UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA
CENTRO DE TECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA DE ALIMENTOS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA DE ALIMENTOS

APLICACAO E VIABILIDADE DE PROBIOTICO (BIFIDOBACTERIUM
ANIMALIS SUBSP. LACTIS) MICROENCAPSULADO EM EMBUTIDO CARNEO
FERMENTADO TIPO SALAME

Maringa — PR — Brasil
Fevereiro de 2020



UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA
CENTRO DE TECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA DE ALIMENTOS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA DE ALIMENTOS

APLICACAO E VIABILIDADE DE PROBIOTICO (BIFIDOBACTERIUM
ANIMALIS SUBSP. LACTIS) MICROENCAPSULADO EM EMBUTIDO CARNEO
FERMENTADO TIPO SALAME

Brenda de Oliveira Gomes
Eng? de Alimentos, UFMA, 2018
Orientador: Profé. Dr2. Andresa Carla Feihrmann
Coorientador: Profé. Dr2, Raquel Guttierres Gomes

Dissertacdo de Mestrado submetida a
Universidade Estadual de Maringa, como
parte dos requisitos necessarios a obtencéo
do Grau de Mestre em Engenharia de
Alimentos, éarea de Tecnologia e
Processamento de Carne e Derivados

Maringa — PR — Brasil
Fevereiro de 2020



Dados Internacionais de Catalogagao-na-Publicacéo (CIP)
(Biblioteca Central - UEM, Maringé - PR, Brasil)

Gomes, Brenda de Oliveira

G633a Aplicacédo e viabilidade de probidtico (Bifidobacterium Animalis Subsp. Lactis)

microencapsulado em embutido carneo fermentado tipo salame / Brenda de Oliveira
Gomes. -- Maringa, PR, 2020.

44 1.:1l., figs., tabs.

Orientadora: Profa. Dra. Andresa Carla Feihrmann.
Coorientadora: Profa. Dra. Raquel Gutierres Gomes.

Dissertacédo (Mestrado) - Universidade Estadual de Maringa, Centro de Tecnologia,
Programa de Pds-Graduacao em Engenharia de Alimentos, 2020.

CDD 23.ed. 664.92

Ademir Henrique dos Santos - CRB-9/1065




UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA
CENTRO DE TECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA DE ALIMENTOS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM ENGENHARIA DE ALIMENTOS

Esta ¢ a versdo final da dissertagdo de Mestrado apresentada por Brenda de Oliveira
Gomes perante a Comissdo Julgadora do Curso de Mestrado em Engenharia de

Alimentos em 27 de fevereiro de 2020.

COMISSAO JULGADORA

Prof*. Dr*. Ahdresa Carla Feihrmann
Orientador

iz e

| Guttierres (

CAAADTAG~-O
Prof®. Dr*.Grasiele Scaramal Madrona
Membro

ﬁs O

Prof*. Dr*.Lucinéia Aparecida Cestari Tonon
Membro

Maringa — PR — Brasil
Fevereiro de 2020



APLICACAO E VIABILIDADE DE PROBIOTICO (BIFIDOBACTERIUM
ANIMALIS SUBSP. LACTIS) MICROENCAPSULADO EM EMBUTIDO CARNEO
FERMENTADO TIPO SALAME

AUTOR: BRENDA DE OLIVEIRA GOMES
ORIENTADOR: PROF?. DR ANDRESA CARLA FEIHRMANN
COORIENTADOR: PROF? DR RAQUEL GUTTIERRES GOMES

Dissertacdo de Mestrado, Programa de Pds-Graduacdo em Engenharia de Alimentos,
Universidade Estadual de Maringa, Av. Colombo, 5790, BL 13 — 07, CEP: 87020-900 —
Maringa — PR, Brasil, defendida em 27 de fevereiro de 2020.

RESUMO

Os embutidos fermentados, sdo definidos como uma mistura de carne magra e gordura, sais
de cura, agUcares, especiarias, embutidos em envoltorios e submetidos a fermentacdo e
secagem. A aplicacdo de microrganismos probioticos mostra-se promissora para este tipo de
produto, ja que ndo sofrem tratamento térmico durante o processamento, ndo afetando a
viabilidade dos microrganismos adicionados. Entretanto, devido a sensibilidade dos
microrganismos as condi¢cdes desafiadoras deste tipo de produto, tem-se feito uso da
microencapsulacao para se proteger o0 mesmo. Neste estudo foi desenvolvido um produto
carneo fermentado tipo Salame, adicionado de microcépsulas probioticas, onde avaliou-se a
viabilidade e a estrutura das microcapsulas, bem como os efeitos sobre as caracteristicas
fisico-quimicas, microbioldgicas e sensoriais. Trés formulagdes com diferentes quantidades
de sal de cura, B1 - com 0.02% e adicdo de 0.7% de BB-12, B2 - com 0.01% de sal de cura
e adicdo de 0.7% de BB-12 e um controle (C) com 0.02 % de sal de cura e sem probiotico,
foram elaboradas. Durante o periodo de fermentacdo e maturacdo (12 dias) até o final do
armazenamento (28 dias), realizou-se analises fisico-quimicos (pH, atividade de &gua,
oxidacdo lipidica e cor instrumental), microbiolégicas (coliformes fecais a 35 °C e a 45 °C,
e Salmonella) e sensoriais dos salames. A adi¢do de microcapsulas contendo BB-12 nédo
afetou as caracteristicas fisico-quimicas dos salames, estando os resultados dentro do
esperado para este tipo de produto. Entretanto, os salames do tratamento B2 (0,02% de sais
de cura), obtiveram melhor aceitacdo sensorial, com notas préximas de 7, para todos 0s
parametros analisados, com excecdo do atributo textura, tendo este também uma maior
intencdo de compra. Como o efeito protetor da microencapsulacao foi evidente, por permitir
0 aumento da viabilidade nos produtos finais, uma vez que estavam presentes no periodo de
armazenamento, os  resultados mostraram que é possivel a incorporagdo
de Bifidobacterium BB-12 em embutido carneo tipo salame e ainda obter bons resultados
tecnoldgicos e sensoriais.

Palavras chave: Probiéticos, Encapsulacdo, Bifidobactérias, Produto Carneo
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Abstract

Fermented sausages, are defined as a mixture of thin meat and fat, healing salts, sugars,
spices, involved in wraps and subjected to the fermentation and drying. The application of
probiotic microorganisms is promising for this type of product, since they do not undergo
heat treatment during processing, not affecting the viability of the added microorganisms.
However, due to the sensitivity of microorganisms to the challenging conditions of this type
of product, microencapsulation has been used to protect itself. In this study a fermented meat
product like Salami was developed, added with probiotic microcapsules, where the viability
and structure of the microcapsules were evaluated, as well as the effects on the physical-
chemical, microbiological and sensory characteristics. Three formulations with different
amounts of curing salt, B1 - with 0.02% and 0.7% addition of BB-12, B2 - with 0.01% of
curing salt and addition of 0.7% BB-12 and a control (C) with 0.02% of curing salt and
without probiotic, were elaborated. During the fermentation and maturation period (12 days)
until the end of storage (28 days), physical-chemical (pH, water activity, lipid oxidation and
instrumental color), microbiological (fecal coliforms at 35 °C and 45 °C, and Salmonella)
and sensory analyses of salami were performed. The addition of microcapsules containing
BB-12 did not affect the physicochemical characteristics of salami, the results being within
the expected for this type of product. However, the salamis of the B2 treatment (0.02% of
curing salts), obtained better sensory acceptance, with notes close to 7, for all parameters
analyzed, with the exception of the attribute texture, also having a greater intention of
purchase. As the protective effect of microencapsulation was evident, as it allowed the
increase of viability in the final products, once they were present in the storage period, the
results showed that it is possible to incorporate Bifidobacterium BB-12 in salami type meat
embedding and still obtain good technological and sensory results.

Keywords: Probiotics, Encapsulation, Bifidobacteria, Meat Product
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1 CAPITULO - INTRODUCAO

A busca por alimentos que contribuam com a manutencao da salude e bemestar sdo uma
das principais tendéncias na industria de alimentos. Consequentemente, os fabricantes estdo
constantemente a procura de novas maneiras de incorporar ingredientes naturais e
inovadores, como probidticos, em produtos alimenticios, visando obter alimentos com
maiores beneficios para a saude (RUIZ et al., 2014).

Com o intuito de atender essa necessidade, 0 uso de probi6ticos se tornou uma opcao.
Os probidticos sdo definidos segundo a Legislacdo Brasileira, como microrganismo vivo que
quando administrado em quantidades adequadas, conferem beneficio a saude do individuo
(BRASIL, 2018).

