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com 29,2%, seguido do tratamento Lactobacillus acidophilus com 24% e do controle
com 21,9%. Quanto a rejeicdo (certamente/provavelmente ndo compraria) ambos 0s
tratamentos controle e Bifidobacterium lactis apresentaram 17,8%, por sua vez, o
salame com Lactobacillus acidophilus obteve 13,6% (Figura 12).

A menor taxa de intencdo de compra para o salame com Bifidobacterium lactis
pode ser devido a uma menor aceitacdo em sua textura. Este fato deve-se
provavelmente ao valor de 0,84 de atividade de agua obtido, facilitando a
desidratacéo e tornando a amostra mais dura.

No entanto, para os trés salames, mais de 50% dos consumidores
entrevistados manifestaram estar dispostos a comprar estes produtos, comprovando
a alta aceitacdo dos salames com probidticos.

Os resultados da avaliacdo da intencdo da compra mostram que os salames
probidticos ttm um grande potencial de venda no mercado ja que o consumidor esta
disposto a comprar este tipo de produto. Provavelmente a intencdo de compra
aumentaria ainda mais se os consumidores fossem informados das vantagens e
beneficios que os alimentos probidticos trazem a saude.

70%

60%
w
£
A
8 50% -
v
=
o 40% -
-
8
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certamente/provavelmente comprariaou nio provavelmente /certamente ndo
compraria compraria
Intencdo de Compra
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C: controle; La: Lactobacillus acidophilus; Bl: Bifidobacterium lactis.
Figura 12 — Inten¢@o de compra dos consumidores (em %) para salames com probidticos e salame
comercial (controle) (n= 96 consumidores)
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4.1.7 Considerag0es finais sobre o Ensaio 1

Os resultados deste ensaio permitem concluir que a utilizacdo das culturas
probidticas interferiu positivamente nas avaliagBes fisico-quimicas e sensoriais. Os
valores de pH, acidez, Aw e perda de peso estao dentro dos parametros considerados
ideais para a obtengdo do embutido fermentado. A menor taxa de intengédo de compra
para o salame com Bifidobacterium lactis pode ser devido a uma menor aceitacao
em sua textura, provavelmente pelo valor de 0,84 de atividade de agua obtido,
facilitando a desidratacdo e tornando a amostra mais dura.

A adicdo de probidticos foi vantajosa, uma vez que os salames, tipo Italiano,
apresentaram um desempenho similar e uma alta aceitacdo entre os consumidores,

guando comparados ao controle.

4.2 Ensaio 2

O ensaio 2 compreende o resultado de quatro processamentos realizados,
separadamente, com o objetivo de verificar o efeito das culturas probidticas nas
formas livre e microencapsulada nas caracteristicas de qualidade do salame tipo
Italiano, até 150 dias de armazenamento. As caracteristicas de processamento
foram iguais as realizadas para o ensaio 1, com excecdo dos tratamentos e

formulacdo empregada, conforme especificado na Tabela 2.

4.2.1 Cor Instrumental

De acordo com a andlise de variancia dos valores de L* (luminosidade) da
massa dos salames (Tabela 8), constatou-se que ndo houve diferencas significativas
(p>0,05) entre os salames com probiodticos e o controle, com médias que variaram
de 61,2 a 63,1. Considerando-se as médias da massa até o tempo 0 (salame
maturado), observou-se um declinio para todos os tratamentos, de forma idéntica.
Com isso, é possivel afirmar que os probidticos sejam na forma livre ou
encapsulada, nao influenciaram a luminosidade dos salames. Este declinio ocorreu

em consequencia do processo de cura, secagem e maturagcdo dos salames.
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Principalmente o processo de secagem colabora com o decréscimo de L* nha medida
em que ocorre concentracdo de solidos no produto pela desidratacdo. Essa
afirmacdo se confirmou na comparacdo das médias destes tratamentos com as

médias da atividade de agua (discutido posteriormente no item 4.2.4).

Tabela 8 — Média (xdesvios padrdes) de L* nas amostras de salame tipo Italiano, segundo tratamento
e tempo de armazenamento

Tempo de Tratamentos
Armazenamento
(dias)
T1 T2 T3 T4 T5
massa 61,6+5,63° 62+1,63° 61,2+3,46°  63,1+4,76° 62+3,78°
0 44,2+1,38%  43,5+1,26™  44,6+1,84*"  43+0,76*  44,7+0,96*"
30 42,6+1,41%" 42,542 24*  43,1+1,44*  43,3+1,5™ 430,95
60 41,8+1,08  44,3+1,12**  43,9+0,62*  43,1+0,84* 42,5+1,73*
90 41,5+0,80%"  43,7+1,44*"  42,8+0,45*%  43,5+0,29*"  43,5+0,92*
120 42+0,8* 43,9+1,28*  43,2+0,6** 42+1,32*4 42+0,3*
150 41,142,82%"  43,612,13*  43,2+0,48%  42,1+0,79*"  42,8+0,95*

Médias seguidas de letras minlsculas diferentes na mesma linha diferem estatisticamente entre si
(p<0,05) pelo teste de Tukey.
Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si
(p<0,05) pelo teste de Tukey.
T1: controle; T2: Lactobacillus acidophilus livre; T3: Lactobacillus acidophilus encapsulado; T4:

Bifidobacterium lactis livre; T5: Bifidobacterium lactis encapsulado.

A luminosidade dos salames T2 e T3 decresceram no tempo 30, com posterior
aumento no 60° dia, entretanto ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre os
tratamentos (Figura 13). A variacdo observada pode ser decorrente da
heterogeneidade do produto. As particulas de gordura evidentes ao se cortar o
salame, mesmo com as medicBes ndo sendo realizadas sobre elas, podem

contribuir com valores superestimados.
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C: controle (T1); La livre: Lactobacillus acidophilus livre (T2); La encaps: Lactobacillus acidophilus
encapsulado (T3); Bl livre: Bifidobacterium lactis livre (T4); Bl encaps: Bifidobacterium lactis

encapsulado (T5).
Figura 13 - Valores médios de L* nas amostras de salame tipo Italiano, por tratamento e tempo de
armazenamento

Ao longo do periodo de armazenamento (150 dias), embora todas as amostras
tenham evidenciado um decréscimo nos valores de L*, verificou-se que ndo houve
diferenca significativa (p=0,05) durante a vida util, ou seja, o L* ficou estavel durante
todo o armazenamento. Isto sugere que a incorporacao de culturas probioticas livre
e microencapsulada nao interferem na luminosidade dos salames durante sua vida
atil.

O decréscimo de L* nas amostras representa a formacéo da cor escura em
decorréncia de reacdes de escurecimento, segundo Bozkurt e Bayram (2006). Estes
resultados concordam aos resultados obtidos por Kayaardi e Gok (2003) que
verificaram que os valores de L* de salames geralmente decrescem durante o
periodo de maturacdo, por sua vez, estdo abaixo do valor 47,8 encontrado por
Barbut (2003) em salame tipo Hungaro.

O parametro L* é muito variavel em salames tipo Italiano comercializados no
Brasil, o qual pode variar de 35,1 (CAVENAGHI, 2005) a 49,67 (CAVENAGHI;
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OLIVEIRA, 1999). Em salames tipicos italianos, também foram observados valores
de L* de 45,7 (DEL NOBILE et al., 2009). Com isso, os valores médios obtidos,
apesar de algumas variacdes, encontram-se coerentes com os valores normalmente
encontrados na literatura.

Conforme os resultados da andlise da variancia dos valores de a* da massa
(Tabela 9) observou-se que n&o houve diferenca significativa (p>0,05) entre os
salames com culturas probiéticas e o controle. A maior média apresentada para a
massa foi de 17,1 para o tratamento controle (T1) seguido de 15,7 do tratamento
Lactobacillus acidophilus livre (T2). Considerando que a cor vermelha pode ser
utilizada como indicador de estabilidade de cor em carne e produtos carneos,
constatou-se que também néao houve diferenca significativa (p>0,05) durante a vida

atil.

Tabela 9 — Média (+ desvios padrdes) de a* nas amostras de salame tipo Italiano, segundo
tratamento e tempo de armazenamento

Tempo de Tratamentos
Armazenamento
(dias)
T1 T2 T3 T4 T5

massa 17,1+2,25°  15,7+0,98%  14,7+1,17*°  14,5+0,99°  15,2+1,67°

0 1741,13* 16,7+0,57**  17,1+0,68*  17,4+1,44*  16,8+0,75*

30 17,4+1,35*  17,2+0,84*  17,3+1,03**  17,2+1,1* 17,9+0,7**

60 18,6+0,42**  16,9+0,76*  17,7+0,62**  17,7+1,44*  18,1+0,73*"

90 18+0,65* 17,5+1,3*  18,5+0,64**  17,4+0,95*  18,3+0,98*"

120 18,3+0,7** 18+0,85* 18,4+0,79**  18,1+0,96**  17,8+0,68*"

150 18,2+0,6**  17,4+1,47** 18,5+0,36*  17,9+0,5* 18,6+0,2**

Médias seguidas de letras mindsculas diferentes na mesma linha diferem estatisticamente entre si

(p<0,05) pelo teste de Tukey.
Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si

(p<0,05) pelo teste de Tukey.
T1: controle; T2: Lactobacillus acidophilus livre; T3: Lactobacillus acidophilus encapsulado; T4:

Bifidobacterium lactis livre; T5: Bifidobacterium lactis encapsulado.

Conforme os resultados na Tabela 9, para o tempo 0 (salame maturado)
observa-se um aumento no valor de a* para os tratamentos T2, T3, T4 e T5, que

corresponde a secagem e, portanto, este aumento deve ser devido a reducdo no
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teor de 4gua das amostras que diminui a reflexdo conferindo aparéncia escura aos
produtos e aumenta a concentragcéo de nitrosomioglobina.

Com o fim do processo de fermentagdo e secagem, 0 tratamento
Bifidobacterium lactis livre (T4) apresentou uma reducao no valor de a* de 17,4 para
17,2 (30 dias de armazenamento). Por sua vez, com 60 dias de armazenamento, 0O
tratamento Lactobacillus acidophilus livre (T2), também apresentou uma reducao em
seus valores de a* de 17,2 para 16,9. Estas diminuic6es sao atribuidas ao efeito do
acido latico nos diferentes estdgios quimicos da mioglobina (mioglobina,
nitrosomioglobina e oximioglobina), pois este acido pode desnaturar parcial ou
totalmente o grupo prostético heme.

Com 30 dias de armazenamento, as amostras do tratamento controle (T1) e
Bifidobacterium lactis encapsulado (T5) apresentaram as maiores medias de a*, 17,4
e 17,9, respectivamente, e intensificando-se até o tempo de 150 dias. Este fato é
positivo para a aparéncia dos salames, uma vez que receberam notas acima de 7
(gostei moderadamente) para este atributo na analise sensorial (discutido
posteriormente no item 4.3).

Ao término do armazenamento, o0s salames dos cinco tratamentos
apresentaram resultados coerentes com 0s observados por Garcia; Gagleazzi e
Sobral (2000) em salame tipo Italiano, com valores entre 17,5 a 17,8.

Para a intensidade de amarelo (b*) constatou-se que nos resultados da analise
da variancia (Tabela 10) ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre os
tratamentos, apresentando na massa médias que variaram de 14,3 a 15 para 8,6 a
9,5 no tempo 0 (salame maturado). A intensidade de amarelo (b*) decresceu durante
a fermentacdo e secagem, supostamente devido ao consumo de oxigénio presente
na mistura pelos microrganismos na sua fase exponencial de crescimento, deste
modo contribuindo para o decréscimo de mioglobina na forma de oximioglobina, que

neste estagio da mioglobina, contribui na formacgéo da cor vermelha do produto.
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Tabela 10 — Média (+ desvios padrdes) de b* nas amostras de salame tipo Italiano, segundo
tratamento e tempo de armazenamento

Tempo de Tratamentos
Armazenamento
(dias)
T1 T2 T3 T4 T5
massa 15+0,4° 14,9+0,58° 14,3+1,14° 14,5+0,82° 14,8+0,58°
0 9,5+0,64%° 8,6+0,51%° 9,5+0,97%° 9,1+1,13** 9,5+0,33%°
30 9,7+0,37%° 9,3+0,8%° 9,8+1,06*° 9,2+0,81*" 10+0,61%°
60 10,7+0,25*®  9,4+0,26*®  10,6+0,65™° 10,1+0,96** 10,6+0,58*®
90 10,6+0,19*®  10,4+0,92**®  11,6+0,51*° 10,7+1,33** 11,4+0,78*®
120 11,3+0,36*" 12+1,63*% 11,7+1,57*° 11,3+1,45* 10,9+1,08*®
150 11,6+1,01*  10,7+0,57*®  12,3+1,03* 11,6+0,90** 12,3+0,59**

Médias seguidas de letras mindsculas diferentes na mesma linha diferem estatisticamente entre si
(p<0,05) pelo teste de Tukey.
Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si
(p=<0,05) pelo teste de Tukey.
T1: controle; T2: Lactobacillus acidophilus livre; T3: Lactobacillus acidophilus encapsulado; T4:

Bifidobacterium lactis livre; T5: Bifidobacterium lactis encapsulado.

