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Resumo

Embutidos fermentados, processados e consumidos sem aquecimento, sdo 0s produtos carneos mais
promissores para a veiculagdo de probidticos, entretanto, apresentam como desvantagens o alto teor
de gordura, presenca de nitrito e nitrato residual e de compostos potencialmente tdxicos, como as
aminas bioativas. O presente trabalho estudou o efeito da utilizacdo de bactérias laticas com
propriedade hipolipemiante nas caracteristicas tecnoldgicas, sensoriais e de seguranca de um
embutido carneo fermentado, similar ao salame, com teores de gordura, nitrito e nitrato reduzidos.
Os potenciais efeitos benéficos do produto foram investigados em um estudo in vitro. Duas cepas
probioticas (Enterococcus faecium CRL183 e Lactobacillus acidophilus CRL1014) foram testadas,
separadamente, como culturas iniciadoras. Os embutidos com baixo teor de gordura (reducédo de
60%) foram processados em seis formulagdes: 2 - culturas tradicionais sem reducgéo de sais de cura
(nitrito 0,015% e nitrato 0,005%); 3 - culturas tradicionais e teor reduzido de sais de cura (nitrito
0,007% e nitrato 0,003%); 4, 5, 6, 7 — culturas probioticas (E. faecium CRL183 e L. acidophilus
CRL1014) com teores normais e reduzidos de sais de cura, respectivamente. Para efeito de
comparagdo, um produto controle (1 - culturas tradicionais, sem reducdo de gordura e de sais de
cura) também foi produzido. As culturas probioticas (Enterococcus faecium CRL 183 e
Lactobacillus acidophilus CRL 1014) foram submetidas a testes preliminares para determinacdo da
resisténcia as concentracdes de sais de cura usualmente empregadas em produtos Ccarneos
fermentados e avaliacdo da capacidade de producéo de substancias antimicrobianas pela técnica spot-
on-lawn. A qualidade dos embutidos foi avaliada através de analises fisico-quimicas e
microbioldgicas, no inicio do processamento e durante os periodos de maturagdo e estocagem. Foram
realizados testes de aceitacdo a cada 30 dias de armazenamento e, uma andlise descritiva quantitativa
(ADQ) com os embutidos prontos para o consumo (T30). O embutido que apresentou as melhores
caracteristicas nos testes anteriores foi submetido a um teste in vitro, em simulador do ecossistema
microbiano humano (SEMH), para avaliagdo da sobrevivéncia gastrintestinal do microrganismo
probidtico, determinacdo do efeito do produto carneo probidtico na producdo de acidos graxos de
cadeia curta e de aménia e na modulacdo da microbiota intestinal. Nas analises de sensibilidades aos
sais de cura, a cepa E. faecium CRL 183 ndo exibiu reducdo logaritmica na populacdo de células
viaveis (10° UFC/mL) para todas as concentracdes de cloreto de sédio e nitrito de sodio avaliadas.
Por outro lado, a cepa L. acidophilus CRL 1014 apresentou reducdo de um ciclo logaritmico em
relagdo ao controle (p<0,05), com populagdo final de células viaveis na ordem de 10 UFC/mL. As
bactérias probidticas avaliadas ndo foram capazes de produzir substancias antimicrobianas contra as
cepas indicadoras utilizadas (Listeria monocytogenes IAL 628, Salmonella enterica ssp. enterica
serovar typhimurium IAL 2431, e Escherichia coli 1AL 339), uma vez que ndo houve formacdo de
halos de inibicdo. Todas as formulacGes apresentaram caracteristicas fisico-quimicas e
microbioldgicas adequadas aos padrfes estabelecidos para embutidos carneos fermentados. As cepas
probidticas mantiveram-se viaveis até o final do periodo avaliado, exibindo populacdo na ordem de
10®UFC/g (final da maturagdo) e 10°UFC/g (120 dias de armazenamento). Os resultados obtidos
evidenciaram um comportamento muito semelhante entre as diferentes formulacGes, indicando que a
substituicdo de culturas iniciadoras tradicionais por outras probiéticas, bem como a reducéo de sais de cura,
ndo influenciou negativamente a qualidade microbioldgica dos produtos. A substituicdo parcial de
gordura animal por 6leo de oliva resultou em aumento de dureza, fato que ndo alterou a aceitacdo
hedobnica global das amostras. A ADQ néo foi capaz de diferenciar as amostras em funcéo da cepa
utilizada e da quantidade de sais de cura adicionada. Entre os embutidos com reducéo de gordura e sais de
cura e potencialmente probidticos, o produto fermentado com E. faecium CRL 183 (F5) apresentou, no
final do periodo de armazenamento (T120), algumas caracteristicas superiores as do produto fermentado
com L. acidophilus CRL1014 (F7) — menor populacéo de estafilococos coagulase positiva, menor oxidagéo
lipidica, melhor perfil de textura e de aminas bioativas — sendo por esse motivo selecionado para a segunda
etapa do estudo. Os testes utilizando o simulador do ecossistema microbiano humano (SEMH)
evidenciaram que o consumo do produto fermentado com E.faecium CRL 183 e com reducdo de



gordura e sais de cura pode resultar em redugdo de Lactobacillus spp. (célon ascendente, transverso e
descendente), Bacteroides spp. (célon descendente) e enterobactérias (colon transverso e
descendente) e aumento nos niveis de ions aménio. O mesmo produto probidtico estimulou a produgao
de acido butirico e propibnico, reduziu a concentracdo de acido acético durante a fase de tratamento e
alterou a populacdo de microrganismos intestinais. Os resultados indicam que o salame probiético (E.
faecium CRL 183) com reducao de gordura e sais de cura constitui uma alternativa mais saudavel de
produto carneo fermentado, pois, além de possuir caracteristicas nutricionais mais interessantes,
apresenta potencial para atuar positivamente no perfil lipidico, através da melhora na producao de
AGCC e modulacdo da microbiota, com aumento da populacéo de E. faecium CRL 183 que é uma
cepa comprovadamente hipocolesterolemiante.

Palavras-chave: probidticos; fermentacdo; conservacao; embutido carneo; nitrito.



Abstract

Fermented sausages, processed and consumed without heating, are the most promising meat products
for the placement of probiotics, however, have as disadvantages the high fat content and the presence
of residual nitrite and nitrate and potentially toxic compounds, such as bioactive amines. This work
studied the effect of using lactic acid bacteria with lipid lowering property in technological, sensory
and safety characteristics of a fermented susage, similar to salami with fat, nitrite and nitrate reduced.
The potential beneficial effects of the product were investigated in an in vitro study. Two probiotic
strains (Enterococcus faecium CRL 183 and Lactobacillus acidophilus CRL 1014) were tested
separately as starter cultures. The sausages with a low fat content (60% reduction) were processed in
six treatments: 2 - traditional cultures with fat reduction and without curing salts reduction (nitrite
and nitrate 0.015% 0.005%); 3 - traditional cultures with fat and curing salt reduction (nitrite and
nitrate 0.007% 0.003%); 4, 5, 6, 7 - probiotic cultures (E. faecium CRL183 and L. acidophilus
CRL1014) with fat reduction, without and with curing salt reduction, respectively. For comparison, a
control product (1 - traditional cultures without fat and curing salts reduction) was also produced.
Probiotic cultures (E. faecium CRL 183 and L. acidophilus CRL 1014) were submitted to
preliminary tests to determine resistance to curing salt concentrations usually employed in fermented
meat products and evaluation of antimicrobial substances production capacity by the spot-on-lawn
technique. The quality of the sausages was evaluated by physical, chemical and microbiological
analyzes at the beginning of processing and during periods of maturation and storage. Acceptance
tests were performed every 30 days of storage, and a quantitative descriptive analysis (QDA) with
sausages ready for consumption (T30). The sausage had the best characteristics of previous tests was
subjected to an in vitro test on human microbial ecosystem simulator (SEMH) for evaluation of the
gastrointestinal survival of the probiotic microorganism, determining the effect of probiotic meat
product in the production of fatty acids short chain and ammonia and modulation of the intestinal
microbiota. In the analysis of sensitivity to curing salts, E. faecium CRL 183 showed no log
reduction in the population of viable cells (10° CFU/mL) for all concentrations of sodium chloride
and sodium nitrite evaluated. On the other hand, L. acidophilus CRL 1014 showed a log cycle
reduction compared to control (p <0.05) with final population of viable cells in the order of 10°
CFU/mL. The evaluated probiotic bacteria were not able to produce antimicrobial substances against
indicator strains (Listeria monocytogenes IAL 628, Salmonella enterica ssp. enterica serovar
typhimurium 1AL 2431, e Escherichia coli 1AL 339), since there was no formation of inhibition
zones. The results show that E. faecium CRL 183 and L. acidophilus CRL 1014 can be used as starter
cultures in the preparation of meat sausages, they are tolerant to sodium chloride and sodium nitrite
concentrations typically used in such products. All treatments showed appropriate physicochemical
and microbiological characteristics to the standards established for fermented sausage. The probiotic
cultures remained viable by the end of analysis period, showing a population of about 10°UFC/g
(final ripening) and 10°UFC/g (120 days of storage). The results obtained showed a very similar
behavior between the different treatments, indicating that replacement of traditional starter cultures
by probiotic as well as the curing salts reduction did not influence the microbiological quality of
products. The partial replacement of animal fats with olive oil resulted in increased hardness, which
did not alter the overall hedonic acceptance of samples. The QDA was not able to differentiate
between samples depending on the strain used and the amount of added curing salts. Among
treatments with fat and curing salts reduction and potentially probiotics, the fermented product with
E. faecium CRL 183 (F5) presented at the end of the storage period, some superior characteristics to
the product fermented with L. acidophilus CRL1014 (F7) - smaller population of coagulase positive
staphylococci, lower lipid oxidation, better texture profile and better bioactive amines profile - and
therefore selected for the second stage of the study. Tests using the SEMH showed that the fermented
product consumption with E. faecium CRL 183 with fat and curing salts reduction may result in
areducing Lactobacillus spp. (ascending, transverse and descending colon), Bacteroides spp.
(descending colon) and Enterobacteriaceae (transverse and descending colon) and increased levels



of ammonium ions. The same probiotic product stimulated the production of butyric and propionic
acid, reduced the concentration of acetic acid during the treatment phase and altered the population
of intestinal microorganisms. The results indicate that the probiotic sausage (E. faecium CRL 183),
with fat and curing salts reduction is a healthier alternative of fermented meat product, since, besides
having more interesting nutritional characteristics, has the potential to act in lipid profile, by
improving the production of SCFA and modulating the microbiota with increased E. faecium CRL
183 population which is a proven cholesterol lowering strain.

Keywords: probiotics; fermentation; conservation; sausage; nitrite.
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1. Introdugéo

Atualmente, a industria alimenticia se depara com um dilema: a busca por alimentos seguros,
que sejam ao mesmo tempo, minimamente processados e livres de aditivos alimentares. Essa
tendéncia de mercado tem impulsionado a aplicacdo de formas alternativas para a conservagao de
alimentos.

A fermentacdo é utilizada ha milénios como técnica de preservagdo sendo considerada uma
forma efetiva de aumentar a vida de prateleira de alimentos e bebidas por meio da acdo de
microrganismos e de seus metabdlitos (ROSS; MORGAN; HILL, 2002).

As culturas iniciadoras tradicionais, utilizadas em processos fermentativos, produzem varios
compostos (&cidos organicos, didxido de carbono, peroxido de nitrogénio, diacetil e &lcool), que atuam
na conservagdo e influenciam a qualidade sensorial do alimento (LEROY; DE VUYST, 2004). A
substituicdo total ou parcial das culturas iniciadoras tradicionais por outras probioticas pode contribuir
para a seguranca do produto final e oferecer vantagens sensoriais, tecnoldgicas, nutricionais e
beneficios a salde, representando uma alternativa atrativa para a inddstria alimenticia
(MUTHUKUMARASAMY; HOLLEY, 2007; PIDCOCK; HEARD; HENRIKSON, 2002).

Os microrganismos capazes de conferir beneficios a saide, conhecidos como probidticos, sdo
tradicionalmente veiculados em produtos lacteos incluindo iogurtes, leites fermentados e sobremesas
lacteas. Na indUstria carnea, a utilizacdo de probidticos se mostra mais promissora em produtos
embutidos fermentados como o salame, que sdo processados e consumidos sem aquecimento
(AMMOR; MAYO, 2007; TYOPPONEN; PETAJA; MATTILA-SANDHOLM, 2003).

Apesar de ser um produto apreciado pelos consumidores, o consumo de salame tem sido
criticado por nutricionistas devido seu elevado teor de gordura e de sal, presenca de nitrito residual e
de compostos potencialmente tdxicos, como as aminas bioativas (espermina, espermidina,

putrescina, cadaverina, tiramina, feniletilamina, histamina e triptamina) (COLORETTI et al., 2008).
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Os produtos carneos processados possuem alto teor de gordura (20-30%), que contribui para
as caracteristicas sensoriais tipicas dos mesmos. Entretanto, a gordura presente em produtos carneos
processados € predominantemente saturada e esta associada a problemas de salde como
arteriosclerose, cancer de cdlon e obesidade. Esse fato tem estimulado o desenvolvimento e o
consumo de derivados carneos mais saudaveis, com substituicdo e/ou reducdo no teor de gordura
animal (CANDOGAN; KOLSARICI, 2003).

A utilizacdo de nitrato e nitrito de sodio e/ou potassio no processamento de embutidos
carneos € importante para a conservacao e qualidade sensorial dos produtos. Por outro lado, a adi¢do
de tais substancias é discutivel devido ao seu efeito cumulativo no organismo e potenciais efeitos
negativos a salde, podendo levar a formacdo enddgena de compostos que apresentam efeitos
carcinogénicos, mutagénicos e teratogénicos (MARTINS; MIDIO, 2000).

Dessa forma, a redugdo de gordura e de sais de cura, bem como a utilizacdo de culturas
funcionais com caracteristicas probidticas, poderia resultar na obtengdo de um salame seguro e mais
interessante do ponto de vista nutricional, contribuindo para o reposicionamento de mercado desse
produto.

A selecdo do microrganismo probidtico é essencial para que os efeitos desejaveis sejam
observados. Considerando a elevada prevaléncia das doencas cardiovasculares e a importancia dos
parametros lipidicos na etiologia dessa patologia, muitos pesquisadores tém se dedicado a
identificacdo de cepas com potencial hipolipemiante. Rossi et al. (1994) estudaram 18 cepas
bacterianas quanto a capacidade de remocdo do colesterol in vitro, sendo os melhores resultados
obtidos com Lactobacillus acidophilus CRL1014 e Enterococcus faecium CRL183. Outros estudos
indicam que a cepa de Enterococcus faecium CRL 183 apresenta capacidade de modulacdo da
microbiota intestinal (BEDANI, 2008; CAVALLINI et al, 2011) e reducdo do risco de

desenvolvimento de cancer de cdlon (SIVIERI et al, 2008) e mama (KINOUCHI, 2006). Até o
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presente momento, tais cepas e suas propriedades benéficas, foram avaliadas somente em produtos a
base de extrato aquoso de soja (CAVALLINI et al, 2009; ROSSI et al, 2000, 2003, 2008).

Nesse sentido, mostrou-se oportuna a utilizacdo de bactérias laticas com propriedade
hipolipemiante na conservacdo de um produto carneo fermentado, similar ao salame, com teores
reduzidos de gordura e de nitrito e nitrato e que apresente caracteristicas tecnoldgicas e sensoriais

adequadas, aliadas a propriedades de saude adicionais.
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2. Revisdo Bibliografica

2.1 Conservacgao e Fermentacéo

A fermentacdo é uma das mais antigas técnicas de preservacdo conhecidas, dependente da
atividade de microrganismos. O processo de fermentacdo envolve a metabolizacdo de carboidratos
para gerar substancias que podem inibir o crescimento e a sobrevivéncia de microrganismos
indesejaveis em alimentos e bebidas. Em adicdo, podem ser produzidos metabolitos que afetam a
qualidade sensorial do alimento (diacetil e acetaldeido) e promovem a saude (vitaminas e peptideos
bioativos) (ROSS; MORGAN; HILL, 2002; VISESSANGUAN et al., 2004).

Os primeiros alimentos fermentados foram obtidos por fermentacdo espontanea, em
decorréncia do desenvolvimento da microbiota naturalmente presente na matéria-prima (ROSS,
MORGAN, HILL, 2002). No entanto, a fabricacdo atual de produtos fermentados envolve a
utilizacdo de culturas iniciadoras especificas, previamente selecionadas de acordo com a habilidade
de conferir seguranca, aumentar a vida-de-prateleira e melhorar a qualidade do produto final
(LEROY; DE VUYST, 2004).

As bactérias acido laticas — pertencentes aos géneros Lactococcus spp., Lactobacillus spp.,
Enterococcus spp., Streptococcus spp., Leuconostoc spp. e Pediococcus spp. - sdo as mais utilizadas
no processamento de alimentos e bebidas, devido a sua habilidade de reduzir o pH do meio e
produzir compostos antimicrobianos, além de alterar positivamente as caracteristicas sensoriais do
alimento (VERLUYTEN; MESSENS; DE VUYST, 2003).

O efeito inibitério das bactérias laticas € atribuido a acdo conjunta de varios metabdlitos
antimicrobianos produzidos durante o processo fermentativo. Entre tais metabdlitos, merecem
destaque os acidos organicos — latico, acético e propidnico — que causam acidificacdo do meio,
interferem na manutencéo do potencial de membrana e reduzem o pH intracelular, inibindo, assim, o

desenvolvimento de muitos microrganismos patogénicos e esporulados (ADAMS; NICOLAIDES,
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1997; ROSS; MORGAN; HILL, 2002). Os demais compostos com atividade antibacteriana
produzidos durante a fermentacdo incluem didxido de carbono, perdxido de hidrogénio, etanol,
diacetil, antibioticos e bacteriocinas (ROSS; MORGAN; HILL, 2002).

Bacteriocinas sdo peptideos ou proteinas de baixo peso molecular que exibem atividade
antibacteriana restrita a bactérias Gram-positivas. Tais substancias podem ser adicionadas na forma
de preparagfes concentradas ou produzidas no proprio alimento pela acdo de bactérias laticas
especificas (NASCIMENTO; MORENO; KUAYE, 2008). As Unicas bacteriocinas disponiveis
comercialmente sdo a nisina produzida por Lactococcus lactis (Nisaplin™) e a pediocina PA-1
produzida por Pediococcus acidilactici (ALTA™ 2431). A nisina inibe o crescimento de patégenos
como Listeria monocytogenes e de microrganismos produtores de esporos, especialmente o0s
pertencentes aos géneros Bacillus spp. e Clostridium spp., sendo usada em alimentos enlatados,
queijos e produtos lacteos, na forma de concentrado em p6 (DEEGAN et al., 2006). A utilizacdo de
bactérias produtoras de bacteriocinas, como uma opcdo a adicdo de nitrato de potassio, tem se
mostrado eficaz na prevengdo da contaminacdo do queijo por Clostridium spp., e representa uma
forma de substituir aditivos quimicos por compostos naturais (GUINANE et al., 2005; THOMAS;
CLARKSON; DELVES-BROUGHTON, 2000).

Recentemente, o uso de culturas funcionais na fermentacdo de alimentos tem sido estimulado,
uma vez que além de fornecer a nutri¢cdo basica, podem promover beneficios a saide (SANDERS,
1998). Essas culturas oferecem vantagens em relacdo as culturas tradicionais e representam uma
forma de aperfeicoar o processo fermentativo e produzir produtos mais seguros e saudaveis. Os
microrganismos funcionais exibem caracteristicas especificas como: producdo de compostos
antimicrobianos, reducdo de substancias toxicas e beneficios a saide do consumidor (LEROY;
VERLUYTEN; DE VUYST, 2006). Entre as culturas funcionais, as que exibem propriedades
probidticas apresentam grande interesse comercial, pois atendem as expectativas de consumidores

interessados na relagdo entre alimentos e saude.
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2.2 Microrganismos Probioticos

A legislagdo brasileira define probioticos como: “Microrganismos vivos capazes de melhorar
0 equilibrio microbiano intestinal produzindo efeitos benéficos a satde do individuo” (ANVISA,
2002). Esta definicdo é semelhante a aceita mundialmente, segundo a qual “probidticos sido
microrganismos Vvivos, que quando administrados em doses apropriadas, conferem um beneficio a
satide do hospedeiro” (FAO/WHO, 2002; HILL et al., 2014). Segundo as recomendac¢des da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os microrganismos probioticos devem estar presentes
na faixa de 10% a 10° UFC na porcao diaria do produto pronto para o consumo, conforme indicacéo
do fabricante (ANVISA, 2008).

No Brasil, a ANVISA permite o uso da alegagdo “O (espécie do microrganismo probiotico)
contribui para o equilibrio da flora intestinal. Seu consumo deve estar associado a uma dieta
equilibrada e habitos de vida saudaveis”, para produtos que contenham Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei Shirota, Lactobacillus casei rhammosus, Lactobacillus casei defensis,
Lactobacillus paracasei, Lactococcus lactis, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium animalis
(incluindo a subespécie lactis), Bifidobacterium longum e Enterococcus faecium (ANVISA, 2008).

A selecdo de bactérias probidticas tem como base os seguintes critérios: género ao qual
pertence, ser de origem humana, estabilidade frente ao acido e a bile, capacidade de aderir & mucosa
intestinal e de colonizar, a0 menos temporariamente, o trato gastrintestinal humano e capacidade de
produzir compostos antimicrobianos. Outro critério fundamental ¢ a seguranca para 0 consumo
humano, incluindo o histérico de ndo patogenicidade e a auséncia de genes determinantes de
resisténcia a antibiéticos (SAARELA et al., 2000; STANTON et al., 2003).

Os efeitos benéficos decorrentes do consumo de microrganismos probi6ticos incluem:
reducdo dos sintomas da ma absor¢do da lactose e da incidéncia de diarréias e de tumores,

modulagdo do sistema imune e do perfil lipidico (ROSSI, 2001).
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O controle das dislipidemias é essencial para a redugdo da morbi-mortalidade da populacéo
em funcdo de doencas cardiovasculares (WHO, 2003a). Os mecanismos pelos quais 0s probidticos
afetam as concentragdes de colesterol envolvem: assimilacdo do colesterol pelas bactérias;
incorporacdo do colesterol & parede celular bacteriana; desconjugacdo enzimatica dos sais biliares e
alteracdo do metabolismo lipidico pela atuacdo dos &acidos graxos de cadeia curta (PEREIRA;
GIBSON, 2002; STROMPFOVA, et al., 2006; ZHAO; YANG, 2005).

Trabalho realizado em 1994, envolvendo pesquisadores da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas (UNESP-Araraquara) e do Centro de Referéncia para Lactobacilos (CERELA-
Argentina), concluiu que as cepas E. faecium CRL183 e L. acidophilus CRL 1014 s&o capazes de
remover 53,85% e 54,0%, respectivamente, do colesterol adicionado ao meio de cultura (ROSSI et
al.,1994). Apoiando-se nesses resultados, foi desenvolvida uma bebida fermentada de soja, utilizando
como microrganismos iniciadores um cultivo misto de E. faecium CRL183 e L. helveticus 416
(ROSSI et al., 2000). O produto obtido exibiu efeito hipolipemiante em coelhos (colesterol total= -
18,4%; HDL-C= + 17,8%), em ratos (Colesterol ndo-HDL = -23,2%) e em homens
normocolesterolémicos (HDL-C= +10%) (ROSSI et al. 2000; ROSSI et al., 2003; ROSSI et al.,
2008). Recentemente, o mesmo produto suplementado com isoflavonas foi capaz de reduzir
significativamente (p<0,05) os niveis basais de colesterol total (13,8%) e de colesterol ndo-HDL
(14,7%) de voluntarios com hipercolesterolemia moderada, de inibir a formacdo de lesdes
aterosclerdticas na aorta de coelhos com hipercolesterolemia induzida e modular beneficamente a
microbiota desses animais (CAVALLINI, 2009, CAVALLINI et al., 2009a, 2009b, 2011). A cepa de
Enterococcus faecium CRL 183 exibe ainda boa resisténcia gastrintestinal e auséncia de fatores de
viruléncia (SAAVEDRA et al., 2003).

Lactobacillus acidophilus CRL 1014 foi utilizado com sucesso na elaboragdo de um
hambdrguer de frango fermentado, sem adicéo de sais de cura, demonstrando que essa cepa é capaz

de se desenvolver em produtos carneos (BOMDESPACHO et al., 2011).
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2.3 Embutidos carneos

Evidéncias indicam que os produtos animais tém sido utilizados pelos seres humanos como
fonte de alimentos h& milhares de anos. Hoje, o grande apelo sensorial e a saciedade proporcionada
pelo consumo de carnes e seus derivados, faz com que esses produtos tenham destaque nas dietas do
mundo todo (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

A carne in natura se deteriora rapidamente, dessa forma a industrializagdo visa aumentar sua
vida (til, além de utilizar partes do animal de dificil comercializagio no estrado cru (ORDONEZ et
al, 2005; TERRA, 2006).

Sao considerados produtos carneos aqueles preparados, total ou parcialmente, com carnes,
miudos ou gorduras e, eventualmente, com adi¢cdo de ingredientes de origem vegetal ou animal,
como condimentos, especiarias e aditivos (ORDONEZ et al, 2005). A associacio destes ingredientes,
com a aplicacdo de tratamentos fisicos e térmicos, promove modificacBes fisico-quimicas,
aumentando a vida (til, desenvolvendo sabores e agregando valor (TERRA, 1998).

A reducdo da atividade de &gua (Aw), combinada com a reducdo do pH, pode ser considerada
uma das mais antigas tecnologias de preservacdo de carnes. A salga, obtida por imersdo em salmoura
ou pela cobertura da superficie da carne por sal, e/ou a secagem sdo técnicas que promovem a
reducdo da Aw (VANDENDRIESSCHE, 2008).

A palavra embutido deriva do latim salsus que significa salgado ou carne conservada pela
salga. A elaboracdo de embutidos se iniciou com um simples processo de salga e secagem, para
conservar a carne fresca que ndo podia ser consumida imediatamente. A adicdo de especiarias e
condimentos melhora o perfil sensorial dos produtos, que eram manuseados dentro de invélucros
naturais provenientes do trato intestinal de animais (PRICE; SCHWEIGERT, 1994).

Antes a elaboracdo de embutidos era considerada uma arte e hoje é uma ciéncia altamente

sofisticada. Todos os dias surgem novas tecnologias desde o processamento, desenvolvimento de
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equipamentos até a forma de apresentacdo dos produtos, tornado esta area uma das mais dinamicas
na idustria carnea (PRICE; SCHWEIGERT, 1994).

Embutidos como o salame, crus, curados ou fermentados fazem parte da tendéncia atual de
consumo da populacdo, por serem prontos para o consumo, de facil conservagdo, uso variado na

culinaria, além do caréater nutritivo (MACEDO, 2005).

2.3.1 Embutidos Carneos Fermentados

A carne apresenta alta perecibilidade devido ao seu elevado teor de proteina e de &gua,
necessitando de técnicas adequadas de preservacdo para ampliar a sua vida util. Os processos de
secagem, fermentacdo, defumacdo e salga sdo utilizados ha muitos anos para a conservacao da carne
(BERKEL; BOOGAARD; HEIJNEN, 2005; MACEDO, 2005). Os embutidos carneos fermentados
sdo resultantes da fermentacgdo latica da carne crua triturada e salgada, adicionada de gordura animal
e especiarias, e apresentam sabor forte e picante caracteristico. Esses produtos exibem elevada
estabilidade quando comparados a outros produtos carneos em funcdo de diversos fatores que atuam
como obstéculos ao desenvolvimento microbiano (FROSI, 2002; MACEDO, 2005).

A fermentacdo céarnea é um processo dindmico caracterizado por continuas alteraces
bioguimicas, biofisicas e microbioldgicas e empregado ha muitos anos para a conservagdo da carne.
Ultimamente tem-se tentado conhecer, monitorar e melhorar o processo, visando a obtencdo de
produtos de qualidade superior (MACEDO, 2005).