As Bifidobactérias sdo bactérias Gram-positivas, em forma de bastonete, catalase
negativa, ndo formadoras de esporos, sem motilidade e anaeroébias, produtoras de acido latico
(SONG et al., 2018). O consumo de Bifidobacterium em produtos processados podem trazer
uma melhoria nas condicdes de saude por poder agir na melhoria da utilizacdo da lactose,
especialmente para individuos intolerantes, efeito hipocolesterolémico, desconjugacéo de
acidos biliares, inativacdo de compostos tdxicos e ainda, alivio de sintomas gastrointestinais,
entre outros beneficios (BARBOSA et al., 2012).

Na industria da carne, o uso de probidticos mostra-se mais promissor para produtos
fermentados, como o salame, que é o resultado de varios fatores que atuam em sinergia para
produzir caracteristicas especificas durante o amadurecimento, geralmente processados e
consumidos sem aquecimento (SIDIRA et al., 2016, RUIZ et al., 2014). No entanto, as
células probidticas devem resistir as condi¢cdes desafiadoras deste tipo de produto (baixos
niveis de pH e atividade de agua, agentes de cura e organismos e espécies competitivos) e
condicBGes gastricas no sistema intestinal humano (PRISCO E MAURIELLO, 2016,
MUTHUKUMARASAMY E HOLLEY, 2007).

Desta forma, a fim de proteger os microrganismos probidticos contra tais ambientes
adversos do trato gastrointestinal e alimento, as técnicas de microencapsulacdo podem ser
uma alternativa utilizada para a producdo de produtos probioticos. A técnica consiste em
empacotar células em pequenas capsulas usando materiais de revestimento que
proporcionam as células microbianas uma barreira fisica (CHAVARRI et al., 2010).

Se tem conhecimento de alguns estudos com a incorporacdo de bifidobactérias em
alimentos, entretanto, ndo se tem o conhecimento da aplicagcdo de Bifidobacterium animalis

subsp. Lactis (BB-12) em embutidos carneos como o salame. Assim, considerando 0s



beneficios a saude que a BB-12 traz, a obtencdo de microcdpsulas deste probidtico e
aplicacdo deste em um alimento com ambiente adverso, mantendo a sua viabilidade, sem
alterar as caracteristicas sensoriais e fisico-quimicas, pode viabilizar a obtencdo de um
produto mais saudavel, bem como a aplicacdo deste probiotico microencapsulado em

diferentes alimentos.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral

Desenvolver produto carneo fermentado tipo Salame, adicionado do probidtico

microencapsulado e avaliar a viabilidade e as carateristicas de qualidade durante 28 dias.

1.1.2 Objetivo Especifico
- Elaborar microcépsulas contendo microrganismo probiotico, utilizando técnica de

secagem em spray dryer,

- Avaliar a viabilidade do microrganismo probiotico Bifidobacterium animalis

subsp. lactis (BB-12®) microencapsulado aplicado em salames durante 28 dias

-Avaliar a forma e distribuicdo do probidtico microencapsulado mediante
microscopia eletronica de varredura (MEV),

- Acompanhar as variacGes de pH, Atividade de agua, Perda de peso, Cor e

Oxidacao lipidica,

- Acompanhar a estabilidade microbiologica do salame ao final do processo de

fermentacdo e secagem, - Avaliar sensorialmente o salame ap6s 12 dias.

2. CAPITULO - REFERENCIAL TEORICO

2.1 Embutido carneo
A industrializacdo de carne deu origem a uma nova opc¢do de aproveitamento dos

cortes menos nobres trazendo, assim, consideravel aumento nos ganhos dos abatedouros.
Neste contexto, houve uma grande diversificacdo dos produtos carneos como almdndegas,
hambdrgueres, empanados, linguicas, mortadelas e salames (COSTA, 2004).

Os embutidos sdo os produtos carneos elaborados com carne ou com 06rgaos

comestiveis, curados ou ndo, condimentados, com variagdes nos tipos de condimentos e



guantidade de sal, cozidos ou ndo, defumados e dessecados ou nao, tendo como envoltério
a tripa, a bexiga ou outra membrana animal (BRASIL, 2017). Segundo Benevides e Nassu
(2017), existem diversos tipos de embutidos podendo ser curados, fermentados, cozidos,
emulsionados e com diferentes teores de umidade, muitos podem ainda se classificar em
mais de um desses principios.

A fermentagdo em produtos carneos € um processo caracterizado por alteracbes
continuas que podem ser bioguimicas, biofisicas e microbiologicas, por meio da acdo de
enzimas que sao secretadas pela microflora natural presente na carne, conferindo as mesmas
caracteristicas organolépticas e nutricionais que ndo seriam obtidas através de outras formas
de processamento. Essa € uma técnica usadas ha muitos anos para a conservacao, e tem-se
tentado conhecer, monitorar e melhorar o processo, buscando a obtencdo de produtos de
qualidade superior (CARVALHO, 2010; CHAVES, 2013; MACEDO, 2005).

O processo fermentativo causa uma reducdo do pH inicial da mistura carnea, devido a
multiplicacdo das culturas iniciadoras, que tem a capacidade de produzir &cido lactico
através da fermentacdo dos carboidratos, acidificando o meio em que se encontram, em
valores de 5.3 (BRASIL, 2000, RAMIREZ et al., 2013). O &cido lactico produzido também
confere ao alimento sabor picante, desnatura proteinas, conferindo ao mesmo textura e sabor
tipico dos produtos fermentados (SANTA et al., 2014)

2.2 Salame

De acordo com a legislacdo Brasileira, 0 salame é um produto carneo obtido de carne
suina ou suina e bovina, adicionado de toucinho e outros ingredientes, embutido em
envoltorios naturais e/ou artificiais, curado, fermentado, maturado e 4 dessecado, e que
podem ou ndo ser submetido a defumacéo. Esta legislacdo ainda define oito tipos de salames,
sendo eles: tipo italiano, tipo milano, tipo hamburgués, tipo calabrés, tipo friolano, tipo
alemao, tipo napolitano e salaminho, que se diferenciam pela matéria-prima utilizada,
granulometria da carne e toucinho, e na condimentacgdo (BRASIL, 2000).

Na fabricacdo deste embutido se faz uso da mais antiga tecnologia de conservacéo de
carnes, a fermentacdo, onde ocorre a diminuicdo do pH associada com decréscimo da
atividade de agua obtida pelo processo de desidratacao (BIASI, 2010).

A fabricacdo do salame envolve trés etapas distintas de processo: 1) etapa inicial, a
elaboracdo do salame, que ocorre através da cominui¢do, mistura de ingredientes e
embutimento, 1l) fermentacdo com acidificacdo e desenvolvimento de caracteristicas

sensoriais e de cor, e a 1) desidratacdo e secagem do embutido, esta etapa final € importante



por contribuir para a segurancga, ja que ocorre uma reducdo da atividade de &gua, e para o
perfil sensorial do produto (TERRA, 2003; HUTKINS, 2006 apud FELDMANN, 2015).

Na fase de fermentacdo tem-se o inicio do processo de acidificacdo, que gera uma
reducdo do pH, até valores proximos de 5.3, e que contribui para a desnaturacdo e
geleificacdo das proteinas, causando a liberagcdo da agua de forma répida e uniforme. Na
fermentagdo ocorre também a formacdo da cor, através da formacdo do pigmento
nitrosomioglobina, resultado da reacdo que ocorre entre a mioglobina e o Oxido nitrico
gerado da reducéo do nitrito presente na carne (HOLCK et al., 2011; FARIA et al., 2001).
Segundo Leroy et al. (2006), nesta etapa as proteases da carne sdo responsaveis pela
protedlise e formac&o de peptideos, importantes na formacéo de aroma e sabor.

A fase de maturacdo tem como objetivo proporcionar a secagem para que Se
desenvolva as qualidades sensoriais (cor, sabor, aroma e textura) e ocorra a inibi¢do de
microrganismos patogénicos e deterioradores, aumentando a vida de prateleira do produto
(BUCKENHUSKES, 1993; CASABURI et al., 2007). Nesta fase, os salames devem atingir
Aw < 0,9 e umidade em torno de 25-40%, para proporcionar a textura caracteristica do
produto (HOLCK et al., 2011; KIM et al., 2012).

Segundo Garcia et al., (2000) na etapa de secagem 0s embutidos podem perder de 30
a 40% de seu peso inicial, que deve ocorrer de forma gradual para 5 evitar a formacéo de

rugosidade, ressecamento excessivo da casca e desprendimento da tripa.

2.3 Padrdes de Identidade e qualidade
2.3.1 Padrdes fisico-quimicos

A Instrucdo Normativa n° 22 / 2000, do Ministério da Agricultura, Pecuéria e do
Abastecimento (MAPA), alterada pela Instrucdo Normativa n° 55 de 07 de julho de 2003,
fixa a identidade e estabelece as caracteristicas minimas de qualidade para os diferentes tipos

de salames elaborados no Brasil (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas estabelecidas para produtos denominados ““salame tipo Italiano”

Parametros Salame Tipo Italiano
Atividade de 4gua (Aw) Maéaximo 0,90
Umidade Maximo 40%
Gordura Maximo 35%
Proteina Minimo 20%

Fonte: BRASIL, 2003.