Do tempo 0 (salame maturado) até os 120 dias de armazenamento, a
intensidade de amarelo aumentou para os tratamentos T1, T2, T3 e T4. Por sua vez,
0 Unico tratamento que teve a sua meédia reduzida foi o tratamento Bifidobacterium
lactis encapsulado (T5) com 10,9, provavelmente este resultado pode ser decorrente
da oxidacdo lipidica, que tende a aumentar a cor amarela do produto pela rancidez
(GARCIA-ESTEBAN; ANSORENA; ASTIASARAN, 2004), j4 que um pequeno
aumento foi observado no valor de TBARS neste mesmo periodo para este
tratamento.

Conforme a Tabela 10 observa-se que apenas o tempo contribuiu de forma
estatisticamente significativa (p<0,05) para os tratamentos controle (T1),
Lactobacillus acidophilus livre (T2), Lactobacillus acidophilus encapsulado (T3) e
(TS5). Entretanto,

Bifidobacterium lactis livre (T4) ndo foi detectada diferenca significativa (p>0,05)

Bifidobacterium lactis encapsulado para 0 tratamento

durante a vida util.
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Os valores de b* reduziram-se ao longo do armazenamento em média 28,2%
para o tratamento Lactobacillus acidophilus livre (T2), 22,7% para o controle (T1),
20% para Bifidobacterium lactis livre (T4), 16,9% para Bifidobacterium lactis
encapsulado (T5) e 14% para Lactobacilus acidophilus encapsulado (T3), resultando
em valores médios de 10,7 a 12,3 (Figura 14). Estes resultados estdo acima dos
relatados por Barbut (2003) que avaliou a cor de um salame tradicional e de um
salame tipo Hungaro obtendo valores de b* de 10,3 e 8,5, respectivamente, e
semelhantes aos obtidos por Pérez-Alvarez et al. (1999), que observaram a
diminuicdo dos valores de b* de um embutido curado tipo Espanhol, atribuindo este
decréscimo ao consumo de oxigénio pelos microrganismos e a consequente

diminuicdo da oximioglobina.
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Figura 14 - Valores médios de amarelo (b*) nas amostras de salame tipo Italiano, por tratamento e
tempo de armazenamento
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4.2.2 Avaliacao do pH

Considerando os resultados da analise de variancia da massa de salame,
verifica-se que ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre as médias dos cinco
tratamentos, que variaram de 6,2 a 6,3 (Tabela 11) e que esta coerente com a
variagdo de 6,35 a 6,65 observada por Del Nobile et al. (2009) para salames
italianos, que podem ser decorrentes da matéria-prima e formulacdo empregadas.
Durante a fermentacao, trés grandes grupos de substancias presentes influenciam
os valores de pH: os acidos orgéanicos oriundos da fermentacdo dos acUcares, 0s
compostos basicos resultantes da protedlise gerada pelos microrganismos ou pelas
proprias enzimas tissulares e os acidos organicos procedentes da hidrolise das

gorduras (Chagas, 1998, citado por Macedo, 2005).

Tabela 11 — Média (xdesvios padrées) de pH nas amostras de salame tipo Italiano, segundo
tratamento e tempo de armazenamento

Tempo de Tratamentos
Armazenamento
(dias)
T1 T2 T3 T4 T5
massa 6,2+0,24% 6,2+0,25% 6,3+0,17% 6,3+0,06% 6,3+0,22%
pés fermentacao 5,2+0,01% 4,7+0,13° 5+0,12%°  4,6+0,17° 5,2+0,06%
0 5,3+0,1%® 4,8+0,21™  5,2+0,06°®  4,8+0,07"*  5,2+0,08**
30 5,4+0,08%° 4,8+0,3"  5,2+0,25®  4,8+0,17"  5,2+0,22%"
60 5,5+0,06®  4,9+0,12"* 5,5+0,09*°  4,9+0,21"*  5,5+0,24**
90 5,5+0,15*°  4,9+0,24" 5,4+0,14*°  4,9+0,11"*  5,4+0,17**
120 5,7+0,12* 5,1+0,11"  5,6+0,11* 5+0,14*  5,6%0,14*
150 5,7+0,07** 5+0,1" 5,7+0,08** 5+0,06™ 5,610,009

Médias seguidas de letras mindsculas diferentes na mesma linha diferem estatisticamente entre si
(p<0,05) pelo teste de Tukey.

Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si
(p<0,05) pelo teste de Tukey.

T1: controle; T2: Lactobacillus acidophilus livre; T3: Lactobacillus acidophilus encapsulado; T4:
Bifidobacterium lactis livre; T5: Bifidobacterium lactis encapsulado.
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A fermentacdo ocorreu em, aproximadamente, 24 horas com consequente
queda do pH de todos os tratamentos, apresentando diferencas estatisticas
significativas (p<0,05) entre os tratamentos. Essas diferencas sdo devidas as
variagdes do processamento, pois do ponto de vista de eficiéncia do processo de
secagem, o ideal é paralisar o pH em torno de 5,0, pr6ximo ao ponto isoelétrico das
proteinas. Por sua vez, o tratamento Lactobacillus acidophilus livre (T2) obteve
média 4,7 e essa grande acidificacdo provavelmente esta relacionada com o poder
de acidificacdo do Lactobacillus acidophilus ou com o fato da atuacéo dele gerar
compostos que estimulem a atividade das demais bactérias laticas. As bactérias
laticas formam acido latico metabolizando os carboidratos presentes na massa
carnea, o qual ira refletir no efeito protetor contra microrganismos indesejaveis,
conversdo e estabilizacdo da cor, além da formacdo de compostos desejaveis de
sabor e aroma caracteristicos dos embutidos fermentados (TYOPPONEN et al.,
2003).

Este valor de pH 4,7 do tratamento Lactobacillus acidophilus mostra-se abaixo
dos valores de pH 5 e 5,2 encontrados por Sameshima et al. (1998) que estudaram
a adicdo de L. rhamnosus e L. paracasei ssp. paracasei em salames e aos
apresentados por Muthukumarasamy e Holley (2006) que obtiveram valor de pH 5,3
para Lactobacillus reuteri encapsulado ou ndo para o mesmo periodo, diferindo do
Lactobacillus acidophilus encapsulado (T3) que teve uma acdo menos intensa na
reducdo do pH como constatado neste trabalho. Este resultado pode ser atribuido
possivelmente ao fato do Lactobacillus acidophilus encapsulado ter tido sua
atividade metabdlica reduzida por estar aprisionado na capsula, sem acesso aos
nutrientes.

Na Tabela 11 observa-se que houve um aumento nos valores do pH pdés
fermentacéo para tempo 0 (salame maturado) com médias que variaram de 4,7 a 5,2
para 4,8 a 5,3, sendo detectada diferenca estatistica (p<0,05) entre os tratamentos.
Como se pode verificar ocorreu um aumento de pH entre o final da fermentacédo e o
término da secagem, sendo que este fato também foi observado por Scheid et al.
(2003). Os tratamentos controle (T1), Lactobacillus acidophilus encapsulado (T3) e
Bifidobacterium lactis encapsulado (T5) diferiram estatisticamente (p<0,05) dos
tratamentos Lactobacillus acidophilus (T2) e Bifidobacterium lactis (T4) ambos na
forma livre (Figura 15). Esta diferenca estatistica relacionada as variacées de pH

observadas pode ser explicada pelo fato dos microrganismos encapsulados terem
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sua atividade metabdlica reduzida, por estarem aprisionados na capsula e, portanto,
sem contato com nutrientes para promoverem a fermentagcdo. Com isso, o valor de

pH dos tratamentos encapsulados é similar aos do controle.
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Figura 15 - Valores médios de pH nas amostras de salame tipo Italiano, por tratamento e tempo de
armazenamento

Na tabela 11, verifica-se que as médias de pH dos cinco tratamentos pouco se
alteraram do tempo 0 para o 30° dia, porém foi observada diferenca estatistica
significativa (p<0,05) entre os tratamentos. As maiores médias encontradas foram as
dos tratamentos controle (T1), Lactobacillus acidophilus encapsulado (T3) e
Bifidobacterium lactis encapsulado (T5) com 5,4, 5,2 e 5,2, respectivamente.
Resultados acima dos encontrados por Ggtterup et al. (2008), de 5,1 em salames
produzidos com nitrato de sodio e Staphylococcus carnosus como bactéria nitrato-
redutora aos 21 dias de armazenamento. O tratamento adicionado de Lactobacillus
acidophilus livre (T2) obteve média 4,8 no valor de pH, o que esta de acordo com

Muthukumarasamy e Holley (2006) que obteve valor médio 4,7 em Lactobacillus
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reuteri. Nesta mesma pesquisa estes mesmos autores verificaram que para o
salame com Lactobacillus reuteri encapsulado o pH também foi 4,7, o que difere do
encontrado no presente trabalho de 5,2. Esta diferenca de resultados possivelmente
ocorreu pelo fato da cépsula produzida por Muthukumarasamy e Holley (2006) ter
liberado os probidticos no salame, ou seja, a capsula deve ter sido rompida, o que
nao deve ter ocorrido no presente trabalho.

As andlises do tempo 60 até 150 dias de armazenamento mostraram que
houve um ligeiro aumento nos valores médios de pH e os tratamentos controle (T1),
Lactobacillus acidophilus encapsulado (T3) e Bifidobacterium lactis encapsulado (T5)
diferiram estatisticamente (p<0,05) dos tratamentos Lactobacillus acidophilus livre
(T2) e Bifidobacterium lactis livre (T4). Este aumento de pH nao constitui um risco a
seguranca do produto, porque, a0 mesmo tempo a atividade de agua foi reduzida a
niveis que desestimulam a multiplicacdo bacteriana. Aumento semelhante foi
observado por Lee et al. (2009) em salames armazenados por 120 dias a
temperatura ambiente de 25°C.

Os altos valores de pH encontrados para o0s tratamentos com
microencapsulacdo, quando comparados aos tratamentos na forma livre, devem-se,
provavelmente, a protecao gerada pelas capsulas aos probidticos, o que os impediu
de interagir com o meio, reduzindo a acidificacdo. Por sua vez, os tratamentos T2 e
T4 (livres) apresentaram o pH proximo ao ponto isoelétrico das proteinas, devido a
alta concentracéo de substratos existentes na formulacéo, que reduziram o pH até a
finalizacdo destes no meio.

Os valores finais de pH variaram entre 5 e 5,7 para os salames tipo Italiano do
presente estudo, coerentes aos valores entre 5,5 a 5,9 encontrados em estudo com
salames tipo Italiano (DETONI, 1994, citado por CAVENAGHI, 2005) e aos relatados
por Korel e Acton (2002) que encontraram valor médio de 5,5. Portanto, os valores
encontrados para os salames deste trabalho encontram-se dentro da faixa
encontrada por outros autores indicando certa uniformidade na elaboracdo desse
produto.

Avaliando os resultados da vida atil ao longo dos 150 dias, os tratamentos
Lactobacillus acidophilus livre (T2), Bifidobacterium lactis livre (T4) e Bifidobacterium
lactis encapsulado (T5) ndo apresentaram diferencgas estatisticas (p>0,05) durante o
periodo de armazenamento, ou seja, o pH desses tratamentos foi estavel na vida util

do salame (Figura 16).
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Figura 16 - Valores médios de pH nas amostras de salame tipo Italiano, durante a vida Util

A verificacdo do pH dos produtos carneos € utilizada como um dos critérios de
sua qualidade. Nesse sentido, valores de pH inferiores a 6,2 tornam os produtos
carneos mais protegidos contra a acdo de microrganismos indesejaveis. Assim como
no presente estudo, em que a adicdo de culturas probioticas apresentou resultados
satisfatérios com valores finais (150 dias) de pH variando entre 5 e 5,7, estes
resultados estdo de acordo com Ambrosiadis et al. (2004) que destacam que o pH

de salames tradicionais varia entre 4,6 e 6,1.