Existe uma grande variedade de produtos carneos fermentados que diferem em funcdo da
matéria-prima e ingredientes utilizados, tamanho das particulas, tempo de fermentacdo e perfil
sensorial (LUCKE, 2000). Sio preparados a partir de matéria-prima crua ou aquecida, os quais
adquirem suas propriedades caracteristicas através de um processo no qual os microrganismos estao
envolvidos. Em certos casos, as enzimas endogenas da matéria-prima desempenham funcéo decisiva

na obtencao de tais produtos (TERRA; FRIES; TERRA, 2004).
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A preservacdo das carnes por fermentacdo depende da interagdo de indmeros fatores
ambientais e microbioldgicos, incluindo pH, atividade de &gua, potencial redox, presenca de
conservantes e a competicdo da microbiota presente na carne (CAMPBELL-PLATT; COOK, 1995).

Tradicionalmente, a producdo de embutidos fermentados dependia dos microrganismos
resultantes da contaminagdo das matérias-primas. Durante a fabricacdo, o contato da matéria-prima
com diferentes microrganismos, presentes nos instrumentos e instalacdes, impossibilitava a
manutencdo da qualidade dos produtos fermentados. Assim, era impossivel a producgdo, em lugares
diferentes, de produtos com a mesma qualidade (TERRA, 2006).

Apo6s 1961, a obtencdo de produtos fermentados com maior qualidade tornou-se possivel
devido a utilizacdo de culturas puras de microrganismos. A utilizacdo de culturas iniciadoras
especificas (“starters”) tem como objetivos melhorar a seguranca do produto frente aos patégenos,
aumentar a vida atil do produto devido a inibicdo de microrganismos deteriorantes e obter produtos
com propriedades sensoriais distintas (LUCKE, 2000).

Os embutidos carneos fermentados sdo aqueles que sofrem uma répida fermentagdo com
posterior desidratacdo parcial, embutidos em envoltérios naturais ou artificiais, defumados ou néo.
Esses produtos dispensam refrigeracdo e possuem grande estabilidade quando comparados com
outros produtos carneos em fungdo da combinacgéo de diversos fatores que atuam como obstaculos ao
crescimento microbiano indesejavel (MACEDO, 2005).

Os embutidos podem ser classificados em secos e semi-secos. Os embutidos semi-secos
possuem sabor mais picante, textura mais branda e menos rugosidade, contendo aproximadamente,
50% de agua, enquanto os secos possuem 35% de umidade permanecendo em maturagdo por 10 a
100 dias (PRANDL et al, 1994). A formulagdo das carnes, o tamanho das particulas, a intensidade do
sabor de defumado, a temperatura de estocagem e o tipo de invélucro utilizado sdo varidveis que
contribuem para a existéncia de uma ampla variedade de embutidos (PRICE; SCHWEIGERT, 1994).

O sabor picante e forte dos produtos semi-secos resulta da presenca de acidos organicos
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predominantes nos produtos comercializados com menos de duas semanas de maturagédo, pois a
partir desse periodo iniciam-se processos de oxidacdo desses acidos, com consequente redugdo do
gosto acido a medida que se prolonga a maturagio (LUCKE, 2000).

Sal, nitrito, pH e controle da temperatura de fermentacdo sdo fatores responsaveis pela
segurancga e qualidade dos produtos carneos fermentados (RUUSUNEN; PUOLANNE, 2005). Os
derivados carneos fermentados dispensam refrigeracdo e possuem grande estabilidade quando

comparados com ouros produtos carneos (ARNAU et al, 2007).

2.4 Salame

O salame é classificado como um produto fermentado, cru, seco ou semi-seco e nao
emulsionado, obtido de carne suina ou de uma mistura de carne suina e bovina, adicionado de
gordura suina (toucinho), agUcares, sal, nitrito e/ou nitrato, ascorbato e condimentos. O produto é
embutido em envoltorios naturais e/ou artificiais, curado, fermentado, maturado, defumado ou néo e
dessecado (BRASIL, 2000). Caracteristicas como: calibre, grau de moagem dos ingredientes,
condimentos, periodo de maturacdo e defumacdo ou ndo, variam de acordo com o tipo de salame
(CACCIOPPOLI et al., 2006).

O salame teve a sua fabricagdo iniciada no sul do Brasil, com a imigracdo italiana. A
estabilidade desses produtos fermentados dependia da fermentacdo natural da matéria-prima, o que
reduzia os valores de pH do produto, impedindo que ocorresse o crescimento de microrganismos
deteriorantes (TERRA, 2004).

Internacionalmente, os salames séo classificados em dois grandes grupos de acordo com a
tecnologia de fabricacéo e o pH final do produto. Os salames do norte da Europa séo elaborados com
carne bovina e suina, submetidos a fermentacao de curta duracao e rapida reducdo de pH. Os salames
do sul da Europa ou Mediterraneo apresentam em sua formulagdo, predominantemente, carne suina,

a fermentacéo € longa, os valores de pH sdo sempre superiores a 5,0, caracteristicas que, juntamente
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com a adicdo de especiarias, conferem ao produto aroma e sabor diferenciados (TALON; LEROY;
LEBERT, 2007). O salame tipo italiano fabricado no Brasil enquadra-se no segundo grupo, pois &,
predominantemente obtido a partir de carne suina, maturado por um periodo aproximado de 30 dias,
apresentando aroma e sabor suaves e pH em torno de 5,4 (MACEDO, 2005; TERRA, 2006).

No Brasil, a produgdo de salames se concentra na regido sul, representando cerca de 3% dos
produtos céarneos industrializados no pais. Os tipos mais conhecidos sdo italiano, milano,
hamburgués, friolano, calabrés, alemé&o, salaminho e napolitano e se assemelham aos salames
produzidos no sul da Europa (TERRA, 1998).

A fabricacdo do salame envolve, basicamente, duas etapas distintas: a) etapa inicial, onde
ocorre a homogeneizacdo das matérias-primas e demais ingredientes e a fermentacdo com
consequiente acidificacdo e desenvolvimento de caracteristicas sensoriais, e b) etapa final,
caracterizada pela desidratacdo do embutido, que contribui para a seguranga e o perfil sensorial do
produto (TERRA, 2003).

Em geral, as bactérias utilizadas na fermentacdo do salame sdo heterofermentativas
facultativas, que produzem acido latico a partir de hexoses e provocam reducdo do pH a valores de
aproximadamente 5,0, durante os primeiros dias de processamento. Devido a insuficiéncia de
acucares na carne, a adicdo de glicose ou lactose se faz necessaria para garantir quantidade suficiente
de substrato para a fermentacdo. Entre as bactérias laticas freqlientemente empregadas como culturas
iniciadoras em produtos carneos destancam-se: Lactobacillus casei, Lactobacillus pentosus,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus sakei, Pediococcus acidilactici e Pediococcus pentosaceus
(TYOPPONEN; PETAJA; MATTILA-SANDHOLM, 2003).

A massa céarnea, embutida em envoltérios com didmetros variaveis, permanece em camaras
de fermentacdo e maturacido durante varias semanas (TYOPPONEN; PETAJA; MATTILA-
SANDHOLM, 2003). Quando o pH da mistura atinge o ponto isoelétrico da carne, a capacidade de

retencdo de agua é reduzida, favorecendo a secagem e a reducdo de peso do produto. Durante a

26



secagem, 0s embutidos perdem de 30 a 40% do seu peso inicial, sendo que a perda de adgua deve ser
gradual para evitar o ressecamento excessivo da casca (GARCIA; GALEAZZI; SOBRAL, 2000;
LUCKE e HECHELMANN, 1987).

A defumacdo é uma etapa opcional que auxilia no desenvolvimento de sabor e previne o
desenvolvimento de microrganismos na superficie do produto (LUCKE, 1986).

Os fatores que contribuem para as caracteristicas sensoriais do salame incluem: tipo de
matéria-prima, condimentos, cultura iniciadora, processo de defumacéo e secagem e adi¢cdo de sais
de cura. O &cido latico é o principal componente de sabor do salame, juntamente com os produtos
resultantes da acdo de enzimas proteoliticas e lipoliticas. Rea¢Bes quimicas e enzimaticas que
ocorrem durante a fermentacdo e maturacdo do salame degradam proteinas em aminoacidos e
lipidios em &cidos graxos. Os amino&cidos sdo descarboxilados em aminas bioativas ou compostos
aromaticos e os &cidos graxos oxidados a aldeidos, &lcoois e cetonas - compostos volateis que
contribuem para o sabor e aroma caracteristicos do salame (LEROY; VERLUYTEN; DE VUYST,
2006).

As aminas bioativas, formadas através da descarboxilacdo de aminoécidos, estdo relacionadas
a efeitos adversos a salde do consumidor (SILLA SANTOS, 1996). Essas substancias sdo bases
organicas alifaticas (espermina, espermidina, putrescina e cadaverina), aromaticas (tiramina e
feniletillamina) ou heterociclicas (histamina e triptamina), encontradas em muitos alimentos e
consideradas essenciais para algumas funcgdes fisiologicas. No entanto, quando consumidas em
grandes quantidades, as aminas bioativas podem causar dores de cabeca, hipotensdo, hipertenséo,
nausea, palpitacdo, intoxicacdo renal e hemorragia cerebral (SHALABY, 1996). Nos embutidos
fermentados, as aminas bioativas ocorrem em funcdo da presenca de aminoacidos, acumulados
durante a etapa de maturacdo, e de grupos de microrganismos com atividade aminoacido-
descarboxilase, que s&o introduzidos no produto via culturas iniciadoras ou fazem parte da

microbiota natural da carne (BOVER-CID; HOLZAPFEL, 2000). O uso de culturas iniciadoras
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especificas, com capacidade de inibir microrganismos com atividade aminoacido-descarboxilase, tem
sido indicado como uma forma de reduzir os niveis de aminas bioativas em salames (COLORETTI et
al., 2008; GONZALEZ-FERNANDEZ et al., 2003).

O salame apresenta uma desvantagem do ponto de vista nutricional, pois apresenta elevado
teor de gordura animal (mé&ximo de 35%, BRASIL, 2000), constituindo um problema para
consumidores preocupados com a saude. Por outro lado, a gordura contribui para o sabor, textura e
aparéncia de embutidos carneos e a reducdo desse ingrediente pode alterar as caracteristicas
sensoriais e a aceitagcdo do produto (KEETON, 1994; MUGUERZA et al., 2002).

Nesse sentido, estudos foram conduzidos com o objetivo de reduzir a concentracdo de

gordura animal no salame ou substitui-la por outra fonte mais saudéavel.

2.5 Utilizacdo de 6leos vegetais em produtos carneos

Alimentos céarneos funcionais vém sendo desenvolvidos com o objetivo de minimizar 0s
impactos negativos na salde humana devido ao consumo de gordura de origem animal (ARIHARA,
2006). O desenvolvimento de tais alimentos deve considerar a substituicdo da gordura animal por
fontes lipidicas de origem vegetal e marinha, capazes de fornecer beneficios nutricionais, com menor
proporcdo de acidos graxos saturados e maior quantidade de &cidos graxos polinsaturados e
monoinsaturados e, quando possivel, livres de colesterol (JIMENEZ-COLMENERO, 2007).
Algumas caracteristicas dos 6leos vegetais devem ser consideradas durante a substituicdo da gordura
suina, tais como cor, consisténcia, estabilidade oxidativa, sabor, indice de instauragdes, ponto de
fusdo e composicdo de acidos graxos (OSPINA-E et al, 2010).

Os oOleos vegetais e marinhos, geralmente liquidos a temperatura ambiente, tém sido
utilizados na elaboracéo de produtos carneos com perfis lipidicos mais saudaveis. Entre os derivados
carneos que tiveram reformulacdo, estdo os modelos de sistemas de emulsdo (CHOI et al, 2010,

CHOI et al, 2009, YOUSEFF; BARBUT, 2009; ZORBA; KURT, 2008), os produtos carneos
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cozidos (BLOUKAS; PANERAS, 1993; TAN et al, 2006; VURAL,; JAVIDIPOUR; OZBAS, 2004;
YUNES, 2010) e os produtos carneos fermentados (BLOUKAS; PANERAS; FOURNITZIS, 1997;
MUGUERZA et al, 2001; MUGUERZA; ANSORENA; ASTIASARAN, 2003; SEVERINI; DE
PILLI; BAIANO, 2003; VALENCIA; ANSORENA; ASTIASARAN, 2006).

A substituicdo de 60% a 100% da gordura suina por 6leo de palma, 6leo de semente de
algoddo e azeite de oliva em salsichas resultou em alteraces positivas no perfil de &cidos graxos,
aumentando a relacdo de &cidos graxos polinsaturados/saturados e monoinsaturados/saturados, sem
modificagOes significativas na textura, coloracdo e aspectos sensoriais dos produtos (VURAL,;
JAVIDIPOUR, 2002).

Alguns produtos apresentam dificuldade na estabilizagdo do O6leo adicionado na forma
liquida, necessitando de uma etapa de pré-emulsificacdo através da utilizagdo de um agente
emulsificante, normalmente uma proteina ndo carnea. A pré-emulsificacdo do 6leo com proteinas
ndo carneas, especialmente a proteina isolada de soja, reduz as chances de separagdo do 6leo da
estrutura do produto, pois este fica imobilizado na estrutura proteica. Além disso, a emulsdo do 6leo
em &gua ¢ facilmente dispersa em sistemas carneos, ja que apresentam quantidades significativas de
agua (DJORDJEVIC; MCCLEMENTS; DECKER, 2004; JIMENEZ-COLMENERO, 2007;).

A pré-emulsificacdo do O6leo vegetal normalmente segue as propostas de Hoogenkamp
(1989a) e Hoogenkamp (1989b). Nesta metodologia, faz-se uma mistura de 8 partes de agua quente
(50-60°C) com uma parte de proteina isolada de soja ou caseinato de s6dio por 2 minutos. A seguir,
adicionam-se 10 partes de Oleo e mistura-se por mais 3 minutos. Na elaboracdo de um produto
fermentado turco, Bishop; Olson; Knipe (1993) usaram uma proporcao de 8:8:1 de dleo de milho,
agua e caseinato de sodio, enquanto Kayaardi e Gok (2003) utilizaram uma razéo de 5:1:5 de &gua,
proteina isolada de soja e azeite de oliva.

A utilizacdo de oOleo de oliva como substituto parcial da gordura animal tem se mostrado

eficaz na obtencdo de embutidos carneos com baixo teor de gordura. Severini; Pilli; Baiano (2003)

29



observaram que a substituicdo de 33,5% da gordura de porco pelo 6leo de oliva (5%) possibilitou a
obtencdo de um salame com caracteristicas sensoriais semelhantes as do salame tradicional.
Murgueza et al. (2002) verificaram que a adi¢do de 6leo de oliva em substitui¢do a gordura de porco
(20%), resultou em um embutido com caracteristicas de sabor e aroma desejaveis, porém, a aparéncia
do produto foi considerada inaceitavel devido ao aspecto enrugado e endurecido da casca. Outros
autores propuseram a associacdo de dleo de oliva e carragena e a utilizagdo de filmes de
permeabilidade média para a embalagem a vacuo, como uma forma de minimizar os efeitos da
reducdo de gordura animal (CIERACH; MODZELEWSKA-KAPITULA.; SZACILO, 2009;

KOUTSOPOULOQOS; KOUTSIMANIS; BLOUKAS, 2008).

2.6 Seguranca do Salame

A seguranca do salame é decorrente da presenca de sais de cura, producdo de compostos
antimicrobianos e reducdo do pH e da atividade de agua durante a fermentacéo.

O nitrito, além de estar envolvido no desenvolvimento de cor e sabor do salame, €
particularmente importante no inicio do processo de fermentacdo para inibir o crescimento de
microrganismos, como Salmonella spp. e Clostridium spp., uma vez que o pH da mistura ainda néo
foi suficientemente reduzido. O nitrito, na forma de &cido nitroso (HNO,), ultrapassa a barreira da
parede celular bacteriana e altera o seu metabolismo, impedindo assim o desenvolvimento de
microrganismos indesejaveis. Nitrato pode ser utilizado como uma forma de estoque de nitrito, pois
alguns microrganismos sdo capazes de reduzir nitrato a nitrito, durante a produgdo do salame
(PIERSON; SMOOTH, 1987; TYOPPONEN; PETAJA; MATTILA-SANDHOLM, 2003).

De acordo com as recomendacdes da ANVISA, o nitrito pode ser adicionado ao salame com a
funcéo de conservante, na forma de nitrito de sodio ou de potassio (150 ppm de nitrito residual) ou
como nitrato de sodio ou de potassio (300 ppm de nitrito residual) (BRASIL, 1998). O acido nitroso,

derivado do nitrito, € um precursor do anidrido nitroso, que reage com aminoacidos e aminas
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produzindo as nitrosaminas, que provocam estresse oxidativo, ativagdo de citocinas pro-inflamatorias
e degeneracdo e morte celular (DE LA MONTE et al., 2009; SHAHIDI; PEGG; SEN, 1994). A
exposicdo cronica a pequenas doses de nitrito, nitrato e nitrosaminas vem sendo associada ao
desenvolvimento de cancer e aumento da prevaléncia de doencas como Alzheimer, Parkinson,
esteatose hepatica ndo alcodlica e diabetes tipo 2 (DE LA MONTE et al., 2009).

Durante a etapa de fermentacdo, as culturas iniciadoras produzem quantidades elevadas de
acido latico, reduzindo o pH do salame e resultando em alteracdo da homeostase e inibi¢cdo do
crescimento de microrganismos patogenos e esporulados (LEISTNER, 2000).

A barreira para o crescimento de microrganismos indesejaveis no salame é a sua baixa
atividade de agua. A adicdo de sal reduz a atividade de agua inicial da mistura e a secagem, realizada
em camaras de maturacdo, com temperatura e umidade relativa do ar controladas, resulta em um
produto final com atividade de &gua inferior a 0,90, condi¢do desfavordvel ao desenvolvimento de
microrganismos (TYOPPONEN; PETAJA; MATTILA-SANDHOLM, 2003).

Bactérias da familia enterobacteriacea, como Salmonella spp., sdo inibidas pela reducdo do
pH e do nivel de oxigénio, pela baixa atividade de &gua e pelo nitrito. Staphylococcus aureus é
inibido, competitivamente, por bactérias &cido laticas. A germinacdo de esporos de Bacillus spp. e
Clostridium spp. é controlado pelo baixo pH e pela reducdo da atividade de &gua. Entretanto, o
controle de bactérias patogénicas, resistentes a condi¢Ges de baixo pH, consiste em um problema na
producdo de produtos carneos crus fermentados (GLASS; ZHAO; DOYLE, 1992).

As caracteristicas de processamento e a composi¢do dos salames ndo sdo suficientes para
inibir o crescimento de Listeria monocytogenes e Escherichia coli enterohemorragica (GLASS;
ZHAO; DOYLE, 1992). Uma alternativa para reduzir o risco de contaminacdo do salame por
microrganismos resistentes € a utilizacdo de culturas iniciadoras funcionais, com capacidade de
produzir bacteriocinas e outros compostos antibacterianos (ALAKOMI et al., 2000; DICKS;

MELLET; HOFFMAN, 2004;. MUTHUKUMARASAMY; HOLLEY, 2007).
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2.7 Utilizacdo de Culturas Probioticas na Producéo de Salames

O uso de culturas probio6ticas € bastante difundido em produtos l&cteos, sendo escassa a sua
aplicagdo na inddstria carnea. A substituicdo total ou parcial de culturas tradicionais por outras
probioticas na producdo de salames apresenta vantagens e desvantagens. Em geral, 0s salames sdo
processados e consumidos sem aquecimento, facilitando a manutencdo da viabilidade do
microrganismo probidtico. Adicionalmente, estudos indicam que as caracteristicas tamponantes da
carne e a gordura do salame protegem os microrganismos probioticos das condi¢fes adversas do
trato gastrintestinal. Por outro lado, a presenca dos sais de cura e a baixa atividade de dgua podem
reduzir a viabilidade dos microrganismos (ERKKILA; PETAJA; 2000; LUCKE, 2000).

Em 1998, um produtor alemdo desenvolveu o primeiro salame probidtico comercial,
contendo trés bactérias laticas (Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Bifidobacterium spp.).
No mesmo ano, consumidores japoneses tiveram acesso a novos produtos carneos probidticos,
contendo Lactobacillus rhamnosus FERM P-15120 (SAMESHIMA et al., 1998).

O microrganismo probi6tico utilizado como cultura iniciadora na producéo de salames deve
ser capaz de se desenvolver em produtos carneos, produzir &cidos organicos, sobreviver ao processo
de secagem e ao periodo de armazenamento, sendo detectdvel em quantidades elevadas no produto
final (ERKKILA; PETAJA; 2000).

A capacidade de produzir aminas bioativas também deve ser considerada na selecdo das
culturas iniciadoras probidticas, uma vez que a producdo desses compostos em produtos carneos
fermentados esta associada a algumas espécies de Lactobacillus spp., enquanto outras espécies sao
descritas como ndo produtoras de aminas (BOVER-CID; HOLZAPFEL, 1999; FADDA; VIGNOLGO;
VOLIVER, 2001; PIRCHER; FRIEDRICH; PAULSEN, 2007).

O salame probidtico deve apresentar ainda caracteristicas tecnoldgicas e sensoriais
compativeis com as dos salames tradicionais, garantindo a sua aceitacdo pelo mercado consumidor

(ERKKILA et al., 2001; DE VUYST; FALONE; LEROY, 2008; MUTHUKUMARASAMY;
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HOLEY, 2006). As culturas probitticas podem exibir outras caracteristicas desejaveis como
capacidade de inativacao de patdgenos e producdo de compostos antimicrobianos.
Muthukumarasamy e Holey (2007) concluiram que a utilizacdo de Lactobacillus reuteri
ATCC55730 e Bifidibacterium longum ATCC15708 como culturas iniciadoras reduz a populagéo de
Escherichia coli O157:H7 durante a producdo de salame. Em outro estudo, cepas de Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei FERM P-15121 e uma cultura comercial de Lactobacillus sakei inibiram
a multiplicagéo e a producéo de enterotoxina de Staphilococcus aureus (SAMESHIMA et al, 1998).
Callewaert; Hugas; De Vuyst (2000); Hugas et al. (1995) verificaram que cepas probidticas de
Lactobacillus casei e Enterococcus faecium foram capazes de inibir a multiplicagdo de Listeria
monocytogenes em salames através da producdo de bacteriocinas. Outras substancias
antimicrobianas, como a reuterina e reutericiclina, produzidas por cepas de Lactobacilus reuteri, e
compostos de baixo peso molecular, produzidos por Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
paracasei e Bifidobacterium lactis, também foram eficazes na inibigdo da multiplicagdo de Listeria
monocytogenes, Escherichia coli e Salmonella spp. (PIDCOCK; HEARD; HENRIKSON, 2002;

ROSS; MORGAN; HILL, 2002).
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Estudar o efeito da utilizacdo de bactérias laticas probioticas com propriedade hipolipemiante
nas caracteristicas tecnoldgicas, sensoriais e de seguranca de um embutido carneo fermentado,
similar ao salame, com teor reduzido de gordura e de sais de cura. Adicionalmente, foi realizado um
estudo in vitro para determinar a resisténcia gastrintestinal dos microrganismos probioticos e
verificacdo do efeito do produto probidtico na producédo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) e

modulacdo da microbiota intestinal.

3.2 Objetivos especificos

Primeira Etapa: Estudo no Produto

- Avaliar a capacidade das culturas probidticas (Enterococcus faecium CRL183 e
Lactobacillus acidophilus CRL1014) de sobreviver as concentracdes de sais de cura utilizadas em
produtos carneos fermentados.

- Analisar a capacidade de producdo de bacteriocinas in vitro pelas culturas probidticas.

- Elaborar um embutido carneo fermentado com teor reduzido de nitrito, nitrato e gordura,
fermentado com culturas iniciadoras probidticas (cepas com propriedade hipolipemiante).

- Determinar a viabilidade das culturas probidticas no produto céarneo.

- Verificar o efeito da utilizacdo de culturas probioticas, em substituicdo total a culturas
iniciadoras tradicionais, sobre as caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais e microbioldgicas do
produto.

- Analisar o efeito das culturas probioticas na producéo de aminas bioativas.

- Selecionar a cepa probiotica mais adequada para a fermentacdo do produto carneo.
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Segunda Etapa: Estudo in vitro utilizando um simulador do ecossistema microbiano
humano (SEMH)

O embutido cérneo probidtico que apresentou os melhores resultados na etapa anterior foi
submetido a um estudo in vitro, objetivando:

- Avaliar a sobrevivéncia gastrintestinal do microrganismo probidtico.

- Determinar o efeito do produto cérneo probidtico desenvolvido na composicdo da

microbiota intestinal, no teor de amonia e de AGCC.
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4, Material e Métodos
4.1 Material
Embutidos carneos, com teor reduzido de nitrito, nitrato e de gordura, fermentados com

culturas iniciadoras tradicionais e probidticas.

4.2 Obtencao do produto carneo cmbutido fermentado

As diferentes formulagdes foram processadas com reducdo de 60% no teor de gordura animal,
em trés repeti¢des cada, e variaram em relacdo a cultura iniciadora utilizada e teor de nitrito e nitrato
(formulacBes 2 a 7). Para efeito de comparacdo, também foi produzido um produto controle
(formulagdo 1). Os processamentos foram na Unidade de Producdo e Desenvolvimento de Derivados
de Soja - UniverSoja, do Departamento de Alimentos e Nutricdo da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas — UNESP.

Formulacgoes:

1 - culturas tradicionais, sem reducgéo de gordura e de sais de cura;

2 - culturas tradicionais com reducdo de gordura e sem reducdo de sais de cura (nitrito
0,015% e nitrato 0,005%);

3 - culturas tradicionais com reducdo de gordura e teor reduzido de sais de cura (nitrito
0,007% e nitrato 0,003%);

4 - cultura probiotica (Enterococcus faecium CRL183) com reducdo de gordura e sem
reducdo de sais de cura;

5 - cultura probidtica (Enterococcus faecium CRL183), com reducdo de gordura e teor
reduzido de sais de cura;

6 - cultura probiotica (Lactobacillus acidophilus CRL1014), com reducdo de gordura e sem

reducdo de sais de cura;

36



7 — cultura probiética (Lactobacillus acidophilus CRL1014), com reducdo de gordura e teor
reduzido de sais de cura.

Os embutidos carneos fermentados, com teor reduzido de gordura foram obtidos segundo
procedimento para fabricacdo de salame tipo italiano, proposto por Koutsopoulos; Koutsimanis;
Bloukas, 2008; Macedo et al., 2008 e Severini; Pilli; Baiano, 2003, com modifica¢des. Os produtos
apresentaram reducdo de aproximadamente 60% no teor de gordura de porco adicionada nas
formulac@es tradicionais (20g/100g — Terra, 1998). Para preservar as caracteristicas sensoriais do
embutido, 6leo de oliva extravirgem, pré-emulsificado com caseinato de sodio (2%), foi utilizado
como substituto parcial da gordura de porco. Os embutidos com teores de gordura e de sais de cura
reduzidos foram formulados para apresentar concentracdo de nitrito e de nitrato 50% inferior a

observada nas formulages tradicionais (Tabela 1).

Tabela 1. Formulagdo dos embutidos com substituicdo da gordura animal por 6leo de oliva.