2.3.2 Padrdes microbioldgicos

Os padrdes microbiolédgicos do salame sdo regulamentados através da RDC n° 12 /
2001, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Na Tabela 2, estdo
mencionados os microrganismos e o limite de contagem permitido pela Legislagéo Brasileira

para salame.

Tabela 2. Padrdo microbioldgico para salames

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

Fonte: BRASIL, 2001.

2.4 Microrganismos Probidticos
Os probidticos, sdo definidos como microrganismos vivos, que quando administrados

em doses adequadas, a fim de conferir beneficios a saude do individuo (FAO/WHO, 2002;
HILL et al., 2014; Brasil, 2018).

Em 2008 a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria) estabeleceu a
quantidade minima de 8 — 9 log UFC/g, no entanto, a partir da atualizacéo das alegacGes de
propriedades funcionais e probidticas no ano de 2016 ficou estabelecido a apresentacdo de
laudo de analise que comprovem a quantidade minima vidvel de microrganismo para definir
a funcdo probidtica ao final do prazo de validade do alimento (BRASIL, 2016; BRASIL,
2008).

Atualmente, a Legislacdo Brasileira anunciou que a alegacao do alimento probiotico
deve estar vinculada a evidéncias cientificas consistentes, por meio da caracterizacao e
identificacéo clara da linhagem do microrganismo, por meio da apresentacdo de documentos
técnicos ou estudos cientificos. Nos produtos adicionados de probidticos, o beneficio deve
ser comunicado por meio da apresentacao de propriedade funcional ou de salde, através de
estudos clinicos documentados (BRASIL, 2018)

Os microrganismos probioticos mais utilizados em alimentos sdo as cepas de
Lactobacillus e Bifidobacterium (SOLANKI et al., 2013; BIS-SOUZA et al., 2019) e outros

géneros como Enterococcus, Saccharomyces e Pediococcus.



2.4.1 Bifidobacterium animalis subsp. lactis (BB-12®)

As bactérias do género Bifidobacterium séo bastonetes anaerébios, Grampositivas, ndo
formam esporos e ndo apresentam mobilidade. S&o heterofermentativas produzindo acido
acetico e latico, e ndo formando gas carbonico. O pH 6timo de crescimento esta entre 6,0 e
7,0. A temperatura étima de crescimento esta entre 37 e 41 °C, com méximo entre 43 e 45
°C e praticamente sem crescimento abaixo de 25 e 28 °C (ROY, 2005; MACEDO et al.,
2008).

A BB-12® é uma bactéria de catalase-negativa em forma de haste, isolada no banco
de células da empresa Chr. Hansen em 1983. Técnicas de classificagdo molecular moderna
reclassificaram a BB-12® como Bifidobacterium animalis e também subespécie lactis. Hoje,
a BB-12® é classificado como Bifidobacterium animalis subsp. lactis. Sendo somente uma
mudanca da nomenclatura ao longo dos anos, sem alteracdo na estirpe (GARRIGUES et al.,
2010, JUNGERSEN et al., 2014).

Este género de microrganismo probi6tico pode trazer beneficios quando ingeridos
regularmente no controle de infeccdes intestinais, atividade anticarcinogénica e ativacao do
sistema imune, melhoria das condicdes gerais de salde apds o consumo de produtos
contendo Bifidobacterium, melhoria na utilizacdo da lactose, especialmente para individuos
intolerantes, efeito hipocolesterolémico, desconjugacdo de &cidos biliares, inativacdo de
compostos tdxicos e ainda, alivio de sintomas gastrointestinais em mulheres com sindrome
pré-menstrual (BARBOSA et al., 2012).

2.4.2 Microrganismos probidticos em embutidos fermentados

Embutidos crus, curados e fermentados, como o salame, sdo bastante consumidos
atualmente por se encaixar perfeitamente nas tendéncias de consumo de produtos com apelo
de facilidade de preparo, j& que 0s mesmos estdo prontos para consumo, possui facilidade
de conservacdo, versatilidade de uso, podendo ser utilizado individualmente ou como
acompanhamento em preparagdes culinarias, consideravel valor nutritivo, variadas formas
de apresentacdo e sabor (MONFORT, 2002).

No entanto, segundo Carvalho et al. (2017) os produtos a base de carne tém sido
geralmente relacionados com problemas de saude como o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares secundarias e aumento de pressao arterial por seu alto teor de sodio. Por
outro lado, a carne e os produtos, a base de carne sdo um grupo importante de alimentos

altamente nutritivos.



Os produtos a base de carne sdo uma fonte importante de uma vasta gama de nutrientes
e contribuem com uma proporcdo considerdvel da ingestdo de varios nutrientes que sdo
essenciais para um bom crescimento e desenvolvimento, além de fazer parte da dieta de
muitos consumidores em todo o mundo. Nos ultimos anos, foram feitos grandes esforcgos
para desenvolver alimentos funcionais a base de carne, utilizando estratégias relacionadas
com o aumento da presenca de compostos benéficos e a limitacdo dos que tém implicagdes
negativas para a saude (OLMEDILLA-ALONSO et al., 2013).

Em produtos carneos a aplicacdo de microrganismos probioticos depende da
capacidade de resistirem ao ambiente desafiador estabelecido durante a fabricacdo e que
podem apresentar baixos valores de pH e de atividade de agua, além de sais de cura,
especiarias e microrganismos competidores (TRIPATHI & GIRI, 2014).

As bactérias probidticas utilizadas em escala industrial e de processamento devem ser
apropriadas para cada tipo de produto e apresentar boa viabilidade, comprovacdo da eficacia
terapéutica, além de permanecer em um ndmero elevado durante a vida de prateleira do
produto, a fim de garantir que o nimero de microrganismos probidticos chegue vivo ao trato
intestinal e produzam os efeitos benéficos ao organismo humano (SANDERS et al., 2003;
STANTON et al., 2005).

Desta forma, com o objetivo de solucionar estas limitacbes vem se buscando novas
estratégias para a manutencdo da viabilidade da aplicacdo de microrganismos probidticos,
dentre elas, esta a utilizacdo de tecnologias de microencapsulacdo para a protecdo dos
microrganismos (RAJAM & ANANDAN RAMAKRISHNAN, 2015).

2.5 Microencapsulacao

A microencapsulacdo é um processo no qual os agentes ativos (sélidos, liquidos ou
gases) sdo cobertos ou revestidos por material transportador para formar particulas ou
capsulas em escala micrométrica ou nanométrica, reduzindo assim a lesdo celular ou a perda
celular, de uma maneira que resulta na liberagdo controlada do microrganismo. Os materiais
revestidos (agente ativo) sdo também designados como nucleo, enchimento ou fase interna,
enquanto os materiais de revestimento (material transportador) sdo conhecidos como
material de parede, membrana, capsula, casca, matriz ou fase externa (DEVI et al., 2017,
TYAGI et al., 2011).

A classificagdo das microcépsulas pode ser feita pelo seu tamanho e morfologia, onde
com tamanho inferior a 1 mm sdo consideradas nanocapsulas, entre 3 a 800 mm sdo
microcapsulas e maiores de 1000 mm macroparticulas (PAULO & SANTQOS, 2017).



Quanto a morfologia as microcapsulas podem exibir diferencas, sendo dependentes
das propriedades do nucleo, material da parede e técnica de microencapsulacdo. Os
principais tipos de microcapsulas que podem ser formadas (Fig. 1) sdo com sistemas de
paredes multiplas e parede Gnica, com um ou Vvarios nucleos, com o nucleo preso dentro da

capsula ou dentro da parede, e com forma esférica ou irregular (CORREA-FILHO, 2019).
|

Core material

\
Core material

(a) (b) (c) (d)

Figura 1. Morfologias das microcapsulas. (a) Multi-parede com nucleo Unico, (b) Parede
simples com multi-core, (c) Parede simples com ndcleo unico, (d) Forma irregular com um

Unico nucleo e parede.
Fonte: (CORREA-FILHO, 2019)

A escolha do agente encapsulante depende de uma série de fatores, entre eles: o
mecanismo de liberagdo do material encapsulado, a ndo reatividade com o material a ser
encapsulado, o método para a formacdo da microcapsula, propriedades reoldgicas,
habilidade de dispersar ou emulsificar, capacidade de protecdo do material a ser encapsulado
contra condi¢Bes desfavoraveis, e ser economicamente vidvel (DESAI & PARK, 2005).

Segundo Nogueira (2002), um mesmo encapsulante pode ndo englobar todas essas
propriedades, assim, € comum o uso de combina¢fes com mais de um material de cobertura
para a obtencdo dos resultados desejados. No presente estudo se realizou a combinacgéo de
agentes, fazendo uso da B-ciclodextrina, goma xantana e alginato.