4.2.3 Determinacao da Oxidacdao Lipidica

Conforme os resultados da analise de variancia da massa observa-se que nao
houve diferenca estatistica significativa (p>0,05) entre as médias dos cinco
tratamentos (Tabela 12), que variaram de 1,3 a 2,2. Os maiores valores de TBARS

de 2,2 mg de MDA/kg, foram dos tratamentos Lactobacillus acidophilus (T2) e
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Bifidobacterium lactis (T4) ambos na forma livre. Esta aceleracdo na oxidagao
lipidica provavelmente foi induzida pelos metabdlitos produzidos pelos
microrganismos probidticos, por sua vez, quando estes microrganismos sao
encapsulados, ficam impedidos de interagir com o meio, o0 que reduz sua atividade
metabdlica, e, se h& geracdo de metabdlitos, estes possivelmente ficam
aprisionados nas microparticulas.

Nas médias obtidas do tempo 0 (salame maturado) observa-se uma reducao
na oxidagao lipidica em relagdo a massa, indicando que o eritorbato monossoédico
adicionado a formulacdo exerceu acdo antioxidante sobre a rancificacdo dos
lipideos, porém ndo foi observada diferenca significativa entre os tratamentos
(p>0,05). Os tratamentos T2 e T4 mantiveram-se com as maiores médias atingindo
concentracdes de 0,6 mg de MDA/kg e 0,8 mg de MDA/kg, respectivamente, por sua
vez, estes valores mostraram-se acima do valor encontrado por Zanardi et al. (2002)

de 0,33 mg de MDA/kg para 0 mesmo periodo.

Tabela 12 — Média (+desvios padrbes) de TBARS (mg de malonaldeido/kg) nas amostras de salame
tipo Italiano, segundo tratamento e tempo de armazenamento

Tempo de Tratamentos
Armazenamento
(dias)
T1 T2 T3 T4 T5
massa 1,3+0,56% 2,2+0,85° 1,540,672 2,2+0,98% 1,610,852
0 0,4+0,35*  0,6+0,31**  0,4+0,29*®  0,8+0,27**  0,4+0,41**
30 0,9+0,06™  1+0,05%* 0,8+0,29"®  1,3+0,31*™* 1,5+0,32**
60 1,1+0,71*  0,8+0,46*  1,3+0,6*°®  1,2+0,25** 1+0,13**
90 2,4+1,75*  1,8+0,89**  2,3+1,07*® 2,7+1,11*  2,1+0,98*
120 3,241,15*  1,740,42**  2,2+0,64*® 2,5+0,59*  2,2+0,53*"
150 3,56+2,06™  2,3+1,14*  3,5+1,86%  3,4+1,97*  3,1+2,31*

Médias seguidas de letras minusculas diferentes na mesma linha diferem estatisticamente entre si
(p<0,05) pelo teste de Tukey.

Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si
(p<0,05) pelo teste de Tukey.

T1: controle; T2: Lactobacillus acidophilus livre; T3: Lactobacillus acidophilus encapsulado; T4:
Bifidobacterium lactis livre; T5: Bifidobacterium lactis encapsulado.
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Aos 30 dias de armazenamento, observou-se diferenca significativa entre os
tratamentos (p<0,05), sendo que o Bifidobacterium lactis encapsulado (T5) obteve a
maior média (1,5 mg de MDA/kg) diferindo estatisticamente dos tratamentos controle
(T1) e Lactobacillus acidophilus encapsulado (T3) (Figura 17). Este aumento de
TBARS durante o armazenamento, deve-se provavelmente a acdo das enzimas
lipoliticas que liberam &cidos graxos insaturados livres, principalmente o &cido
linoléico, oléico e araquidbnico, altamente susceptiveis a oxidacdo nos produtos
carneos e que sdo influenciadas por diversos fatores relacionados ao processo de
fabricacdo, como a quantidade e o tipo de gordura empregados (as microcapsulas
foram revestidas por gordura de palma interesterificada), o teor de sal e de
condimentos, o grau de moagem da carne, a temperatura de maturacdo, o pH e o
potencial redox durante o processamento, conforme justificativas apresentadas nos
resultados obtidos por Cichoski (2004) e Pinto, Ponsano e Heinemann (2001). As
médias obtidas entre 0,8 a 1,5 mg de MAD/kg para este periodo, estdo abaixo das
relatadas por Macedo (2005) entre 1,74 e 2,75 mg de MAD/kg em experimento

realizado com Lactobacillus paracasei no 28° dia.
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Figura 17 - Valores médios de oxidacgéo lipidica nas amostras de salame tipo Italiano, por tratamento
e tempo de armazenamento

Os valores de TBARS encontrados na literatura, para salames, sdo muito
variaveis. Lorenzo et al. (2000), avaliando as caracteristicas bioquimicas de salames
tradicionais da Espanha, encontrou valores entre 0,15 a 2,96 mg de MAD/kg para o
salame denominado de “Botillo” e de 0,27 a 15,4 mg de MAD/kg para o salame
denominado de “Androlla”.

As concentracfes de TBARS dos tratamentos controle (T1) e Lactobacillus
acidophilus encapsulado (T3) aumentaram gradualmente até o tempo de 60 dias de
armazenamento, com valores médios de 1,1 a 1,3 mg de MAD/Kkg, respectivamente,
entretanto ndo foi observada diferenca estatistica significativa entre os tratamentos
(p>0,05). Estes valores estdo acima dos encontrados por Zanardi et al. (2002) de
1,05 mg MDA/kg em salame tipo Milano, para 0 mesmo periodo. Apesar deste
aumento observado para o Lactobacillus acidophilus encapsulado (T3), os

resultados da andlise sensorial para este mesmo periodo indicam que este
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tratamento foi o mais aceito pelos consumidores com 64,7% (discutido
posteriormente no item 4.3), uma vez que esta variagdo nas concentracdes de
TBARS nao séo percebidas sensorialmente.

Conforme os resultados aos 90 dias de armazenamento, constatou-se que
houve um aumento significativo no nimero de TBARS para todos os tratamentos. O
tratamento Bifidobacterium lactis livre (T4) apresentou a maior média de 2,7 mg de
MAD/kg, porém ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos (p>0,05).
Comportamento similar foi encontrado por Wang, Jlang e Lin (1995) para salames
tipo Chinés que aumentaram suas concentracdes durante o tempo de
armazenamento de valores ao redor de 0,6 mg de MAD/kg para valores entre 2,8 mg
de MAD/kg. Estes aumentos provavelmente sdo decorrentes de diversos fatores
como possivel residual de oxigénio remanescente na embalagem apds o
fechamento a vacuo e a taxa de permeabilidade ao oxigénio caracteristica da
embalagem. Bote et al. (2005), sugerem que a evolucdo da oxidacdo lipidica em
carne e produtos carneos suinos sofre muitas variacdes, podendo algumas vezes
alcancar valores de 1,5 a 2 mg de MAD/kg em poucos dias, e, algumas vezes, a
oxidacdo pode ocorrer tdo lentamente que ndo chega a ser considerada um
problema.

Avaliando os resultados aos 120 e 150 dias de armazenamento, verifica-se que
novamente ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre os tratamentos. As
médias obtidas para os salames aos 120 dias variaram de 1,7 a 3,2 mg de MAD/kg e
aos 150 dias de 2,3 a 3,5 mg de MAD/kg. De acordo com Summo, Caponio e
Pasqualone (2006) a baixa atividade de agua e o elevado teor de gordura dos
produtos carneos fermentados, fazem com que a oxidacéo lipidica seja uma das
principais causas da diminuicdo da qualidade durante a vida util dos produtos.
Resultados semelhantes aos encontrados por Novelli et al. (1997) em amostras
comerciais de salame tipo Milano, que apresentaram valores de TBARS variando de
0,4 a 3,9 mg de MAD/kg e por Macedo (2005) em amostras de salame com
Lactobacillus paracasei cujo valor encontrado foi 3,3 mg de MAD/kg, aos 133 dias de
armazenamento.

Considerando as concentragbes 1,7, 2,2 e 2,5 mg de MAD/kg no 120° dia de
armazenamento, obtidas para os tratamentos Lactobacillus acidophilus livre (T2),
Lactobacillus acidophilus encapsulado (T3) e Bifidobacterium lactis livre (T4),

respectivamente, nota-se uma ligeira reducdo dessas concentracbes quando
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comparadas ao tempo 90 dias. Esta diminuicdo dos valores de TBARS pode ser
atribuida as reacdes de malonaldeido com proteinas durante o periodo de
armazenamento, apesar de o malonaldeido ser um produto secundario da oxidacéo de
acidos graxos poliinsaturados (Melton, 1993 citado por Marangoni, 2007).

Cichoski (2004) obteve valores de TBARS variando entre 0,03 e 1,04 mg de
MAD/kg em paleta suina fermentada apos 120 dias de armazenamento. Este
mesmo autor relata que valores de TBARS inferiores a 1,59 mg de MAD/kg séo
considerados baixos para serem percebidos sensorialmente e ndo causam alarme
para a saude humana. Segundo Zanardi et al. (2004) o excesso de oxidagédo pode
atingir um nivel de rancidez, no qual o alimento ndo é mais aceito. Esta afirmacéo e
a constatacdo das elevadas concentragcfes de todos os tratamentos aos 90 dias de
armazenamento fizeram com que a vida util fosse definida como de 90 dias e analise
sensorial fosse realizada somente até este periodo, sendo perceptivel pelos
provadores a rancidez das amostras no atributo sabor da anélise sensorial (discutido
posteriormente no item 4.3).

Os valores de TBARS durante a vida util dos salames estdo apresentados na
Figura 18, sendo o tempo zero o produto acabado e os demais a cada trinta dias.
Observou-se diferenga estatistica significativa (p<0,05) para o tratamento
Lactobacillus acidophilus encapsulado (T3) durante o periodo de armazenamento.
As amostras do controle (T1), Lactobacillus acidophilus livre (T2), Lactobacillus
acidophilus encapsulado (T3), Bifidobacterium lactis livre (T4) e Bifidobacterium
lactis encapsulado (T5) obtiveram médias finais de 3,5, 2,3, 3,5, 34 e 3,1,
respectivamente, porém nao sendo observada diferenca significativa (p>0,05) entre
os tratamentos estudados, ou seja, a oxidacdo lipidica aumentou ao longo do
armazenamento, independente da forma que as culturas probibdticas foram
adicionadas, se livres ou encapsuladas.

Com isso, nem mesmo os salames do tratamento controle diferenciaram-se
daqueles com probidticos, indicando que a adicdo de probiodticos ndo influenciou na

oxidacdo, o que pode ser considerado um resultado muito positivo.
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4.2.4 Determinac&o da Atividade de Agua (Aw)

Considerando os resultados obtidos na analise de variancia para a
determinacdo da atividade de agua da massa, constatou-se que nao houve
diferenca estatistica significativa (p>0,05) entre os tratamentos com culturas

probidticas e o controle, com médias que variaram de 0,96 a 0,97 (Tabela 13).
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Tabela 13 — Média (+desvios padrdes) de Atividade de Agua (Aw) nas amostras de salame tipo
Italiano, segundo tratamento e tempo de armazenamento

Tempo de Tratamentos
Armazenamento
(dias)
T1 T2 T3 T4 T5
massa 0,97+0,003*  0,97+0,001*  0,97+0,001° 0,96+0,006% 0,96+0,007%
0 0,87+0,018** 0,84+0,007°** 0,86+0,006*°** 0,83+0,019**  0,88+0,015**

30 0,86+0,007**  0,84+0,018** 0,86+0,009** 0,83+0,008"  0,86+0,008*"
60 0,86+0,02* 0,84+0,022**  0,86+0,012** 0,83+0,01* 0,86+0,009*°
90 0,87+0,018**  0,84+0,027**  0,85+0,004** 0,830,007  0,86+0,015*"
120 0,85+0,019** 0,83+0,024*"* 0,85+0,005** 0,82+0,004™  0,84+0,007*"®
150 0,85+0,015*  0,83+0,022**  0,85+0,006*" 0,82+0,005*  0,85+0,016**"

Médias seguidas de letras mindsculas diferentes na mesma linha diferem estatisticamente entre si
(p=<0,05) pelo teste de Tukey.

Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si
(p=<0,05) pelo teste de Tukey.

T1: controle; T2: Lactobacillus acidophilus livre; T3: Lactobacillus acidophilus encapsulado; T4:
Bifidobacterium lactis livre; T5: Bifidobacterium lactis encapsulado.

No tempo 0 (salame maturado) foi detectada diferenca estatistica significativa
(p<0,05) entre os tratamentos. As amostras de Bifidobacterium lactis encapsulado
(T5) diferiram estatisticamente (p<0,05) dos tratamentos Lactobacillus acidophilus
(T2) e Bifidobacterium lactis (T4), ambos na forma livre. A reducdo observada nas
médias da massa de 0,96 a 0,97 para 0,83 a 0,88 do tempo O é desejavel, sendo
decorrente do processo de secagem, onde a agua essencial para a multiplicacédo de
microrganismos € retirada da massa do salame. Segundo, Kottke et al. (1996) os
microrganismos somente usam uma parte da agua total remanescente (agua livre)
para sua multiplicacdo e metabolismo, sendo que as bactérias responsaveis por
deterioraces multiplicam-se somente em atividade de agua superior a 0,90.
Sanchez-Rodriguez (2001) também afirma que o conteudo de agua é o primeiro
fator que influencia o parametro de luminosidade (L*), uma vez que a perda de
umidade reduz a quantidade de luz refletida, justificando o menor valor de L* para

estes mesmos tratamentos T2 e T4 (discutido anteriormente no item 4.2.1).
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Conforme as médias do tempo 30 (Figura 19), os maiores valores de atividade
de 4gua encontrados foram dos tratamentos controle (T1), Lactobacillus acidophilus
encapsulado (T3) e Bifidobacterium lactis encapsulado (T5) com 0,86 para estes trés
tratamentos, diferenciando-se significativamente (p<0,05) do T2 e T4. Estes
parametros estdo coerentes com o0s encontrados na determinacdo do pH, onde
estes tratamentos apresentaram 0s maiores valores. Consequentemente, nas
analises de determinacdo da acidez e de perda de peso, foram observadas, para
estes mesmos tratamentos, os menores indices de acidez e as menores perdas
(discutido posteriormente nos itens 4.2.5 e 4.2.6). A média 0,86 do tratamento
Lactobacillus acidophilus encapsulado (T3) estd coerente com o relatado por
Muthukumarasamy e Holley (2006), que obtiveram o valor de 0,88 para amostras de

salame com Lactobacillus reuteri encapsulado ou néo.
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Figura 19 - Valores médios de atividade de agua (Aw) nas amostras de salame tipo Italiano, por
tratamento e tempo de armazenamento
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De acordo com as avaliagcbes nos tempos de armazenamento 60 e 90 dias,
constatou-se que os valores dos tratamentos pouco se alteraram e que ndo houve
diferenca estatistica significativa (p>0,05) entre os tratamentos. Este fato deve-se
provavelmente ao equilibrio do meio encontrado pelas amostras. Entretanto, na
analise de variancia das médias do 120° dia verificou-se que o tratamento
Lactobacillus acidophilus encapsulado (T3) diferenciou-se significativamente
(p<0,05) do tratamento Bifidobacterium lactis livre (T4), coincidindo com os
resultados encontrados nos parametros de pH, acidez e perda de peso para o
mesmo periodo. Segundo Mauriello et al. (2004) quando o pH se aproxima do ponto
isoelétrico das proteinas ocorre uma diminui¢do na capacidade de retencao de agua,
facilitando a desidratacdo e consequentemente a reducdo na Aw dos salames.
Assim sendo, de acordo com as condi¢cbes ambientais de armazenamento do
produto e da permeabilidade ao vapor d"agua da embalagem, o produto tende a
entrar em equilibrio, perdendo ou ganhando agua (ANSELMO; MATA; RODRIGUES,
2008).

Avaliando os valores no tempo 150 dias de armazenamento, observou-se que
nao houve diferenca estatistica significativa (p>0,05) entre os tratamentos e que 0s
valores decresceram no decorrer do periodo independente da forma como as
culturas probidticas foram adicionadas, se livres ou encapsuladas. De acordo com
Ty6pponen et al. (2003) a atividade de agua constitui 0 mais importante fator para a
multiplicacdo microbiana e por isso sua diminuicdo torna-se o obstaculo de maior
efeito sobre a multiplicacdo de microrganismos indesejaveis no salame.

Os valores finais obtidos foram de 0,85, 0,83, 0,85, 0,82 e 0,85 para os
tratamentos T1, T2, T3, T4 e T5, respectivamente, abaixo dos observados por
Garcia, Gagleazzi e Sobral (2000) de 0,87 a 0,88 e coerentes com Herrero et al.
(2007), que observaram valores entre 0,83 e 0,89.

Durante a vida util dos salames observou-se diferenca estatistica significativa
(p<0,05) nos valores de atividade de agua para o tratamento Bifidobacterium lactis
encapsulado (T5) (Figura 20). Mesmo havendo diferencas estatisticas entre os
valores de atividade de agua para os diferentes periodos da vida util e entre os
tratamentos, estas variagdes podem ser devidas as variagdes inerentes as amostras
durante o periodo de secagem, como por exemplo, aquelas causadas pela posi¢éo

da amostra no interior da camara de secagem.
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Figura 20 — Valores médios de atividade de dgua (Aw) nas amostras de salame tipo Italiano, durante
a vida util

A atividade de agua e a embalagem a vacuo sdo os ultimos obstaculos do
processamento de salame para se alcancar a seguranca e a estabilidade a
temperatura ambiente. O parametro de atividade de &gua estabelecido pelo
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do Salame tipo Italiano é de no
maximo 0,90 (BRASIL, 2000), mas a industria brasileira utiliza valores em torno de
0,87, como verificados por Cavenaghi (2005) em trabalhos realizados sobre as

marcas comerciais.

4.2.5 Determinac&o da Acidez em Acido Léatico

Conforme os resultados da andlise de variancia da determinacédo da acidez na
massa constatou-se que ndo houve diferengas estatisticas significativas (p>0,05)
entre tratamentos, com médias que variaram de 0,06 a 0,08 (Tabela 14).

No tempo O (salame maturado), o tratamento Lactobacillus acidophilus (T2) e

Bifidobacterium lactis (T4) ambos na forma livre, diferiram estatisticamente (p<0,05)
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dos tratamentos T1, T3 e T5 e apresentaram valores médios de 0,26. A evolucdo da
acidez titulavel se deu inversamente proporcional ao desenvolvimento do pH durante
todo o periodo estudado o que favorece a confirmacdo dos resultados, indicando

coeréncia entre os parametros analisados.

Tabela 14 — Média (+ desvios padrdes) de acidez (g de acido latico/100g) nas amostras de salame
tipo Italiano, segundo tratamento e tempo de armazenamento

Tempo de Tratamentos
Armazenamento
(dias)
T1 T2 T3 T4 T5

massa 0,07+0,021 0,08+0,027>  0,06+0,014*  0,08+0,023*  0,07+0,022°

0 0,17+0,003"™  0,26+0,007%*¢ 0,17+0,005™ 0,26+0,022**® 0,17+0,009"*

30 0,17+0,036%° 0,2+0,03% 0,16+0,05**  0,22+0,073*®  0,17+0,049**

60 0,2+0,035®  0,31+0,057**® 0,21+0,034**  0,3+0,062**®  0,2+0,034**

90 0,24+0,026™  0,33+0,023*®  0,22+0,012"*  0,37+0,031**  0,23+0,009"*

120 0,23+0,016™°®  0,33+0,02**®  0,22+0,012" 0,35+0,012**  0,23+0,045™

150 0,23+0,008"®  0,35+0,017**  0,22+0,021™  0,35+0,008**  0,24+0,025™*

Médias seguidas de letras mindsculas diferentes na mesma linha diferem estatisticamente entre si
(p<0,05) pelo teste de Tukey.

Médias seguidas de letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si
(p<0,05) pelo teste de Tukey.

T1: controle; T2: Lactobacillus acidophilus livre; T3: Lactobacillus acidophilus encapsulado; T4:
Bifidobacterium lactis livre; T5: Bifidobacterium lactis encapsulado.

Nas analises realizadas nos tempos de 30 e 60 dias de armazenamento,
constatou-se que ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre os tratamentos
(Figura 21). Observa-se também que os valores médios para os tratamentos controle
(T1),

encapsulados, foram similares, apresentando menores valores de acidez, enquanto

Lactobacillus acidophilus (T3) e Bifidobacterium lactis (T5) ambos
gue os tratamentos Lactobacillus acidophilus (T2) e Bifidobacterium lactis (T4)
ambos na forma livre, apresentaram as maiores médias. As médias observadas de
acidez dos salames sdo coerentes com a queda do pH e da atividade de &gua
discutidas anteriormente.

Com

relacdo aos resultados da analise para o tempo 90 dias de



75

armazenamento, os salames do tratamento Lactobacillus acidophilus livre (T2) e
Bifidobacterium lactis livre (T4) apresentaram as maiores médias 0,33 e 0,37,
respectivamente, constatando-se que houve diferenca estatistica (p<0,05) em
relacdo aos tratamentos T1, T3 e T5 e confirmando-se o fato de que os
microrganismos probidticos adicionados na forma livre apresentaram forte atividade
fermentativa e/ou estimularam essa atividade nas demais culturas laticas presentes.
Entretanto, para os tratamentos controle (T1), Lactobacillus acidophilus (T3) e
Bifidobacterium lactis (T5) ambos encapsulados, foram novamente observadas as
menores médias 0,24, 0,22 e 0,23, respectivamente. Resultado que confirma que os
microrganismos probiéticos encapsulados ndo foram capazes de interagir com o
meio, 0 que reduziu sua capacidade fermentativa e/ou de estimular as demais
culturas presentes. Para este periodo, foi verificado um acréscimo nos valores de
TBARS de 54% para o T1, 44% para o T3 e 53% para o T5. Estas menores médias
de acidez devem-se, provavelmente, ao aumento de TBARS, uma vez que 0s acidos
graxos livres produzidos a partir da acdo das enzimas lipoliticas sdo susceptiveis a

oxidacao e um dos fatores que as influenciam é o pH.
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Figura 21 - Valores médios de acidez (g acido latico/100g) nas amostras de salame tipo Italiano, por
tratamento e tempo de armazenamento

Nas analises de variancia dos tempo 120 e 150 dias de armazenamento 0s
mesmos tratamentos Lactobacillus acidophilus livre (T2) e Bifidobacterium lactis livre
(T4) diferiram estatisticamente (p<0,05) dos tratamentos T1, T3 e T5, com valores
finais de acidez latica de 0,23, 0,35, 0,22, 0,35 e 0,24 para os tratamentos T1, T2,
T3, T4 e T5, respectivamente. Entretanto, os valores deste trabalho sao inferiores
aos encontrados por Korel e Acton (2002), que apresentaram valor médio de acidez
latica de 1,9% para salame tipo Italiano .

Durante a vida util dos salames observou-se que os tratamentos Lactobacillus
acidophilus (T3) e Bifidobacterium lactis (T5), ambos encapsulados diferiram
estatisticamente (p<0,05) dos tratamentos controle (T1), Lactobacillus acidophilus
livre (T2) e Bifidobacterium lactis livre (T4), quanto aos valores de acidez (Figura 22).
Independente do tratamento aplicado, observou-se uma elevagdo nos valores ao
longo dos 150 dias de armazenamento para todos os tratamentos quando
comparados ao inicio do processamento, sendo mais evidente nos tratamentos com

adicao de probidticos na forma livre.
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Figura 22 - Valores médios de acidez (g de &cido latico/100g) nas amostras de salame tipo Italiano,
durante a vida util

Quando se relaciona os valores de acidez com os indices de TBARS, verifica-
se que estes parametros sao inversamente proporcionais. Conforme a acidez
observada para o tratamento Lactobacillus acidophilus livre (T2) constata-se que
este tratamento obteve o menor indice de TBARS para o0 mesmo periodo,
justamente pela maior concentracdo de acidos graxos livres oxidados. A quantidade
de acidos graxos livres pode reduzir com o tempo devido a alta susceptibilidade
desses compostos a oxidacdo, havendo a formacdo de um grande nuamero de
substancias volateis e precursores do aroma (CICHOSKI; TERRA, 2001).