Matérias-primas Embutidos com teor reduzido  Embutidos com teores reduzidos de
de gordura (%o) gordura e de sais de cura (%)
Carne suina 61,5 61,5
Carne bovina 28,5 28,5
Gordura suina 8 8
Oleo de oliva 2 2
Ingredientes*
Cloreto de sddio 2,5 2,5
Ascorbato de sodio 0,5 0,5
Sacarose 0,5 0,5
Lactose 0,7 0,7
Alho em pé 0,05 0,05
Pimenta branca 0,13 0,13
Nitrito 0,015 0,007
Nitrato 0,005 0,003

*0 relativa ao contelido total de matérias-primas.
KOUTSOPOULOS; KOUTSIMANIS; BLOUKAS, 2008; MACEDO et al., 2008; SEVERINI; PILLI; BAIANO, 2003,
com modificagdes.
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A matéria-prima cérnea foi moida em disco de aco inox de 5 a 8 mm e misturada aos demais
ingredientes, em misturador de carnes, por aproximadamente 5 minutos. A gordura de porco
congelada foi cortada manualmente e adicionada a mistura. A seguir, as culturas iniciadoras foram
incorporadas e a massa cérnea resultante foi embutida em tripas artificiais de celulose de 50 mm de
didmetro. As pegas, de aproximadamente 15 cm de comprimento, foram mantidas em camara BOD
(Biochemical Oxygen Demand) durante 30 dias, utilizando um termohigrémetro para monitorar
temperatura e umidade (Marca Equitherm, modelo TH-439) (Figuras 1 e 2, Tabela 2)
(KOUTSOPOULOS; KOUTSIMANIS; BLOUKAS, 2008; MACEDO et al.,, 2008). As culturas
iniciadoras probidticas e comerciais foram adicionadas em quantidade suficiente para alcancar
nGmero de células viaveis minimo de 10°UFC/g.

Apo6s o periodo de fermentagdo e maturacdo, os embutidos foram embalados a vacuo e
armazenados sob refrigeracdo em refrigerador doméstico (4°C), por um periodo de 90 dias,

totalizando 120 dias de estudo.

38



Figural. Fluxograma de processamento dos embutidos carneos.

Carnes moidas
misturadas aos ingredientes

Incorporagao da gordura
de porco (cubos)

Adicao das culturas iniciadoras
(108UFC.g")

Massa carnea embutida
em tripa artificial de celulose (15¢m)

Fermentagao (7 dias) e
Maturagao (23 dias)

Figura 2. Obtencdo dos produtos carneos fermentados.

Misturador de carne, ensacadeira, camara BOD.
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Tabela 2. Condigdes operacionais de processamento dos embutidos carneos.

Umidade Relativa do Ar

Tempo (Dias) Temperatura (°C) (%)
Fermentacao
1 25 89
2 24 89
3 23 88
4 22 88
5 21 87
6 20 86
7 18 80
Maturacéo
8-30 15 75
Armazenamento
31-120 4 Né&o controlada

KOUTSOPOULOS; KOUTSIMANIS; BLOUKAS, 2008; MACEDO et al., 2008.

Preparo dos inoculos

A cultura iniciadora tradicional foi composta de Pediococcus pentosaceus e Staphylococcus
xylosus (Floracarn SPX — C. Hansen Ind. e Com. Ltda, Valinhos, Brasil). Como culturas probidticas
foram utilizadas as cepas de Enterococcus faecium CRL 183 e Lactobacillus acidophilus CRL1014,
procedentes do Centro de Referéncia para Lactobacilos (CERELA, San Miguel de Tucuman,
Argentina), cujas propriedades hipolipemiantes e cardioprotetoras foram demonstradas em estudos
anteriores (CAVALLINI, 2009; CAVALLINI et al 2009; MIGUEL, 2009; ROSSI et al., 1984;
ROSSI et al. 2003;). As culturas probidticas foram propagadas em caldo M17 (Himedia, india), por
24hs a 37°C (Enterococcus faecium CRL183) ou caldo MRS (Man Rogosa Sharpe, Himedia, india)
por 72hs a 37°C (Lactobacillus acidophilus CRL1014). Apds esse periodo, as células foram
precipitadas por centrifugagdo (1173 x g/ 15 minutos, 4°C) e lavadas com &gua fosfatada. O numero

de células viaveis foi determinado para ajustar a quantidade do in6culo.
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4.3 Métodos

Primeira etapa: estudo no produto

As andlises foram realizadas no Laboratdrio de Pesquisa em Probidticos da FCFAr — UNESP.

As determinacGes de pH, acidez titulavel, atividade de &gua e perda de peso foram realizadas
nos tempos 1, 3, 5, 7, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 e 120 dias. A composicdo centesimal foi
determinada no inicio do processamento e no final dos periodos de maturacdo e estocagem. As
demais caracteristicas fisico-quimicas e os parametros microbiolégicos foram avaliados no inicio do
experimento, no final dos periodos de fermentacdo e maturacdo e, a cada 30 dias durante a

estocagem. Todas as andlises fisico-quimicas e microbioldgicas foram realizadas em triplicata.

4.3.1 Sensibilidade das culturas probiéticas frente a concentracdo de cloreto de sédio
(NaCl) e nitrito de sodio

As culturas probidticas foram testadas quanto a resisténcia ao NaCl (1,0%, 1,5%, 2,0%, 2,5%
e 3,0% - Synth, Brasil) e ao nitrito de sddio (80, 100, 120, 150 e 200 ppm - Synth, Brasil),
adicionados ao meio MRS agar (L. acidophilus) ou M17 &gar (E. faecium). Apoés reativacdo, 1 mL
dos indculos probiéticos (diluicio 107) foram semeados em profundidade nos meio especificos,
adicionados de diferentes concentracdes de sais de cura, ou ndo (controle) e incubados a 37°C/48
horas. Os resultados foram expressos em unidades formadoras de col6nias por mililitro (UFC/mL) e

comparados com o controle (ARIHARA,; ITOH, 2000).

4.3.2 Producéo de Bacteriocinas
A producdo de bacteriocinas pelas cepas probidticas (E.faecium CRL 183 e L.acidophilus
CRL1014) foi estuda pela técnica spot-on-lawn, utilizando como indicadores Listeria monocytogenes

IAL 628, Salmonella enterica subsp. enterica ser. typhimurium IAL 2431 e Escherichia coli 1AL
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339, adquiridas do Instituto Adolf Lutz — So Paulo (LEWUS; KAISER; MONTVILLE, 1991). A

producdo de bacteriocinas foi indicada pela presenca de halo de inibi¢do ao redor da colonia.

4.3.3 Andlises fisico-quimicas
e Composicdo centesimal: Os teores de umidade, cinzas, proteinas e lipideos foram determinados
segundo a AOAC (Association of official analytical chemists, 2005). A determinacdo dos teores
de carboidratos totais foi realizada por diferenga (FUCHS et al.,2005). O teor cal6rico dos
produtos foi calculado com base no contetido de proteinas, lipideos e carboidratos, utilizando a
seguinte formula:

VCT (valor calorico total) = [proteinas (g) x 4)] + [carboidratos (g) x 4] + [lipideos (g) x 9]

e Atividade de &gua: A atividade de agua foi determinada em amostras previamente trituradas,
utilizando-se medidor de atividade de agua (AQUALAB CX-2, EUA).

e pH e Acidez titulavel: As modificacdes do pH foram monitoradas em pHmetro (Qualxtron,
modelo 8010, Brasil), em amostras preparadas pela mistura de 20g de salame e 80mL de agua
destilada. A acidez titulavel foi determinada por titulagdo com NaOH (Synth, Brasil) 0,1N e
espressa em mL de NaOH/100g (LIAROS; KATSANIDIS; BLOUKAS, 2009).

e Perda de peso: Foi determinada pelo método gravimétrico, mediante a pesagem dos embutidos,
imediatamente apds o embutimento e nos periodos de fermentacdo, maturacdo e estocagem,
sendo expressa como porcentagem do peso inicial (LIAROS; KATSANIDIS; BLOUKAS,
2009).

e Cor: Foi determinada em colorimetro Hunterlab (Color Quest XE, EUA) no Laboratério de
Controle de Qualidade de Alimentos da FCFAr — UNESP, utilizando iluminante D65 e angulo
visual de 10°. Valores de L*, a* e b* foram determinados como indicadores de luminosidade,
indice de cor vermelha e indice de cor amarela, respectivamente (LIAROS; KATSANIDIS;

BLOUKAS, 2009).
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Oxidacgdo lipidica: A extensdo da rancidez oxidativa foi determinada pelo teste do acido
tiobarbitdrico (TBA) (KOUTSOPOULOS; KOUTSIMANIS; BLOUKAS, 2008). Em um tubo
de centrifuga, colocou-se 2 g de amostra, 5 mL de TBA (0,02M) e 10 mL de solucdo de &cido
tricloroacético (TCA) a 10%. Apos centrifugacdo por 5 minutos a 3500 rpm, o sobrenadante foi
filtrado em papel de filtro Whatman n°1 e uma aliquota de 8 mL do filtrado foi transferida para
um tubo de ensaio de tampa rosquedvel. Colocou-se o tubo em banho-maria por 35 minutos a
100°C, para desenvolvimento da cor relativa a reacdo, sendo resfriado logo em seguida quando
entdo a absorbancia foi medida em espectrofotdmetro a 532 nm. Foi realizada uma curva padrao
a partir de uma solucéo estoque (1 x 10°M) de 1,1,3,3 — tetraetoxipropano (TEP), utilizando
concentragdes de 10, 30, 40, 50, 60 e 70ul de TEP (GRAY, 1978).

Medida instrumental de textura: O perfil de textura foi avaliado utilizando um analisador de
textura TA-XTplus (Stable micro systems, Reino Unido), através do teste TPA (Texture profile
analysis) no Laboratério de Farmacotécnica da FCFAr - UNESP (BOURNE, 1978). No modo
TPA, a prova analitica (10 mm de diametro) desce a uma velocidade constante de 1 mm/s,
penetra 10 mm na amostra e volta até a sua superficie numa velocidade de 0,5 mm/s. Apds
este primeiro ciclo, a prova permanece em repouso por 5 s, quanto entdo inicia a segunda
compressdo (EXPONENT LITE, 2009). Foram avaliados 0s seguintes parametros: dureza,
elasticidade, coesividade, gomosidade e mastigabilidade (LIAROS; KATSANIDIS; BLOUKAS,
2009).

Determinacdo de aminas bioativas: Foi realizada na UNICAM, em Camerino, na Itélia.
Aliquotas de 2,5 g das amostras foram homogeneizadas durante dois minutos, utilizando um
Ultra-Turrax 18N S-G 10 (IKA-Werke GmbH & Co., Staufen, Alemanha) com 25 mL de TCA a
5% para extracdo das aminas bioativas (putrescina, cadaverina, tiramina, histamina, espermina,
espermidina, fenilalanina e triptamina) e centrifugou-se a 5000 rpm durante 10 min. Adicionou-

se 5 ml de hexano e agitou-se em vortex durante 5 minutos, centrifugando a 5000 rpm durante
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10 min, e em seguida, a fase superior foi descartada e a fase inferior (solugéo &cida) foi filtrada.
O processo de derivacdo com cloreto de dansil foi baseado no método proposto por Rea, et al
(2005). Uma aliquota de 1 mL da solucdo &cida foi misturada com 200 uL de NaOH 2 M, 300
uL de uma solucéo saturada de NaHCO3, e 2 mL de cloreto de dansil (10 mg/mL de acetona). A
reacdo de dansilacdo foi conduzida no escuro, a 40°C durante 45 min, e sob agitacdo magnética.
Em seguida, o cloreto de dansil residual foi destruido pela adigdo de 100 uL de 28% de NH,OH.
A mistura foi evaporada de modo a originar 1,6 mL sob fluxo de N,. O residuo aquoso foi
purificado em cartucho Strata C18-E (6 mL, 500 mg) que foi ativado com 2 x 2 mL de
acetonitrila, condicionada com 2 x 2 ml de 4gua. Em seguida o residuo aquoso passou pelo
cartucho a uma velocidade de 0,5 mL/min; o cartucho foi, entdo, lavado com 2 x 2 ml de agua e
secou-se completamente, em seguida a eluicdo foi realizada utilizando 4 mL de acetonitrila. O
eluato foi filtrado em filtro de PTFE de 0,45 um, injetado em Cromatografo Liquido de Alta
Eficiéncia, com detector DAD (diode array) (Hewlett Packard, HP-1090 Series IlI, EUA)
(SAGRATINI et al., 2012 com modificagdes).

Determinacdo de perfil de acidos graxos: Realizada no Departamento de Tecnologia
Bioquimico-Farmacéutica da FCF — USP. A quantificacdo de acidos graxos foi precedida pela
extracdo da fragdo lipidica (FOLCH; LEES; STANLEY, 1957) e, os ésteres metilicos de acidos
graxos (FAME) foram obtidos segundo método de Hartman e Lago adaptado para microescala
(MENEZES et al., 2013). As analises de FAME foram realizadas num cromatdgrafo de gas
Varian GC (modelo 430 GC, Varian Chromatograph Systems, Walnut Creek, EUA), equipado
com um auto injector CP 8412. O software Galaxie foi utilizado para quantificacdo e
identificacdo dos picos. As injeccdes foram realizadas em uma coluna capilar de silica fundida
de 100nm (ID = 0,25 mm) revestida com 0,2 micrometros de polietilenoglicol (SP-2560,
Supelco, EUA), utilizando Hélio como gas de arraste a uma pressdo isobarica de 37 psi, a

velocidade linear de 20 cm/s, gas: Hélio a 29 mL/min, com razdo de split de 1:50, volume

44



injetado: 1,0 pL. A temperatura do injetor foi de 250°C e a temperatura do detector foi fixada a
280°C. O forno operou a temperatura inicial de 140°C durante 5 min, programado para aumentar
para 240°C a uma velocidade de 4° C/min, e mantido isotermicamente durante 30 min.
Composicdo qualitativa das amostras foi determinada por comparagdo dos tempos de retengéo
dos picos produzidos ap0s injectar as amostras metiladas com as dos respectivos padrdes de
acidos graxos. A composicdo quantitativa foi obtida por normalizacdo de area e expressa como
percentagem de massa, de acordo com o Método Oficial AOCS Ce 1-62. Todas as amostras
foram analisadas em duplicata e os valores relatados sdo a média das duas corridas (SILVA et

al., 2011).

4.3.4 Anélises Microbioldgicas

Seguranca microbioldgica

Amostras de 25 g dos embutidos foram cortadas assepticamente e homogeneizadas com 225
mL de agua peptonada. Dilui¢bes seriais foram preparadas e a inoculagdo foi feita em meios de
cultura seletivos para cada género/espécie estudado: Staphylococcus aureus - agar Baird Parker,
37°C/48h (Acumedia, EUA) e confirmacdo pelo teste de coagulase (SILVA; JUNQUEIRA,;
SILVEIRA, 2001); Coliformes totais e E.coli (UFC/g) - método Petrifilm™ E.coli/Coliform count
plate (3M, Brasil) - 37°C/48h (SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA, 2001); Salmonella spp. (UFC/g)
- pré-enriquecimento em agua peptonada tamponada; enriquecimento seletivo em caldo Tetrationato
(TT - Acumedia, EUA) e caldo Rappaport-Vassiliadis (RV - Acumedia, EUA); multiplicacdo em
agar Hekton-enteric (HE - Acumedia, EUA) e &gar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD - Acumedia,
EUA). Colbnias caracteristicas foram submetidas a testes bioquimicos: agar triplice ferro (TSI -
Acumedia, EUA), agar lisina ferro (LIA- Acumedia, EUA) e agar uréia (UA - Acumedia, EUA)
(DOWNES; ITO, 2002). Analises de Listeria monocytogenes e Clostridium botulinum foram

realizadas no Centro de Ciéncia e Qualidade de Alimentos (CCQA) no Instituto de Tecnologia de
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Alimentos (ITAL), Campinas - SP. Trés triplicatas foram realizadas para cada espécie/grupo de

microrganismo.

Viabilidade dos microrganismos probid6ticos no produto

A determinacgéo da populacdo de microrganismos do género Enterococcus spp. foi realizada
por plagueamento em meio seletivo KF Streptococcus agar (37°C/48h — Accumedia, EUA) e a
confirmagédo do género em meio agar bile esculina azida (Accumedia, EUA), para todas as colonias
com morfologias distintas. Para o género Lactobacillus spp. foi utilizado MRS agar (37°C/72h,
anaerobiose). As coldnias com morfologias diferentes (trés de cada formulagdo) foram congeladas
para posterior identificacdo de espécies, utilizando o sistema API-20 Strep e APl 50 CH

(Biomérieux, Franga).

4.3.5 Anélise Sensorial

Teste de Aceitacao

No teste de aceitacdo foram avaliados os atributos de aparéncia, cor, aroma, textura, sabor e
impressdo global, sendo utilizada uma escala heddnica estruturada mista de nove pontos, com as
extremidades 9 (gostei muitissimo) e 1 (desgostei extremamente) (Anexo 1) (STONE; SIDEL,
1993). As amostras foram apresentadas em blocos completos casualizados, codificadas com
algarismos de trés digitos e de forma monadica. A equipe foi composta por 60 consumidores nao
treinados, habituados ao consumo de salame. Todos os voluntérios do estudo concordaram com o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
FCF — UNESP Araraquara (n° 0657.4912.2.0000.5426) (Anexo 2). Os testes de aceitacdo foram
realizados no T30, final do periodo de maturacdo e cada 30 dias de armazenamento (T60, T90 e

T120) no Laboratdrio de Analise Sensorial da FCFAr — UNESP.
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No teste de intencdo de compra, utilizou-se uma escala de 5 pontos (1 = certamente néo
compraria, 2 = provavelmente ndo compraria, 3 = tenho ddvidas se compraria, 4 = provavelmente

compraria, 5 = certamente compraria) (Anexo 3) (MEILGAARD; CIVILLE; CARR, 1999).

Analise Descritiva Quantitativa

Os candidatos pré-selecionados (30 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, Anexo
4), por meio de testes triangulares aplicados a analise sequencial de Wald (AMERINE;
PANGBORN; ROESSLER, 1965; MEILGAARD; CIVILLE; CARR, 1999), realizaram o
levantamento dos termos descritores sensoriais dos embutidos carneos através do método rede
(Repertory Grid Kelly’s Method - MOSKOWITZ, 1983). As fichas de avaliagdo foram montadas
com os termos descritores que melhor caracterizaram as amostras, sendo utilizadas escalas nao
estruturadas de nove centimetros, ancoradas nos pontos extremos pelos termos: “fraco”, “pouco”,
“nenhum” ou “forte”, “muito”.

A seqguir foi realizada a definicdo dos termos descritores, a escolha de referéncias para cada
extremo da escala e o treinamento dos julgadores. A selecdo da equipe definitiva foi realizada com
base no poder de discriminagé@o entre as amostras (p<0,30), repetibilidade (p>0,05) e concordancia
entre os julgadores (DAMASIO; COSTELL, 1991). As amostras foram apresentadas para analise
codificadas com algarismos de trés digitos, aleatorizadas, de forma monadica e com quatro
repeti¢des, no produto pronto para consumo (T30).

Todas as etapas da AQD foram realizadas no Laborat6rio de Andlise Sensorial da FCFAr —

UNESP.
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Segunda etapa: Avaliacdo do embutido probidtico em um sistema de cultura continuo -
Simulador do ecossistema microbiano humano (SEMH)

O simulador do ecossistema microbiano humano (SEMH), localizado no Laboratério de
Microbiologia de Alimentos da FCFAr — UNESP, é formado por cinco reatores sucessivos e
conectados, que representam os diferentes segmentos do trato gastrintestinal humano, com seus
respectivos valores de pH, tempo de residéncia e capacidade volumétrica (Figura 1). Os cinco
reatores foram continuamente agitados por um agitador magnético e mantidos a temperatura de 37°C
por meio de um termostato. O meio foi mantido em anaerobiose, através da injecdo diaria de N,
durante 30 minutos e o pH adequado de cada porcdo do trato foi controlado automaticamente pela
adicdo de NaOH 1M ou HCL 1M (POSSEMIERS et al., 2004; MOLLY et al., 1994).

Cada reator possui oito portas: entrada e saida do meio, amostragem da fase liquida e do
espaco ocupado pelos gases, pH-eletrodo, pH-controle (acido e base) e injecdo de gases. Para a
transferéncia sucessiva das amostras entre os reatores foram utilizadas bombas peristélticas. As
bombas nomeadas de a-d trabalharam de forma semi-continua e o restante (e-g) (Figura 3), de forma
continua (MOLLY et al., 1994), simulando o trato gastrintestinal.

A passagem do alimento pelo intestino delgado foi simulada pelo Reator 2 através da adi¢do
de 60 ml de suco pancredtico e biliar artificiais, a uma taxa de 4mL/min, por 15min, duas horas apds
a adicdo do embutido carneo probidtico (MOLLY; WOESTYNE; VERSTRAETE, 1993;
POSSEMIERS et al., 2004).

No inicio do experimento, os Ultimos trés reatores foram inoculados com amostra de fezes de
um doador adulto voluntario - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, Anexo 5), que ndo
havia utilizado antibi6tico por um periodo de dois anos antes do inicio do experimento. A amostra de
fezes (60g) foi diluida dez vezes com tampdo fosfato (0,05 mol/L de Na,HPO,, 0,05 mol/L de

NaH,PO, e 0,1% de Na-thioglicolato; pH=6,5), agitada em stomacher (10 minutos) e centrifugada (5
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minutos a 3000 rpm). Um volume de 40 mL do sobrenadante obtido foi adicionado aos reatores 3, 4

eb5.

Tabela 3. Valores de volume, tempo de residéncia e pH estabelecidos em cada um dos reatores do

simulador do ecossistema microbiano humano (SEMH)

Reator Volume (ml)  Tempo de residéncia pH
(h)
R1: Estdmago 200 2,5 2,0
R2: Intestino delgado 200 4 -
R3: Célon ascendente 500 20 5,6-5,9
R4: Célon transverso 800 32 6,1-6,9
R5: Coélon descendente 600 24 6,6-6,9

Fonte: POSSEMIERS et al. (2004)

O protocolo experimental utilizando este tipo de reator foi previamente descrito por Van de
Wiele et al., (2007) e inclui trés periodos: periodo controle; periodo de tratamento e periodo pos-
tratamento. O periodo controle de duas semanas (ap0s a inoculacdo da amostra de fezes) permitiu a
adaptacdo das bactérias intestinais as condi¢cGes ambientais presentes nos diferentes compartimentos
do colon e a formacdo de uma comunidade microbiana estdvel. Durante este periodo, o meio
alimentar basal (Tabela 4) passou pelo sistema trés vezes ao dia, possibilitando a adaptacdo da
comunidade microbiana as condi¢des fisico-quimicas e nutricionais que predominam nas diferentes
partes do célon (MOLLY; WOESTYNE; VERSTRAETE, 1993). Ap6s as duas semanas de
adaptacdo foi iniciado o Periodo de Tratamento, onde o embutido carneo probidtico, selecionado na
etapa anterior, passou pelo sistema duas vezes ao dia, juntamente com o alimento basal, durante
quatro semanas. O Periodo de Tratamento foi sucedido pelo Periodo de Pos-tratamento, com duragédo

de duas semanas, em que somente o meio basal entrou no sistema.
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Figura 3. Representacao dos reatores do simulador do ecossistema microbiano humano.

Controle de pH
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1, alimento basal; 2, suco pancreético; 3, Reator 1 (estdbmago); 4, Reator 2 (duodeno); 5, Reator 3 (Célon ascendente); 6,
Reator 4 (Cdélon transverso); 7, Reator 5 (C6lon descendente). As letras de a-g representam as bombas de transferéncia
dos produtos entre os reatores. Controladores de pH nos reatores 3, 5,6 e 7.

Tabela 4. Composi¢cdo do meio alimentar basal dissolvido em agua destilada.

Constituintes Quantidades (g/L)
Amido 3,0
Pectina 2,0
Mucina (Suino gastrica tipo 1) 4,0
Xilana 1,0
Peptona 1,0
Triptona 1,0
Glicose 0,4
Extrato de levedura 3,0
L-cisteina 0,5

Fonte: PAYNE et al.(2003)

4.3.6 Analise de acidos graxos de cadeia curta e aménia

Durante todo o periodo experimental (Controle, Tratamento e Pos-tratamento) foram
coletadas, semanalmente, amostras dos reatores 3, 4 e 5 para analise de AGCC e amdnia. A producdo
dos &cidos latico, butirico, propidnico e acético foi monitorada por cromatégrafo gasoso com
detector de ionizagdo de chama e injetor capilar split/splitless (Shimadzu GC 2010, Japdo) e coluna
HP-INNOWAX (Agilent Technologies, EUA), de 30m x 0,25mm x 0,25um, usando hidrogénio

como géas de arraste com um fluxo de 1,56 mL/min. As temperaturas da coluna, do injetor e do
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detector foram 170, 250 e 280°C, respectivamente (VAN DE WIELE et al., 2004; VAN DE WIELE,
et al., 2007). O teor de amdnia foi determinado utilizando-se um medidor de ion seletivo, acoplado a
um eletrodo de ion seletivo para aménia (modelo 95-12, Orion, Thermo Scientific, EUA) (BEDANI,
2008). As analises de AGCC foram realizadas na Escola de Engenharia de Sdo Carlos — USP e as de

amonia no Laboratdrio de Pesquisa em Probidticos da FCFAr — UNESP.

4.3.7 Analises microbioldgicas

Semanalmente, durante todo o periodo experimental (controle, tratamento e pos-tratamento),
foram coletadas amostras (5mL) dos reatores 3, 4 e 5 para as analises microbioldgicas, realizadas no
Laboratdrio de Pesquisa em Probidticos da FCFAr — UNESP.

A anélise da composicdo da microbiota fecal foi baseada na enumeragéo de bactérias aerobias
e anaerobias totais, Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp., Enterobactérias, Bacteroides spp.,
Clostridium spp. e Enterococcus spp. As amostras coletadas foram diluidas e inoculadas em meios
de cultura seletivos: aerdbios e anaerdbios totais (dgar Standard Methods — Accumedia, EUA -
37°C/48h, aerobiose e anaerobiose, respectivamente); Lactobacillus spp. (agar Man Rogosa Sharp -
Himedia, India - 37°C/48h, anaerobiose) (YOSHIOKA; ISEKI; FUJITA, 1983); Bifidobacterium
spp. (BIM-25 - Difco, Franca - 37°C/72h, anaerobiose) (MUNOA; PARES, 1988); Enterobactérias
(dgar MacConkey - Accumedia, EUA - 37°C/48h) (BRIGIDI et al., 2001); Bacteroides spp. (agar
Bacteroides Bile Esculina - Acumedia, EUA - 37°C/72h, anaerobiose) (LIVINGSTON; KOMINOS;
YEE, 1978); Clostridium spp. (RCA - Difco, Franga - 37°C/48h, anaerobiose) (MARZOTTO et al.,
2006); Enterococcus spp. (agar KF Streptococcus - Acumedia, EUA - 37°C/48h) (EDLUND et al.,
2000).

4.3.7.1 Determinacgédo da sobrevivéncia gastrintestinal de Enterococcus faecium

As coldnias com morfologias distintas do Enterococcus faecium, que crescerem no agar KF

Streptococcus, foram transferidas para o meio agar bile esculina azida e posteriormente foram
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submetidas a testes bioquimicos (kit API-20 Strep - Biomérieux, Franga). Depois foi realizado
teste molecular — Polymerase Chain Reaction (PCR) para confirmacdo de espécie. Esse teste foi
importante para garantir que o microrganismo probidtico utilizado na elaboragdo do embutido se
manteve viavel durante a passagem pelo trato gastrintestinal. Determinagdes realizadas no

Laboratdrio de Pesquisa em Probidticos da FCFAr — UNESP.

4.3.8 PCR Enterococcus faecium

A extracdo do DNA gendmico das col6nias que crescerem no meio &gar bile esculina azida -
isoladas semanalmente dos reatores 3, 4 e 5, durante todo o periodo experimental (controle,
tratamento e pds tratamento) - foi realizada utilizando o Stool Kit (Qiagen, EUA). Enterococcus
faecium - Primers: Enf 1 (5-ATTACGGAGACTACACACTTTG-3’) e Ent 2 (5’-
TAGCCATAGAAGTTACATCAAG-3’), referentes a regido 16S-23S rRNA. Condicles de
reacdo: 1,5 mmol.L™" de MgCL,, 100 pmoL de desoxiribonucleotideos, 1 pmol de cada primer,
2 ng de DNA genomico e 2U de enzima Taq DNA polimerase, em um volume final de 50 pL.
Parametros para a amplificagdo: 30 ciclos de 1 minuto a 94°C, 30 segundos a 53°C e 1
minuto a 72°C. O programa também incluiu a pré-incubacéo a 94°C por 1 minuto, 1 minuto a 72°C

e extensdo final a 72°C por 5 minutos (LANGA et al., 2003; CANO et al., 2007).