A B-ciclodextrina sdo oligossacarideos ciclicos, obtidos a partir de degradagdo
enzimatica do amido. Como agente encapsulante, tem sido bastante utilizada por sua
cavidade apolar e capacidade de gerar complexos de inclusdo com uma grande variedade de
substancias organicas (VEIGA et al.,2006; WANG et al. 2011).

A goma xantana € um polissacarideo sintetizado por uma bacteria fitopatogénica do
género Xanthomonas (FONTANIELLA et al., 2002). A principal propriedade das gomas &
a capacidade de se ligar com agua, apresentando solubilidade tanto em agua fria quanto em

agua quente, fazendo dos carboidratos os materiais mais utilizados para encapsulacdo. S&o



altamente pseudoplésticas e a viscosidade é muito estavel em relacdo a amplas faixas de pH
e temperatura (DZIEZAK, 1988; SWORN, 2000)

Entre as substancias utilizadas o alginato de sodio destaca-se por ser o polimero mais
utilizado na microencapsulacdo de células bacterianas, € um polissacarideo linear soluvel
em 4gua, extraido de diferentes tipos algas (MARTIN et al., 2015; TRABELSI et al., 2013).
Possui uma formacéo répida do gel na presenca de ions célcio, sem alteragGes drasticas de
temperatura, pH e pressdo osmdtica, conserva atividade e a viabilidade dos micro-
organismos microencapsulados (CARVALHO et al., 2006).

2.5.1 Métodos de Encapsulacgéo

O método mais adequado a ser utilizado depende do tipo do material ativo, da
aplicacdo que sera dada a microcapsula, das propriedades quimicas e fisicas do ndcleo e da
parede, da escala de producdo e do custo, do tamanho das particulas requeridas e do
mecanismo de liberacdo desejado para a sua acdo (SUAVE et al., 2006; VASISHT, 2014).

Existem inUmeros métodos utilizados para a formacdo de microparticulas que, em
geral, podem ser divididos em trés grupos: métodos fisicos, métodos quimicos e métodos
fisico-quimicos (SOHAIL et al., 2011). Dentre os métodos fisicos é possivel citar a técnica
de atomizac&o ou spray dryer e liofilizacdo. No caso dos métodos quimicos as técnicas mais
utilizadas séo as de emulsdo ou polimerizacdo interfacial, inclusdo molecular e co-
cristalizacdo. Em se tratando de métodos fisico-quimicos, incluem-se a coacervacao,

gelificacdo ibnica, extrusdo e envolvimento lipossdmico (HUERTAS, 2010).

2.5.2 Secagem por atomizacao (Spray dryer)

No presente estudo optou-se por utilizar a secagem por atomizacdo, por ser uma das
mais antigas técnicas utilizadas para a producdo de microparticulas, onde sdo obtidos
produtos desidratados na forma de p6s finos. Essa técnica tem sido bastante utilizada na
indUstria de alimentos devido ao baixo custo de producdo, simplicidade de execucao,
facilidade de expansdo e capacidade de produzir microparticulas com boas propriedades.
Além disso, a remocdo de agua atraves da secagem por atomizacdo garante a qualidade
microbiologica e facilita o transporte, a dosagem e 0 armazenamento dos produtos obtidos
(PELLICER et al., 2018; ENCINA 2016).

A microencapsulagdo por spray dryer envolve trés etapas: (1) homogeneizacdo do

liquido de alimentacdo por um atomizador, (2) secagem da solucdo de alimenta¢do por um
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gas quente para atingir a evaporacao do solvente e (3) coleta de particulas secas por ciclones

ou um filtro (Figura 2) (SCHAFROTH et al., 2012).
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Figura 2. Apresentagdo esquematica do procedimento de secagem por pulverizacao.
Fonte: (BURGAIN et al., 2011)

Segundo Pérez-Alonso et al., (2003), os agentes encapsulantes utilizados no método
de spray dryer devem possuir alta solubilidade em &gua, baixa viscosidade a altas
concentracdes e serem emulsionantes eficientes. Devido a sua versatilidade e ao pequeno
tempo de residéncia dos produtos na cdmara de secagem, o uso de spray dryer tornou-se um
importante método para a microencapsulacdo de materiais que apresentam sensibilidade ao
calor, como os microrganismos probiéticos (ROKKA & RANTAMAKI, 2010).

2.6 Microencapsulacéo de Probioticos e Aplicacdo

A microencapsulacdo de bactérias probidticas leva a protecdo celular contra condi¢Ges
desfavoraveis como indices elevados de pH, altas temperatura e umidade, bem como ao
longo do trato gastrointestinal (ZHANG et al., 2015). As tecnologias de microencapsulacdo
permitem o desenvolvimento de produtos probidticos mais estaveis com a preservacao da
viabilidade dos microrganismos durante o processamento, distribuicdo e armazenamento,
prevenindo alteracdes sensoriais, e durante o processo digestivo (AMINE et al., 2014;
FAVARO-TRINDADE et al., 2011; COOK et al., 2012; FAREEZ et al., 2015).

Estudos demonstram a viabilidade na aplicacdo de probidticos microencapsulados em
leites fermentados (RIBEIRO et al., 2014), queijos (OZER et al., 2009), sorvetes
(CHAMPAGNE et al., 2015), formulas infantis (KENT & DOHERTY, 2014), produtos
carneos (WANG et al., 2015), sucos de frutas (DIAS et al., 2018), indicando que esta técnica

pode proteger estes microrganismos de condicOes adversas, mantendo maior estabilidade
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durante o processamento, armazenamento e, inclusive, durante a passagem pelo trato
digestdrio (VANISKI, 2017, WANG et al., 2015).

2.6.1 Aplicacéo de microcapsulas probioticas em salame

A possibilidade de obter produtos probidticos em embutidos carneos fermentados tem
sido discutida, ndo sé pelo aumento no interesse por uma alimentacdo saudavel e a busca por
alimentos com apelo funcional, mais pelo fato dos produtos fermentados ndo passarem por
um tratamento térmico, o que € um ponto interessante para a viabilidade dos microrganismos
(CAVALHEIRO et al.,, 2015; KOLOZYN-KRAJEWSKA & DOLATOWSKI, 2012;
VUYST, FALONY & LEROY:; 2008).

Sidira et al. (2014) encapsularam Lactobacillus casei ATCC 393 para aplicacdo em
salsichas fermentadas, utilizando-a como cultura starter, mas também com o objetivo de
obter um produto probi6tico, onde foram detectados ao fim do processo de amadurecimento
(66 dias) concentracdo adequada para considerar o alimento probiético.

Muthukumarasamy e Holley (2007) obtiveram manutencdo satisfatéria de
Lactobacillus reuteri encapsulado em alginato de sodio, aplicado em salames, quando
comparado com o microrganismo livre. Song et al. (2018) afirmaram que a adicdo de 0,02%
de cépsulas probidticas em salsichas fermentadas preservou com sucesso, aproximadamente

metade da viabilidade das Bifidobactérias longum.
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CAPITULO 3-ARTIGO

DESTAQUES
e A adigdo de microcapsulas de BB-12 ndo afetou as caracteristicas de qualidade.
e A rreducdo de sais de cura provocou uma menor estabilidade das microcapsulas.

e Ambos os tratamentos apresentaram indices adequados de células vidveis ao final do

armazenamento.

e Os salames com 0.02% de sais de cura (B2) obtiveram maiores notas de aceitacéo

sensorial.
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Microencapsulacéo de Bifidobacterium Animalis subsp. Lactis (BB-12): Aplicacéo e

viabilidade embutido carneo fermentado tipo salame

Resumo

Neste estudo desenvolveu-se um produto carneo fermentado tipo Salame, adicionado de
microcapsulas probidticas, sendo este avaliando quanto a viabilidade e a estrutura das
microcapsulas, bem como os efeitos sobre as caracteristicas fisico-quimicas,
microbioldgicas e sensoriais. Trés formulagdes com diferentes quantidades de sal de cura,
B1 - com 0.02% e adigéo de 0.7% de BB-12, B2 - com 0.01% de sal de cura e adigéo de
0.7% de BB-12 e um controle (C) com 0.02 % de sal de cura e sem probiético, foram
elaboradas. Durante o periodo de fermentacdo e maturacdo (12dias), e ao final do
armazenamento (28 dias), foram analisados os parametros fisico-quimicos (pH, atividade de
agua, indice de oxidagdo lipidica e cor instrumental), microbiol6gicos e sensoriais dos
salames. A adicdo de microcapsulas contendo BB-12 néo afetaram as caracteristicas fisico-
quimicas dos salames. Entretanto, os salames do tratamento B2(0,02% de sais de cura),
obtiveram melhor aceitagdo sensorial, com notas préximas de 7, para todos os parametros
analisados, com excecdo do atributo textura, tendo este também uma maior intencdo de
compra. O efeito protetor da microencapsulagéo foi evidente, por permitir o aumento da
viabilidade nos produtos finais, uma vez que estavam presentes no periodo de
armazenamento, mostrando que é possivel a incorporacdo de Bifidobacterium BB-12 em

embutido carneo tipo salame com bons resultados tecnoldgicos e sensoriais.