Segundo Kenneally et al. (1998), a quantidade de acidos graxos livres em
embutidos cérneos fermentados aumenta significativamente no 50° dia de
armazenamento, sendo que no presente trabalho este aumento foi observado até o

90° dia, se mantendo constante até o 150° dia.
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4.2.6 Avaliagdo da Perda de Peso

Na andlise da variancia dos dados de perda de peso, houve efeito significativo
de tratamento (p<0,05) e tempo de maturagao (p<0,05), porém nao houve efeito de
interacao do tratamento x tempo de maturacéo (p>0,05).

A Figura 23 mostra a perda de peso dos salames durante os 13 dias de
fermentacdo e secagem. Nesta figura, se observa claramente o comportamento
exponencial das curvas da perda de peso, onde os tratamentos com adicdo das
culturas probiéticas na forma livre (T2 e T4) apresentaram maior taxa de perda de
peso (36,9% para Lactobacillus acidophilus e 35,9% para Bifidobacterium lactis) no
periodo de secagem em relacdo as culturas probioticas na forma encapsulada T3 e
T5 (33,5% para Lactobacillus acidophilus e 33,9% para Bifidobacterium lactis). As
culturas probioticas Lactobacillus acidophilus (T3) e Bifidobacterium lactis (T5)
ambas na forma encapsulada apresentaram perdas de peso similares ao controle
(T1). Estes valores obtidos estdo dentro dos parametros 30 a 40% considerados
ideais, relatados por Rust (1994) e abaixo dos 44% encontrados por Garcia;
Gagleazzi e Sobral (2000) no processamento de salame tipo Italiano. O tratamento
Lactobacillus acidophilus livre (T2) apresentou valor acima dos relatados por
Macedo et al. (2008) de 29 a 34% em embutidos com Lactobacillus casei,

Lactobacillus paracasei e Lactobacillus rhamnosus.
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Figura 23 - Perda de Peso (%) das amostras de salame tipo Italiano durante os 13 dias de secagem

Apés esse periodo de fermentacdo e secagem, os salames foram
armazenados em embalagem a vacuo, ndo permitindo trocas gasosas com O

exterior e por isso a perda de peso nao foi determinada durante o armazenamento.

Relacionando a perda de peso com a atividade de agua verificou-se que os
tratamentos Lactobacillus acidophilus (T2) e Bifidobacterium lactis (T4) ambos na
forma livre, mostraram as menores perdas de peso e consequentemente oS
menores valores de atividade de agua. Esta condicdo esta relacionada ao menor
valor de pH encontrado, que ocasionou uma maior perda de agua durante o
processamento, proporcionando valores de atividade de agua (Aw) mais baixos e de
acidez mais altos para estes tratamentos, haja vista que o pH é um dos principais
fatores que influenciam na difuséo da agua do interior para a superficie do embutido
(PINTO; PONSANO; HEINEMANN, 2001).

A diminuicdo da quantidade de agua dos salames, durante o periodo de

maturacdo, € um dos principais fatores responsaveis pela textura do produto final
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(FERNANDEZ et al., 2000). Nesse periodo também ocorre o desenvolvimento do
flavour dos salames, por uma série de reacdes quimicas e bioquimicas envolvendo
as proteinas, as gorduras e os carboidratos (MONTEL; MASSON; TALON, 1998).
Além de contribuir com a textura, a reducdo da Aw dos salames se constitui em uma
barreira ao desenvolvimento de bactérias deteriorantes e patogénicas, assim sendo,
aumenta a estabilidade e, consequentemente, a seguranca dos alimentos (HUGAS;
MONFORT, 1997).

Através do exposto, verifica-se que a adi¢cdo de culturas probiéticas na forma
livre afetou diretamente o processo de secagem do salame tipo Italiano, uma vez
gue a incorporacdo de culturas probiéticas na forma encapsulada apresentou as

menores perdas de peso, semelhantes ao controle.

4.2.7 Contagem dos Probiéticos

As culturas probidticas apresentaram capacidade de multiplicacdo e, portanto,
viabilidade em um produto carneo fermentado, com aumento do numero de células
viaveis nos primeiros dias de fermentacdo como pode ser visto na Tabela 15. No inicio
do processamento, a contagem inicial de células viaveis observadas para Lactobacillus
acidophilus (T2) e Bifidobacterium lactis (T4) ambos na forma livre, foi de 9x10% e 1x10°
UFC/g, respectivamente, enquanto para Lactobacillus acidophilus (T3) e
Bifidobacterium lactis (T5) ambos encapsulados, foi de 5x10’ e 4x10’ UFC/g,
respectivamente. Estas contagens sdo similares as relatadas por Pidcock, Heard e
Henriksson (2002), que obtiveram valores entre 1,5x10” e 4,5x10° UFC/g para L.

paracasei no terceiro dia de fermentacéo de salame tipo Hangaro.
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Tabela 15 — Estimativa da populagéo probidtica (UFC/g) do salame tipo Italiano, durante periodo de

armazenamento
Tempo de armazenamento (dias)
Tratamentos 0
massa (salame 30 60 90
maturado)
T1 - - - - -
T2 9x10° UFCl/g 2x10° UFC/g  2,5x10° UFC/g 3,5x10’ UFC/g 1x10° UFC/g
T3 5x10" UFClg 1x10° UFC/g 1x10" UFC/lg  4x10°UFC/g 1,5x10°UFClg
T4 1x10° UFC/lg  1,7x10°UFClg 4x10' UFC/g  5x10'UFC/g 4,5x10° UFCIg
T5 4x10" UFClg 9x10° UFC/g  1x10°UFC/g 4,5x10°UFClg 2x10° UFC/g

T1: controle (sem probidticos); T2: Lactobacillus acidophilus livre; T3: Lactobacillus acidophilus encapsulado; T4:
Bifidobacterium lactis livre; T5: Bifidobacterium lactis encapsulado.

Conforme os resultados das contagens no tempo O (salame maturado), os
tratamentos Lactobacillus acidophilus (T2) e Bifidobacterium lactis (T4) ambos na forma
livre, obtiveram valores de 2x10® UFC/g e 1,7x10° UFC/g, respectivamente, ja 0s
tratamentos com microcapsulas Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis (T3 e
T5) apresentaram contagens de 1x10% e 9x10° UFC/g, respectivamente, constatando
gue o meio estava favoravel para a multiplicacdo destes microrganismos e mantendo o
namero de células viaveis estipuladas pela legislacéo brasileira, com base na porcao
diéria de alimento, de 10®a 10° UFC/g/dia.

Apo6s 30 dias de processamento, a estimativa da populacdo de Lactobacillus
acidophilus livre (T2) foi de 2,5x10° UFC/g e para o Bifidobacterium lactis livre (T4) de
4x10" UFC/g, com reducdo de um ciclo logaritmico, para o T4. Os demais tratamentos
Lactobacillus acidophilus (T3) e Bifidobacterium lactis (T5) ambos encapsulados,
apresentaram contagens de 1x10’ UFC/g e 1x10® UFC/g, respectivamente contatando-
se gue as culturas probidticas apresentaram elevado numero de células viaveis nos
salames tipo ltaliano para este periodo (Figura 22). Resultados semelhantes foram
obtidos por Pidcock, Heard e Henriksson (2002) que trabalharam com Lactobacillus
paracasei e obtiveram valores para salame tipo Hungaro, apés 21 dias, de 1,3x10°% a
3,5x10% UFC/g.

Entretanto, as contagens dos tratamentos Lactobacillus acidophilus livre (T2),
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Lactobacillus acidophilus encapsulado (T3) e Bifidobacterium lactis encapsulado (T5)
decresceram aos 60 dias de armazenamento, estando de acordo com o relatado por
Pidcock, Heard e Henriksson (2002) que verificaram reducdo na populagcdo no 42° dia
apds o processamento, obtendo nimero de células de 1,6x10° a 5,5x10” UFC/g. As
contagens decresceram para os tratamentos na forma livre, possivelmente devido ao
novo ambiente gerado, com excesso de metabdlitos (&cidos e bacteriocinas) no meio,
gue causaram injuria nas células. No caso dos microrganismos encapsulados, como a
acidificacdo foi menor nesses tratamentos (T3 e T5) que naqueles com os
microrganismos livres (T2 e T4) e similar ao controle (T1), sugere-se que a atividade
metabolica desses microrganismos tenha sido inibida e que, possivelmente, por
estarem encapsulados, estes microrganismos ndo puderam interagir com o meio.
Assim, a causa da reducao da contagem destes pode ser atribuida a auséncia de
nutrientes na microcapsula para garantir a sobrevivéncia das células por um periodo

mais prolongado.

Log UFC/g

massa 0 30 60 a0

Tempo de Armazenamento (dias)

® L. acidophilus livre (T2) W L. acidophilus encapsulado (T3)
® B. lactis livre (T4) H B. lactis encapsulado (T5)

Figura 22 — Valores médios da contagem de culturas probitticas nas amostras de salame tipo Italiano por
tempo de armazenamento
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Para Tharmaraj e Shah (2003) os alimentos com propriedades probitticas devem
conter um nimero minimo de populacdo microbiana, sendo estimada em 10° UFC/g do
produto para obtencao de efeitos benéficos e colonizacédo do intestino. Atualmente, a
legislacdo brasileira recomenda, com base na porcdo diaria de alimento que o
minimo estipulado seja de 10° a 10° UFC/g/dia (BRASIL, 2007). Desta forma, aos 90
dias de armazenamento nenhum dos quatro tratamentos com culturas probioticas
atingiu estas contagens, somente o tratamento Bifidobacterium lactis encapsulado (T5)
que se manteve com 10° UFC/g neste periodo. Fato que se deve, provavelmente, a
encapsulacdo que aumentou a estabilidade das células, todavia, para garantir maior
viabilidade do que a alcancada neste trabalho, a microcapsula deveria ter sido
enriquecida com nutrientes ou 0s microrganismos deveriam estar na forma inerte e ndo
na forma ativa (como era o caso, ja que estavam em uma goticula).

O tratamento Lactobacillus acidophilus livre (T2) obteve populagfes viaveis até o
30° dia de armazenamento, por sua vez o tratamento Bifidobacterium lactis livre (T4),
manteve-se viavel na massa e nos tempo O (salame maturado) e 60 dias de
armazenamento, enquanto que o tratamento Lactobacillus acidophilus encapsulado
(T3) apresentou um niimero minimo de populacdo estimada em 10’ UFC/g manteve-se
viavel na massa, tempo 0 (salame maturado) e 30 dias. A perda da viabilidade durante
0 armazenamento pode estar relacionada a uma série de fatores, incluindo formacgéao
de radicais livres na presenca de oxigénio, oxidacdo de acidos graxos e danos no
DNA das células (CASTRO, TEIXEIRA ; KIRBY, 1997, citado por PEDROSO, 2011).

De acordo com os resultados obtidos neste estudo e considerando-se 0s
objetivos propostos, pode-se concluir que a microencapsulacéo por spray chilling foi
positiva para os microrganismos Bifidobacterium lactis (T5), pois proporcionou a
contagem de 10° UFC/g aos 90 dias de armazenamento. Entretanto, o
Bifidobacterium lactis livre (T4), assegurou que um nivel desejado de microrganismos
probiéticos recomendados pela legislacéo brasileira fosse mantido no produto até o 60°
dia.

4.2.8 Bactérias Laticas

As bactérias laticas empregadas no processo de producdo de salames sdo

importantes para garantir a acidificacio do produto pela producdo de &cido latico. E
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importante que ocorra diminuicdo rapida do pH para evitar o desenvolvimento de
microrganismos tanto deteriorantes como patogénicos.