439 DGGE (Eletroforese em gel com gradiente desnaturante) e analise de
agrupamentos (Dendogramas)

Os “primers” de oligonucledtidos, utilizados como ponto de partida para a replicacdo do
DNA, foram 968FGC — 1401R (NUBEL et al. 1996). A reacdo da polimerizacdo em cadeia (PCR)
do DNA foi realizada utilizando-se 0 Go Taq Green Master Mix (PROMEGA, Brasil). As amostras
foram amplificadas em termociclador (System 2400 thermocycler - Perkin-Elmer Cetus,

Norwalk,Conn.) utilizando-se o seguinte programa: desnaturacéo inicial a 94°C durante 5 min.; 35
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ciclos de desnaturacdo a 94°C durante 45 s, anelamento a 55°C por 45 s, extensédo a 72° C por 45 s,
extensdo final a 72°C durante 7 min, seguido de um resfriamento a 4°C. A eletroforese em gel com
gradiente desnaturante (DGGE) previamente descrita por Heilig et al. (2002), foi realizada utilizando
um gel de poliacrilamida a 8%, com um gradiente desnaturante de 45-65%, durante 16 h, a 75 V em
tampdo TAE x 1 a temperatura constante de 60°C. Os géis foram corados com brometo de etidio e a
imagem foi capturada pelo sistema de Fotodocumentacdo L.Pix Touch (Loccus Biotecnologia) e
analisadas pelo Software BioNumerics versdo 3.5 (Applied Maths, Bélgica).

O dendograma € um gréfico gerado por uma técnica que separa as amostras em grupos que
compartilham caracteristicas semelhantes (perfis de conjuntos de bandas), a partir de uma matriz de
similaridade gerada pela presenca, auséncia e intensidade das bandas do DGGE. Neste grafico estdo
dispostas linhas ligadas segundo os niveis de similaridade que agruparam pares de espécies ou de
varidveis (ALVES; BELDERRAIN; SCARPEL, 2007). A similaridade do padrdo de bandas intra-gel
foi verificada utilizando-se o coeficiente de similaridade e correlagdo de Pearson e agrupados por
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic). O indice de diversidade de Shannon e a
dominancia foram calculados usando o Software PAST.

As analises de composicdo da microbiota por DGGE foram realizadas na Escola de

Engenharia de Séo Carlos — USP.

4.4 Analise estatistica dos resultados

Os valores obtidos para todos os parametros fisico-quimicos e microbioldgicos avaliados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste de médias de Tukey (programa BioEstat

5.0). As diferencas foram consideradas significativas para p < 0,05.

Os resultados dos testes de aceitacdo foram avaliados por analise de variaficia (ANOVA) e
teste de médias de Tukey (p < 0,05). Os resultados da ADQ foram analisados por ANOVA com dois

fatores (assessores e amostras) e sua interacdo, seguido pelo teste de médias de Tukey (p < 0,05) e
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Analise de Componentes Principais (ACP), utilizando o Statistical Analysis System 9.1.2 SAS (SAS

Institute, Inc., Cary, NC, 2008).
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5. Resultados e Discussao

Primeira Etapa: Estudo das culturas probioticas no produto

5.1 Sensibilidade das culturas probidticas frente ao cloreto de sédio (NaCl) e ao nitrito
de sodio

A utilizacdo de cepas resistentes aos sais de cura (cloreto de sodio e nitrito de sédio) é
fundamental para a obtencdo de embutidos probi6ticos, uma vez que, NaCl e nitrito sdo aditivos
indispensaveis para garantir a seguranga microbioldgica desses produtos (PAPAMANOLI et al.,
2003).

Nas analises de sensibilidade aos sais de cura, a cepa Enterococcus faecium CRL183 manteve
populacdo de células viaveis na ordem de 9 log UFC/mL para todas as concentragdes de sais de cura
avaliadas, sem diferir do controle em termos absolutos. Por outro lado, a cepa Lactobacillus
acidophilus CRL1014 apresentou reducdo na populacdo de células vidveis na presenca de diferentes
concentracdo de cloreto de sodio e nitrito de sddio, diferindo significativamente do controle
(p<0,05). A reducéo na populacdo de Lactobacillus acidophilus CRL 1014 foi semelhante para todas
as concentracdes de NaCl avaliadas (- 1,3 log UFC/g). Por outro lado, para o nitrito de sédio a maior
reducdo foi verificada com a adi¢do de 200 ppm (- 0,5 log UFC/g) (Tabela 5).

A capacidade de resistir aos sais de cura é um efeito cepa-especifico. Trabalho conduzido por
Sameshima et al. (1998) concluiu que das 202 espécies de Lactobacillus spp. avaliadas, L. paracasei
ssp. paracasei, L. rhamnosus e L. acidophilus mostraram-se resistentes a presenca de sais de cura.
Macedo (2005) avaliou as cepas Lactobacillus casei (LC 01), Lactobacillus paracasei ssp. paracasei
(ATCC 10746/ CCT 0566) e Lactobacillus casei ssp. rhamnosus (ATCC 7469/ CCT 6645) quanto a
resisténcia aos sais de cura. Os resultados evidenciram que todas as cepas resistiram as concentracoes
de NaCl (1% a 3%) e nitrito (80 ppm a 200 ppm) testadas, sem reducdo na populacdo de

microrganismos em comparagdo com o controle.
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Apesar da reducdo na viabilidade observada, as duas cepas avaliadas no presente estudo
poderiam ser utilizadas como culturas iniciadoras em produtos cérneos fermentados, pois,
apresentaram populacdo de células vidveis final superior a recomendada para que os efeitos
benéficos atribuidos aos probidticos sejam observados (6 log UFC/g) (LUCKE, 2000; FERREIRA,

2003; THARMARAJ; SHAH, 2003).

Tabela 5. Populacdo de células vidveis de Enterococcus faecium CRL 183 e Lactobacillus

acidophilus CRL 1014 (log UFC/mL), frente as diferentes concentracdes de NaCl e NaNO..

Concentracédo de Células viaveis (log UFC/mL)

sal de cura Enterococcus faecium Lactobacillus acidophilus
CRL 183 CRL 1014
0 9,44°+0,08 9,41%+0,07
1 9,77°+0,02 8,11°+0,01
NaCl (%) 1,5 9,73%+0,02 8,11°+0,04
2 9,66°+0,03 8,15°+0,03
2,5 9,52°+0,05 8,10°+0,09
3 9,39°+0,07 8,14°+0,06
0 9,41°°+0,05 9,43%+0,03
80 9,61%+0,07 8,92°°+0,01
NaNO, 100 9,53%+0,03 8,03"+0,02
(ppm) 120 9,43°°+0,03 8,89°¢%+0,01
150 9,41"°+0,10 8,96°+0,01
200 9,34°+0,06 8,85%+0,01

Médias com letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

5.2 Producéo de substancias antimicrobianas/bacteriocinas

Os resultados demonstraram que as cepas probidticas avaliadas (Enterococcus faecium
CRL183 e Lactobacillus acidophilus CRL1014) ndo sdo produtoras de substancias antimicrobianas,
especificamente contras 0os microrganismos utilizados como indicadores (Listeria monocytogenes
IAL 628, Salmonella enterica ssp. enterica serovar typhimurium IAL 2431, e Escherichia coli 1AL

339), pois néo verificou-se a formacao de halo de inibi¢do no teste spot-on-lawn (Figura 4). Como o
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teste inicial foi negativo para producdo de substncias antimicrobianas ndo foi necessaria a
continuacdo das andlises para confirmacdo de producdo de bacteriocinas (sensibilidade a protease e
acdo de bacteri6fagos liticos).

As condigdes utilizadas nesse teste (meio de cultura isento de sacarose ou outro agucar
fermentavel — TSAYE - e incubacdo em anaerobiose) sdo capazes de excluir a inibigdo de patdgenos
em funcdo da presenca de &cidos organicos e de peroxido de hidrogénio (LEWUS; KAISER;
MONTVILLE, 1991). Dessa forma, mesmo ndo se constatando a producdo de bacteriocinas contra
0s microrganismos indicadores utilizados, as cepas probioticas poderiam exercer o efeito protetor
desejado em funcdo da producdo de &cidos organicos e/ ou peroxido de hidrogénio, ou mesmo
através da producdo de bacteriocinas contra outros géneros/espécies de microrganismos néo

avaliados no presente estudo.

Figura 4. Teste spot-on-lawn para verificagdo de producdo de substancias antimicrobianas. Placa

com auséncia de halo de inibicéo.

"

7

5.3 Elaboracdo dos embutidos carneos fermentados com teor reduzido de nitrito,
nitrato e gordura, fermentado com culturas iniciadoras probioticas
Para 0 ajuste das condigdes ideais de processamento dos embutidos carneos foram realizados

alguns estudos preliminares. Tais estudos foram de extrema importéncia para a determinacdo da
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capacidade méaxima da cdmara BOD, utilizada nas etapas de fermentacdo e maturacdo dos embutidos

e para adequacdo das formulagdes (Figura 5).

Figura 5. Determinagdo das condigdes ideais de processamento dos embutidos.

A) matérias-primas e ingredientes no misturador e na ensacadeira. B) Camara BOD. C) Embutido com bolores na
superficie.

Considerando a quantidade de embutidos necessaria para a caracterizagdo do produto,
concluiu-se que seria possivel o processamento de apenas trés formulacbes por vez, para que a
temperatura e a umidade no interior da cdmara permanecessem constantes durante as diferentes
etapas do processo. Nos testes iniciais verificou-se, também, o aparecimento de bolores na superficie
dos embutidos. Para sanar esse problema, antes do envase, a tripa artificial foi imersa em solucédo de

sorbato de potassio (conservador) a 10%.

5.4 Caracterizacgdo dos produtos

Determinacao de perda de peso, acidez titulavel, atividade de agua e pH.
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Na Tabela 6 sdo apresentados os resultados de perda de peso, acidez titulavel, atividade de
agua e pH, durante as diferentes etapas do estudo.

No final do periodo de maturagéo (T30), a redugéo de peso (%) dos embutidos, em relacdo ao
tempo inicial (TO), foi de 38,82%, 40,51%, 48,57%, 46,64%, 46,09%, 47,70% e 46,72% para as
formulacbes F1, F2, F3, F4, F5. F6 e F7, respectivamente. No T30, as formulagGes passaram a
apresentar diferenca estatistica entre si, mantendo-se assim até o penultimo tempo de analise (T105),
com a formulagéo 1 (controle) exibindo a menor reducdo de peso, em termos absolutos. No final do
periodo de armazenamento (T120), as formulacGes apresentaram redugdo minima de 50% do peso,
sem diferirem significativamente entre si. A reducdo de peso reflete a quantidade de &gua perdida
pelo embutido durante a secagem, sendo dependente da temperatura e umidade relativa no interior da
BOD, do tempo de processamento, do material do involucro utilizado no embutimento e da
composicao do produto (GARCIA; GAGLEAZZI; SOBRAL, 2000). De acordo com Muguerza et al.
(2001), a reducdo no nivel de gordura em salames ocasiona uma maior perda de peso, caracteristica
observada em todas as formulag6es onde a gordura animal foi substituida por 6leo de oliva. A perda
de peso das diferentes formulagdes foi inferior a encontrada por Campagnol; Fries; Terra (2007), que
ficou em torno de 60%. A faixa ideal de perda de peso situa-se entre 30% e 40% para produtos secos
(RUST, 1994).

A répida producéo de acidos organicos pelas culturas iniciadoras é importante para garantir a
seguranga, além de influenciar as caracteristicas de textura, sabor e cor do produto (AMMOR;
MAYO, 2007). A acidez titulavel ndo exibiu diferenca estatistica entre as formula¢fes apenas nos
tempos 0, 75 e 120, sendo que a partir do final do periodo de maturagcdo (T30) observou-se uma
tendéncia de reducao nesse parametro para a maioria das formulagdes.

O pH final dos embutidos pode variar de 4,6 a 5,5, sendo dependente da velocidade de
acidificacdo das culturas iniciadoras e da presenca de leveduras, como Derbaryomyces hansenii,

capazes de elevar o pH do produto (AMMOR; MAYO, 2007).
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No presente estudo, o pH dos embutidos prontos para o consumo (T30) variou de 4,98 a 5,26,
entretanto, ndo houve diferenca estatistica entre as formulac6es no final dos periodos de fermentagédo
(T7) e maturacdo (T30), indicando que a utilizagdo das cepas probidticas ndo alterou o processo
fermentativo. Quando comparamos os valores de pH no final do tempo de armazenamento (T120),
com o final do periodo de fermentacdo (T30), as formula¢bes F2 e F7 apresentaram as menores e
maiores méedias em termos absolutos, respectivamente. O eventual aumento do pH pode ser atribuido
ao aparecimento de compostos basicos oriundos da degradacdo de proteinas e da diminuicdo de
eletrolitos (FERNANDEZ et al., 1997; FONSECA, 1999).

A atividade de agua indica a quantidade de agua disponivel para as reagdes necessarias para o
desenvolvimento dos microrganismos, assim como para a producao de toxinas (JAY, 1994). Dessa
forma, a reducdo na atividade de &gua inibe a multiplicagdo de microrganismos deteriorantes e
patogénicos (SIQUEIRA, 1995). De acordo com a legislacéo brasileira (BRASIL, 2000), o salame
pronto para o consumo, deve apresentar uma atividade de agua méxima de 0,92. No T30, todas as
formulagBes, exceto F2 e F7, exibiram valores de atividade de &gua inferiores a 0,92, estando,
portanto, em acordo com a legislacdo vigente. A reducdo nesse parametro permaneceu durante o
periodo de armazenamento, sendo que apds 15 dias de estocagem a temperatura de refrigeracdo
(T45), todas as formulacGes atendiam as recomendacfes da legislacdo. No final do periodo de
armazenamento (T120), ndo se observou diferenca estatistica para este parametro, assim como nos

tempos 0,7, 30, 45, 60 e 90.
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Tabela 6. Valores médios (+ desvios padrBes) para perda de peso (%), acidez titulavel (mL de

NaOH/100g), atividade de agua e pH ao longo do periodo de estudo.

Tempo Formulacdo  Perda de peso Acidez titulavel Atividade de agua pH
TO F1 - 1,72%“+0,15 0,984**+0,010 5,96*+0,36
F2 - 1,55%+0,21 1,000%+0,015 5,994+0,05
F3 - 1,49%+0,33 1,000**+0,013 6,11%4+0,07
F4 - 1,73%°+0,43 1,017*+0,018 6,02°4+0,19
F5 - 1,74%+0,04 0,981**+0,022 6,10*+0,13
F6 - 1,87%+0,16 1,009%+0,013 5,59°4+0,20
F7 - 1,81%°+0,22 1,015*+0,017 5,87*4+0,08
T3 F1 7,57°7+1,66 2,23%°%+0,18 0,966"+0,019 5,17%°°+0,16
F2 9,12?°+6,46 2,59%°%+0,07 1,000**+0,013 4,94"%¢+0,06
F3 6,26°+2 67 2,48°°PE+0,18 0,999%*+0,012 5,13%B+0,17
F4 8,84%+0,88 2,61%°8€+0,20 1,002**%+0,017 4,92°°+0,10
F5 4,13%F+0,85 2,56%°P+0,33 0,963"4+0,036 5,28%CP+0 26
F6 9,10?°+5,53 2,55%P+0,12 1,005*+0,013 5,01%°B+0,22
F7 6,41%F+1,41 2,91%8¢P+0 33 1,006%*+0,012 5,04%°+0,05
T5 F1 17,88%°+1,15 3,35°%¢+0 11 0,953*°°+0,028 5,19%+0,22
F2 15,39%°+9,89 2,83°%+0,29 0,990%*8+0,012 4,96"%¢+0,10
F3 17,29%°+5 60 3,08%°¢P+0 25 0,996%*+0,012 5,14%°B+0,09
F4 18,76%+1,72 3,17%B+0 38 0,995**+0,012 4,95°°+0,09
F5 13,87%+6,49 3,49%8¢+0,22 0,952°4+0,043 5,17%°8P+0 14
F6 17,06%°+6,28 3,14%8P+0 22 0,984%"+0,027 5,04%°"+0,13
F7 17,13%+2,99 3,35%8C+0 22 0,99°*+0,013 5,02%°¢+0,11
T7 F1 20,25%°+1 21 3,41%°72°¢+0 16 0,978*°+0,012 5,11%+0,20
F2 17,03%°+10,34 2,82%%+0,40 0,996%*+0,007 4,97°5¢+0,08
F3 20,88%°+7,31 3,54*8¢+0,06 0,998*+0,014 5,12%+0,10
F4 22,92%+1 83 3,28%°AB+( 11 0,992*®+0,023 5,03%°+0,09
F5 16,05%+6,59 3,588¢+0,30 0,993**+0,006 5,15%¢P+0 12
F6 18,85%°+6,48 3,00°°“P+0 29 0,998*+0,007 4,99%%+0,18
F7 21,18% +4,54 2,92°BCP+0 18 0,999**+0,018 5,14%¢+0,05
T15 F1 32,27%°+2,25 3,67°%°+0,06  0,929°F“+0,025 5,00%°+0,36
F2 33,39%+4,27 3,70%2+0,14 0,980***+0,002 4,92%8¢+0,22
F3 37,80%°+4,69 3,53"8¢+0,18 0,968%°*+0,006 5,11%%+0,23
F4 35,67%°+4,73 3,66°8+0,15 0,952°®¢+0,019 5,08%°+0,19
F5 36,12%°+3,78 3,47%8¢40,33 0,955"°%*+0,005 5,09°P+0,12
F6 35,60%“+2,56 4,12%4+0,72 0,977%4+0,005 4,91%%40,10
F7 36,67°P+5,04 3,87%"810,13 0,950°**+0,010 5,19°%¢+0,25
T30 F1 38,82°°+1,18 3,58°°F+0,10 0,916%%°+0,026 5,21%°+0,28
F2 40,51°°%€+6,51 3,83%%+0,39 0,921%%¢+0,008 5,19%%+0,22
F3 48,57%°+3,16 4,18*+0,37 0,915%+0,017 5,26%%+0,14
F4 46,64°"°5C+1 67 3,93%%+0,08 0,912%°P+0,027 4,98%+0,16
F5 46,09%°°C+4,43 3,64°8¢+0,26 0,910*+0,023 5,25%¢P+0 07
F6 47 40245 03 4,13*+0,23 0,893%%+0,038 5,11%%+0,03
F7 46,72%°°C+5 12 3,83™4B+0 15 0,945%+0,061 5,04%°+0,20
T45 F1 41,69°°5+2 45 4,08*°+0,23 0,872%°“"+0,036 5,04%°+0,23
F2 47,70%B+4 02 3,81°2+40,10 0,855°°P+0,026 5,15%%+0,05
F3 52,49*B+1 20 3,81%4B+0 07 0,877%¢+0,040 5,08%+0,29
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Continuacdo Tabela 6

F4 45,10°°+4,22 3,60™4B+0 23 0,880%°+0,050 5,07%+0,25
F5 47,86%5¢+4,01 3,27°¢+0,13 0,821%+0,089 5,38%¢+0,20
F6 51,74*®+2 67 3,77%8+0 37 0,832%“+0,019 5,15%%+0,07
F7 47,31%°B¢+3 99 3,13"8C10 86 0,862*+0,039 5,31%8¢+0,11
T60 F1 43,11°°PF+3 67 4,01°°°+0,34 0,852%“"+0,042 5,14°°+0,23
F2 50,73*4B+2 20 3,70*A+0,15 0,863*“"+0,012 5,03°%+0,11
F3 54,99%8+1 70 3,46°6¢+0,25 0,870%¢+0,050 5,05°%+0,15
F4 47,93°ABC+456  3,70™B+021  0,908%"+0,009 4,88°°+0,16
F5 52,46%ABC+2 72 4,02°°2+0,17 0,84*4+0,032 5,53%+0,33
F6 53,164%+3 67  3,61°AF°+0,11  0,843*%°+0,028 5,12°%+0,01
F7 51,564BC+3 81 4,15*+0,43 0,851%+0,062 5,02°°+0,14
T75 F1 44,52°°“P+4, 04 3,92%2+0,97 0,871%°°“P+0,008 5,14%°+0,46
F2 53,05%+1,49 3,29“8+0,17 0,856%°“P+0,035 5,05°+0,06
F3 55,98*4+1,70 3,77%%+0,05 0,826°°“P+0,015 5,23%8+0,20
F4 51,47%BC+6 86 3,07%+0,13 0,878%°F+0,028 5,34%8¢+0,33
F5 54,68*%+2 00 3,80™B°+0,06  0,849%*+0,038 5,01%°P+0,22
F6 54,84%4+3 18 3,48*4BC+0 37 0,815°°+0,007 5,11%+0,09
F7 53,09%48¢+3 51 3,58*4BC+1 25 0,814°*+0,014 5,28%8€+0,15
T90 F1 48,37°°“+1 10 2,96"°“+0,89 0,820%"+0,054 5,13%°+0,30
F2 53,77%4+1,73 2,85°%+0,32 0,832%°+0,046 5,09%+0,05
F3 56,85%+1,19 3,38"8¢+0,17 0,835%P+0,001 5,18%8+0,04
F4 51,19%°¢ABC+4 97 4,35*+0,13 0,869%°+0,005 4,98%°+0,01
F5 55,19%4B+2 14 3,35°8€+0,29 0,851%+0,016 4,98°°+0,14
F6 55,60*8+2 65 2,69°°+0,38 0,810%+0,011 5,02%+0,10
F7 51,12°ABC+0 29  3,12"BCP40 10 0,859%+0,002 5,12%8¢+0,05
T105 F1 49,70°°°+432  2,96™"°“+184  0,789°°+0,078 5,28%°°+0,35
F2 54,39°4+4,84 3,73*4+1,00 0,803%P+0,084 4,84"5°+0,40
F3 57,02%4+1,59 2,23"€+0,03 0,794%PE+0 011 5,15%5+0,08
F4 54,33*4B+5 04 3,54%AB+( 25 0,898%°+0,021 5,69*%+0,70
F5 55,80°4+2,74 2,07°F+0,33 0,800*4+0,0083  5,31%"®P+0 22
F6 56,80°"+5,02 2,75%°P+0 22 0,716°°+0,003 4,93*8+0,01
F7 55,12b°*"+519  3,41%AB€+0 23  0,815*+0,072 5,27%5¢+0,18
T120 F1 50,77%*+3,82 2,85"°C+1 79 0,810%°+0,079 5,46*°+0,56
F2 57,15*46,71 2,73%8+0,07 0,828%P+0,067 4,47°°+0,71
F3 59,85%+1,71 2,33%*+0,89 0,769%*+0,051 5,17°%+0,11
F4 55,22*4+5 07 3,56*'°+1,18 0,827%+0,042 5,02°°+0,18
F5 56,46 +1,83 2,29°°F +0,16 0,821*+0,066 5,38%6¢+0,27
F6 57,88*+5 69 2,68%°+0,45 0,753*P+0,072 4,97*%+0,18
F7 55,74%+5 07 2,68%°P+0,73 0,820**+0,052 5,48*8+0 43

TO = inicio do processamento, T3, T5 e T7 (periodo de fermentacdo), T15 e T30 (periodo de maturagdo), T45, T60, T75,
T90, T105 e T120 (periodo de armazenamento a 4°C); F1 - culturas tradicionais sem reducdo de gordura e de sais de cura
(nitrito 0,015% e nitrato 0,005%), F2 - culturas tradicionais com redu¢do de gordura e sem reducdo de nitrito e nitrato; F3
- culturas tradicionais com reducdo de gordura e de nitrito e nitrato (nitrito 0,007% e nitrato 0,003%), F4 - cultura
probidtica (Enterococcus faecium CRL183) com redugdo de gordura e sem redugdo de nitrito e nitrato, F5 - cultura
probidtica (E.faecium CRL183) com redugdo de gordura e de nitrito e nitrato; F6 - cultura probi6tica (Lactobacillus
acidophilus CRL1014) com reducdo de gordura e sem reducao de nitrito e nitrato, F7 - cultura probiética (L. acidophilus
CRL1014),com reducdo de gordura e nitrito e nitrato. Analise entre formulages: médias com letras minUsculas iguais na
mesma coluna, no mesmo intervalo de tempo, ndo diferem entre si pelo teste de médias de Tukey (p<0,05). Analise entre
tempos: médias com letras maiGsculas para a mesma formulagdo em tempos diferentes, ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey (p<0,05).
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Composigdo Centesimal

Com relacdo a composicdo centesimal (Tabela 7), os resultados encontrados no final do
periodo de maturacdo - embutidos prontos para consumo - estdo de acordo com o Anexo V da
Instrucdo Normativa n® 22 do Ministério da Agricultura e do Abastecimento de 31 de julho de 2000
(Regulamento técnico de identidade e qualidade de salame), que preconiza umidade (max.) 40,0%,
gordura (méx.) 35,0%, proteina (min.) 20,0% e carboidratos totais (méax.) 4,0% (BRASIL, 2000).
Considerando os ingredientes obrigatorios (minimo de 60% de carne suina, toucinho, sal, nitrito e/ou
nitrato de sdédio e/ou potassio) e os resultados das caracteristicas fisico-quimicas, as diferentes
formulagOes obtidas podem receber a denominacdo de salame, segundo a legislacdo brasileira. Cabe
destacar que os embutidos prontos para o consumo (T30) exibiram aumento nos teores de cinzas,
proteinas e lipidios, em compara¢do com o tempo inicial (T0), em fun¢do da perda de umidade. Por
outro lado, a concentracdo de carboidratos diminuiu no final do periodo de maturacao, refletindo a
utilizacdo desses componentes como possivel fonte de energia para as culturas iniciadoras.

Del Nobile et al. (2009) analisaram o efeito da substituicdo de gordura por 6leo de oliva
extravirgem na composi¢do quimica de um salame tipo italiano e encontraram os seguintes valores
médios para as diferentes formulacGes: umidade entre 27,50% e 37,40%, lipidios entre 23,6% e
29,84%, proteinas entre 30,88% e 38,48% e, cinzas entre 5,73 e 6,85%. Tais resultados s&o
compativeis com os valores encontrados no presente estudo, nos produtos prontos para 0 consumo.

Verificou-se também, como esperado, uma menor concentracdo de lipidios totais nos
embutidos processados com reducdo de 60% de gordura suina. Nessas formulagdes a gordura suina
foi substituida por 6leo de oliva extravirgem, pré-emulsificado com caseinato de sddio (2%), para
preservar as caracteristicas sensoriais e melhorar o perfil de &cidos graxos dos produtos.
Consequentemente, o teor calorico das formulacdes com reducdo de gordura (T2 a T7) foi inferior
(p<0,05). Observou-se ainda um aumento nos teores de cinzas, proteinas e lipidios em funcdo do

tempo de armazenamento (p<0,05), em decorréncia da reducédo de umidade dos salames.
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Tabela 7. Valores médios (+ desvios padrdes) para composicdo centesimal (g/100g) e teor calorico (kcal) das diferentes formulagdes no inicio do estudo

(TO), final do periodo de maturacéo (T30) e final do periodo de armazenamento (T120).