Palavras chave: Probidticos, Encapsulacdo, Bifidobactérias, Produto Carneo
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Introducéo

A busca por alimentos que contribuam para salde e bem-estar sdo uma das principais
tendéncias na industria de alimentos. Consequentemente, os fabricantes estdo
constantemente & procura de novas maneiras de incorporar ingredientes naturais e
inovadores, como probidticos, em produtos alimenticios, visando obter alimentos com
maiores beneficios a satde (Ruiz et al. 2014).

A legislacdo Brasileira define probidtico como microrganismos vivos que, quando
administrado em quantidades adequadas, conferem beneficio a saude do individuo (Brasil
2018). As Bifidobactérias sao bactérias produtoras de acido latico, bactérias Gram-positivas,
em forma de bastonete, catalase negativa, ndo formadoras de esporos, sem motilidade e
anaerobias (Song et al. 2018).

Na inddstria da carne, o uso de probidticos mostra-se mais promissor para produtos
fermentados, como o salame, que é o resultado de varios fatores que atuam em sinergia para
produzir caracteristicas especificas durante o amadurecimento, geralmente processados e
consumidos sem aquecimento (Sidira et al. 2016, Ruiz et al. 2014).

No entanto, as células probidticas devem resistir as condi¢des desafiadoras deste tipo
de produto (baixos niveis de pH e atividade de agua, agentes de cura, organismos e espécies
competitivas) e ainda as condi¢bes gastricas no sistema intestinal humano (Prisco e
Mauriello 2016).

Desta forma, a fim de proteger os microrganismos probioticos contra tais ambientes
adversos do trato gastrointestinal e do alimento, as técnicas de microencapsula¢do podem
ser uma alternativa para a producdo de produtos probioticos. A técnica consiste em
empacotar células em pequenas capsulas usando materiais de revestimento que

proporcionam as células microbianas uma barreira fisica (Chavarri et al. 2010).
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Se tem conhecimento de alguns estudos com a incorporacdo de bifidobactérias em
alimentos, entretanto, ndo se tem o conhecimento até o momento da aplicacdo de
Bifidobacterium animalis subsp. lactis (BB-12) em 25 embutidos carneos como o salame.
Assim, o presente estudo busca desenvolver um produto carneo fermentado tipo Salame,
adicionado de microcépsulas probidticas (BB-12), avaliando a viabilidade do probidtico e a
estrutura das microcépsulas, bem como, o efeito da incorporacdo do probidtico sobre

caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais.

Material e Métodos

Elaboracgdo das microcapsulas

Para a elaboragdo das microcapsulas foram usados o probiético Bifidobacterium
animalis subsp. Lactis (BB-12®, Chr. Hansen, Honsholm, Dinamarca). A solugéo
encapsulante foi desenvolvida usando, 3.2% de Alginato (Sigma-Alorich®, Brasil), 0.88%
de B-ciclodextrina (Dindmica®, Brasil) e 0.5% de Goma Xantana (Danisco®). Os agentes
encapsulantes foram dissolvidos em 930 ml de 4gua peptonada, seguida da esterilizacdo da
solucdo. Ao final da esterilizacdo foram adicionados 7 g de BB-12 a solucéo estéril.

A microencapsulacao do probidtico foi realizada em um mini spray dryer (MSD 1.0
Labmag, S&o Paulo, Brasil), operando a temperatura constante de entrada de ar de 130 £ 2
°C e temperatura de saida de 94 + 3 °C. As solucBes de alimentacdo foram mantidas a
temperatura ambiente e alimentadas na camara principal através de uma bomba peristaltica,
com fluxo de alimentacdo de 0.40 L/h, vazdo de ar de secagem de 30 L/min e pressao do ar
de secagem de 3 Bar. As microcapsulas foram coletadas da base do ciclone, colocadas em

um frasco de vidro esteril com tampa e armazenada em dessecador ate a utilizacao.
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Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para avaliacdo das caracteristicas morfoldgicas, foram obtidas micrografias em um
microscopio eletrdnico de varredura (MEV). Para realizacdo das anélises foram utilizadas
resolucbes micrométricas de 20 um e voltagens de aceleragdo de 15 kV. As leituras foram

realizadas no equipamento Shimadzu Modelo SS-550 (Super Scanning).

Elaboracéo dos salames

Foram preparados salames tipo italiano utilizando uma mistura de 50% de carne suina
(moida em disco de 8 mm) e 40% de toucinho (moido em disco de 8 mm). As formulagoes
continham cloreto de sodio (3%), acucar (0.5%), pimenta preta (0.02%), alho (0.3%) e noz
moscada (0.02%). Foram desenvolvidas trés formulages com diferentes quantidades de sal
de cura, B1 com 0.02% e adicdo de 0.7% de BB12, B2 com 0.01% de sal de cura e adi¢do
de 0.7% de BB12 e uma controle C com 0.02 % de sal de cura e sem BB12. A concentragao
de sais de cura foi definida com base nas formulages tradicionais observadas em diversos
estudos com variagdo méaxima de 0,015% - 0,03%.

Os ingredientes foram misturados até a obtencdo de uma massa uniforme e em seguida
embutida em tripa natural (Contrimar, Maringa) com 30 mm de diametro, formando gomos
de aproximadamente 70 g com 7 cm. Ap6s 0 embutimento, os salames foram identificados
e maturados em temperatura (= 20 °C a 25 °C) e umidade (£60 % a 70 %) controladas.

A etapa de fermentacdo e maturacdo foi encerrada apds 12 dias, quando os salames
atingiram atividade de agua inferior a 0,90 conforme descrito na Legislacdo Brasileira
(Brasil 2000). Ao final do 12° dia, os salames foram armazenados por 16 dias, em
temperatura ambiente (+ 25 °C) para analisar a vida de prateleira dos mesmos, totalizando

28 dias.
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Anélises dos Salames

As andlises fisico quimicas de atividade de 4gua (Aw), pH, e cor instrumental, foram
realizadas em intervalos de dias diferentes durante os 12 dias de maturagéo (0, 4, 8 e 12 dias)
e armazenamento (28 dias). A analise de substancias reativas ao &cido tiobarbitrico
(TBARS) foram realizadas nos dias 1 e 12 de maturacéo e 28 dias de armazenamento. Todas

as andlises foram realizadas em triplicata.

Atividade de &gua e pH
A atividade de agua (Aw) foi determinada a 25 °C utilizando um medidor de atividade da
agua Aw- sprint (Novasina TH-500, Switzerland). O pH foi medido em pHmetro portatil de
penetracdo para carnes (Hanna, H1-99163, Romania). A medida foi realizada em trés pontos
distintos, nas extremidades e no meio, com trés leituras para cada tratamento (Bis-Souza et
al. 2019)
Cor instrumental
A cor das amostras de salame foi medida usando colorimetro (Konica Minolta, CR-
400, Japdo), previamente calibrado em uma placa branca. Foram medidos trés parametros:
L* (luminosidade), a* (intensidade de vermelho) e b* (intensidade de amarelo) medidos em
trés locais das amostras, coletadas da secdo transversal dos produtos.
A partir destes resultados foi calculado o Chroma (C*) (Eg. 1), angulo de tonalidade

ou angulo hue (h*) (Eq. 2) e a diferenca de cor (AE) das formulagdes (Eg. 3).

C*=VaZ+b? (Eq. 1)
h' = tan™ (Z) (Eq. 2)
AE = \[[(Lo — L)+ (ag — @)% + (by — b)?] (Ea. 3)

Para o célculo do AE tem-se que L, a e b foram os valores medidos no 12° dia, e Lo,
ao e bo séo os valores iniciais obtidos (dia 0) (Amsa 2012). O resultado foi dado com base na

maior diferenca entre duas cores: imperceptivel (AE* < 1), minima (1 < AE* < 2), apenas
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perceptivel (2 < AE* < 3), perceptivel (3 < AE* < 5), forte diferenca (5 < AE* < 12), cor
diferente (AE* > 12) (Cecchini et al. 2011).
Perda de peso
Trés amostras de salame (com peso inicial de aproximadamente 70 g) de cada
tratamento foram inicialmente pesadas. As mesmas amostras foram novamente pesadas nos
intervalos pré-determinados (0, 4, 8 e 12 dias), sendo as perdas de peso expressas como
porcentagem do peso inicial (Glisic et al. 2019).
Oxidacao lipidica
As analises das substancias reativas ao acido 2-thiobarbitirico (TBARS) foram
realizadas de acordo com a metodologia descrita por Raharjo et al. (1992), modificado por
Wang et al. (2002), seguindo recomendacdes de Shahidi e Synomiecki (1985) no que se
refere a adicdo de sulfanilamida para as amostras que contém nitrito, com algumas
adaptacdes. A leitura foi realizada em espectrofotometro UV-vis (Femto, 700plus, Sé&o
Paulo) a 531 nm. A quantificacéo foi realizada frente a uma curva padréo (1 x 10® a10 x
10 mol/mL) de solucdo de dietilacetal (TEP). Os resultados foram expressos em mg de

malonaldeido/kg de salame.