Os valores obtidos na massa de 10 UFC/g encontram-se acima dos relatados
por Bruna et al. (2001), Aro Aro (2010), Del Nobile et al. (2009) onde observaram
contagens de 10° a 10’ UFC/g para a massa. Por sua vez, no tempo O (salame
maturado) as contagens de 10° UFC/g estdo coerentes com as contagens relatadas
por estes mesmos autores de 10° a 10° UFC/g em embutidos fermentados e acima
das contagens de 10’ a 10® UFC/g argumentadas por Cirolini (2008) em trabalho
com salames no 14° dia de fabricacdo. Este aumento na contagem das populacoes,
deve-se ao abaixamento do pH na fase de fermentagcdo, com consequente
desenvolvimento das bactérias laticas.

Nas amostras de salame analisadas, a contagem de bactérias laticas (Figura
23) reduziu 1 ciclo logaritmico para todos os tratamentos do tempo 0 (salame
maturado) para o 30° dia de armazenamento, com contagem de 10° para 10® acima
dos valores relatados por Sanz et al. (1997), que obtiveram contagens de bactérias
laticas de 1,6x10° a 1,7x10° UFC/g no 34° dia. Para o tempo de 60 dias de
armazenamento, observa-se a menor contagem para o tratamento T2 com 5x10’
UFC/g.

Log UFC/g

massa 0 30 60 o0

Tempo de Armazenamento (dias)

H controle (T1) ™ L acidophilus livre (T2) ® L. acidophilus encapsulado (T3)
| B. lactis livre (T4) M B. lactis encapsulado (T5)

Figura 23 — Valores médios da contagem de bactérias laticas nas amostras de salame tipo Italiano por
tempo de armazenamento
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Nas contagens obtidas para o tempo de 90 dias de armazenamento, 0S
tratamentos Lactobacillus acidophilus(T2) e Bifidobaterium lactis (T4), ambos na
forma livre reduziram suas populagdes e apresentaram as menores contagens finais
de 2x10° UFC/g, respectivamente. Por sua vez o tratamento controle (T1) obteve a
maior contagem com 3x10’ UFC/g. Os tratamentos encapsulados apresentaram
contagens finais de 10° UFC/g, respectivamente. Estes resultados variaveis no
decorrer do armazenamento sdo semelhantes aos citados por Greco et al. (2005);
Soyer, Ertas e Uzumciioglu (2005) e Comi et al. (2005) onde a concentracdo de
bactérias laticas se mantém estavel durante a maturacdo, podendo ocorrer uma
diminuicdo da viabilidade durante essa etapa. Os resultados obtidos por Ambrosiadis
et al. (2004), que obtiveram contagens finais em torno de 10* e 10® UFC/g em
salames tradicionais da Grécia sao semelhantes aos obtidos neste trabalho.

A Figura 24 mostra uma placa com meio MRS contando colbnias de bactérias

laticas presentes no salame.

Figura 24 — Colbnias de bactérias laticas em meio MRS das amostras de salame tipo Italiano

4.2.9 Avaliacédo Microbioldgica

Com o intuito de avaliar a qualidade microbiologica e seguranca do produto
final, foram realizadas as analises de Staphylococcus coagulase positiva, coliformes a

45° e Salmonella spp. em amostras de salame dos processamentos 1 e 4.
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Na Tabela 16 encontram-se os resultados das analises realizadas com o intuito de
definir o padrdo microbiolégico por amostra indicativa de salame para cada

microrganismo previsto.

Tabela 16 — Analises microbioldgicas realizadas nas amostras de salame tipo Italiano por tratamento

Trat ) Coliformes a 45°C Staphylococcus Salmonella spp.
ratamentos coagulase positiva
(UFC/g) (UFC/g) (em 25 Q)
T1 <10 <10 ausente
T2 <10 <10 ausente
T3 <10 <10 ausente
T4 <10 <10 ausente
T5 <10 <10 ausente

T1: controle (sem contagem de probiéticos); T2: Lactobacillus acidophilus livre; T3: Lactobacillus acidophilus
encapsulado; T4: Bifidobacterium lactis livre; T5: Bifidobacterium lactis encapsulado.

A leitura da placa Petrifilm Staph express apresentou presenca de coldnia preta ou
azul-esverdeada. Para a confirmacédo do teste foi utilizado o disco Petrifilm Staph
Express (Figura 25). O disco inserido na placa contém um indicador, o &cido
desoxirribonucléico (DNA). O S. aureus produz desoxirribonuclease (DNase) e a DNase
reage com o indicador para formar possiveis halos rosados. Como nao houve a

formacé&o do halo rosado, concluiu-se que néo ocorreu a multiplicacdo de S. aureus.

Figura 25 — Placa Petrifilm™ Staph Express 3M™ para Contagem Expressa de Staphylococcus
aureus (STX) e Disco Petrifilm Staph Express
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Como era esperado face aos valores de pH, atividade de &gua e acidez das
amostras, constatou-se que nao houve presenca de Salmonella (Figura 26). As
contagens de coliformes a 45°C (Figura 27) ficaram abaixo dos valores de 103 UFC/g
de amostra, definido por BRASIL (2001). Em decorréncia destes resultados, as
amostras foram consideradas em condi¢des apropriadas para o consumo do ponto

de vista sanitario.

Figura 26 — Kit VIP® para Salmonella. A presenca de 1 faixa vermelha no retangulo indica a
negatividade de sua presenca em 25 g de amostra analisada

soenn PR ec 201104 w0

Figura 27 — Placa 3M™ Petrifilm ™ para Contagem de Coliformes (EC). Sem crescimento de
coliformes em amostras de salame tipo Italiano
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4.3 Anélise Sensorial

4.3.1 Aparéncia

Considerando-se os resultados obtidos na analise da variancia para o tempo 0
(salame maturado), conforme mostra a Tabela 17, constatou-se que houve diferenca

significativa (p<0,05) dos tratamentos para este atributo.

Tabela 17 - Valores médios (t+desvios padrdes) para o atributo aparéncia nas amostras de salame
tipo Italiano (n =60 consumidores)

Aparéncia
Tratamentos Tempo de Armazenamento (dias)
0 30 60 90
(salame maturado)
T1 6,7+1,56° 6,9+1,46" 7,1+1,69° 7,5+1,31%
T2 7,5+1,44% 7,1+1,61%° 7,6+1,40° 7,741,122
T3 7,1+1,53% 7,4+1,27% 7,4+1,24° 7,5+1,32%
T4 7,8+1,28° 7,8+1,32° 7,7+1,36° 7,541,13%
T5 7,3+1,44%° 7,241,57% 7,6+1,20 7,1+1,41°
DMS 0,75 0,72 0,69 0,63

Médias seguidas de letras minUsculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si (p<0,05)
pelo teste de Tukey.

DMS: Diferenga minima significativa

T1: controle; T2: Lactobacillus acidophilus livre; T3: Lactobacillus acidophilus encapsulado; T4: Bifidobacterium

lactis livre; T5: Bifidobacterium lactis encapsulado.
1=desgostei muitissimo; 2= desgostei muito; 3= desgostei moderadamente; 4= desgostei ligeiramente; 5= nem
gostei / nem desgostei; 6= gostei ligeiramente; 7= gostei moderadamente; 8= gostei muito; 9= gostei muitissimo.

No tempo O (salame maturado), observa-se que o0s tratamentos com
Lactobacillus acidophilus (T2) e Bifidobacterium lactis (T4) ambos na forma livre,
receberam as maiores médias de 7,5 e 7,8, respectivamente, 0 que corresponde na
escala hedbnica entre “gostei moderadamente” e “gostei muito”. Estas maiores
pontuacdes provavelmente estao relacionadas ao menor valor de L* e menor teor de
atividade de 4gua para estes tratamentos, fato que tornou a superficie das amostras

mais escuras, tendo-se como cor tradicional dos salames o vermelho escuro. Estes
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tratamentos diferenciaram-se estatisticamente (p<0,05) do tratamento controle (T1)
que apresentou a menor média de 6,7, correspondente na escala hedbnica entre
“gostei ligeiramente” e “gostei moderadamente” (Figura 28).

Ao longo do armazenamento, a diferenga estatistica (p<0,05) entre as amostras
se manteve, porém com algumas oscila¢cdes. Conforme os resultados, o tratamento
Bifidobacterium lactis livre (T4) apresentou as maiores médias de aceitacdo da
ordem de 7,8, fato que classifica esta amostra como proxima a “gostei muito” na
escala hedonica, diferindo estatisticamente (p<0,05) do tratamento controle (T1) que

apresentou a menor média de 6,9.

Aparéncia

8,0 -
7.8 - > i

76

o g _,_>l
7,2 - e

7.0
6,8
56 -
64

B,2
6,0

Motas

a 30 60 20

Tempo de Armazenamento (dias)

=—g=—controle (T1] L. acidophilus livre (T2) =—d— | acidophilus encapsulado (T3)

= B lactis livre (T4) 8. lactis encapsulado (T3)

1=desgostei muitissimo; 2= desgostei muito; 3= desgostei moderadamente; 4= desgostei ligeiramente; 5= nem
gostei / nem desgostei; 6= gostei ligeiramente; 7= gostei moderadamente; 8= gostei muito; 9= gostei muitissimo.

Figura 28 — Valores médios de aceitac@o do atributo aparéncia nas amostras de salame tipo Italiano por
tempo de armazenamento

Entre os periodos de 60 e 90 dias de armazenamento, 0s tratamentos
Bifidobacterium lactis livre (T4) e Bifidobacterium lactis encapsulado (T5)
apresentaram um decréscimo de 7,7 para 7,5 (T4) e de 7,6 para 7,1 (T5). Ja para 0s
tratamentos controle (T1), Lactobacillus acidophilus livre (T2) e Lactobacillus

acidophilus encapsulado (T3) as médias aumentaram aos 90 dias de 7,1 a 7,5 (T1),
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76 a 7,7 (T2) e 74 a 7,5 (T3), finalizando com valores entre 7 “gostei
moderadamente” e 8 “gostei muito” na classificagdo. As notas de aparéncia do
salame controle (T1), ao longo do tempo de armazenamento melhoraram, passando
de 6,7 no tempo O (salame maturado) para 7,5 no tempo de 90 dias, ficando
similares aos demais tratamentos.

De uma forma geral, os salames com culturas probiéticas obtiveram boa
aceitacao entre os consumidores quanto a aparéncia, especialmente os tratamentos
Lactobacillus acidophilus livre (T2) e Bifidobacterium lactis livre (T4) que obtiveram
7,7 e 7,5, respectivamente, classificados entre “gostei moderadamente” e “gostei
muito” na escala heddbnica. Ao longo do armazenamento, o Bifidobacterium lactis
livre (T4) foi o tratamento que se mostrou mais estavel quando comparado aos

demais.

4.3.2 Textura

Conforme os resultados estatisticos para o atributo textura (Tabela 18)
observa-se que no tempo 0 (salame maturado), as notas médias variaram entre 6,7
a 7,3 proximas a classificagdo 7 “gostei moderadamente” da escala hedbnica, nao
sendo verificadas diferencas significativas (p>0,05). Ja para o atributo textura do
Ensaio 1, foram detectadas diferengas estatisticas significativas (p<0,05) entre os
tratamentos. O tratamento Bifidobacterium lactis (Bl) obteve média de 6,4, diferindo
dos tratamentos controle (C) e Lactobacillus acidophilus (La) que obtiveram

aceitacdo média de 7,3 e 6,8, respectivamente.
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Tabela 18 - Valores médios (xdesvios padrdes) para o atributo textura nas amostras de salame tipo
Italiano (n =60 consumidores)

Textura
Tratamentos Tempo de Armazenamento (dias)
0 30 60 90
(salame maturado)
T1 6,7+1,75° 6,911,51ab 7,1+1,48° 7,2+1,43°
T2 6,8+1,66% 6,411,91b 7+1,71° 7+1,71°
T3 7,3+1,48°% 7,5+1,16° 7,7+1,35° 7,3+1,43°
T4 7,1+1,59° 711,64b 7+1,76° 6,9+1,56%
T5 7,1+1,41° 7,3+1,29° 7,2+1,47° 6,7+1,82°
DMS 0,79 0,75 0,78 0,80

Médias seguidas de letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si (p<0,05)
pelo teste de Tukey.

DMS: Diferenga minima significativa

T1: controle; T2: Lactobacillus acidophilus livre; T3: Lactobacillus acidophilus encapsulado; T4: Bifidobacterium

lactis livre; T5: Bifidobacterium lactis encapsulado.
1=desgostei muitissimo; 2= desgostei muito; 3= desgostei moderadamente; 4= desgostei ligeiramente; 5= nem
gostei /nem desgostei; 6= gostei ligeiramente; 7= gostei moderadamente; 8= gostei muito; 9= gostei muitissimo.