Cinzas Proteinas Lipidios Umidade Carboidratos Calorias
TO F1 1,05%+0,27 16,60%°°+0,81 9,71%°+0,43 60,51°°+0,24 12,13*2+0,88 202,31%“+3,21
F2 1,16% +0,03 17,15%°+0,60 3,14°°+0,23 65,66*'+0,69 12,89%4+0,16 148,42"°“+3 98
F3 1,11% +0,02 17,12*8+0,59 3,06°°+0,29 65,76%*+0,71 12,96%4+1,05 147,83°C+2 45
F4 1,03% +0,02 16,04°B+1,25 2,78°°+0,60 65,17*+1,06 14,98**+0,60 149,13"5+6,64
F5 1,24% +0,18 18,45%+0,36 2,26°°+0,45 66,83**+0,42 11,22°2+1,25 139,05°¢+1,92
F6 1,08% +0,01 18,48%+0,99 2,95°°+0,10 65,63**+0,59 11,86"*+1,63 147,89°C+2 14
F7 1,16% +0,01 18,32*8+1 09 2,95°°+0,10 65,59%'+0,43 11,98%4+1,49 147,77°°+1,78
T30 F1 3,27°°+0,14 28,77°°+1,96 31,34**+2 85 33,16"°+1,23 3,46%°+0,27 410,99°°+11,55
F2 6,00°%+0,28 31,19°B+2 51 24,47°7+0,81 34,61%8+2 32 3,73%°+0,41 357,65°2+12,91
F3 6,50%°5+0,29 36,11%°+0,37 21,86°®+0,55 31,62°°+1,03 3,91%°+0,28 356,84°5+5,10
F4 6,17°%+0,03 35,53%4+1,10 20,80°®+1,10 33,84%B+2 14 3,66°°+0,33 366,51%°4+54,97
F5 6,96%°5+0,96 32,08°B+3,59 23,00°B+1 11 33,91%°B+1,61 4,05°°+1,66 349,79°+10,31
F6 7,49%8+1 04 34,42%°A+0,46 22,36"B+1, 09 31,00%B+1,23 3,94%°+0,34 354,23°6+8,03
F7 6,38°%+0,22 33,65%°2+0,70 22,93°B+0,93 33,16%P+0,50 3,89%°+0,29 356,53"5+4,84
T120 F1 6,05°°+0,56 29,66°°+0,17 33,38%*+0,26 26,10%+0,67 4,81°°+0,87 438,33**+5,73
F2 9,56*'+0,16 41,22*4+0,50 23,43%+0,62 20,60%+0,12 6,26°%+0,34 391,53%+2,96
F3 9,39%4+0,16 38,71%"+5 02 25,08°A+1,55 20,12°+0,25 6,70%+0,26 407,36°"+8,57
F4 9,45*+0,18 34,62°4+0,49 25,16°°°+0,37 23,80°°+0,35 6,97°%+0,26 392,77°+1 51
F5 9,84*4+0,13 36,82a"°+0,13 24,43°4+0 34 21,72°9C+0,20 7,19%8+0,39 395,88°“+1,90
F6 0,49*+0,34 33,99°*+2 95 26,91"+1,00 22,78°C+1 .10 6,83%%+0,19 405,50°*+1,58
F7 9,60%°+0,25 35,75%°¢A+1,88 24,26°4+1,18 23,62°°+0,26 6,76%+0,56 388,41%4+5 64

TO = inicio do processamento, T3, T5 e T7 (periodo de fermentacéo), T15 e T30 (periodo de maturacdo), T45, T60, T75, T90, T105 e T120 (periodo de armazenamento a 4°C F1 -
culturas tradicionais sem reduc¢do de gordura e de sais de cura (nitrito 0,015% e nitrato 0,005%), F2 - culturas tradicionais com reducéo de gordura e sem reducdo de nitrito e nitrato;
F3 - culturas tradicionais com redugdo de gordura e de nitrito e nitrato (nitrito 0,007% e nitrato 0,003%), F4 - cultura probiotica (Enterococcus faecium CRL183) com reducgéo de
gordura e sem reducdo de nitrito e nitrato, F5 - cultura probiética (E.faecium CRL183) com reducéo de gordura e de nitrito e nitrato; F6 - cultura probi6tica (Lactobacillus acidophilus
CRL1014) com reducdo de gordura e sem reducdo de nitrito e nitrato, F7 - cultura probiética (L. acidophilus CRL1014),com redugdo de gordura e nitrito e nitrato. Analise entre
formulagGes: médias com letras minGsculas iguais na mesma coluna, no mesmo intervalo de tempo, ndo diferem entre si pelo teste de médias de Tukey (p<0,05). Analise entre tempos:
médias com letras maiGsculas para a mesma formulagdo em tempos diferentes, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Cor instrumental

De acordo com os resultados apresentados na Figura 6 observamos um decréscimo de L* para
todas as formulagdes que tiveram reducdo de gordura animal e adicdo de 6leo de oliva, sendo que
para a formulagdo controle (F1, sem reducdo de gordura) ndo houve diferenca estatistica para esse
parametro comparando-se o TO com o T120. A reducdo do valor de L* indica que o embutido
encontra-se mais escuro do que no inicio do processamento, provavelmente em fungdo da
concentracdo de solidos no produto por desidratacdo, ou seja, 0s embutidos perdem agua e sofrem
escurecimento (PEREZ-ALVAREZ et al.,, 1999; RAMOS; GOMIDE, 2007). Os pigmentos
mioglobina e nitrosomioglobina formados sdo concentrados de acordo com a perda &gua, conferindo
cor vermelha mais escura ao salame. Outra possivel explicacdo para reducdo de L* seria a
substituicdo de gordura animal por 6leo vegetal. Mora-Galego et al. (2013) verificaram reducdo no
parametro L* em funcdo da substituicdo parcial da gordura animal por 6leo de girassol. Esse
resultado estaria relacionado ao fato da gordura animal ter uma cor branca visivel, conferindo maior
luminosidade ao produto, ao contrario do éleo de girassol que é translucido.

A intensidade de vermelho (a*) exibiu aumento, apenas para a formulacdo F5 até o final do
periodo de armazenamento (T120). As formulagdes F2, F3 e F6 apresentaram reducédo, enquanto F1,
F4 e F7 ndo apresentaram diferenca estatistica no mesmo periodo para a*, e esse efeito esta
relacionado ao processo de cura e maturacdo dos embutidos (RAMOS; GOMIDE, 2007). O processo
de cura consiste no tratamento das carnes com sal, nitrito, agUcar, temperos e outros ingredientes,
com o objetivo de preservar o produto, desenvolver e fixar cor, sabor, aromas e melhoria de
rendimento (JUDGE; ALBERLE; FORREST, 1989). O nitrito é utilizado para preservar o aroma,
prevenir a formagcdo de warmed over flavour (sabor de requentado), inibir a multiplicacdo de
microrganismos e conferir e fixar a cor résea vermelha, caracteristica de produtos carneos. O nitrito,
apos conversdao a oOxido nitrico, se combina com a mioglobina, resultando na formacdo da

nitrosomioglobina - composto de coloracdo vermelha, caracteristica de produtos carneos curados. A
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cor final dos produtos curados depende de uma concentracdo adequada de sais de cura e de
mioglobina (TERRA, 1998; ZANARDI et al., 2002).

Considerando o exposto acima, as formulagbes com redugdo de gordura e sais de cura
deveriam apresentar menores valores de L* e maiores valores de a* no final do processo. A reducéo
dos valores de L* e 0 aumento dos valores de a* com a maturagdo séo consistentes com os resultados
reportados por Elias et al. (2003), que encontraram menores valores de L* (38,75) e maiores valores
de a* (16,43) para embutidos maturados por 30 dias. No entanto, os resultados obtidos no presente
estudo ndo confirmaram nossa hipotese. Vale salientar que a falta de homogeneidade em relagdo a
distribuicdo de gordura nas pecas, caracteristica tipica do produto, pode contribuir para a variacdo
dos parametros de cor, observada durante o periodo de analise.

A intensidade de amarelo (b*) ndo apresentou variacdo significativa, comparando-se 0s
tempos iniciais e finais do estudo (TO e T120). A variacdo nesse parametro em produtos carneos
fermentados, resulta, provavelmente, do consumo de oxigénio pelos microrgarnismos fermentadores
durante sua fase de crescimento exponencial, com reducéo da oximioglobina, a qual contribui para a
coloracdo amarela (PEREZ-ALVAREZ et al., 1999). Outros autores sugerem gue 0s microrganismos
produzem metabolitos que induzem a oxidacdo da carne e gordura (DEMEYER; VERPLAETSE;
GISTELINCK, 1986; SARASIBAR; SANCHEZ; BELLO, 1989; ZERT, 1980), contribuindo para

reducdo deste parametro, fato ndo observado no presente estudo.
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Figura 6. Valores meédios (+ desvios padrbes) de L*, a* e b* para as diferentes formulaces.

TO = inicio do processamento, T7 = fim do periodo de fermentacgdo, T30 = fim do periodo de maturacdo, T60, T90, 120 =
periodo de armazenamento a 4°C. Andlise entre tempos: Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05). F1 - culturas tradicionais sem reducéo de gordura e de sais de cura (nitrito 0,015% e nitrato 0,005%),
F2 - culturas tradicionais com reducdo de gordura e sem reducdo de nitrito e nitrato; F3 - culturas tradicionais com
reducdo de gordura e de nitrito e nitrato (nitrito 0,007% e nitrato 0,003%), F4 - cultura probi6tica (Enterococcus faecium
CRL183) com redugdo de gordura e sem reducdo de nitrito e nitrato, F5 - cultura probiética (E.faecium CRL183) com
reducgdo de gordura e de nitrito e nitrato; F6 - cultura probidtica (Lactobacillus acidophilus CRL1014) com reducéo de
gordura e sem reducdo de nitrito e nitrato, F7 - cultura probidtica (L. acidophilus CRL1014),com reducdo de gordura e
nitrito e nitrato. Analise entre formulagdes: médias com letras mindsculas iguais na mesma coluna, no mesmo intervalo
de tempo, ndo diferem entre si pelo teste de médias de Tukey (p<0,05). Analise entre tempos: médias com letras
maiusculas para a mesma formulagdo em tempos diferentes, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Oxidacao lipidica

Os resultados referentes a oxidacéo lipidica sdo apresentados na Tabela 8.

O malonaldeido (MDA) é o principal produto secundario da oxidagdo lipidica que reage com
0 &cido 2-tiobarbiturico (TBA). No entanto, outros compostos presentes no produto como proteinas e
nitrito também podem reagir com o TBA, interferindo nos resultados obtidos (SILVA; BORGES;

FERREIRA, 1999).

Tabela 8. Valores médios (+ desvios padrbes) de TBARS (mg/kg) para as diferentes formulagdes e

etapas de processamento.

TO T7 T30 T60 T90 T120

F1 2,30%40,27  3,61%+0,24 527°+0,22 6,27°°+0,20 8,53°*+0,26 9,44**+0,30
F2 1,12°°+0,10  2,35"°+0,42 4,85"5+0,10 5,67°°+0,25 5,03°®+0,31 4,61"%+0,24
F3 1,42°P+0,37  2,41°C+0,26 4,42°P+0,18 541°4+0,21 5,37"/+0,26 4,65°5+0,28
F4 1,48°P+0,18  2,40°C+0,19 4,44°®+0,27 549°*+0,38 5,52°/+0,24 4,39°+0,33
F5 1,55°+0,27  2,09°°+0,08 4,16°®+0,28 5,15“+0,19 4,78%+0,48 3,77°%+0,33
F6 1,24"F40,17  2,63°°+0,20 4,22°°+0,36 5,51°*+0,32 5,58°*+0,37 4,83"2+0,08
F7 1,24°P+0,18  2,35°°+0,05 4,19°*+0,17 5,49°+0,23 569"°+0,25 4,45°+0,38

TO = inicio do processamento, T7 = fim do periodo de fermentacdo, T30 = fim do periodo de maturagdo, T60, T90, T120
= periodo de armazenamento a 4°C; F1 - culturas tradicionais sem reducdo de gordura e de sais de cura (nitrito 0,015% e
nitrato 0,005%), F2 - culturas tradicionais com redugdo de gordura e sem reducdo de nitrito e nitrato; F3 - culturas
tradicionais com reducdo de gordura e de nitrito e nitrato (nitrito 0,007% e nitrato 0,003%), F4 - cultura probittica
(Enterococcus faecium CRL183) com reducdo de gordura e sem redugdo de nitrito e nitrato, F5 - cultura probidtica
(E.faecium CRL183) com redugdo de gordura e de nitrito e nitrato; F6 - cultura probiotica (Lactobacillus acidophilus
CRL1014) com reducdo de gordura e sem reducdo de nitrito e nitrato, F7 - cultura probidtica (L. acidophilus
CRL1014),com reducéo de gordura e nitrito e nitrato. Analise entre formulagdes: méedias com letras mindsculas iguais na
mesma coluna, no mesmo intervalo de tempo, ndo diferem entre si pelo teste de médias de Tukey (p<0,05). Analise entre
tempos: médias com letras mailsculas iguais na mesma linha (mesma formulagdo) em tempos diferentes, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

No presente estudo, a formulagcdo F1, obtida sem redugéo no teor de gordura, apresentou
oxidacdo lipidica mais acentuada em comparagcdo com as demais formulagdes, em todos os tempos
de andlise (p<0,05). A substituicdo parcial de gordura animal por 6leo de oliva, rico em &cidos

graxos insaturados, ndo influenciou negativamente o processo oxidativo dos embutidos. A adicdo de
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ingredientes tais como alho e pimenta podem interferir positivamente na estabilidade lipidica, uma
vez que estes ingredientes possuem compostos com atividade antioxidante (LA et al., 1991).

Determinadas cepas de bactérias laticas sdo capazes de inibir a oxidacao de lipidios, embora
0 mecanismo exato envolvido em tal efeito ndo seja conhecido (INOUE et al., 1998). Os resultados
evidenciaram que os embutidos fermentados com Enterococcus faecium CRL 183 apresentaram as
menores meédias de oxidagdo no final do tempo de armazenamento (T120), indicando que esta cepa
probidtica pode exercer um efeito protetor em relacdo a formacdo de compostos indesejaveis no
produto. Os resultados obtidos foram mais evidentes para a formulagdo com reducdo de nitrito (T5),
sugerindo que a concentracdo desse aditivo pode ter interferido nos resultados obtidos.

Observa-se que a partir do T90 houve uma reducédo no indice de oxidagdo lipidica em todas as
formulacdes, com excecdo da formulacao F1, e, supde-se que o pH, a umidade e a atividade de 4gua
(Aw) sejam responsaveis por esse efeito, mantendo o sistema improprio para o aumento da oxidacéo
(KAREL; YOUNG, 1981). Além disso, esta diminuicdo pode ser atribuida as reacGes do
malonaldeido com proteinas durante o periodo de armazenamento, embora o malonaldeido seja um
produto secundario da oxidacdo de &cidos graxos polinsaturados (MELTON, 1993 citado por

MARANGONI, 2007).

Textura Instrumental

Na Tabela 9 estdo apresentados os resultados do perfil de analise de textura.

Os parametros dureza e gomosidade exibiram aumento com o decorrer dos tempos de anélise,
enquanto a mastigabilidade aumentou até o fim do periodo de maturacdo (T30), para todas as
formulacBes. A elasticidade dos embutidos foi reduzida no mesmo periodo e o parametro
coesividade se manteve sem grandes alteracdes até o T90.

Somente no ultimo tempo de analise, T120, ndo foi possivel realizar a determinacéo do perfil

de textura das formulagdes com reducédo de gordura, indicando que a sua dureza estava acima da
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forca méxima que o equipamento pode aplicar & amostra. Esse resultado sugere que a substituicéo
parcial de gordura animal por 6leo de oliva resulta em aumento no parametro dureza, fato que néo
comprometeu a aceitacdo heddnica global das amostras.

Observamos que no Ultimo tempo de leitura (T90), entre as formula¢fes com reducdo de
gordura, a F5 foi a que apresentou a menor média para dureza (p<0,05), indicando que foi necessaria
uma menor forca, contribuindo assim para a qualidade do produto.

Andrés; Zaritzky; Califano (2006) avaliaram o efeito de diferentes niveis de gordura na
qualidade de embutidos de frango e concluiram que os valores de dureza aumentam com o
armazenamento (4°C). Resultados semelhantes foram relatados por Candogan e Kolsarici (2003a)
para salsichas com reducdo de gordura. Este aumento na dureza ocorre, provavelmente, devido a
perda de &gua do produto durante a refrigeracdo. Gomosidade e mastigabilidade sdo dependentes da
variavel dureza, o que explicaria um aumento nesses pardmetros em fungdo do aumento da dureza
dos embutidos. Pelo fato do embutido ficar mais duro com o decorrer do tempo de armazenamento,

ha uma reducdo da sua elasticidade.
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Tabela 9. Valores médios (+ desvios padrBes) obtidos no teste TPA (Texture Profile Analysis), para os pardmetros de dureza (N), coesividade,
elasticidade, gomosidade e mastigabilidade, para as diferentes formulacdes e etapas de processamento.

Tempo/ Atributo

Formulacdes

1 2 3 4 5 6 7

TO

Dureza 1,67°+0,18 1,78%°+0,09 2,122°+0,06 1,93*°+0,20 2,08%°+0,33 1,90%*°+0,12 2,00%°+0,16

Coesividade 0,53*5¢+0,04 0,57*4+0,04 0,48"%+0,03 0,51%2+0,05 0,54%*®+0,03 0,56**+0,03 0,51°®+0,03
Elasticidade 1,99%4+0,41 1,75%4+0,14 1,45°2+0,14 1,44"2+0,12 1,36°4+0,25 1,67%4+0,23 1,56°4+0,09

Gomosidade 0,89°+0,16 0,99%°+0,10 1,03*£+0,05 0,99°°+0,17 1,15%+0,16 1,01*£+0,06 1,04*E+0,04
Mastigabilidade 1,72°F+0,08 1,99%°+0,10 1,47°%+0,11 1,41%°+0,19 1,57°°°+0,06 1,519°+0,14 1,73°°+0,16

T7

Dureza 0,44°° +1,74 13,86%+1,83 13,42%“+0,79 11,57*“+1,58  11,25%“+2,17 12,71%“+0,19 12,79%“+1,04
Coesividade 0,61°* +0,05 0,50°"“+0,05 0,54°A+0,02 0,43%+0,02 0,83**+0,08 0,49°®®*+0,03 0,46°%°+0,02
Elasticidade 1,23°8+0,07 1,32°8+0,12 1,32°4+0,18 1,262+0,03 1,17°2+0,06 1,29°8+0,05 1,56%+0,13

Gomosidade 3,61+0,25 5,83°P+0,52 6,54°°P+0,49 6,78°C+1,20 8,70?°+1,07 7,28°P+0,14 6,51"°P+0,27
Mastigabilidade 2,62%5+0,16 3,71%°°+0,08 3,92%°+0,37 3,46"°C+0,14 3,44"°C+0,40 3,16°C+0,16 3,10°°+0,05

T30

Dureza 26,58°°+1,46  47,04%°+10,25  45,39%°+9,83 54,78%°+6,61 47,62%°+7 54 50,04°°+7,17 47,91%+9 77
Coesividade 0,57*+0,03 0,54%"+0,02 0,54%°2+0,04 0,51°2+0,04 0,54%"8+0,02 0,52°2+0,02 0,53*"8+0,02
Elasticidade 1,09%%¢+0,04 0,96°%+0,01 0,82%%+0,02 0,84°%°+0,02 0,96°°+0,01 0,87°+0,02 0,85°®®+0,01
Gomosidade 13,20°°+1,72 23,95%%+3 55 29,05%+1,86 27,86°%+0,64 26,34%°+4,73 24,89%°+3 57 25,02°°+3 44
Mastigabilidade 5,15°°+0,03 24254130  23,62°°+1,70 25,80*'+1,83  23,46°°+0,52 23,37°%4053  24,11""+0,68
T60

Dureza 49,06°°+1,48 46,64°°+3,53 46,05°°+3,31  59,54*°°+0,14  56,24**+2,32 57,43**+0,84 59,60**+0,02
Coesividade 0,50°°“+0,02 0,39%8+0,07 0,45°%%+0,02 0,54%"+0,03 0,56°%+0,02 0,57*+0,01 0,56*'+0,03

Elasticidade 0,85%°+0,01 0,67°°+0,15 0,84%®+0,02 0,84%°+0,01 0,84%°+0,01 0,84%°+0,03 0,84%F+0,01

Gomosidade 24,50°°+1,01 18,41°°+3 47 22,44°%+1 94 30,71°5+3,67 31,17"%+2,33 37,60°%+0,39 34,19%°%+0,22
Mastigabilidade 11,14°40,34  12,01°P+137  14,47%%+1,49 11,56°%+0,29 11,63°°+1,02  12,66™°+1,42  13,62%°°+0,88
T90

Dureza 50,79°°+0,67 60,14°°*+056  61,33*7+0,98  60,49%°"+0,63 55,44°°+3 27 62,72*°+1,09 59,41°7+0,28
Coesividade 0,56%+0,03 0,53%4+0,02 0,54%A+0,02 0,54%"+0,03 0,55%°+0,01 0,52°%+0,01 0,54%4B+0 01
Elasticidade 0,84%°“+0,01 0,85%+0,01 0,83*%+0,01 0,82°°+0,02 0,84%°+0,01 0,82°°+0,02 0,84%"8+0,01
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Continuacdo Tabela 9

Gomosidade 33,51%%+1,73  56,43°4+382  54,75"+206  55,36°°+0,68  59,11™+2,80  56,36""+1,25 67,83%*+0,82
Mastigabilidade 12,81%°%+0,15  12,43"P+025  1240"°#0,31  12,37°®*+035  12,15°°+0,36 12,87%°8+0,21 13,31%%+0,50
T120

Dureza 65,30"+0,86 Nd Nd Nd Nd Nd Nd
Coesividade 0,62°+0,01 Nd Nd Nd Nd Nd Nd
Elasticidade 0,95°¢+0,01 Nd Nd Nd Nd Nd Nd
Gomosidade 48,44"+1,84 Nd Nd Nd Nd Nd Nd
Mastigabilidade 13,76"+0,29 Nd Nd Nd Nd Nd Nd

TO = inicio do processamento, T7 = fim do periodo de fermentagdo, T30 = fim do periodo de maturagdo, T60, T90 e T120 = periodo de armazenamento a 4°C; F1 - culturas tradicionais
sem reducdo de gordura e de sais de cura (nitrito 0,015% e nitrato 0,005%), F2 - culturas tradicionais com reducdo de gordura e sem reducdo de nitrito e nitrato; F3 - culturas tradicionais
com reducdo de gordura e de nitrito e nitrato (nitrito 0,007% e nitrato 0,003%), F4 - cultura probiética (Enterococcus faecium CRL183) com reducdo de gordura e sem redugdo de nitrito
e nitrato, F5 - cultura probiética (E.faecium CRL183) com reducédo de gordura e de nitrito e nitrato; F6 - cultura probidtica (Lactobacillus acidophilus CRL1014) com reducdo de gordura
e sem reducdo de nitrito e nitrato, F7 - cultura probi6tica (L. acidophilus CRL1014),com redugdo de gordura e nitrito e nitrato. Analise entre formulagdes: médias com letras minusculas
iguais na mesma linha, no mesmo intervalo de tempo, ndo diferem entre si pelo teste de médias de Tukey (p<0,05). Analise entre tempos: médias com letras mailsculas iguais na mesma
coluna (mesma formulacéo), em tempos diferentes, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Aminas bioativas

Considerando o nimero de grupamento amina, as aminas bioativas podem ser classificadas
em monoaminas (tiramina e feniletilamina), diaminas (histamina, serotonina, triptamina, putrescina e
cadaverina) ou poliaminas (espermina, espermidina e agmatina) (GLORIA, 2005 ) .

Niveis elevados de aminas bioativas foram encontrados em diversos tipos de embutidos como
fuet, salchichon, chorizo e sobrasada, salames egipcios, canadenses, finlandeses, americanos e
italianos (BOVER-CID et al., 2000a; COISSON et al., 2004; EEROLA et al., 1997; HERNANDEZ-
JOVER et al., 1997a; SUZZI; GARDINI, 2003). A formacao de aminas bioativas requer: presenca de
aminoacidos livres e de microrganismos com atividade da enzima aminoécido descarboxilase, além
de condic¢des que favorecam a multiplicacdo de tais microrganismos. Entre as espécies envolvidas na
formacdo de aminas bioativas estdo: Escherichia spp.; Enterobacter spp.; Salmonella spp.;
Lactobacillus spp.; Leuconostoc spp.; Pseudomonas spp.; Proteus spp.; Pediococcus spp.;
Streptococcus spp.; Micrococcus spp. Esses microrganismos podem pertencer a microbiota natural
do alimento ou serem incorporados durante as diferentes etapas de producdo, enfatizando a
importancia da selecdo das culturas iniciadoras utilizadas em processos fermentativos. A producéo de
aminas € influenciada pelo pH, temperatura, tensdo de oxigénio, presenca de vitaminas e cofatores
(GLORIA, 2005) .

As condicBes de producdo de salame sdo favoraveis a formacéo de aminas, devido a acédo de
enzimas endogenas e presenca de microrganismos com atividade proteolitica, gerando aminoacidos
que favorecem a atividade descarboxilase (LAPA-GUIMARAES, 2005). Geralmente, s&o utilizadas
como culturas iniciadoras nesse tipo de produto bactérias laticas, que ndo sdo patogénicas, mas
podem produzir aminas bioativas. Tiramina pode ser produzida por cepas de Lactococcus spp.,
Leuconostoc spp., Lactobacillus spp., Enterococcus spp. e Carnobacterium spp. (BOVER-CID et al.,
2000b; MONTEL, MASSON; TALON, 1999; SUZZI; GARDINI, 2003). Algumas cepas
de Lactobacillus spp. e Leuconostoc spp. podem produzir também histamina (SUZZI; GARDINI,

2003), enquanto a producdo de feniletilamina foi observada por cepas de Enterococcus spp.
73



(BOVER-CID et al., 2000b). Uma alternativa vidvel para impedir a multiplicagdo de bactérias
contaminantes e reduzir os teores de aminas bioativas em produtos carneos € a utilizacdo de culturas
iniciadoras especificas, sendo importante analisar o potencial da cepa em formar e metabolizar tais
compostos (AYHAN; KOLSARICI; OZKAN, 1999; BOVER-CID et al., 2000b; HERNANDEZ-
JOVER et al., 1997b; SUZZI; GARDIN, 2003).

Na Figura 7 séo apresentados os resultados para o total de aminas bioativas encontrados nas
diferentes formulagdes, em ppm, nos tempos 30, 60, 90 e 120 dias.

Observa-se que no produto pronto para o consumo (T30), as formulagdes com redugéo de
nitrito e nitrato e fermentadas com bactérias probidticas (F5 e F7) ndo diferiram estatisticamente
entre si e apresentaram menores concentracbes de aminas bioativas quando comparadas aos seus
anadlogos sem reducdo de sais de cura. Além disso, também exibiram menores valores totais de
aminas que o produto controle (F1). Ap6s 30 dias de armazenamento (T60), F3 e F6 apresentaram as
maiores concentracfes desses compostos e as demais formulaces ndo diferiram entre si (p<0,05).
No T90 as formulacdes F2 e F5 exibiram as menores médias para aminas bioativas totais, diferindo
da formulacdo F1 (controle) (p<0,05). No final do periodo de armazenamento (T120) os maiores
teores de aminas totais foram verificados para as formulagbes F3, F4 e F7, sendo que os demais
embutidos fermentados nédo diferiram entre si (p<0,05).