Anélises microbioldgicas

A analise de viabilidade foi realizada tanto nas microcapsulas quanto nas amostras de
salame, sendo esta Ultima realizada nos intervalos 1°, 12° e 28° dia. Ambas foram realizadas
por meio de diluicbes decimais seriadas, inoculadas em meio seletivo (BSM) através de
plagueamento por profundidade, com incubacdo em anaerobiose (Anaerobac) a 37 °C/48
horas, de acordo com a metodologia do IDF (2007). O resultado foi expresso em log UFCg
! (unidades formadoras de colonias por grama).

Foram realizadas analises de coliformes fecais a 35 °C e a 45 °C (UFCg™), determinada

pelo método do numero mais provavel (NMP), encubado a 37 °C/48 h (Silva et al. 2007),
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analise de Salmonella (UFCg™) cultivada em placas 3M™ Petrifilm™, de acordo com o
método oficial de analise (AOAC 2014). Ambas as andlises foram realizadas no 12° dia,

como medidas do controle de qualidade do produto.

Anélise sensorial

A analise sensorial foi realizada com 90 provadores ndo treinados de ambos 0s sexos,
com faixa etéria de 18-50 anos. Os atributos sensoriais avaliados foram cor, aparéncia,
aroma, sabor, textura e impressao global usando uma escala heddnica estruturada mista de 9
pontos, ancorada nos extremos pelos termos “gostei muitissimo” e “desgostei muitissimo”.
Enquanto a atitude de compra dos provadores foi avaliada, por meio de escala estruturada
mista de 5 pontos, ancorada nos extremos pelos termos “certamente compraria” e
“certamente nao compraria” (Dutcosky 2011).

Os testes foram realizados apds o 12° dia de fermentacdo e maturacdo das amostras de
salame. As amostras foram apresentadas fatiadas (~1 g) em temperatura ambiente (25 °C)
em bandejas por meio de blocos inteiramente casualizado, codificadas com algarismos de
trés digitos, de forma monédica e sequencial. Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de
Etica em Humanos (Copep) da Universidade Estadual de Maringa (Parana, Brasil) sob o

protocolo N° 3.556.884.

Andlise Estatistica
A analise estatistica foi realizada por meio de andlise de variancia (ANOVA) e teste

de Tukey, utilizando o software R, versdo 1.2.5019 com nivel de significancia de 5%.
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Resultados e Discussao

Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Atraveés da microscopia eletrénica foi possivel observar a morfologia externa, tamanho
das microcépsulas produzidas, e a eficiéncia da microencapsulacdo demonstrando a auséncia
do microrganismo livre confirmando a formacao de microcépsulas (Fig. 1).

As microcapsulas contendo BB-12 obtidas através do uso do spray drier
apresentaram variacdo em sua forma, tendo algumas formas esférica e concavidades, além
de variacdo nos tamanhos. As superficies externas exibem paredes livres de fissuras ou

rupturas, o que é fundamental para garantir maior protecéo e menor permeabilidade.

B

———10pm ——— o | 11/28/2019 Y WD | spot | meq [

W de - v W
41.4ym uum CMI - COMCAP - UEM % | 11:19:36 AM | 15.00kv | 10.4mm | 3.0 | 5000 | 82

A formacdo de concavidades na superficie de particulas atomizadas é uma
caracteristica comum neste tipo de produto e podem ser atribuidas ao encolhimento das
particulas durante o processo de secagem devido a evaporagdo rapida das gotas liquidas
(Favaro-Trindade et al. 2010). Essas concavidades nas microcapsulas podem ser chamadas
de "efeito bola plana” e a extenséo a que este efeito ocorre depende do agente encapsulante

utilizado e da temperatura de secagem (Lian et al. 2002).
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Atividade de agua, pH e Perda de peso
E possivel observar (Fig. 2) que houve diferencas significativas (P > 0.05) durante o
tempo de fermentacdo, maturacdo e armazenamento para a atividade da agua e pH. Os

valores iniciais de atividade de 4gua (Aw) apresentaram-se entre 0.895 e 0.820 (Fig. 1a).

mC OBl @mB2 EC OBl @B2

aA aAaA A 4p aA aA A A
aB 3B aB aCaCac

7
aB aB aB bC bC 6 aB aB aB
aC abD bD 5
4
3
2
1
0
28

Fig. 2 Atividade de dgua (A) e pH (B) dos salames (C - 0.020% de sais de cura e sem adicao
de cultura, B1 - adicionados de 0.7% de cultura + 0.010% de sais de cura, B2 — 0.7% de
cultura + 0.020% de sais de cura). Letras minusculas iguais no mesmo intervalo de tempo,
ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p<0.05). Letras maidsculas iguais para a mesma
formulacdo em momentos diferentes, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0.05).

Segundo Bis — Souza et al. (2019), ao longo do processo de fermentacao e maturacéo,
os salames perdem agua por evaporacdo, o que faz com que a Aw diminua. No presente
estudo essa reducdo foi observada nos intervalos dos dias (8 — 12) de fermentacdo e
maturacdo, prolongando-se até 28 dias de armazenamento, nesses periodos ocorrem
diferencas significativas (P<0.05) tanto individualmente como quando se compara 0S
tratamentos.

Ao final do periodo de armazenamento a Aw das amostras B1 e B2 foi de 0.652 e
0.671, respectivamente, enquanto o controle (C) apresentou valores de 0.645 (Fig. 2a),
estando estes, dentro do valor maximo recomendado pela Norma Brasileira que é de 0.90
(Brasil 2000).

O acompanhamento do pH e da Aw é extremamente importante para acompanhar a

estabilidade do produto, uma vez que, a diminuicdo do pH, que depende exclusivamente da
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acidificacdo causada por bactérias lacticas, e a atividade da gua estdo relacionados a perda
de &gua do produto para o meio ambiente durante o processo de secagem (Prado et al. 2019).

O pH inicial foi de cerca de 6.4 para todos os salames (Fig. 2b). Apos 4 dias € possivel
observar diferencas significativas (P<0.05), uma vez que, o valor do pH diminuiu para 5.71
a 5.86, chegando ao 12° dia com uma variacdo de 5.86 a 5.99. Durante o periodo de
armazenamento (12 — 28 dias) o valor de pH aumentou até estabilizar em valores préximos
a 6.00. Os valores observados para pH estdo dentro da faixa citada por outros autores para
salame tais como, Zinardi et al. (2010) e Di Cagno et al. (2008).

A reducédo do pH em salames pode ser devido a acdo das bactérias lacticas sobre os
acucares com consequente producdo de acido lactico, que é responsavel pelo processo de
fermentacgdo, enquanto que, 0 aumento nas taxas de pH apds o 8° dia, é causado por reagdes
de descarboxilacdo e desaminagdo de aminoécidos, liberando aménia, tornando o0 meio mais
alcalino (Trzaskowska et al. 2014, Ruiz et al. 2014).

Com relacdo a perda de peso dos salames, nota-se um aumento na perda de peso de
todos os tratamentos durante o tempo secagem (Tabela 1).

Tabela 1. Percentual da Perda de peso dos salames

Amostras Dia 4 Dia 8 Dia 12
C 31.00 + 0.62 44.00 + 0.96 %8 45.00 + 0.62 %8
Bl 32.00+1.31% 43.00 + 0.38 %8 44,00 +1.72 %
B2 33.00 £1.393 45.00 + 0.92 %8 45.00 + 0.93%

(C —0.020% de sais de cura e sem adicdo de cultura, B1 — adicionados de 0.7% de cultura +
0.010% de sais de cura, B2- adicionados de 0.7% de cultura + 0,020%de sais de cura).
Médias com letras mindsculas iguais na mesma coluna, no mesmo intervalo de tempo, ndo
diferem entre si pelo teste Tukey (p<0.05). Médias com letras maiusculas iguais na mesma
linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0.05).

A perda de peso foi significativamente afetada pelo tempo de maturagdo (p<0.05) (Fig.
3). No 8° dia. os salames apresentaram uma variacdo de perda 43% - 44% do seu peso,

atingindo um total 44% - 45% no 12° dia. Esses valores estdo um pouco acima da faixa de
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30 a 40% considerada ideal para produtos fermentados secos (Rech 2010). Porém valores
semelhantes foram encontrados por alguns autores como Cirolini et al. (2010) no
processamento de salame tipo italiano elaborado com culturas starters nativos com perda de
peso em torno de 43% e Song et al. (2018) que obtiveram valores entre 49% a 51% em
salsichas fermentadas com B. longum.