Aos 30 dias de armazenamento os tratamentos Lactobacillus acidophilus
encapsulado (T3) e Bifidobacterium lactis encapsulado (T5) apresentaram as
maiores pontuacbes de 7,5 e 7,3, respectivamente, situados entre “gostei
moderadamente” e “gostei muito”, havendo diferenca significativa (p<0,05) frente ao
Lactobacillus acidophilus livre (T2) com 6,4 e Bifidobacterium lactis livre (T4) com 7.
A menor média para o Lactobacillus acidophilus livre (T2), deve-se, provavelmente,
ao fato de que os tratamentos com culturas probiéticas na forma livre obtiveram os
menores valores de pH final, Aw e acidez, além de apresentarem os maiores valores
de perda de peso quando comparados aos demais tratamentos. Segundo Férnandez
et al. (2000), a textura dos salames € influenciada pela umidade final do produto,
portanto todos os fatores que interferem no processo de desidratacdo dos salames
podem provocar alteragdes na textura.

No tempo 60 dias de armazenamento, os tratamentos nao diferenciaram entre
si (p>0,05). Os menores valores verificados foram dos tratamentos Lactobacillus

acidophilus (T2) e Bifidobacterium lactis (T4) ambos na forma livre, com média de 7,
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ou seja, “gostei moderadamente”. Entretanto, o tratamento Lactobacillus acidophilus
encapsulado (T3) obteve a maior pontuagéo 7,7 proximo a classificacdo “gostei
muito”. Os resultados da andlise de variancia aos 90 dias mostraram que nao foi
detectada diferenca estatistica (p>0,05) entre os tratamentos, apresentando médias
que variaram de 6,7 a 7,3 classificados como “gostei moderadamente” (Figura 29).

Textura
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7.B
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== controle [T1) L. acidophilus livre (T2) =—d— L. acidophilus encapsulado (T3)

=i B lactislivre (T4) == B lactis encapsulado (T5)

1=desgostei muitissimo; 2= desgostei muito; 3= desgostei moderadamente; 4= desgostei ligeiramente; 5= nem

gostei /nem desgostei; 6= gostei ligeiramente; 7= gostei moderadamente; 8= gostei muito; 9= gostei muitissimo.

Figura 29 — Valores médios de aceitac@o do atributo textura nas amostras de salame tipo Italiano por
tempo de armazenamento

Através dos resultados estatisticos obtidos, os salames com culturas
probidticas apresentaram, em geral, boa aceitacdo entre os consumidores quanto a
textura, especialmente o tratamento Lactobacillus acidophilus encapsulado (T3) que
obteve média de 7,3 aos 90 dias de armazenamento, classificada entre “gostei
moderadamente” e “gostei muito” na escala heddnica. Por sua vez, constatou-se que
apesar de ndo apresentarem diferencas significativas entre os tratamentos, o

Lactobacillus acidophilus encapsulado (T3) mostrou-se ligeiramente superior em
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todos os tempos e as notas do tratamento controle (T1), ao longo do tempo de
armazenamento melhoraram, passando de 6,7 no tempo 0 (salame maturado) para

7,2 no tempo 90 dias.

4.3.3 Sabor

Para o atributo sabor (Tabela 19) no tempo O (salame maturado), ndo foi
observada diferenca significativa (p>0,05) entre os tratamentos. As médias variaram
de 6,4 a 7,1 correspondentes na escala entre “gostei ligeiramente” e “gostei
moderadamente”. Entre todos os atributos avaliados o sabor foi o que teve maior
desvio padréo, indicando uma maior variabilidade nas notas dos consumidores.

Tabela 19 - Valores médios (+desvios padrfes) para o atributo sabor nas amostras de salame tipo
Italiano (n =60 consumidores)

Sabor
Tratamentos Tempo de Armazenamento (dias)
0 30 60 90
(salame maturado)
T1 7+1,65% 7,1+1,51° 7,641,28° 6,5+2,20%°
T2 7+1,66° 6,8+1,80% 7,3+1,61% 6,9+1,96°
T3 7,1+1,76° 7,2+1,20° 7,3+1,28° 6,6+1,82%
T4 6,9+1,91° 6,8+1,81° 6,8+1,96% 7,1+1,81°
T5 6,4+2,08° 5,9+2,27° 6,2+2,21° 5,6+2,30°
DMS 0,91 0,87 0,85 1,01

Médias seguidas de letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si (p<0,05)
pelo teste de Tukey.

DMS: Diferenga minima significativa

T1: controle; T2: Lactobacillus acidophilus livre; T3: Lactobacillus acidophilus encapsulado; T4: Bifidobacterium

lactis livre; T5: Bifidobacterium lactis encapsulado.
1=desgostei muitissimo; 2= desgostei muito; 3= desgostei moderadamente; 4= desgostei ligeiramente; 5= nem
gostei / nem desgostei; 6= gostei ligeiramente; 7= gostei moderadamente; 8= gostei muito; 9= gostei muitissimo.

Conforme o resultado estatistico aos 30 dias de armazenamento verificou-se
que o tratamento Bifidobacterium lactis encapsulado (T5) apresentou a menor

média, 5,9, diferindo estatisticamente (p<0,05) dos demais tratamentos, proxima a
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aceitagdo “gostei ligeiramente” na escala. A menor média obtida para o este
tratamento provavelmente esta relacionada com o indice de TBARS, uma vez que
para o mesmo periodo (tempo 30) este tratamento T5 apresentou as maiores
medias de mg de MAD/kg. Os tratamentos Lactobacillus acidophilus (T2) e
Bifidobacterium lactis (T4) ambos na forma livre, tiveram suas médias reduzidas para
6,8. Esta pontuacdo para o atributo sabor, no presente trabalho, € superior ao
observado por Macedo (2005) que obteve médias de 6,3 para Lactobacillus
paracasei spp. paracasei casei e 6 para Lactobacillus casei, apdés 54 dias de
armazenamento.

Para os salames dos tratamentos controle (T1), Lactobacillus acidophilus livre
(T2), Lactobacillus acidophilus encapsulado (T3) e Bifidobacterium lactis
encapsulado (T5) constatou-se um aumento nas pontuacdes do 30° para o 60° dia
de armazenamento e foram observadas diferengas significativas (p<0,05) entre os
tratamentos. O tratamento controle (T1) obteve a maior média, de 7,6, entre “gostei
moderadamente” e “gostei muito”, diferindo estatisticamente (p<0,05) do tratamento
Bifidobacterium lactis encapsulado (T5) com média, 6,2. Através dos resultados
obtidos, verifica-se uma melhora gradativa do tratamento controle (T1), sendo
pontuado como a melhor amostra para este periodo. Provavelmente este tratamento
necessitou de um maior tempo de maturacdo para desenvolver as caracteristicas
tipicas do salame. Entretanto, o Bifidobacterium lactis encapsulado (T5) apresentou

a menor média, de 6,2, com aceitagdo proxima “gostei ligeiramente” (Figura 30).
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Figura 30 — Valores médios de aceitacao do atributo sabor nas amostras de salame tipo Italiano por tempo
de armazenamento

Para o tempo de 90 dias, os tratamentos Lactobacillus acidophilus livre (T2) e
Bifidobacterium lactis livre (T4) apresentaram diferencas estatisticas (p<0,05) entre
os demais tratamentos e obtiveram as maiores médias de 6,9 e 7,1,
respectivamente, correspondentes na escala proxima a “gostei moderadamente”.
Provavelmente estas pontuacdes estdo relacionadas ao sabor acido observado por
61,7% dos provadores, que segundo Frosi (2002) constitui-se na caracteristica
preferida pelo consumidor brasileiro para os salames. Ambrosiadis et al. (2004)
verificaram em salames tradicionais da Grécia que amostras com maiores escores
em relacdo ao sabor foram as melhores avaliadas em relacdo a aparéncia, o que
estd de acordo com o presente trabalho. O tratamento Lactobacillus acidophilus
encapsulado (T3) obteve média 6,6, seguido do tratamento controle (T1) com média
6,5. O tratamento Bifidobacterium lactis encapsulado (T5) novamente apresentou a
menor pontuacdo 5,6, que por sua vez, apresentou a maior contagem de células
viaveis para 0 mesmo periodo, ou seja, houve a multiplicacdo de suas células.

Provavelmente, a incorporacdo das microcapsulas afetou sensorialmente o sabor,
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devido a rancificacdo das amostras observadas através dos comentarios relatados
na ficha de avaliacdo, onde 36,7% dos provadores detectaram sensorialmente
indicios de ranco.

Os salames com culturas probidticas apresentaram em geral boa aceitacéo,
pois suas pontuacdes foram semelhantes a do salame controle e classificados como

“gostei moderadamente” na escala heddnica.

4.3.4 Aceitacéao global

A avaliacado sensorial do atributo aceitacao global (Tabela 20) para o tempo 0
(salame maturado) ndo apresentou diferencas estatisticas significativas (p>0,05)
entre 0s tratamentos. As pontuacdes dos salames variaram de 6,8 a 7,2
correspondentes com a classificagao “gostei moderadamente”.

O atributo aceitacéo global decresceu no tempo 30 dias para os tratamentos
Lactobacillus acidophilus livre (T2), Bifidobacterium lactis livre (T4) e Bifidobacterium
lactis encapsulado (T5), com maior evidéncia para o T5, o qual decresceu de 6.9
para 6,2, ou seja, proximo a classificagdo “gostei ligeiramente”, sendo constatada
diferenca estatistica (p<0,05) entre os tratamentos. Para este mesmo periodo, a
maior média foi observada no tratamento Lactobacillus acidophilus encapsulado (T3)
de 7,3, ficando com a classificagdo proxima a “gostei moderadamente” na escala

hedobnica utilizada.
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Tabela 20 - Valores médios (+desvios padrbes) para o atributo aceitagdo global nas amostras de
salame tipo Italiano (n =60 consumidores)

Aceitacéo Global

Tempo de Armazenamento (dias)

Tratamentos
0 30 60 90
(salame maturado)
T1 6,8+1,47° 6,9+1,33% 7,3+1,53% 6,8+1,95%
T2 7,2+1,36° 6,7+1,66 7,3+1,45% 6,9+1,91%
T3 7+1,65% 7,3+1,18% 7,5+1,20% 6,9+1,58%
T4 7,241,73° 7,1+1,55% 6,9+1,89% 7,241,39°
T5 6,9+1,63 6,2+2,01° 6,6+1,81" 6,2+2,27"
DMS 0,78 0,78 0,79 0,92

Médias seguidas de letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si (p<0,05)
pelo teste de Tukey.

DMS: Diferenca minima significativa

T1: controle; T2: Lactobacillus acidophilus livre; T3: Lactobacillus acidophilus encapsulado; T4: Bifidobacterium
lactis livre; T5: Bifidobacterium lactis encapsulado.

1=desgostei muitissimo; 2= desgostei muito; 3= desgostei moderadamente; 4= desgostei ligeiramente; 5= nem
gostei / nem desgostei; 6= gostei ligeiramente; 7= gostei moderadamente; 8= gostei muito; 9= gostei muitissimo.

Conforme a andlise de variancia aos 60 dias verificou-se diferenca estatistica
significativa (p<0,05) entre os tratamentos. As maiores pontuacdes encontradas
foram para os tratamentos controle (T1), Lactobacillus acidophilus livre (T2) e
Lactobacillus acidophilus encapsulado (T3) com médias de 7,3, 7,3 e 7,5,
respectivamente, entre “gostei moderadamente” e “gostei muito”. O tratamento
Lactobacillus acidophilus encapsulado (T3) diferiu significativamente (p<0,05) do
tratamento Bifidobacterium lactis encapsulado (T5), que obteve média 6,6. O
tratamento Bifidobacterium lactis livre (T4) apresentou um decréscimo no 60° dia
para 6,9, com posterior aumento ao final do periodo de armazenamento de 7,2,

préximo a classificacdo “gostei moderadamente” (Figura 31).
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gostei / nem desgostei; 6= gostei ligeiramente; 7= gostei moderadamente; 8= gostei muito; 9= gostei muitissimo.