A analise entre tempos evidenciou um aumento nas concentracdes totais de aminas bioativas
para as formulacdes 3, 5 e 7 e uma flutuacdo nos niveis das demais formulac6es. A elevacdo no teor
de aminas durante o armazenamento era esperada, pois 0 processo de obten¢do do embutido carneo
fermentado inclui etapas que favorecem a formacdo de tais compostos como: multiplicacdo de
microrganismos, protedlise (liberando aminoéacidos livres) e temperatura de fermentacdo e maturacdo

(25 a 15°C) que facilita a acio das enzimas descarboxilases (GLORIA, 2005).
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Figura 7. ConcentracBes médias (+ desvios padrfes) de aminas bioativas (ppm) para as diferentes
formulagcGes em estudo.
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T30 = fim do periodo de maturagéo, T60, T90 e T120 = periodo de armazenamento a 4°C; F1 - culturas tradicionais sem
reducdo de gordura e de sais de cura (nitrito 0,015% e nitrato 0,005%), F2 - culturas tradicionais com redug¢éo de gordura
e sem reducéo de nitrito e nitrato; F3 - culturas tradicionais com reducdo de gordura e de nitrito e nitrato (nitrito 0,007%
e nitrato 0,003%), F4 - cultura probidtica (Enterococcus faecium CRL183) com reducdo de gordura e sem reducédo de
nitrito e nitrato, F5 - cultura probiética (E.faecium CRL183) com reducéo de gordura e de nitrito e nitrato; F6 - cultura
probidtica (Lactobacillus acidophilus CRL1014) com redugdo de gordura e sem reducédo de nitrito e nitrato, F7 - cultura
probidtica (L. acidophilus CRL1014),com redugdo de gordura e nitrito e nitrato. Analise entre formulacfes: médias com
letras mindsculas iguais no mesmo intervalo de tempo, ndo diferem entre si pelo teste de médias de Tukey (p<0,05).
Andlise entre tempos: médias com letras mailsculas em tempos diferentes, nao diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).

Na Tabela 10 observa-se a contribuigdo de cada amina bioativa nas diferentes formulacGes e
tempos de analise.

Tiramina, putrescina e cadaverina foram as aminas com maior prevaléncia em todas as
formulacBes. A triptamina foi detectada em baixas concentracfes e exibiu flutuagbes durante o
periodo de andlise, estando ausente na formulagdo F5, em todos os tempos avaliados. Com excecao
da formulacdo F6, a feniletilamina esteve ausente nos produtos avaliados, durante o periodo
armazenamento (T60 a T120).

A histamina é uma amina potencialmente tdxica, cuja ingestdo em niveis elevados,

combinada ou ndo com a deficiéncia de enzimas que metabolizam tais substancias, pode resultar em

efeitos indesejaveis a salde. Histamina, tiramina e fenilalanina sdo as aminas mais relacionadas as
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intoxicacOes alimentares (GLORIA, 2005). No presente estudo a concentragdo de histamina variou
durante os periodos de analise, sendo que a formulacdo F4 (sem reducédo de sais de cura e fermentado
com E. faecium CRL 183), F3 (com reducéo de sais de cura e fermentado com culturas tradicionais)
e F7 (com reducéo de sais de cura e fermentado com L.acidophilus CRL 1014) exibiram as maiores
concentracdes dessa amina até o final do periodo experimental.

Os sais de cura apresentam efeito antioxidante e inibidor de multiplicacdo de
microrganismos. Dessa forma, esperava-se que as formulagfes sem reducdo de nitrito e nitrato
exibissem 0s menores valores de aminas bioativas. Esse efeito foi observado somente para as
formulacBes fermentadas com culturas tradicionais (F2 e F3), especialmente durante o periodo de
armazenamento. Entretanto, ndo foi possivel associar claramente o efeito da reducdo de nitrito e o
teor de aminas para as formulagbes com adicdo de probidticos, pois alguns com reducdo de sais de
cura apresentaram valores inferiores de diferentes aminas, quando comparados aos analogos sem
reducdo de nitrito e nitrato.

Como constatado em relacdo ao teor total, a formulacdo F5 (reducdo de sais de cura e
fermentado com E. faecium CRL 183) exibiu o melhor perfil de aminas bioativas no final do periodo
de armazenamento, com auséncia de triptamina, feniletilamina, espermidina e histamina e 0s
menores valores de cadaverina. Assim sendo, o emprego do E.faecium CRL 183 como cultura
starter, juntamente com a reducdo do teor de sais de cura, mostrou-se promissor na obtencdo de um
produto mais seguro e mais interessante do ponto de vista nutricional.

A sintese de histamina, tiramina, triptamina, feniletilamina e cadaverina ocorre através da
descarboxilacdo de aminoacidos precursores (enzimas aminoacido descarboxilases) ou via aminagao
de aldeidos (enzimas aldeido transaminases). A producdo de poliaminas é um processo mais
complexo, que exige a presenca de putrescina como intermediario para a producdo de espermidina e
espermina (BARDOCZ, 1995).

Aminas bioativas presentes em alimentos sdo metabolizadas pelo organismo humano via

oxidacdo e acetilagdo, resultando em compostos com diferentes fungdes biologicas. Alguns
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microrganismos também sdo capazes de metabolizar histamina e tiramina através de reacGes de
acetilagdo ou pela acdo de enzimas diamino oxidase, resultando em alteracGes nos teores de tais
aminas (GLORIA, 2005).

Frente ao exposto acima, as flutuagdes nos niveis de algumas aminas durante o periodo
experimental - que prejudicaram relacionar claramente os teores de gordura e nitrito e o tipo de cepa
utilizada no processo fermentativo, com os resultados observados - podem ter ocorrido em funcéo de:
1) presenca de aldeidos, resultantes da oxidacdo de gorduras, e que servem de substratos para as
enzimas aldeido transaminases, envolvidas na sintese de histamina, tiramina, triptamina,
feniletilamina e cadaverina; 2) catabolismo de histamina e tiramina por bactérias, contaminantes ou
ndo, presentes no produto durante o periodo de armazenamento.

Cabe destacar também que as amostras de salames foram transportadas para a Italia, onde
foram realizadas todas as analises de aminas bioativas, via FEDEX. Apesar de terem sido tomadas
todas as precaucdes para que o transporte fosse feito de forma correta (amostras congeladas), nao foi
possivel afirmar que as condicGes ideais de transporte das amostras foram respeitadas durante todo o
trajeto. Considerando a importancia da temperatura na producdo de aminas (enzimas aminoacido
descarboxilases sdo mais ativas entre 10 e 30°C), pequenas variacbes podem ter influenciado os

resultados.
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Tabela 10. Valores médios (+ desvios padrdes) das aminas bioativas (ppm) para as diferentes formulagdes e etapas de processamento.

Tempo/ Atributo

Formulacgdes

T30 F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7

TRY 11,3°%+0,0 66,3"°+8,9 48,3""+1.3 89,4*°+14,7 Nd 63,2245 0 Nd
PHEN Nd Nd 32,6M"+12,1 Nd Nd Nd Nd

PUT 968,4*/+62,8 479,1°8+77 4 402,1°5+1,4 911,7*+78,7 433,7°°+14,9  560,6"°+13,4 477,0°°+6,0
CAD 229,5°°+10,6 92,9%45,0 444,8°%+3 2 462,0°%+63,8 104,2°®+1 6 678,7%+7 5 259,9°°+3 6
HIS Nd 105,5%4+9,3 171,4°4B+142 236,4%+59 105,0°4+0,6 153,5"%+4,3 121,8%¢+6,3
TIRAM 272,0°BC45 4 240,7°®+2,6 306,0%4+2,1 570,2%4+13,4 288,3°8+0,4  384,0"+18,8  300,4°°+14,0
SPD Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd

SPM 137,2°447,3 142,1%B+1 5 142,2*8+2 9 126,6°%+5,7 153,6%+4,4 150,0%4+6,5 141,8%°+1.6
T60

TRY 96,3%" +9,2 70,4 +12 62,5 +28 Nd Nd 56,8 +3,4 Nd
PHEN Nd Nd Nd Nd Nd 109,0% +2,3 Nd

PUT 4359°C+459 611,54 +374 661,0*F 6,1 373,6® 7,9 4848 +14  624,9*+219 511,1°°+145
CAD 478,24 +10,0 108,98 +5 5 634,3°® +13,9 311,79 +20,6 270,0® +241 793,34 +292 286,29 +13,3
HIS Nd 107,6 A +1,8 190,5%* +3,0 110,0° +3,4 109,94 +0,3  152,0"+1,6  112,0°+15
TIRAM 193,7% 16,2 301,9°® +16,4 408,5% +4,1 336,23 +21 4 3556% +77 3954°+10,0 313,9°C+17.1
SPD Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd

SPM 132,5% +4,7 167,04 +3,9 175,5% +4.7 149,58 +9 1 1552~ +23  158,0°A+51  153,9°F +42
T90

TRY 49,8*® 10,0 52,1 +0,1 Nd 47,38 +2 0 Nd Nd Nd
PHEN Nd Nd Nd Nd Nd 75,9¢ +3,8 Nd

PUT 7298”8 +244  591,1°A+52  811,8%" +56,3 0499* +732 4886 +60,1 467,19 +228 742,9"°® 197
CAD 428,1°F +150 1025%®+20  721,5%® +157,3 531,3% +482 2335°® +378 426,1°C+213 332,1"B 16,2
HIS Nd Nd 129,6 % +17,1 2919 +95 107,84 +3,9 Nd 189,4%F +2 5
TIRAM 3374 +264  266,7®+174  356,2°A+518 561,724 +32,1 297,0®+493 3532°“+226 468,9%° +26,4
SPD Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd

SPM 134,32 +21  157,8*"B +10,2 151,6™F +154 1551*A+48 152,0®4+119 1645* 453  169,2**+3,0
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Continuacado Tabela 10

T120

TRY 432°5 +1 3 40,0°* +0,7 57,84 +72 209 +10 Nd Nd 71,5%+0,2
PHEN Nd Nd Nd Nd Nd 146,3 1,4 Nd

PUT 7785°F +79  5518%A+171  829,7°A+84,1 895,0°4 +104,1 682,2°*+80 482,0° +17,6 1098,7°** +40,8
CAD 449,0°48 +143 579 7%A+171 1103,7* +112,3 803,8"+1,3  3924°““+80 404,0°°+185 591,9°*+195
HIS Nd Nd 173,0*® 46,5 2375 42,1 Nd Nd 207,8"% +0,3
TIRAM 441,0°4+38,1  384,9°4+331  4223°A+187 386,6°° +26,3  454,9°+20,8 390,7" +17,5 618,6* +116,2
SPD Nd Nd Nd Nd Nd Nd Nd

SPM 140,0°* +8,0 164,1%® +6,8 173,9%4 475 1343”8 +123  168,8*+3,7  166,0*+19 171,832

TRY = triptamina, PHEN = feniletilamina, PUT = putrescina, CAD = cadaverina, HIS = histamina, TIRAM = tiramina, SPD = espermidina e SPM = espermina. T30 = fim do periodo de
maturacdo, T60 e T90 = periodo de armazenamento a 4°C; F1 - culturas tradicionais sem reducdo de gordura e de sais de cura (nitrito 0,015% e nitrato 0,005%), F2 - culturas tradicionais
com reducdo de gordura e sem reducdo de nitrito e nitrato; F3 - culturas tradicionais com reducdo de gordura e de nitrito e nitrato (nitrito 0,007% e nitrato 0,003%), F4 - cultura
probidtica (Enterococcus faecium CRL183) com reducdo de gordura e sem reducdo de nitrito e nitrato, F5 - cultura probidtica (E.faecium CRL183) com reducéo de gordura e de nitrito e
nitrato; F6 - cultura probidtica (Lactobacillus acidophilus CRL1014) com reducdo de gordura e sem reducdo de nitrito e nitrato, F7 - cultura probidtica (L. acidophilus CRL1014),com
reducéo de gordura e nitrito e nitrato. Anélise entre formulaces: médias com letras minusculas iguais na mesma linha, no mesmo intervalo de tempo, ndo diferem entre si pelo teste de
médias de Tukey (p<0,05). Analise entre tempos: médias com letras maitsculas iguais na mesma coluna (mesma formulagéo), em tempos diferentes, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05).
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Perfil de &cidos graxos

A Tabela 11 apresenta a composi¢cdo em &cidos graxos das fragdes de lipidios extraidas das
diferentes formulagcdes de embutido carneo fermentado, em diferentes etapas de processamento. As
composi¢des foram normalizadas levando em conta apenas os acidos graxos identificados. No caso
da formulacéo tradicional (F1), praticamente toda a fragdo lipidica é proveniente da gordura suina
adicionada como ingrediente da formulacdo, além dos baixos teores presentes nas carnes suina e
bovina. Os principais acidos graxos encontrados nesta formulagcdo no tempo TO foram o oleico
(48,0%), palmitico (25,9%), linoleico (8,3%), além dos &cidos miristico, palmitoleico e alfa-
linolénico que, somados, representam menos de 5,0% do total. Diante disso, sua composicdo em
acidos graxos foi comparada a composicdo da gordura suina estipulada pelo Codex Alimentarius
(CODEX, 2009) e ainda a composi¢do apresentada por Gunstone e Harwood (2007). De acordo com
as fontes mencionadas, a banha suina deve conter entre 35 e 55 % de acido oleico, de 20 a 30% de
acido palmitico, de 4 a 12% de é&cido linoleico e até 8% da soma entre os &cidos miristico,
palmitoleico e alfa-linolénico. Assim, a composicdo em &cidos graxos da formulacdo F1 em TO esta
de acordo com a literatura.

No decorrer das etapas de producdo, nos diferentes tempos em que foi analisada, F1
apresentou algumas mudancas significativas em sua composicdo em acidos graxos, porém de pouca
importancia. De forma geral, ao final do periodo de armazenamento, ap6s 120 dias, o teor de acidos
graxos saturados apresentou aumento de 40,4% para 42,2% em detrimento do teor de acidos graxos
insaturados, que diminuiu de 59,6% para 57,8%. Esta modificacdo, apesar de pequena, pode estar
relacionada ao processo oxidativo mais acentuado para F1 em comparacdo as outras formulagoes,
conforme apresentado na Tabela 4, haja vista que as reacfes em cadeia da rancidez oxidativa
ocorrem preferencialmente em acidos graxos insaturados (DRANSFIELD, 2008).

As formulagBes F2 a F7 apresentaram reducdo de 60% no conteudo de gordura animal em
comparacdo com a formulacdo controle F1, sendo que parte desta redugdo se deveu a reducdo da

quantidade de gordura adicionada & formulacéo e parte pela substituicdo parcial da gordura suina por
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azeite de oliva. O Codex Alimentarius (CODEX, 1999) estipula que o azeite de oliva deve conter
teores de 55 a 83% de acido oleico, seu acido graxo mais abundante, seguido do acido linoleico (3,5
a 21%) e do palmitico (7,5 a 20%). A gordura suina e o azeite de oliva possuem, portanto, 0s
mesmos acidos graxos principais, mas em propor¢des diferentes. A adicdo de azeite de oliva as
formulagBes provocou aumento significativo no teor de &cido oleico na maioria dos casos, mas
principalmente apds 120 dias da producédo, chegando a aumentar de 44,3% em F1 para 50,4% em F6.
Também foi observada diminuicéo no teor de acidos graxos saturados, em geral, 0 que é interessante
do ponto de vista nutricional, j& que os acidos miristico e palmitico sdo os principais
hipercolesterolemiantes (HAYES et al. 2001). Murguesa et al (2003) também verificaram que a
reducdo de 25% no teor de gordura animal resultava em modificacdo no perfil de acidos graxos, com
aumento de acidos graxos insaturados (15,22 para 23,96%) e reducdo de &cidos graxos saturados

(37,83 pa 32,81%).
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Tabela 11. Valores médios (+ desvios padrdes) obtidos no Perfil de Acidos Graxos (g/100g), para as diferentes formulacdes e etapas de processamento.

Tempo/ Acido graxo

FormulagOes

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7
TO
C14:0 Acido Miristico 1,47 +002 1,55%°+0,00 1,40°®+0,02 1,31%®+001 145" +0,01 1,556°®+0,00 1,37°*+0,00
C16:0 Acido Palmitico 2586° +0,06 24,54°©+0,02 23,66% 0,14 23,459 +0,05 24,828 +0,02 24,84 +0,01 24,39°* +0,01
C16:1 Acido Palmitoleico 2554001 2,670,000 197™+0,01 243000 2,55®+0,00 2,64" 10,00 2,46% +0,00
C18:0 Acido Esteéarico 13,04 +0,01 12,54%€ 0,01 14,36*4+0,04 12,16™ 0,01 12,87°®+0,00 12,92 +0,01 12,82 +0,00
C18:1n9c Acido Oleico 47,969 +0,06 46,44°° +0,01 48,574 +0,11 48,49"8 +0,03 48,35 +0,02 46,40°° +0,01 48,14 10,01
C18:2n6¢ Acido Linoleico 8279 +0,01 1147% 40,00 9,29 +0,02 11,39°+002 92174001 10,95°4+0,00 10,06% +0,01
C18:3n3 Acido alfa-Linolénico ~ 0,83*'+0,00 0,69 +0,00 0,76"8+0,01 0,77 +0,00 0,75"20,00 0,70 40,01 0,75 +0,00
T30
C14:0 Acido Miristico 1,48 +0,00 1,61%®+0,01 1,37 +0,01 1,45““+0,01 157" +0,01 1,32°°+0,01  1,32° 10,01
C16:0 Acido Palmitico 25,64% +0,00 2545°+0,01 24,49%F +0,05 24,39°4%+0,08 25,11°4+0,01 24,40% 0,02 24,61% +0,01
C16:1 Acido Palmitoleico 251C+0,02 2,77%10,08 251®®+0,00 2,56"4+0,00 2,64°2+0,01 2,50 +0,00 2,28 +0,00
C18:0 Acido Estearico 13,19"8+0,01 12,82® +0,02 13,04 +0,02 12,79®+0,02 12,82% +0,01 12,99 +0,01 13,28% +0,01
C18:1n9c Acido Oleico 46,64 +0,02 47,59%®® +0,07 48,58°4+0,03 48,79°4+0,05 48,18°4+0,00 48,80°® +0,01 48,41 +0,00
C18:2n6c Acido Linoleico 9,75 0,00 9,099 +0,01 9,27°®+0,01 9,28°P+0,01  8,98°°+0,02 9,23 +0,00 9,32° +0,01
C18:3n3 Acido alfa-Linolénico  0,80%+0,01 0,67 +0,00 0,75 10,00 0,74 +0,00 0,70°® +0,00 0,76°B+0,00 0,77°+0,01
T60
C14:0 Acido Miristico 1,47 40,00 1,72*4+0,01 159" 40,01 1,389 +0,02 149 +001  1,63°+0,00 1,34°€+0,00
C16:0 Acido Palmitico 25199 +0,00 25,754 +0,09 26,21*4+0,05 24,54 +0,04 24,73°C+0,03 25954 +0,00 24,58 +0,03
C16:1 Acido Palmitoleico 2,714 +0,00 2,74*4 40,02 2,644 +0,03 2,589 +0,00 2,58 +0,01 2,67°4+0,01 2,44°4+0,01
C18:0 Acido Estearico 12,77°° +0,01 13,2994 +0,03 13,50°° +0,00 12,79°® +0,02 13,65 +0,01 13,92*4+0,02 13,45 +0,00
C18:1n9¢ Acido Oleico 47,508 +0,00 47,24 +0,07 47,25°®® +0,01 48,55% +0,10 47,029 +0,04 46,73°C +0,03 48,36 +0,01
C18:2n6¢ Acido Linoleico 959" +0,01 857°°+0,01 8,079 +0,08 941°®+0,03 9,85 +0,00 8,40™+0,02 9,079 +0,01
C18:3n3 Acido alfa-Linolénico 0,773 +0,00 0,69°®®+0,02 0,74"®+0,00 0,75 +0,00 0,68 +0,01 0,70 +0,00 0,76 ** +0,00

T120

82



Continuacdo Tabela 11

C14:0 Acido Miristico 1,60%4+0,00 1,44°°+001 1,39°®+0,00 1,43"2+0,01 144" +0,01 146°°+0,01 1,36 +0,00

C16:0 Acido Palmitico 2589%4 +0,03 24,30 +0,04 24,58 +0,04 24,269 +0,01 24,87"EC +0,13 23,51°° +0,00 24,45 +0,03
C16:1 Acido Palmitoleico 2,260 +0,00 245%®®+002 240 +0,02 2498 +002 2,39 +0,03 2523 +0,00 2,45°A 10,02
C18:0 Acido Estearico 14,74°4+0,00 13,259 +0,01 13,53"F+0,01 13,26%+0,00 12,15 +0,03 12,79°+0,00 13,51 +0,02
C18:1n9c Acido Oleico 44,29°° +0,04 48,36"+0,07 47,40%® +0,05 48,37° +0,02 47,22 +0,09 50,41?+0,00 48,04° +0,01
C18:2n6¢ Acido Linoleico 10,40°2+0,00 9,479 +0,00 9,94°“+0,01 945%®+0,00 11,19*+0,04 8,52° 0,00 9,45% +0,02

C18:3n3 Acido alfa-Linolénico ~ 0,83*4+0,01 0,739 +0,00 0,77°4+0,01 0,74®®+0,01 0,759 10,00 0,79° 10,00 0,75 +0,00

TO = inicio do processamento, T30 = fim do periodo de maturacdo, T60 e T120 = periodo de armazenamento a 4°C. F1 - culturas tradicionais sem reducdo de gordura e de sais de cura
(nitrito 0,015% e nitrato 0,005%), F2 - culturas tradicionais com reducéo de gordura e sem reducéo de nitrito e nitrato; F3 - culturas tradicionais com reducéo de gordura e de nitrito e
nitrato (nitrito 0,007% e nitrato 0,003%), F4 - cultura probidtica (Enterococcus faecium CRL183) com reducdo de gordura e sem reducédo de nitrito e nitrato, F5 - cultura probidtica
(E.faecium CRL183) com reducdo de gordura e de nitrito e nitrato; F6 - cultura probi6tica (Lactobacillus acidophilus CRL1014) com redugdo de gordura e sem reducédo de nitrito e
nitrato, F7 - cultura probiética (L. acidophilus CRL1014),com reducdo de gordura e nitrito e nitrato. Andlise entre formulagfes: médias com letras minusculas iguais na mesma linha, no
mesmo intervalo de tempo, ndo diferem entre si pelo teste de médias de Tukey (p<0,05). Anélise entre tempos: médias com letras mailsculas iguais ha mesma coluna (mesma
formulacdo), em tempos diferentes, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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As formulacdes F2 e F3 foram produzidas utilizando as mesmas culturas tradicionais e, além
disto, F3 apresentou reducdo de 50% na quantidade de sais de cura adicionada. De forma anéloga, as
formulacGes F4 e F5 foram produzidas com adi¢do da cultura probiotica E. faecium, sem e com
reducdo de sais de cura, respectivamente, assim como F6 e F7 utilizaram o probi6tico L.acidophilus,
sem e com reducdo de sais de cura, respectivamente. Comparando-se 0s teores de &cidos graxos
saturados destas formulagbes duas a duas, considerando que cada par tenha sido adicionado do
mesmo microrganismo (F2/F3, F4/F5 e F6/F7), pode-se notar diferengas significativas eventuais em
funcdo do tempo ou da formulagdo, mas que ndo indicam uma possivel influéncia dos teores de sais
de cura nas mudancas encontradas. Estas observacdes podem indicar que a reducdo de sais de cura
ndo resultou em alteracGes importantes na composi¢do em &cidos graxos do produto, o que poderia
ressaltar o aspecto vantajoso desta reducdo diante de perspectivas nutricionais. E importante
ressaltar, entretanto, que outros resultados s@o necessarios para confirmar esta hipotese.

As formulacdes adicionadas de culturas probidticas apresentaram, de forma geral, teores
reduzidos de &cidos graxos saturados se comparadas a formulacdo controle. Apds 120 dias da
producdo, F6, adicionada de L.acidophilus, continha 37,8% de &cidos graxos saturados contra 42,2%

presentes em F1 no mesmo periodo (T120).

5.5 Analises microbioldgicas

Viabilidade das culturas probiéticas

Segundo as recomendacGes da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os
microrganismos probidticos devem estar presentes na faixa de 8,0 a 9,0 log UFC na recomendacao
(porcdo) diaria do produto pronto para o consumo, conforme indicacdo do fabricante (ANVISA,
2008).

Para as formulacGes F4 e F5 a populagéo de Enterococcus faecium CRL 183 (Enterococcus
spp.) exibiu aumento de dois e um ciclos logaritmico, respectivamente, no final do periodo de

maturacdo (T30: 8,39+0,50 e 7,98+0,08 log UFC/g). Na fase de armazenamento, independente da
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formulacédo, verificou-se reducdo na populacdo desse microrganismo (T120= F4:7,17+0,03 log
UFC/g e F5: 7,18%0,27 log UFC/g) (Figura 8). A cepa Lactobacillus acidophilus CRL 1014
(Lactobacillus spp.) exibiu um aumento de dois ciclos logaritmicos na populacdo de células viaveis,
no final do periodo de maturacdo, para a formulacdo F6 e de um ciclo para F7 (T30: 8,52+0,36 e
8,45+0,19 log UFC/g). Apds 90 dias de estocagem (T120) as duas formulag¢Ges exibiram reducdo na
populacdo de Lactobacillus spp. Cabe destacar que, estatisticamente, ndo houve diferenga no nimero
de células vidveis das cepas probioticas para as formulagbes F5, F6 e F7, a partir do final da
fermentacdo (T7).

Os resultados obtidos confirmam os dos testes preliminares de resisténcia aos sais de cura e
indicam que as cepas utilizadas na fermentacdo sdo capazes de sobreviver e se multiplicar na matriz
carnea em questdo. Apesar da reducdo numérica na populacdo de microrganismos probioticos
observada, uma ingestdo diaria superior a 10 g dos embutidos probidticos (F4, F5, F6 e F7) seria
suficiente para respeitar as recomendacdes da ANVISA e para que os possiveis efeitos benéficos a
salide sejam observados.

Colénias com morfologias distintas, confirmadas como pertencentes aos Qgéneros
Enterococcus spp. e Lactobacillus spp. foram submetidas a testes bioquimicos para identificacdo de
espécies, utilizando-se o sistema APl 20-Strep e APl 60 CH, respectivamente (Anexos 6 e 7). Os
resultados mostraram que em média 90% das coldnias eram pertencentes as espécies Enterococcus
faecium e Lactobacillus acidophilus, sugerindo que os microrganismos probi6ticos utilizados no
processo de fermentacdo foram capazes de se multiplicar e dominar a microbiota do produto.

Macedo et al. (2008) utilizou trés cepas de Lactobacillus spp., em associacdo com culturas
iniciadoras comerciais, para a producdo de salame probiotico. No final do periodo de maturagédo
(T25), a populacdo de L. paracasei, L. rhamnosus e L. casei foi de 9,50. 10’, 5,50. 10’ e 3,45. 10’,
respectivamente. Comam et al. (2012) verificaram que as cepas probiéticas L. rhamnosus IMC 501 e
L. paracasei IMC 502 se desenvolveram em salames italianos e suicos, respectivamente, exibindo

populacdo de células vidveis de 10® UFC/g no final do periodo de armazenamento. Resultados
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semelhantes foram encontrados por Rubio et al. (2013a), que constataram que a cepa L. rhamnosus
GG foi capaz de dominar a microbiota natural da carne em um salame fermentado espanhol,
alcancando niveis de 10® UFC/g no final dos periodos de maturagdo e armazenamento. Em outro
estudo, Rubio et al. (2014) avaliaram seis cepas de Lactobacillus spp. (L. casei CTC1677, L. casel
CTC1678, L. rhamnosus CTC1679, L. plantarum 299v, L. rhamnosus GG, L. casei Shirota) como
culturas iniciadoras em salames fermentados com redugdo de sodio e gordura e somente L.
rhamnosus CTC1679 foi capaz de se multiplicar e alcancar niveis de 10°UFC/g no final do periodo

de maturagéo.
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Figura 8. Médias (+ desvios padrdes) para populacdo de Enterococcus spp. e Lactobacillus spp. (log UFC/g).
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Formulacdo 4: cultura probidtica (Enterococcus faecium CRL183),com reducdo de gordura e sem reducédo de nitrito e nitrato; Formulagdo 5: cultura probiética (E. faecium CRL183) com
reducdo de gordura e de nitrito e nitrato; Formulagdo 6: cultura probiética (Lactobacillus acidophilus CRL1014) com reducdo de gordura e sem reducgdo de nitrito e nitrato; Formulagao
7: cultura probidtica (L. acidophilus CRL1014) com reducéo de gordura e de nitrito e nitrato. TO = inicio do processamento, T7 = fim do periodo de fermentacdo, T30 = fim do periodo
de maturagdo, T60, T90 = periodo de armazenamento a 4°C. Médias com letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Seguranga microbioldgica dos produtos

Na Tabela 12 sdo apresentados os resultados referentes a populagdo de microrganismos
contaminantes presentes nos embutidos, nas diferentes etapas do estudo. Verificou-se uma reducéo
da populacdo de todos os grupos de microrganismos estudados ao longo do periodo experimental,
sendo que Salmonella spp., Listeria monocytogenes e Clostridium botulinum estiveram ausentes nas
amostras desde o inicio do processo (T0). A fermentacdo foi essencial para redugdo da populagédo de
microrganismos, pois, no final dessa etapa (T7), todas as formulagbes exibiram diminui¢do nas
populacbes de coliformes a 45°C/ E.coli. Ap6s o término da fase de maturacdo (T30), ndo foi
detectada a presenca de coliformes a 45°C/ E.coli. (Petrifilm™ E.coli/Coliform count plate da 3M -
resultados expressos como menor que uma UFC/g).