A perda de peso em salame € uma consequéncia natural durante o processo de
fermentagdo e secagem esta condi¢do ocorre devido a diminui¢do nos indices de pH que
atuam na reducdo a capacidade de retencdo de &gua (CRA) no salame gerando
consequentemente uma menor Aw e uma maior perda de peso (Ruiz et al. 2014). De fato,
essa correlacdo concorda com o que foi observado nas anélises de pH e Aw (Fig.2) para o

intervalo de tempo do dia 0 ao 8° dia.

Oxidagdo lipidica (TBARS)
Ao longo do periodo de fermentacdo (1° a 12° dia) € possivel observar que houve um
aumento nos valores de TBARS nos salames (Tabela 2).

Tabela 2. VValores de TBARS (mg de malonaldeido/ kg de salame) dos salames

Amostras Dia0 Dia 12 Dia 28
C 0.046% 0.412%® 0.484%8
Bl 0.0612A 0.499%® 0.656%®
B2 0.040% 0.525% 0.669%®

C - 0.020% de sais de cura e sem adicédo de cultura, B1 — adicionados de 0.7% de cultura +
0.010% de sais de cura, B2- adicionados de 0.7% de cultura + 0,020% de sais de cura. Médias
com letras minusculas iguais na mesma coluna, no mesmo intervalo de tempo, ndo diferem
entre si pelo teste Tukey (p<0.05). Médias com letras mailsculas iguais na mesma linha,
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0.05).

Comparando-se os tratamentos ao longo do tempo nota-se que ndo ha diferenca

significativa (p<0.05) entre as amostras. Por outro lado, ao realizar a interagéo entre tempo
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e tratamentos individualmente, os valores de TBARS do 12° e 28° dia diferiram
significativamente (p<0.05) dos valores do 1° dia.

Esse aumento no 12° dia que se prolongou durante o periodo de armazenamento (28°
dia) é semelhante ao observado por Cirolini et al. (2010) e Alves et al. (2018). Os indices de
oxidagéo do presente estudo foram menores do que os relatados por Song et al. (2018) ao
adicionar B. longum na forma livre e encapsulada em salsichas fermentadas com variacfes
de 1.5-3.16 mg MDAV/Kkg. Ba et al. (2017) também relataram valores superiores aos obtidos
neste estudo para um produto semelhante.

Segundo Alves et al. (2018) ndo existe um consenso quanto ao limiar de deteccao de
odores devido a presencga de substancias reativas ao acido tiobarbiturico. Alguns autores
indicam que em embutidos fermentados o indice de oxidacdo perceptivel sensorialmente é

atingido quando os valores de TBARS alcancam 2 mg MDA/kg (Ahmad e Srivastava 2007)

estando as amostras do presente estudo abaixo desses valores.

Cor instrumental

Através da analise dos parametros de cor pode se observar algumas diferencas

significativas (p<0.05) (Tabela 3).

Tabela 3. Variacdo dos parametros de cor (L*, a*, b*, C*, h* e AE) dos salames

L* Dia0 Dia 4 Dia 8 Dia 12 Dia 28
C 57.86+1.10" 5280+132%® 5334+184%® 44.65+040°C  40.03+353°
Bl 56.46+2.75* 5377+1.09® 52.06+1.18%® 44.34+3.09C  37.45+1.03®
B2 60.22+246° 54.47+154"® 56,96+ 1.95® 48.22+0.39°C 3993+ 3,54
a* Dia0 Dia 4 Dia 8 Dia12 Dia 28
C 7.23+1.68" 10.98+1.13® 10.94+0.42® 092+0.94*A® 1170+ 1.55%®
Bl 10.36+1.93" 10.39+0.22* 12.30+241* 11.08+0.87%  9.05+1.11*
B2 9.46+158"  913+144*  11.33+1.01%» 10.73+1.15  10.46 +0.97*
b* Dia0 Dia 4 Dia 8 Dia 12 Dia 28
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C 17.99+2.21% 1431+2.70** 10.99+0.5328  7.42 +0.29%C 10.74 + 2.0428¢
Bl 15.30+2.02** 15.16+0.88* 12.31+1.40®  8.70+0.23%€ 9.61 + 3.882BC
B2 16.32+0.66* 16.03+0.44% 13.20+2.42%  10.39+1.28%C  12.03 + 3.52Akc
C* Dia0 Dia 4 Dia 8 Dia 12 Dia 28

C 19.41 +2.09%* 18.05+2.28% 15.05+ 0.092"B 1240 + 0.55%C  15.96 + 1.4438C
Bl 18.49+222%A 18.39+0.70% 17.42+2.18%B 14.10+0.512C 13.32 +2.81%C
B2 18.92+0.32** 18.48+0.75% 17.42+2.03*B 1494 +1.392C  16.11 + 1.90%C
h* Dia0 Dia4 Dia 8 Dia 12 Dia 28

C  68.26+2.53%A 5221 +221®8 4514 +201%B8C 36.89 + 2.66%C 42,39 + 5,33BC
Bl 56.02+1.54" ©5553+0.83" 4529+2.30"B 38.20+2.16°®  45.39 + 7.07°AB
B2 59.93+4.13* 60.43+299% 49.08+2.33%B 44.06+0.77®®  48.13 + 7.96%8

C-B1 C-B2 B1-B2
AE
1,79 4,76 4,24

C - 0.020% de sais de cura e sem adicdo de cultura, B1 — adicionados de 0.7% de cultura +
0.010% de sais de cura, B2- adicionados de 0.7% de cultura + 0,020% de sais de cura. Médias
com letras minusculas iguais na mesma coluna, no mesmo intervalo de tempo, ndo diferem
entre si pelo teste Tukey (p<0.05). Médias com letras mailsculas iguais na mesma linha,
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0.05).

Entre os valores de L* referente a luminosidade observa-se uma diferenca significativa
(p>0.05) no 8° dia de processamento. Ao longo do tempo de fermentagdo, maturacéo e
armazenamento observa-se um declinio nos valores de L* em todos os tratamentos gerando
uma diferencga (p>0.05) no 12° e 28° dia, indicando que as amostras escureceram. Assim
como neste estudo outros autores como Sayas-Barberd et al. (2012) e Wojciak et al. (2012)
relataram uma diminuicao nos valores de L*.

A reducdo do valor de L* segundo Ramos e Gomide (2017) esta diretamente ligada a

perda de umidade do produto o que leva ao escurecimento do mesmo. Os altos valores de

Aw encontrados nos embutidos no primeiro dia aumentam a reflexdo da luz sobre sua
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superficie conferindo maior luminosidade a medida que os embutidos perdem &gua ocorre o
escurecimento causado pela reducdo da reflex&o da luz. Esta relagcdo pode ser comprovada
ao se observar os niveis de Aw do presente estudo (Fig. 2b).

Quanto a intensidade de vermelho (a*) ndo foram encontradas diferencas significativas
(P <0.05) entre os tratamentos ao longo do tempo (Tabela 3). No entanto o tratamento
controle (C) diferiu significativamente todos os dias com exce¢cdo do 12° dia de
processamento ao longo deste periodo nota-se um aumento seguido da diminuicéo do valor
de a* voltando a aumentar durante 0 armazenamento enquanto os tratamentos B1 e B2 néo
apresentaram diferenca estatistica.

Valores elevados de a* estdo relacionados a formagdo de nitrosomioglobina e a
diminuicdo da Aw devido ao aumento da concentracdo de pigmento heme (Sayas-Barbera
et al. 2012). Por outro lado, a diminuicdo nos valores de a* encontrada em todos o0s
tratamentos provavelmente ocorreu devido a reacGes de oxidacao lipidica e oxidacdo do
pigmento nitrosomioglobina resultando em metamioglobina que reduzem a intensidade da
cor, fato também abordado por Wojciak et al. (2012).

Para a intensidade de amarelo (b*) (Tabela 3), ndo houve diferenca significativa
(p>0.05) até o 4° dia de processamento para o controle (C), enquanto, os tratamentos B1 e
B2 ndo tiveram diferenca significativa (p>0.05) até o 8° dia. Entre os tratamentos, ndo foi
observada diferenca significativa (p<0.05).

Segundo Rubio (2008), um leve aumento nos valores de b* apos 28 dias de estocagem,
podem estar ligadas a oxidacdo lipidica, que eleva a intensidade do amarelo através da
rancidez. Assim, os indices de TBARS (Tabela 2) e os valores de Aw (Fig2b) validam as
hipbteses levantadas tanto para os indices de a* quanto de b*.

Como os indices de vermelho (a*) e amarelo (b*) se mantiveram instaveis, ouve uma

variacdo nos valores obtidos para os parametros de C* e h* (Tabela 3), uma vez que esses
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paramentos sdo calculados em funcédo de a* e b*. Em ambos 0s parametros se observa uma
diferenga significativa (p<0.05) para todos os tratamentos ao longo do tempo, a partir do §°
e 4° dia. para C* e h*, respectivamente. Entre os tratamentos, somente h* apresentou
diferengas (p<0.05), onde os salames com o probidtico diferiram significativamente entre si.