Figura 31 — Valores médios do atributo aceitacdo global nas amostras de salame tipo Italiano, por tempo
de armazenamento

De acordo com os resultados estatisticos observados no tempo 90 dias, o
tratamento Bifidobacterium lactis livre (T4) apresentou a maior média (7,2) no atributo
aceitacdo global, mostrando-se bem apreciado pelos provadores e diferenciando-se
significativamente (p<0,05) do tratamento Bifidobacterium lactis encapsulado (T5)
gue obteve a menor pontuacdo para este periodo de 6,2, ou seja, proximo a
classificagao “gostei ligeiramente”. No 90° dia, o desvio padrao do T5 foi o0 maior de
todos os tratamentos, indicando maior variabilidade nas notas dos consumidores.

De forma geral, o tempo de armazenamento afetou as pontuacbes de
aceitacdo global das amostras por apresentar diferencas significativas entre os
tratamentos (p<0,05) na maior parte do periodo. Os salames Lactobacillus
acidophilus livre (T2), Lactobacillus acidophilus encapsulado (T3) e Bifidobacterium
lactis livre (T4) apresentaram em geral boa aceitacdo, com valores médios entre 6,9
e 7,2 sendo classificados como “gostei moderadamente” na escala hedbnica. Por
sua vez, o Bifidobacterium lactis encapsulado (T5) foi o tratamento menos aceito

entre 0s consumidores, com média de 6,2, proximo a classificagdo “gostei

ligeiramente”.
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4.3.5 Intencédo de compra

Os resultados referentes ao questionamento sobre a intencdo de compra dos
consumidores, frente as amostras analisadas nos tempos 0 (salame maturado), 30,

60 e 90 dias de armazenamento podem ser vistos na Tabela 21.

Tabela 21 — Intencdo de compra dos consumidores (em %) das amostras de salame tipo Italiano (n
=60 consumidores), por tratamento

Tratamentos
3 0
Intencéo de compra (%) T1 T2 T3 T4 5
Certamente ndo compraria 3,4 3,8 1,7 6,3 11,7
Provavelmente ndo compraria 12,9 11,7 13,8 12,1 20,9
Compraria ou ndo 24,2 25 20 19,2 23,3
Provavelmente compraria 30,8 30,4 33,8 29,2 28,4
Certamente compraria 28,7 29,2 30,9 33,3 15,8

T1: controle; T2: Lactobacillus acidophilus livre; T3: Lactobacillus acidophilus encapsulado; T4: Bifidobacterium
lactis livre; T5: Bifidobacterium lactis encapsulado.

1= certamente ndo compraria; 2= provavelmente ndo compraria; 3= talvez compraria / talvez ndo compraria; 4=
provavelmente compraria; 5= certamente compraria.

Observa-se que os indices de intencdo de compra seguem a mesma tendéncia
dos resultados de aceitacdo global. O tratamento Lactobacillus acidophilus
encapsulado (T3) obteve a maior intencdo de compra do somatério “certamente
compraria” com “provavelmente compraria” com 64,7%, seguido do tratamento
Bifidobacterium lactis livre (T4) com 62,5%. Os demais tratamentos T1, T2 e T5
obtiveram 59,5%, 59,6% e 44,2%, respectivamente, apresentaram alta intencéo de
compra, bem como o tratamento Lactobacillus acidophilus livre (T2) que diferiu em
7,8% do tratamento de maior pontuacdo. Do total de consumidores entrevistados, a
maior porcentagem de indiferenca (compraria ou ndo) na intencdo de compra foi do
tratamento Lactobacillus acidophilus livre (T2) com 25%, seguido do tratamento
controle com 24,2% e do tratamento Bifidobacterium lactis encapsulado (T5) com
23,3%. Quanto a rejeicdo (certamente/provavelmente ndo compraria) a maior
porcentagem foi do tratamento Bifidobacterium lactis encapsulado (T5) que obteve
32,6% (Figura 32).
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provavelmente compraria; 5= certamente compraria.

Figura 32 — Distribuicdo de frequéncia de intengdo de compra pelos provadores nas amostras de
salame tipo Italiano

De acordo com os resultados estatisticos ao longo dos 90 dias de
armazenamento verificam-se diferencas significativas (p<0,05) entre os tratamentos

no tempo 30, 60 e 90 dias de armazenamento (Tabela 22).
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Tabela 22 - Valores médios (xdesvios padrdes) para a intengdo de compra nas amostras de salame
tipo Italiano (n =60 consumidores), por tempo de armazenamento

Intencéo de Compra

Tempo de Armazenamento (dias)

Tratamentos
0 30 60 90
(salame maturado)
T1 3,5+1,20° 3,6+1,10%° 3,8+0,95° 3,641,21°
T2 3,8+1,26° 3,5+1,14% 3,7+1,04% 3,741,232
T3 3,7+1,13° 3,9+0,93° 3,8+1,14° 3,5+1,09°
T4 3,8+1,20° 3,84+1,13° 3,541,307 3,641,28°
T5 3,5+1,36° 3,2+1,36" 3,1+1,12° 2,7+1,28"
DMS 0,5 0,56 0,55 0,6

Médias seguidas de letras minusculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si (p<0,05)
pelo teste de Tukey.

DMS: Diferenga minima significativa

T1: controle; T2: Lactobacillus acidophilus livre; T3: Lactobacillus acidophilus encapsulado; T4: Bifidobacterium

lactis livre; T5: Bifidobacterium lactis encapsulado.
1= certamente ndo compraria; 2= provavelmente ndo compraria; 3= talvez compraria / talvez ndo compraria; 4=
provavelmente compraria; 5= certamente compraria.

A menor pontuacédo foi do salame Bifidobacterium lactis encapsulado (T5), fato
gue pode ser devido a uma menor aceitacao no atributo sabor. Por sua vez, as notas
dos demais tratamentos permaneceram entre 3,5 e 3,9 ao longo do periodo, o que
contribuiu para a alta intencdo de compra. Considerando que mais de 50% dos
consumidores entrevistados manifestaram estar dispostos a comprar estes produtos,
isso torna as amostras dos tratamentos controle, Lactobacillus acidophilus livre,
Lactobacillus acidophilus encapsulado e Bifidobacterium lactis livre como as mais

aceitas (Figura 33).
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provavelmente compraria; 5= certamente compraria.
Figura 33 — Notas de intencdo de compra para as amostras de salame tipo Italiano, por tempo de

armazenamento
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5 CONCLUSAO

A utilizac&o das culturas probidticas interferiram positivamente nas caracteristicas
fisico-quimicas e sensoriais dos salames. H& evidéncias de que os salames
desenvolvidos neste trabalho, independente da cultura probiética e da forma
apresentada, possuem um grande potencial de venda no mercado consumidor.

Os salames que receberam adicdo de Lactobacillus acidophilus e
Bifidobacterium lactis, ambos na forma livre, apresentaram as menores médias de pH,
atividade de agua (Aw) e perda de peso, bem como os maiores valores para a
determinacdo de acidez, além de exibirem o melhor perfil sensorial quanto a
aparéncia, sabor e aceitacdo global. A cultura probittica Bifidobacterium lactis,
assegurou que um nivel desejado de microrganismos probidticos recomendados pela
legislagdo brasileira fosse mantido no produto somente até o 60° dia de
armazenamento.

A cultura probidtica Bifidobacterium lactis na forma encapsulada demonstrou
maior capacidade de multiplicacdo no embutido fermentado carneo, em comparacao
aos demais tratamentos. De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que
a microencapsulacao por spray chilling foi vantajosa, pois proporcionou a contagem
de 10° UFC/g ao final dos 90 dias de armazenamento. Por sua vez, esta mesma cultura
exibiu as menores pontuacdes nos atributos sabor, aceitacdo global e intencédo de
compra. Provavelmente, a incorporacdo das microcapsulas afetou sensorialmente o
sabor dessas amostras, devido a rancificacdo observadas através dos comentarios
relatados na ficha de avaliagdo, onde 36,7% dos provadores detectaram
sensorialmente indicios de ranco.

O final da vida util foi baseado nos comentarios emitidos pelos consumidores,
uma vez que odores de ranco ndo sdo desejaveis em embutidos fermentados.
Portanto, decidiu-se paralisar a vida Gtil aos 90 dias de armazenamento.

Os tratamentos com microcapsulas de Lactobacillus acidophilus apresentaram
as maiores pontuacdes quanto a textura e a maior média na intencdo de compra
com 64,7% do somatdrio “certamente compraria” com “provavelmente compraria”,
ndo sendo relatados indicios de rango para estas amostras.

Em principio, € possivel se produzir salames com culturas probiéticas. No
entanto, os salames devem ser projetados de tal forma que oS microrganismos

possam manter sua viabilidade até o produto final. Qualquer grande reducéo de pH,
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tempo de maturacdo e secagem tem o potencial para fazer o efeito probidtico

questionavel, ou seja, danificar a cultura incorporada.
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ANEXO 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Resolug&o n°® 196 de 10 de outubro de 1996, segundo o Conselho Nacional de Sadde.

TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: “Microrganismos probiéticos nas formas livre e
microencapsulada em salame tipo italiano”.

AUTORES DA PESQUISA: Carmen J. Contreras Castillo e Juliana Nogueira Ruiz

JUSTIFICATIVA: A incorporagéo de bactérias probiéticas aos produtos carneos representa um
grande desafio tecnologico devido a conhecida sensibilidade desses microrganismos ao sal, as
especiarias e as demais substancias utilizadas em sua formulacdo. Com essa adi¢do, torna-se
necessario o uso de microrganismos que resistam ao processo de fermentacdo da carne e que
permanegam viaveis para sobreviver a passagem pelo estdmago e intestino delgado e que exercam
suas acgOes benéficas ao organismo.

POPULACAO DE ESTUDO: Alunos, funcionarios do Departamento de Agroindustria,
Alimentos e Nutricdo (LAN) da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” - ESALQ/USP e
consumidores acostumados ao consumo de salame tipo italiano que se declarem receptivos a
experimentar o salame com microrganismos probioticos e manifestem seu consentimento. Esta
populacdo devera apresentar faixa etaria entre 20 e 50 anos e sera constituida, por comodidade, de
alunos que estejam cursando ou ja tenham terminado a graduacdo ou poés-graduacdo e de
funcionarios que estejam trabalhando, sem discriminacdo de cor e sexo, e que se disponibilizem a
participar da analise sensorial com hora e data pré-estabelecidos.

METODOLOGIA: Consiste em um experimento com microrganismos probiéticos
Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis que serdo analisados na forma livre e
encapsulada e aplicados no salame e comparados com um controle que consiste no
embutido isento de probidticos contendo apenas a cultura starter padréo. As analises fisico-
guimicas seréo realizadas no laboratério de Quimica e Processamento de Alimentos, as
analises sensoriais no laboratorio de Analise Sensorial locados no LAN e as analises
microbioldgicas serdo realizadas no laboratério de Microbiologia da Faculdade de Zootecnia
e Engenharia de Alimentos — FZEA/USP, localizado em Pirassununga-SP.

DESCONFORTOS E RISCOS: N&o ha riscos previsiveis. Os participantes ndo sofrerdo
desconforto, pois somente degustardo o salame apds a realizagdo das analises microbiolégicas
confirmando se o produto estd proprio para o consumo conforme a Resolu¢cdo da ANVISA
12/01/2001. As amostras serdo produzidas conforme as boas préaticas de manipulacéo e fabricacéo,
para que ndo haja risco de contaminacgédo pela manipula¢do ou por ma higienizacdo de equipamentos
e/ou utensilios.

BENEFICIOS: O trabalho podera trazer beneficios aos sujeitos da pesquisa, pois gera efeitos a
salde humana, além de seu efeito nutricional por melhorar ou manter o equilibrio microbiano no
intestino.

SUSPENSAO DA PESQUISA: A pesquisa Ser4 suspensa Se as amostras apresentarem
caracteristicas organolépticas alteradas ou contagem de microrganismos acima dos padrbes
estabelecidos pela ANVISA.

TCLE: Todo sujeito da pesquisa receberd uma copia do TCLE.

Ciente do compromisso assumido na minha colaboracdo com esta pesquisa, e, pela
importancia da mesma, subscreve-me a seguir:
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pesquisa.
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Caso necessite de informacdes complementares sobre a presente pesquisa, entrar em contato
com:

Pesquisadora Responsavel: Carmen J. Contreras Castillo
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34294150 (profissional)
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