A populacdo de estafilococos coagulase positiva também foi reduzida durante o periodo de
armazenamento, sendo que somente as formulacdes F3, F4 e F7 ndo apresentaram diferenca
significativa na andlise entre tempos. Cabe salientar que, entre as formulacGes potencialmente
probidticas, a F5 exibiu a maior reducdo desse grupo de microrganismos no final dos 120 dias de
armazenamento (1,58 log UFC/qg).

Os resultados obtidos estdo de acordo com a RDC N°. 12 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), de 02 de janeiro de 2001, que estabelece limite maximo de 5x10° UFC/g (3,7
log UFC/g) para estafilococos coagulase positiva, 10° UFC/g (3,0 log UFC/g) para coliformes a 45°C
e auséncia de Salmonella spp. em 25 gramas de amostra, em produtos carneos maturados, como o

salame.
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Tabela 12. Valores médios (+ desvios padrdes) para populacdo de microrganismos potencialmente patogénicos — segurancga microbioldgica.

Estafilococos coagulase Coliformes a 45°C/ Salmonella Listeria
positiva (log UFC/g) E.coli (log UFC/q) spp. Monocytogenes C.botulinum

TO F1 4,97%*+0,59 3,52%*+0,16 Ausente Ausente Ausente
F2 4,35*+0,10 3,32%*+0,16 Ausente Ausente Ausente

F3 4,30*+0,71 3,50*+0,11 Ausente Ausente Ausente

F4 4,25*+0,77 3,36%+0,11 Ausente Ausente Ausente

F5 4,19*+0,11 3,53*4+0,24 Ausente Ausente Ausente

F6 4,38*+0,09 3,59%*+0,10 Ausente Ausente Ausente

F7 3,77°7+0,61 3,53*4+0,05 Ausente Ausente Ausente

T7 F1 3,81%°+0,44 2,18%+0,00 Ausente Ausente Ausente
F2 3,74%8+0,07 1,86%%+0,53 Ausente Ausente Ausente

F3 3,73*4+0,02 2,24%8+0,09 Ausente Ausente Ausente

F4 4,25*+0,77 2,27%8+0,05 Ausente Ausente Ausente

F5 3,42*8+0 54 2,35%+0,07 Ausente Ausente Ausente

F6 3,76%®+0,05 2,27%8+0,01 Ausente Ausente Ausente

F7 3,34*4+0,40 2,07%%+0,16 Ausente Ausente Ausente

T30 F1 3,59%°+0,12 <1 Ausente Ausente Ausente
F2 3,68%%+0,19 <1 Ausente Ausente Ausente

F3 3,70+0,01 <1 Ausente Ausente Ausente

F4 3,69**+0,06 <1 Ausente Ausente Ausente

F5 3,458+0,49 <1 Ausente Ausente Ausente

F6 3,70%®+0,02 <1 Ausente Ausente Ausente

F7 3,64*+0,21 <1 Ausente Ausente Ausente

T60 F1 3,56%°+0,11 <1 Ausente Ausente Ausente
F2 3,69%¢+0,32 <1 Ausente Ausente Ausente

F3 3,69%'+0,07 <1 Ausente Ausente Ausente

F4 3,68%4+0,03 <1 Ausente Ausente Ausente

F5 3,01#%+0,70 <1 Ausente Ausente Ausente

F6 3,60%®+0,30 <1 Ausente Ausente Ausente

F7 3,59%+0,48 <1 Ausente Ausente Ausente
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Continuacao Tabela 12

T9O F1 3,35%°+0,08 <1 Ausente Ausente Ausente
F2 3,57%8¢+0,33 <1 Ausente Ausente Ausente
F3 3,66%+0,08 <1 Ausente Ausente Ausente
F4 3,59%*+0,20 <1 Ausente Ausente Ausente
F5 3,29™8+0,03 <1 Ausente Ausente Ausente
F6 3,69%°+0,12 <1 Ausente Ausente Ausente
F7 3,62%4+0,02 <1 Ausente Ausente Ausente
T120 F1 3,23%°+0,07 <1 Ausente Ausente Ausente
F2 3,17%°+0,03 <1 Ausente Ausente Ausente
F3 3,46*+0,51 <1 Ausente Ausente Ausente
F4 3,06*+0,26 <1 Ausente Ausente Ausente
F5 2,61°%+0,01 <1 Ausente Ausente Ausente
F6 3,66%°+0,12 <1 Ausente Ausente Ausente
F7 3,63*4+0,31 <1 Ausente Ausente Ausente

TO = inicio do processamento, T7 = fim do periodo de fermentacdo, T30 = fim do periodo de maturacdo, T60, T90, T120 = periodo de armazenamento a 4°C; F1 - culturas tradicionais
sem reducdo de gordura e de sais de cura (nitrito 0,015% e nitrato 0,005%), F2 - culturas tradicionais com reducdo de gordura e sem reducdo de nitrito e nitrato; F3 - culturas tradicionais
com reducdo de gordura e de nitrito e nitrato (nitrito 0,007% e nitrato 0,003%), F4 - cultura probiética (Enterococcus faecium CRL183) com reducdo de gordura e sem redugdo de nitrito
e nitrato, F5 - cultura probiética (E.faecium CRL183) com reducédo de gordura e de nitrito e nitrato; F6 - cultura probidtica (Lactobacillus acidophilus CRL1014) com reducdo de gordura
e sem reducdo de nitrito e nitrato, F7 - cultura probi6tica (L. acidophilus CRL1014),com redugdo de gordura e nitrito e nitrato. Analise entre formulagdes: médias com letras minusculas
iguais na mesma coluna, no mesmo intervalo de tempo, ndo diferem entre si pelo teste de médias de Tukey (p<0,05). Analise entre tempos: médias com letras maiusculas iguais, para a
mesma formulacdo em tempos diferentes, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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5.6 Anélise sensorial

Teste de aceitagdo

Na Tabela 13 s&o apresentados os valores de aparéncia, cor, aroma, textura, sabor e impressao
global obtidos no teste de aceitagdo das 7 formulagGes nos tempos 30 (produto pronto para
consumo), 60, 90 e 120 (tempos de armazenamento).

As diferentes formulagcOes apresentaram boa aceitacdo para todos os atributos avaliados e a
reducdo de gordura e de sais de cura, bem como a substituicdo de culturas iniciadoras tradicionais
por outras probidticas, ndo influenciou a impresséo heddnica dos consumidores ate o final do periodo
de maturacdo (T30) (p<0,05).

Durante o periodo de armazenamento (T60 a T120), as notas continuaram elevadas para 0s
atributos avaliados, com médias proximas a 7,0 para as diferentes formulac6es. No final dos 120 dias
de armazenamento, as amostras potencialmente probidticas exibiram médias de aceitacéo inferiores
para aparéncia (Enterococcus faecium CRL183) e textura (Lactobacillus acidophilus CRL1014), sem
interferir na impressao global das amostras (p<0,05).

Os resultados da intencdo de compra (Figura 9) confirmaram os resultados do teste de
aceitacdo, sendo que, em todos os tempos analisados, uma parcela superior a 60% dos consumidores
certamente ou provavelmente comprariam os produtos, com exce¢do das formulacdes F3 e F6 no
T60 (48% e 47%, respectivamente provavelmente ou certamente comprariam o produto).

Outros autores avaliaram o efeito da inclusdo de 6leos vegetais em substituicdo a gordura
animal em produtos embutidos e os resultados obtidos foram semelhantes aos encontrados no
presente estudo.

Backes et al (2013) avaliaram o efeito da substituicdo parcial da gordura suina por emulsédo
contendo Oleo de canola em salame tipo Italiano. Nesse estudo foram avaliadas trés formulagdes:
Controle (100% de gordura suina, sem substituicdo de gordura; T1 (15% da gordura suina foi
substituida pela emulsdo contendo 6leo de canola) e T2 (30% da gordura suina foi substituida pela

emulsdo com o6leo de canola). A aceitacdo das amostras foi avaliada utilizando uma escala hedonica

a4



estruturada de sete pontos, variando de desgostei muitissimo (1) a gostei muitissimo (7). As médias
de aceitacdo obtidas para todas as formulagdes e atributos ficaram proximas de cinco (5), indicando
que a substituicdo de gordura animal por éleo vegetal ndo afetou a aceitacdo do produto.

Bloukas; Paneras; Fournitzis (1997) estudaram o efeito da substituicdo de gordura animal por
6leo de oliva em salames fermentados. Foram produzidas cinco formulacdes: A) Controle (24% de
carne bovina, 43% de carne de porco e 22% de gordura de porco; B) e C) substituicdo de 10% e 20%
da gordura animal por 6leo de oliva, respectivamente. D) e E) substituicdo de 10% e 20% da gordura
animal por Oleo de oliva pré-emulsificado com proteina isolada de soja, respectivamente. As
caracteristicas sensoriais das diferentes formulacdes foram avaliadas utilizando uma escala de sete
pontos (7=excelente; 6=muito bom; 5=bom; 4=aceitavel, 3= justo; 2=ligeiramente inaceitavel,
1=inaceitavel). Os salames produzidos com o6leo de oliva pré-emulsificado apresentaram
caracteristicas sensoriais semelhantes as do controle, com médias sensoriais superiores a cinco para
aroma e sabor, sendo que o teor de 6leo adicionado nédo influenciou os resultados. Por outro lado, a
substituicdo de gordura animal por 6leo de oliva alterou negativamente as caracteristicas sensoriais

dos produtos fermentados.
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Tabela 13. Valores médios (+ desvios padrdes) das notas obtidas nos testes aceitacdo de cada atributo avaliado nas diferentes formulagGes.

Formulagdes

Tempo/Atributo F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7
T30
Aparéncia 7,55%7+1 24 7,60%7+1,08 8,07%*+0,72 7,5637+1,07 7,43"*°+1,16 8,00%*+0,82 7,66%7°+1,04
Cor 7,82%4+1,07 7,58%4+1,08 8,03**+0,83 7,65+1,01 7,50*%+1,19 7,75%+1,02 7,63*4+1,02
Aroma 6,85"+1,26 7,35%+1,18 7,14%+1 43 6,98%4+1,05 7,15%+1,27 7,17%+1,43 7,32%4+1,15
Textura 7,53%+1,17 7,52*+1,00 7,51%+1,17 7,50*+1,17 7,62°4 0,96 7,28*4+1 25 7,42°4+1 .07
Sabor 7,03*4+1,55 7,35%+1,02 7,41%41 43 7,55"B+1 14 7,58%4+1,11 7,27%+1,69 7,53*4+1,06
I. Global 7,27%+1,25 7,52*4+0,93 7,59%4+1,15 7,3348+1 17 7,55%+0,98 7,38%4+1,22 7,56%+0,99
T60
Aparéncia 7,32%°%+1,19 7,37%7+1,07 7,90**+0,99 7,20°°+1,40 7,62°%+1 12 7,72%%+1 45 7,63°°+1,06
Cor 7,45B8+1 13 7,42%4+1 27 7,77+1,27 7,23*+1 17 7,53*+1,07 7,65+1,16 7,70*+1,03
Aroma 6,53"+1,26 7,15%+1,26 7,20%A+1,19 6,70°A+1 58 7,33%A+1 24 7,27%A+1 39 7,53*+1,05
Textura 7,07%A+1 15 7.47%+1,02 6,50°®+1,69 7,13%2+1 26 7,42°441 .12 6,35%+1,76 7,37%+1,21
Sabor 6,72°A+1,17 7,20%+1,33 6,82%°A+1 53 7,00%4B+1 56 7,28%A+1 24 7,05%A+1 37 7,63*4+1,07
. Global 6,93%4+1 29 7,22°°%41 03 6,70"°°+1,68 6,95°%+1 47 7,37%"%+1 06 6,85°+1 54 7,53*B+1 02
T90
Aparéncia 7,40%+1 21 7,737+1,23 7,92%44+0,91 7,47+1 07 7,05°°+1 55 7,82%°+0,95 7,18"%+1 51
Cor 7,30°%+1,14 7,62%+1 29 7,80%°+0,99 7,37°%+1,26 6,92"%+1 65 7,63*4+1,07 6,88°%+1,79
Aroma 6,63%°+1,39 7,65+1,23 7,50°"+1,13 6,98"*+1,30 7,437+1 48 7,42%°°%+1 15 7,33%A+1 56
Textura 7,32%" +1 35 7,57%+1 41 6,92°8+1 44 7,00°" +1,15 7,52%A+1 38 6,85"5+1 46 7,30%"+1 51
Sabor 6,68"+1,46 7,38%A+1 30 7,30°"+1,34 7,320%841 11 7,55*+1 57 7,37%+1,21 7,08%%+1 61
I. Global 6,93*+1,29 7,42%+1 20 7,45+1 20 7,18#B+1 11 7,30%+1,46 7,33*+1,19 7,00%®+1,45
T120
Aparéncia 7,62°°°+1,01 7,45%°+1,17 7,83*7+0,99 7,42%°7+1 45 7,10°°°+1,12 7,76*°+1,04 7,75"+1,08
Cor 7,72*8+0,98 7,35""+1 36 7,92*+1,06 7,47°"+1,33 7,05°48+1 21 7,75*+1,14 7,56%°"+1,13
Aroma 7,08 1,23 7,55%+1,20 7,37%+1,29 7,08*+1 41 7,41%4+1 21 7,41%4 1,30 7,54°A +1,12
Textura 7,30°"+1,15 7,63*°+1,10 6,97"%+1 50 7,50°"+1,12 7,36%"+1 23 6,95"5+1 27 7,44%°"+1, 04
Sabor 7,08%+1 23 7,55%+1,17 7,22*4+1 51 7,63%+1,12 7,37%4+1,07 7,39%+1 23 7,49%°+1 34
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Continuacdo Tabela 13
I. Global 7,15%+1,13 7.40%+1,18 7,27%8+1 45 7,55%+1,24 7,27%+1,13 7,34%+1 21 7,59%+1,02

T30 = fim do periodo de maturacdo, T60, T90 e 120 = periodo de armazenamento a 4°C; F1 - culturas tradicionais sem reducdo de gordura e de sais de cura (nitrito 0,015% e nitrato
0,005%), F2 - culturas tradicionais com reducdo de gordura e sem reducdo de nitrito e nitrato; F3 - culturas tradicionais com reducdo de gordura e de nitrito e nitrato (nitrito 0,007% e
nitrato 0,003%), F4 - cultura probiética (Enterococcus faecium CRL183) com reducgdo de gordura e sem reducdo de nitrito e nitrato, F5 - cultura probidtica (E.faecium CRL183) com
reducdo de gordura e de nitrito e nitrato; F6 - cultura probidtica (Lactobacillus acidophilus CRL1014) com reducéo de gordura e sem reducéo de nitrito e nitrato, F7 - cultura probiotica
(L. acidophilus CRL1014),com reducédo de gordura e nitrito e nitrato. Escala heddnica estruturada mista de nove pontos: 9 gostei muitissimo, 8 gostei muito, 7 gostei moderadamente, 6
gostei ligeiramente, 5 nem gostei /nem desgostei, 4 desgostei ligeiramente, 3 desgostei moderadamente, 2 desgostei muito, 1 desgostei extremamente. Andlise entre formulagdes: médias
com letras mindsculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de médias de Tukey (p<0,05). Analise entre tempos: médias com letras mailsculas iguais, para a mesma
formulacdo em tempos diferentes, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 9. Distribuicdo da frequéncia das notas correspondentes a escala utilizada para avaliar a intencdo de compra nos produtos prontos para 0 consumo
(T30) e durante o periodo de armazenamento (T60, T90 e T120).
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F1 F2 F3 F4 F5 Fe F7 F1 F2 F3 F4 F5 Fé F7

F1 - culturas tradicionais sem reducdo de gordura e de sais de cura (nitrito 0,015% e nitrato 0,005%), F2 - culturas tradicionais com reducéo de gordura e sem redugdo de nitrito e nitrato;
F3 - culturas tradicionais com reducéo de gordura e de nitrito e nitrato (nitrito 0,007% e nitrato 0,003%), F4 - cultura probidtica (Enterococcus faecium CRL183) com reducéo de gordura
e sem redugdo de nitrito e nitrato, F5 - cultura probiética (E.faecium CRL183) com reducéo de gordura e de nitrito e nitrato; F6 - cultura probiética (Lactobacillus acidophilus CRL1014)
com redugdo de gordura e sem reducédo de nitrito e nitrato, F7 - cultura probiética (L. acidophilus CRL1014),com reducgdo de gordura e nitrito e nitrato.™ Certamente compraria ®
Provavelmente compraria ™ Tenho duvidas se compraria ® Provavelmente nio compraria ™ Certamente ndo compraria
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Analise Descritiva Quantitativa

Inicialmente foram recrutados, por meio de questionario, 30 voluntarios, consumidores de
salame, entre estudantes e funcionarios da FCFAr/UNESP. A pré-selecdo dos assessores foi realizada
através de testes triangulares, aplicados a anélise sequencial de Wald. Os valores utilizados foram:
po=0,45 (méaxima inabilidade aceitavel), p1=0,70 (minima habilidade aceitdvel) e para os riscos
a=0,05 (probabilidade de aceitar um candidato sem acuidade sensorial) e p=0,05 (probabilidade de
rejeitar um candidato com acuidade sensorial). Foram utilizadas duas amostras de salames tipo
italiano comerciais (Aurora e Sadia) e nessa etapa os voluntérios foram instruidos a avaliar somente
0 aroma e o sabor dos produtos. As analises foram conduzidas sob luz amarela para mascarar
possiveis diferencas de cor.

Os 22 voluntarios pré-selecionados na etapa anterior realizaram o levantamento dos termos
descritores dos salames (método de rede — Anexo 8) e, por consenso, decidiram que 16 atributos
seriam suficientes para caracterizar os produtos. Apos a selecdo, os atributos foram definidos, as
fichas de avaliacdo montadas (Anexo 9) e as referéncias para os extremos da escala escolhidas, em
consenso com a equipe (Tabela 14).

A equipe pré-selecionada, apds o treinamento, realizado em quatro dias, com duas a trés
sessOes diarias, foi submetida a selecdo. Nessa etapa as amostras (sete formulac6es) foram avaliadas
de forma monadica, com trés repeticbes utilizando a ficha elaborada anteriormente. Foram
selecionados 0s voluntarios que apresentaram capacidade de discriminacdo (p de F amostra < 0,30),
repetibilidade (p de F repeticdo >0,05) (Tabelas 15 e 16) e concordancia com a equipe. A interacdo
amostras x provador foi significativa para todos os atributos (p<0,05), entretanto, gréaficos
construidos com as médias dos voluntérios para cada atributo evidenciaram que a interacdo nao era
grave, uma vez que as retas seguiam a mesma tendéncia. Em outras palavras, alguns assessores
estavam utilizando regides diferentes da escala para avaliar as mesmas amostras. Para resolver esse
problema, os assessores gque estavam utilizando regides diferentes da escala participaram de sessdes
extras de treinamento. A Figura 10 exemplifica a interagdo amostra x provador para os atributos cor,

quantidade de gordura, sabor &cido e de ranco.



Os assessores selecionados realizaram as analises finais, novamente em triplicata. Os
resultados obtidos sdo representados, graficamente, pelo grafico aranha e pelo grafico ACP.

Os resultados apresentados na Figura 11 sugerem que a formulagdo controle (F1), sem
reducdo de gordura e sais de cura, apresentou um comportamento distinto, com médias superiores
para brilho, regularidade de borda, quantidade de gordura, suculento, maciez e sabor de rango. As
demais formulacGes apresentaram um comportamento muito semelhante, uma vez que as diferencas

entre as médias foram numericamente baixas.
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Tabela 14. Definicgdes e referéncias para os atributos sensoriais das amostras de salame tipo italiano.

ATRIBUTOS DEFINICOES REFERENCIAS
APARENCIA
Cor vermelha Cor caracteristica de embutidos Fraca: Ketchup Hellmann’s
(COR) crus Forte: Vermelho de metila
Quantidade de Presenca de glébulos de gordura  Pouca: Salame Seara (fatia: 0,3mm de espessura)
gordura (QG) no salame Muita: Salame Aurora (fatia: 0,3mm de
espessura)
Uniformidade de  Tamanho regular das particulas de  Pouca: Salame Seara (fatia: 0,3mm de espessura)
gordura (UG) gordura na superficie do salame Muita: Salame Aurora (fatia: 0,3mm de
(fatia) espessura)
Regularidade da Aspecto rugoso da borda do Pouco: Salame Seara (fatia: 0,3mm de espessura)
borda (RB) salame (fatia) Muito: Salame Aurora (fatia: 0,3mm de
espessura)
Brilho (B) Caracteristica relacionada a Pouco: Salame Seara (fatia: 0,3mm de espessura)
presenca de gordura na superficie Muito: Salame Aurora (fatia: 0,3mm de
do salame (fatia) espessura)
AROMA
Condimentado Aroma caracteristico da presenca Fraco: Caldo alho e pimenta Siamar diluido
(CO) de especiarias (alho, pimenta, sal) (10%)
Forte: Caldo alho e pimenta Siamar
De carne (CA) Aroma carneo caracteristico de Fraco: Extrato de carne liquido Maggi diluido
embutido tipo salame. (10%)
Forte: Extrato de carne liquido Maggi
Oxidado (OX) Aroma caracteristico de 6leo ~ Fraco: Oleo de soja Liza
vegetal usado Forte: Oleo de soja Liza aquecido em estufa
TEXTURA
Maciez (MA) Facilidade de mastigacéo Pouco: Hambdrguer Seara (assado a 180°C e

cortado em porgdes de 2x2cm)
Muito: Salsicha Sadia (cozida em &gua fervente

por 10 min)
Suculento (SU) Caracteristica relacionada a Pouco: Hambdrguer Seara (assado a 180°C e
presenca de umidade no produto cortado em porgdes de 2x2cm)
Muito: Salsicha Sadia (cozida em agua fervente
por 10 min)
SABOR
Salgado (SA) Sabor estimulado pelo cloreto de Pouco: solugdo de NaCl 1%
sodio (sal de cozinha) Muito: solucdo de NaCl 10%
Condimentado Sabor relacionado a presenga de Fraco: Caldo alho e pimenta Siamar diluido
(CD) especiarias (alho, pimenta, sal) (10%)
Forte: Caldo alho e pimenta Siamar
Acido (AC) Acidez caracteristica de embutidos  Pouco: Solucéo (0,01%) de acido citrico diluida
fermentados Muito: Solugdo (5%) de &cido citrico
Rango (RA) Sabor caracteristico de gordura Fraco: Oleo de soja Liza
envelhecida Forte: Oleo de soja Liza aquecido em estufa

Defumado (DF)

Sabor caracteristico de produtos ~ Fraco: Mortadela comum Seara (fatia: 0,2mm de
carneos submetidos ao processo de espessura) Forte: Mortadela defumada Seara

defumacéo (fatia: 0,2m de espessura)
Picante (PI) Sabor relacionado a presenca de Fraco: Molho de pimenta Siamar diluido (10%)
pimenta Forte: Molho de pimenta Siamar
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Tabela 15. Niveis de significancia (p) para cada assessor em fun¢do de discriminacdo das amostras (p de Famostra)-

Atributo/Provador 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Aparéncia Cor 0,0005 0,0039 0,0007 0,0003 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0003 0,0001 <0,0001 0,0039
Quantidade de gordura 0,0052 0,0001 0,0075 <0,0001 0,0002 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0002 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Uniformidade de gordura 0,0003 <0,0001 0,0003 <0,0001 0,0007 <0,0001 0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0006 <0,0001 <0,0001
Regularidade da borda <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Brilho <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Aroma Condimentado 0,1265 0,2357 0,0050 10,3380 0,0176 0,1157 0,0050 0,0210 0,0079 0,0040 0,2357 0,0026 0,2558
De carne 0,0014 0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Oxidado 0,2395 0,2472 0,0023 <0,0001 0,0377 0,0007 0,0752 0,0213 0,1338 10,0034 0,0110 0,0745 0,0752
Textura Maciez <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Suculento 0,0031 <0,0001 <0,0001 0,0009 <0,0001 <0,0001 0,0001 0,0011 <0,0001 <0,0001 0,0001 <0,0001 <0,0001
Sabor Salgado 0,0091 0,0258 0,0040 0,0003 0,0401 05415 0,0283 0,1168 0,0258 0,0008 0,0208 0,4460 0,1181
Condimentado 0,1265 0,2357 0,0050 10,3380 0,0176 0,1157 0,0050 0,0210 0,0079 0,0040 0,2357 0,0026 0,2558
Acido 0,1760 0,0005 0,0669 0,0002 0,0013 0,4097 0,0770 0,0113 0,0677 0,0229 0,0070 0,0005 0,1571
Rango <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <,00001
Defumado 0,0590 0,0011 0,0968 0,6202 <0,0001 0,0099 0,0004 0,0004 <0,0001 0,0008 0,0012 0,0003 0,0136
Picante 0,0357 0,1143 10,0628 10,2518 <0,0001 0,0157 0,1627 0,0039 0,0002 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0044

Assessores com p de F amostra < 0,30 foram selecionados.