Segundo a AMSA (2012) o indice C* indica a intensidade do tom, valores elevados
indicam coloracdo mais intensa ou altamente cromatica parecendo luminosa ou concentrada
valores reduzidos indicam cor acinzentada, acromatica, fraca ou diluida. Assim pode-se
observar que as amostras estavam mais opacas, ocorrendo uma queda na intensidade de cor
até o0 12° dia, onde os maiores valores de C* indicam cores mais vividas.

O angulo de tonalidade (h*) determina vivacidade da cor, sendo expresso em graus
com seus valores de 0° para vermelho (+a), 90° para amarelo (+b), 180° para verde (-a) e
270° para azul (-b) (AMSA 2012). Os valores para este parametro 38 variaram de 36° - 68°,
com uma variagao de cor indo do vermelho para o laranja avermelhado.

Os valores de variagdo total da cor (AE) (Tabela 3) obtida da interagdo entre os
tratamentos, mostra uma diferenca minima para a interacdo entre C-B1 (AE>1), diferente do
que se é observado ao se realizar a interacdo de B2 com os demais tratamentos que mostra
uma diferenca perceptivel (AE>3). Essa maior diferenca pode ser constatada também pelos

resultados obtidos para o parametro de cor na analise sensorial.

Analises microbiolégicas

A contagem de células viaveis das microcapsulas foi de 11.66 log UFC/g. No 1° dia
apos o embutimento, os salames apresentaram contagem de 6.52 log UFC/g e 8.25 log
UFC/g para os tratamentos Bl e B2, respectivamente. Com relacdo ao periodo de
processamento (12°dia) observou-se um aumento no numero de células viavéis para o B1.
8.64 log UFC/g, diferente do que foi observado para B2, 7.73 log UFC/g, que obteve uma

diminuicdo na contagem.
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Ao final do periodo de armazenamento de 28 dias nota-se que B2 apresentou uma
contagem mais alta, 7.85 log UFC/g. quando comparados a B1, com 7.60 log UFC/g. Esse
aumento mostra que a microencapsulacgao, assim como esperado, contribuiu para que ambos
os tratamentos tivessem uma maior viabilidade, mostrando ser uma técnica eficiente em
manter as células viaveis.

Segundo Nascimento (2007) os sais de cura sdo utilizados por diversas razoes, entre
elas a reducdo de atividade de agua devido a diminui¢do nos indices de pH. Valores mais
altos de pH, podem ser indicios de que o processo de fermentacdo pode ndo ter sido efetivo
na producao de acido latico (Song et al. 2018). Greco et al. (2004) e Olesen (2004) relataram
que elevados indices de pH, podem indicar o aumento de atividade proteolitica com a
formacdo de peptideos, aminoéacidos e compostos nitrogenados.

Presume-se que a reducdo nos teores de sais de cura e a presenca de substancias
causadas por indices de pH mais altos, tenham afetado a estabilidade das microcapsulas,
fazendo com que estas se rompessem mais rapido liberando o microrganismo. Isso explicaria
0 comportamento observado para os salames do tratamento B1(0.010% de sais de cura). Por
outro lado, os salames do tratamento B2 (0.020% de sais de cura) mostraram-se mais
estaveis, possivelmente pela maior quantidade de sais de cura.

Segundo Sidira et al. (2016), os sais de cura sdo adicionados aos salames para inibir o
crescimento de microrganismos, como Salmonella spp. e Clostridium spp. esse meio mais
acido e a falta de competitividade com outros microrganismos podem ter auxiliado para que
o0 probiotico fosse capaz de sobreviver e permanecer viavel a medida que fosse liberado.

Apesar da reducdo de células probidticos observadas em B1, ambos os tratamentos
(B1 e B2) proximos de 8 Log UFC/g (Anvisa 2018). No entanto, alguns autores como Huckle

e Zhang (2011) recomendam uma dose diaria de 6 - 12 Log UFC/g células viaveis por dia.
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Os resultados das analises microbiolégicas como indicativo da qualidade do produto
indicaram auséncia de Salmonella spp. em 25 g de amostra. Para coliformes termotolerantes
a 35°C e a 45 °C, obteve-se contagens inferiores a 1 log UFC/g, para todos os tratamentos.

Todos os resultados estavam de acordo com a legislacdo brasileira (Brasil 2001). Para
Bis-Souza et al. (2019), a auséncia destes microrganismos pode ser atribuida ao baixo valor
de pH e alta quantidade de bactérias lacticas presentes no produto, que sdo fatores de
conservacao para embutidos fermentados e promovem a seguranga do produto. A boa
qualidade da matéria-prima e as boas préticas de fabricacdo utilizadas no processo também

podem ter contribuido para esses resultados.

Andlise sensorial
Quanto & aceitacdo, as médias dos atributos avaliados mostraram diferenca

significativamente (p<0.05) entre as amostras (Tabela 4).

Tabela 4. Atributos sensoriais dos salames com BB12.

C B1 B2
Cor 6.13+1.81° 5.97+1.97° 7.01+1.572
Aparéncia 6.20+1.91° 5.83+1.94° 6.79+1.76°
Aroma 6.27+1.67° 6.11+1.58° 6.78+1.57%
Sabor 6.40+2.17° 6.44+1.93° 7.07+1.61%
Textura 6.52+1.97° 6.26+1.92° 6.71+1.83?
Impresséo global 6.26+2.17% 5.96+2.06" 6.73+1.912

C —0.020% de sais de cura e sem adicao de cultura), B1 — adicionados de 0.7% de cultura +
0.010% de sais de cura, B2- adicionados de 0.7% de cultura + 0,020%de sais de cura. Médias
com letras mindsculas iguais na mesma linha, ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p<0.05).

Os parametros sensoriais avaliados. de maneira geral, apresentaram médias em torno
de 6.00 para os tratamentos C e B1, e 7.00 para os salames do tratamento B2, estando assim,
entre 0s termos “gostei ligeiramente” e “gostei moderadamente” da escala. Médias inferiores

foram relatadas Song et al (2018) em salsichas fermentadas contendo probidticos na forma

livre e encapsulada.
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Para os atributos cor. aparéncia. aroma e sabor. é possivel notar que os tratamentos C
e B1, apresentam uma diferenca (p<0.05) quando comparados aos salames do tratamento
B2, que possui uma maior aceitacdo para estes atributos. A diferenca estabelecida para cor
e aparéncia podem estar ligadas a diferenca perceptivel indicada pelos valores de (AE) na
andlise de cor (Tabela 3).

Jé& a textura ndo apresentou diferenca significativa (p<0.05), mostrando que a redugao
nos niveis de Aw (Fig 2b) ndo deixou a amostra seca e dura. Quanto aos indices de impressao
global dos tratamentos, B1 e B2 diferiram significativamente (p<0.05) entre si mas nédo
diferiram de C.

Assim, é possivel que a redugdo na concentracdo dos sais de cura (B1) e a auséncia
das microcépsulas probioticas no tratamento controle, tenham afetado a aceitacdo destes
tratamentos, uma vez que B2 apresentou uma maior aceita¢do quando comparada aos demais
tratamentos, indicando que a insercdo das microcapsulas ndo interferiu nas caracteristicas
sensoriais do produto. Tal fato pode ser confirmado com o percentual de intencdo de compra
onde B2 obteve um maior percentual (59% ) para “certamente compraria” do que C (54%)

e B1 (43%).

Conclusao

No presente estudo, verificou-se que adicdo de microcapsulas contendo BB12 néo
afetou os indices de pH, Aw, perda de peso, TBARS e cor instrumental para os parametros
L*, a* e b*, estando os resultados dentro do esperado para este tipo de produto. Por outro
lado, as variacbes de cores obtidas (AE) mostram uma diferenca perceptivel entre os
tratamentos, sendo estd também notada durante a anélise sensorial, onde os salames do
tratamento B2 obtiveram uma melhor aceitacdo em todos os parametros, com execdo do

atributo textura, e uma maior inten¢do de compra.
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Por fim, pode-se concluir que o efeito protetor da microencapsulagéo foi evidente, por
permitir o aumento da viabilidade nos produtos finais, uma vez estavam presentes no periodo
de armazenamento. Os salames do tratamento B2 mesmo tendo o maior percentual de sais
de cura (0.020%), apresentaram uma liberacdo mais estavel das microcapsulas e uma maior
viabilidade no periodo de armazenamento, bem como uma maior aceitacdo. Mostrando que
é possivel a incorporagdo de Bifidobacterium BB-12, na concentracdo avaliada, em

embutido carneo tipo salame e ainda obter bons resultados tecnoldgicos e sensoriais.
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