Tabela 16. Niveis de significancia (p) para cada assessor em funcdo da repetibilidade (p de Frepetico)-

Atributo/Provador 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Aparéncia Cor 06838 0,1840 09378 08211 02871 08474 0,6610 08591 0,814 0,4281 05841 00434 0,1840
Quantidade de gordura 08506 0,541 08031 0,2658 03974 0,7403 06245 08040 00832 05290 0,0002 08040 05620
Uniformidade de gordura 0.6286 02728 01344 10,9848 04353 0,2397 03619 02682 02682 08944 08752 03400 0,1153
Regularidade da borda 07938 02194 07029 01612 03562 0,3185 00969 03003 04627 02384 05645 08484 04776

Brilho 0,6905 0,6264 03081 09226 05028 0,8992 05348 05922 0,7064 0,6070 0,3019 0,9826 0,7165

Aroma Condimentado 03331 09155 05347 0,1633 09157 04139 03791 0,7681 0,1854 00741 09155 0,0487 0,7441
De carne 09873 0,3966 07175 07230 0,0828 0,0406 04509 0,7921 0,7342 05573 0,4828 0,0062 05573

Oxidado 06732 0,6691 04104 0,095 0,8693 0,2606 0,1363 09557 0,2814 0,7564 09675 0,2295 0,1363

Textura Maciez 0,1591 03110 00373 05231 06351 0,7462 07331 0,7564 0,6410 0,1525 0,8557 0,0716 0,3413
suculento 02711 0,549 0,8931 0,9246 04630 0,2377 04434 07927 0,7342 0,1414 06070 0,1532 0,9694

Sabor Salgado 0,1225 0,0986 0,1431 0,3534 0,2487 0,6723 04047 06192 0,0986 06568 0,6723 04460 04297
Condimentado 0,3331 09155 05347 0,633 09157 04139 03791 0,7681 0,1854 0,0741 09155 0,0487 0,7441

Acido 0,2814 00674 07284 08040 05964 0,7097 08530 05512 05975 0,7462 04488 0,3884 0,2284

Ranco 0,5365 0,2533 0,1317 0,7879 0,7384 03153 04946 0,8088 0,2278 0,1694 0,8404 0,6100 0,6410

Defumado 02161 03472 08857 0,8599 0,2048 0,5336 0,6521 1,0000 0,4242 03134 03254 00011 0,8002

Picante 0,5045 04933 06633 03407 04970 08159 06732 (g743 00960 03619 02203 08654 0,6734

Assessores com p de F repeticdo > 0,05 foram selecionados.
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Figura 10. Avaliacdo do consenso com a equipe para os atributos cor (A), quantidade de gordura (B), sabor acido (C) e sabor de ranco (D).
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F1 - culturas tradicionais sem reducdo de gordura e de sais de cura (nitrito 0,015% e nitrato 0,005%), F2 - culturas tradicionais com reducdo de gordura e sem reducdo de nitrito e nitrato;
F3 - culturas tradicionais com redugdo de gordura e de nitrito e nitrato (nitrito 0,007% e nitrato 0,003%), F4 - cultura probiotica (Enterococcus faecium CRL183) com redugdo de gordura
e sem reducdo de nitrito e nitrato, F5 - cultura probidtica (Enterococcus faecium CRL183) com reducdo de gordura e de nitrito e nitrato; F6 - cultura probidtica (Lactobacillus
acidophilus CRL1014) com redugdo de gordura e sem reducdo de nitrito e nitrato, F7 - cultura probiética (Lactobacillus acidophilus CRL1014) com redugdo de gordura e nitrito e
nitrato.
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Figura 11. Gréfico aranha com as médias dos atributos das amostras de salames.
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F1 - culturas tradicionais sem reducdo de gordura e de sais de cura (nitrito 0,015% e nitrato 0,005%), F2 - culturas
tradicionais com reducéo de gordura e sem reducdo de nitrito e nitrato; F3 - culturas tradicionais com redugdo de gordura
e de nitrito e nitrato (nitrito 0,007% e nitrato 0,003%), F4 - cultura probidtica (Enterococcus faecium CRL183) com
reducdo de gordura e sem reducdo de nitrito e nitrato, F5 - cultura probiética (E.faecium CRL183) com redugdo de
gordura e de nitrito e nitrato; F6 - cultura probidtica (Lactobacillus acidophilus CRL1014) com redugéo de gordura e sem
reducdo de nitrito e nitrato, F7 - cultura probiética (L. acidophilus CRL1014),com reducdo de gordura e nitrito e nitrato.

O gréfico de ACP (Figura 12A e 12B) evidencia que 54,98% da variacdo entre as amostras
foi explicada pelo primeiro eixo (CP1l) e 14,85% pelo segundo eixo (CP2). A Analise de
Componentes Principais separou claramente as formulacdes com reducdo de gordura (F2 a F7) da
amostra controle (F1), porém, ndo conseguiu separa-las em funcéo da cepa utilizada e da quantidade
de sais de cura. Os atributos CO, MA, PIl, CA, SA e COR contribuiram com maior peso para a
variabilidade associada ao segundo eixo, enquanto os demais atributos foram os que mais
contribuiram para a variabilidade associada ao primeiro eixo. A formulagdo controle (F1: sem

reducdo de gordura e sais de cura e produzida com culturas tradicionais) exibiu, novamente,
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comportamento distinto dos demais, sendo caracterizado pelos atributos B, RA, SU, CD, DF e RB
(CP1). As outras formulagdes ficaram localizadas em regides mais proximas exibindo as seguintes
caracteristicas: F2, F3 e F7 ficaram localizadas préximas aos vetores OX, QG e UG; F4 proxima aos

vetores CA, SA e COR; F5 e F6 ficaram localizadas na regido positiva do CP2, proximas aos vetores

Pl e MA.

Figura 12. Gréfico de ACP das diferentes formulacbes de embutido carneo fermentado. A=

amostras; B= vetores dos atributos.
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F1 - culturas tradicionais sem reducdo de gordura e de sais de cura (nitrito 0,015% e nitrato 0,005%), F2 - culturas
tradicionais com reducédo de gordura e sem reducdo de nitrito e nitrato; F3 - culturas tradicionais com redugdo de gordura
e de nitrito e nitrato (nitrito 0,007% e nitrato 0,003%), F4 - cultura probidtica (Enterococcus faecium CRL183) com
reducdo de gordura e sem reducdo de nitrito e nitrato, F5 - cultura probi6tica (E.faecium CRL183) com reducédo de
gordura e de nitrito e nitrato; F6 - cultura probiotica (Lactobacillus acidophilus CRL1014) com redugédo de gordura e sem

reducdo de nitrito e nitrato, F7 - cultura probidtica (L. acidophilus CRL1014),com redugdo de gordura e nitrito e nitrato.
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APARENCIA: Cor vermelha (COR), Quantidade de gordura (QG), Uniformidade de gordura (UG), Regularidade da
borda (RB), Brilho (B); AROMA: Condimentado (CO), De carne (CA), Oxidado (OX); TEXTURA: Maciez (MA),
Suculento (SU); SABOR: Salgado (SA), Condimentado, (CD) Acido (AC), Ranco (RA), Defumado (DF), Picante (PI).

Os graficos aranha e de ACP apenas sugerem similaridades e diferencas entre as amostras. Os
resultados da analise de variancia e teste de médias de Tukey (Tabela 17) evidenciaram que néo
houve diferenca significativa entre as formulacbes para os atributos OX, SA e DF (p<0,05). A
formulacdo F1 (controle) apresentou a maior intensidade para os atributos RB, QG, B, MA e RA e as
menores médias para COR, UG e AC, diferindo de todas as outras formulacGes (P<0,05). A
formulacdo F2 foi a que apresentou menores médias para os atributos aroma e sabor condimentado.
Por outro lado, o embutido fermentado com Enterococcus faecium CRL 183 e com reducdo de sais
de cura (F6) foi o mais suculento sem diferir significativamente apenas do controle (p<0,05).
Finalmente, a formulagéo F3 (culturas tradicionais, com reducdo de gordura e sais de cura) exibiu a
maior média para sabor &cido, diferindo apenas da formulacdo F5 e a menor média para sabor

picante diferindo apenas do embutido probiético F7 (P<0,05).
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Os resultados obtidos na ADQ eram esperados, uma vez que a redugdo no teor de gordura
estd envolvida diretamente com a textura do produto (maciez e suculéncia) e confirmaram os dados
instrumentais de textura. A formulacdo controle F1 (sem redugdo e gordura) exibiu as maiores
médias para sabor de rango, confirmando os resultados do teste de oxidacdo onde se verificou que a
substituicdo de gordura animal por Oleo de oliva (poliinsaturado) ndo altera negativamente a
oxidac&o das amostras.

GOmes e Lorenzo (2013) avaliaram o efeito da reducdo de gordura em um produto tipico
espanhol, o chorizo. Os resultados evidenciaram diferencas significativas para os atributos
coesividade, intensidade de odor e odor de pimenta e para dureza entre as amostras produzidas com e
sem reducdo de gordura de porco.

Os resultados do presente estudo indicam que a redugéo no teor de nitrito e a substituicao das
cepas tradicionais por probiéticas ndo alterou a percepcao de sabor e aroma das amostras. Apesar da
presenca de nitrito estar relacionada a cor vermelha caracteristica das carnes curadas (FOX;
ACKERMAN, 1968; SEBRANECK; FOX, 1985), ndo se observou alteracdo na percep¢do desse
atributo em funcéo da reducao de sais de cura. A formulacéo controle (sem reducdo de gordura) foi
avaliada com menor intensidade de cor vermelha, provavelmente em funcdo da presenca de maior
quantidade de glébulos de gordura (branca). A substituicdo parcial de gordura animal por 6leo de
oliva foi percebida pelos assessores na analise descritiva, entretanto as variacdes identificadas nao
afetaram negativamente a aceitacdo dos produtos. Mora-Gallego et al. (2013) também avaliaram o
efeito da reducdo e substituicdo de gordura animal nas propriedades sensoriais e instrumentais de
salames fermentados. As formulacGes com reducdo de no minimo 70% de gordura animal (adicdo de
5% de gordura animal, 6leo de girassol ou diacilglicer6is) mostraram comportamentos semelhantes
ao controle (sem reducdo de gordura). A adigdo de 6leo de girassol ainda melhorou as propriedades

de aroma, sabor e textura dos produtos.
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Tabela 17. Resultados da ADQ (médias +DP) das diferentes formulages de embutidos carneos.

Atributos F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7
Aparéncia Cor (COR) 461°4021  537%0,24 5,32°+0,17 537%40,26 5444025 5404026  5,46+0,32
Quantidade de gordura (QG)  2,52°#0,26  1,47°°+0,23 1,33°+0,18 1,57°+0,20  1,51°°+0,28  1,46°°+0,26 1,60°+0,23
Uniformidade de gordura (UG)  2,50°+0,26 3,50°+0,24 3,47°+0,26 3,44°+0,28 3,48°+0,29 3,33%+0,21 3,47°+0,24
Regularidade da borda (RB)  5,32°+0,25  3,39°+0,24 3,38°+0,22 3,50°+0,20  3,50°+0,19 3,47°+0,25 3,37"+0,30
Brilho (B) 541%#0,23  2,58%+0,28 2,60°+0,18 2,44°+029  248°+0,28 2,57°+0,28 2,41°+0,23
Aroma Condimentado (CO) 1584024  1,31°40,22 1,67°40,33 1,6340,32  1,60°0,32  1,78%40,35  1,63%0,34
De carne (CA) 2,39°+0,28  3,55%+0,30 3,49%+0,27 3,62°40,25  3,56%0,27  3,50%0,31 3,60°+0,21
Oxidado (OX) 0,38%+0,03  0,48°+0,05 0,39%+0,04 0,40%0,04  0,47%0,04  0,43°+0,04 0,43°+0,04
Textura Maciez (MA) 551%0,22  3,41"+0,23 353°40,24  3,39"+0,23  342%+022  353°4022  3,29°0,19
Suculento (SU) 3,36°+0,27  2,53"+0,23 2,49"°+0,26 255°+0,26  2,53"+0,23  2,56%+0,25 2,34°40,21
Sabor Salgado (SA) 1,4540,19  1,47°40,19 1,39°+0,18 1,47°+0,26  1,40°+0,18  1,52°+0,28 1,37%0,24
Condimentado (CD) 2,67°+0,25  2,38"+0,28 2,57%+0,27 2,43°+0,26  2,57"+0,30  2,54*+031  2,54*°+0,29
Acido (AC) 1,42°+0,24  1,51°+0,19 1,57°+0,21 1,41%+024  1,36°+0,19  1,44®+023  1,54*+0,28
Ranco (RA) 2,46°+0,05  0,35°+0,04 0,63°+0,09 0,64°+0,08  0,62°+0,09 0,64°+0,09 0,60°+0,09
Defumado (DF) 0,49%+0,04  0,50°+0,05 0,53+0,06 0,56°+0,11  051°+0,06  0,48+0,04 0,44%+0,04
Picante (P1) 0,46™+0,04  0,44*+0,05 0,34°+0,04 0,40%+0,05  0,42®+0,05  0,52*°+0,04  0,55%+0,05

F1 - culturas tradicionais sem reducdo de gordura e de sais de cura (nitrito 0,015% e nitrato 0,005%), F2 - culturas tradicionais com reducdo de gordura e sem redugdo de nitrito e nitrato;
F3 - culturas tradicionais com redugdo de gordura e de nitrito e nitrato (nitrito 0,007% e nitrato 0,003%), F4 - cultura probiética (Enterococcus faecium CRL183) com redu¢do de gordura
e sem reducdo de nitrito e nitrato, F5 - cultura probiética (E.faecium CRL183) com reducdo de gordura e de nitrito e nitrato; F6 - cultura probidtica (Lactobacillus acidophilus CRL1014)
com reducédo de gordura e sem reducédo de nitrito e nitrato, F7 - cultura probidtica (L. acidophilus CRL1014),com redug¢do de gordura e nitrito e nitrato. Médias com letras iguais na
mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de médias de Tukey (p<0,05).
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Segunda Etapa: Estudo in vitro utilizando um simulador do ecossistema microbiano
humano (SEMH)

Os resultados obtidos na etapa anterior evidenciaram um comportamento muito semelhante entre as
diferentes formulagGes, indicando que a substituicdo de culturas iniciadoras tradicionais por outras
probidticas ndo influenciou negativamente a qualidade do embutido carneo. Entre os embutidos com
reducdo de sais de cura e potencialmente probidticos, o produto fermentado com E. faecium CRL 183 (F5)
apresentou, no final do periodo de armazenamento, caracteristicas superiores as do produto fermentado com
L. acidophilus CRL1014 (F7) — menor populagdo de estafilococos coagulase positiva, menor oxidacéo

lipidica, melhor perfil de textura — sendo por esse motivo selecionado para a segunda etapa do estudo.

5.7 Sobrevivéncia do Enterococcus faecium CRL 183 as condic¢des do estbmago e do duodeno
e analises microbioldgicas

Durante a fase de tratamento foram realizadas analises microbioldgicas para verificar a viabilidade
do E. faecium CRL 183 apds a passagem pelos reatores 1 e 2, que simulam o estdmago e o duodeno. A
amostra de salame (10g) foi adicionada meio basal (210 mL) obtendo-se uma concentracdo final de 10°
UFC/mL. As médias da viabilidade de E. faecium CRL 183 no salame, no estbmago e no duodeno durante
as 4 semanas de tratamento foram 8,78+0,17; 7,61+0,06 e 7,56+0,35 log UFC/g, respectivamente, sendo
que as viabilidades dos reatores diferiram, estatisticamente, do salame (p<0,05). Observa-se que apds a
adicdo do salame ao meio basal, perde-se um ciclo log, que néo € alterado ap6s a passagem do estdbmago
para o duodeno, mantendo uma populacéo viavel de E. faecium CRL 183 suficiente para entrar no primeiro
compartimento do colon (reator 3).

Apbs confirmacdo do género Enterococcus spp. em agar bile esculina azida, colénias com
morfologias distintas foram submetidas a confirmacédo de espécie por testes moleculares. A Figura 13
exemplifica os diferentes padrdes de bandas obtidos.

Apdbs passagem pelos reatores 1 e 2, 75% e 80% das coldnias submetidas a analise foram

identificadas como pertencentes a cepa CRL183. Esse resultado confirma a resisténcia da cepa
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probiotica, que apresentou reducdo de apenas um ciclo log em comparacdo a populagdo presente no

salame adicionado ao reator.

Figura 13. Confirmacao das amostras por PCR.
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L: padrdo de tamanho molecular “1kb Ladder Plus” (Invitrogen); 1: controle positivo para cepa CRL183; 2: exemplo de
amostra positiva para E. faecium, com indicativo de pertencer a cepa CRL183; 3: exemplo de amostra negativa; 4:
controle positivo para outra cepa probiética de E. faecium CRL39.

5.8 Andlise da composicdo da microbiota intestinal

Meétodos convencionais

A Tabela 18 mostra a populacdo de microrganismos presentes nas amostras retiradas dos reatores 3,
4 e 5, que simulam o célon ascendente, transverso e descendente, respectivamente, durante todo o periodo
experimental.

As populacBes de microrganismos aerobios facultativos e anaerébios totais ndo apresentaram
diferenca estatistica ao longo do periodo experimental, nos diferentes segmentos do colon. Excecao feita
aos aerobios facultativos no R5, que exibiram aumento de 0,59 ciclo log entre a fase inicial e final de
analise.

Quanto a populacdo de Enterococcus spp., observou-se um ligeiro aumento na fase de tratamento
no reator 3 (0,48 log UFC/mL), com reducéo significativa de aproximadamente 1,8 ciclos log na fase de

pos-tratamento. No reator 4 ndo houve diferenca estatistica entre os tempos de tratamento e no reator 5
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houve uma reducédo significativa de 1,27 ciclos log na fase de tratamento, e de 0,7 ciclos log na fase
seguinte (pds-tratamento), em comparacdo com o TO (controle).

Nos reatores 3 e 5, a populacao de Bifidobacterium spp. se manteve estavel na fase de tratamento,
com reducdo significativa na fase seguinte (2,39 e 1,20 log UFC/mL, respectivamente). No reator 4 houve
uma reducdo significativa na populagdo desse género de microrganismo nas fases tratamento (0,46 log
UFC/mL) e pos-tratamento (1,18 log UFC/mL), em comparagdo com a fase controle. Estes resultados s&o
contrarios aos relatados por Sivieri; Bianchi; Rossi (2011) que observaram aumento significativo de
Bifidobacterium spp. durante o periodo de tratamento com E. faecium CRL 183, em estudo utilizando o
mesmo modelo in vitro. No entanto, no referido trabalho a cepa pura de E. faecium CRL 183 foi inoculada
nos reatores, ou seja, ndo havia a interferéncia da matriz alimentar.

N&o houve diferenca estatistica na populacéo de Clostridium spp. nos reatores 3 e 4 durante todos
os periodos de analise. No reator 5 houve reducéo significativa da populacao da fase controle para a fase
de pbs-tratamento, sendo que a fase de tratamento ndo diferiu estatisticamente das demais fases. Resultados
semelhantes foram encontrados por Sivieri; Bianchi; Rossi (2011) que ndo observaram nenhuma alteracdo
na populacédo de Clostridium spp. durante o periodo de tratamento com a mesma cepa probidtica.

A populacdo de Lactobacillus spp. diminuiu em todos os reatores durante a fase de tratamento.
Sendo que nos reatores 4 e 5, célon transverso e descendente, houve um aumento na fase pos-tratamento,
em comparacao a fase anterior. Bianchi et al. (2014) estudaram o efeito de uma bebida probidtica a base de
extratos de quinoa e soja e fermentada com Lactobacillus casei (Lc-01) no ecossistema microbiano
intestinal. Os resultados também mostraram reducdo na populacdo de Lactobacillus spp. na fase de
tratamento, nos reatores 4 e 5, reducdo essa que se manteve na fase de pos-tratamento.

Com relacdo a populacdo de enterobactérias, ndo houve diferenca estatistica no reator 3. Nos
reatores 4 e 5, houve reducéo de aproximadamente 0,5 log UFC/mL na fase de tratamento, seguido de novo

aumento na fase pés-tratamento.
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No periodo de tratamento a populacéo de Bacteroides spp. se manteve sem alteracdo nos reatores 3
e 4 e exibiu reducdo de um log no reator correspondente ao colon descendente (R5). Na fase pds-tratamento
observou-se aumento desse género em todos os segmentos do célon.

A composicdo da dieta é fundamental para a determinagdo de alteragGes da microbiota intestinal.
Estudos indicam que o consumo de carne vermelha e gordura animal pode resultar em aumento na
populacdo de determinados géneros de microrganismos, envolvidos no desenvolvimento de diferentes
patologias (MOORE; MOORE, 1995). Bedani et al. (2010) estudou o efeito da ingestdo de dieta a base de
carne de vaca na composicdo da microbiota de ratos saudaveis. Os autores constataram que a ingestdo de
carne vermelha resultou em aumento na populacéo de microrganismos anaerdbios totais, enterobactérias e
Enterococcus spp. e reducéo de Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. A administracéo de um produto a
base de soja fermentado com E. faecium CRL 183 levou a um aumento na populacéo de Enterococcus spp.
e Lactobacillus e reducéo de Bacteroides spp.

No presente estudo, o consumo do produto carneo potencialmente probidtico também
resultou em reducdo de Lactobacillus spp.e, em menor grau de Bifidobacterium (R4 e R5 — fase
tratamento), géneros considerados benéficos para a manutencdo da satde. Por outro lado, ingestdo do
produto carneo fermentado com E.faecium CRL 183 pode ter inibido o aumento na populacdo de
Bacteroides spp. e Enterobactérias - géneros de microrganismos prejudiciais ao homem - pois na fase
poOs-tratamento observou-se aumento em tais grupos de microrganismos. Em funcdo da
complexidade e disponibilidade do equipamento ndo foi realizado um teste com o produto carneo
sem adicdo de probidtico, ndo sendo possivel determinar se a cepa probiética realmente protege o
ecossistema microbiano intestinal de mudancas mais drasticas e prejudiciais em sua composicao.

Testes futuros estdo sendo programados para elucidar essa questao.
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Tabela 18. Valores médios (+ desvios padrdes) das contagens (log UFC/mL) dos diferentes grupos
bacterianos, nos reatores 3, 4 e 5, que simulam o co6lon ascendente, transverso e descendente durante o

periodo experimental no simulador do ecossistema microbiano humano.

R3 (Colon ascendente)

Grupos de Microrganismos Controle Tratamento Pds-tratamento

Aerobios facultativos 8,26°+0,08 8,36°+0,01 8,19%+0,03
Enterococcus spp. 8,36°+0,13 8,84°+0,02 6,59°+0,12
Anaerdbios totais 8,44°+0,23 8,26°+0,05 8,23%+0,04

Bifidobacterium spp. 8,47°+0,08 8,58%+0,14 6,08"+0,05

Clostridium spp. 8,42°+0,01 8,24°+0,46 8,27°+010

Lactobacillus spp. 8,49%+0,09 7,47°+0,47 6,98"+0,06

Enterobactérias 8,19%+0,12 8,25%+0,40 7,57°+0,69

Bacterdides spp. 5,92°+0,97 6,35%°+1,04 8,36°+0,15
R4 (Colon transverso)

Aerébios facultativos 8,23%+0,09 8,13%+0,01 8,35°+0,01
Enterococcus spp. 7,66°+0,91 7,86°+0,02 7,66°+0,06
Anaerabios totais 8,64°+0,48 8,15%+0,04 8,57°+0,12

Bifidobacterium spp. 8,54°+0,12 8,08°+0,03 7,36°+0,05

Clostridium spp. 8,58%+0,23 8,05°+0,53 8,47°+0,03
Lactobacillus spp. 8,46°+0,09 7,03°+0,07 7,51°+0,05
Enterobactérias 8,05°+0,34 7,56°+0,15 8,05°+0,02
Bacteraides spp. 7,47°+0,72 7,33%+0,79 8,42°+0,03
R5 (Cdblon descendente)
Aerdbios facultativos 8,04°+0,42 7,92°+0,05 8,63°+0,03
Enterococcus spp. 8,14°+0,21 6,87°+0,02 7,47°+0,03
Anaerdbios totais 8,19°+0,18 8,15%+0,00 8,30°+0,03
Bifidobacterium spp. 8,44°+0,10 8,04%+0,43 7,24"+0,09
Clostridium spp. 8,67°+0,35 8,31%°+0,18 7,82°+0,80
Lactobacillus spp. 8,33%+0,13 6,00°+0,38 7,34°+0,03
Enterobactérias 8,40°+0,25 7,87°+0,18 8,07%°+0,06
Bacterdides spp. 7,79%+0,24 6,70°+0,91 8,68°+0,05

Médias com letras minudsculas na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Métodos moleculares — DGGE
A andlise de DGGE foi utilizada para monitorar mudancas qualitativas na composicao e estrutura
da comunidade de bactérias totais nos trés compartimentos do simulador do ecossistema microbiano

humano.
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Para analisar o efeito do consumo do embutido carneo fermentado na composicéao da populagéo das
bactérias totais nas diferentes por¢des que simulam o colon intestinal humano foi gerado um dendograma
incluindo todo o periodo experimental (Figura 14).

A andlise indicou que o produto contendo E. faecium CRL183 teve efeito na composicéo total da
comunidade bacteriana ap6s o periodo de tratamento, apresentando valores de similaridade superiores a
60% entre as semanas 1 e 3, com exce¢do dos R4 e R5 na segunda semana de tratamento. Entre as semanas
de tratamento e o periodo pos-tratamento, constatou-se valores de semelhanga superiores a 50%, indicando
que a cepa E. faecium CRL 183 modulou a microbiota natural e essa modificagao persistiu apds o periodo
de tratamento. O periodo de pré-tratamento evidenciou menos de 30% de similaridade com o restante do
dendograma, confirmando a modificacdo do sistema ap0s o inicio da administracdo do embutido carneo

probiotico.
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Figura 14. Dendrograma ilustrando a correlagdo entre os diferentes geis de eletroforese de gradiente

desnaturante e os perfis obtidos para as amostras de cada compartimento do colon.
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R3B = reator 3, periodo basal, R4B = reator 4, periodo basal, R5 = reator 5, periodo basal; R3T1 = reator 3, primeira semana de
tratamento, R4T1 = reator 4, primeira semana de tratamento, R5T1 = reator 5, primeira semana de tratamento; R3T2 = reator 3,
segunda semana de tratamento, R4T2 = reator 4, segunda semana de tratamento, R5T2 = reator 5, segunda semana de tratamento;
R3T3 = reator 3, terceira semana de tratamento, R4T3 = reator 4, terceira semana de tratamento, R5T3 = reator 5, terceira semana
de tratamento; R3W = reator 3, periodo de pos-tratamento, R4AW = reator 4, periodo de pos-tratamento, R5 = reator 5, periodo de
pés-tratamento.

No gréfico a seguir (Figura 15) sdo apresentados os resultados do Indice de Shannon (diversidade
das espécies) e dominancia (relacdo entre o nimero de individuos de uma determinada espécie e o
numero de individuos de todas as espécies encontradas). Observa-se uma alta dominancia nos reatores 4
e 5 na segunda semana de tratamento, sugerindo que o probidtico (E. faecium CRL 183) promoveu
competicdo com as outras bactérias presentes no simulador e, provavelmente, reduziu a diversidade
microbiana durante esse periodo. Além disso, verificou-se uma maior diversidade e menor prevaléncia na

distribuicao das bactérias totais nos demais reatores durante o periodo de analise.
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Figura 15. Indice de Shannon e dominancia.
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Dados da literatura cientifica mostram que uma microbiota diversificada esta relacionada a
manutencdo da salde e reducdo do risco de determinadas patologias (LEPAGE et al., 2011;
MANICHANH et al., 2006). Entretanto, se considerarmos doencas especificas, onde a acdo do
probidtico ja foi comprovada, como € o caso do efeito hipolipemiante da cepa E.faecium CRL 183
(CAVALLINI et al., 2009; 2011; ROSSI et al., 1994; 2000; 2008), a dominacia em relacdo a
microbiota natural do paciente pode ser importante e desejavel. Estudos clinicos que relacionem o
efeito hipolipemiante da cepa E.faecium CRL 183 e a modulacdo da microbiota intestinal sao

importantes para a confirmacédo de tal hipétese.

5.9 Anélises de &cidos graxos de cadeia curta e amoénia

A Figura 16 representa a producao de AGCC (acético, propidnico e butirico) nos reatores R3 (c6lon
ascendente), R4 (colon transverso) e R5 (colon descendente) nos periodos controle, tratamento e de pds-
tratamento.

A producdo de AGCC depende do substrato disponivel e dos microrganismos presentes no trato

gastrointestinal (BEDANI; ROSSI, 2009).
114



Observou-se reducdo na producéo de &cido acético em todos os reatores nos diferentes periodos de
analise (p<0,05). A producdo de &cido propibnico aumentou durante a fase de tratamento no colon
transverso (R4), exibindo diferenga significativa em relacdo aos demais periodos. No periodo poés-
tratamento houve uma queda significativa do valor desse AGCC nos reatores R4 e R5. A producéo de acido
butirico foi semelhante nos trés reatores, apresentando aumento na fase de tratamento e reducéo no periodo
pds-tratamento (p<0,05).

Segundo Topping e Clifton (2001) a concentragdo de AGCC é uma situagdo passageira, uma vez
que a maioria dos AGCC formados durante a fermentacao séo, imediatamente, utilizados. Para Macfarlane
e Gibson (1994) a formagdo de AGCC no intestino é dependente de diversos fatores como a composigao
quimica, fisica e a quantidade de substratos disponiveis, que afetam a fermentacéo bacteriana, que por sua
vez, depende do tipo e do nimero de diferentes populagcdes bacterianas do trato intestinal, bem como a
interacdo competitiva e cooperativa entre as diferentes espécies presentes na microbiota.

A cepa E. faecium CRL 183 apresenta efeito modulador do perfil lipidico comprovado em
modelos animais e estudos clinicos, e esse fato motivou a sua utilizacdo como cultura iniciadora no
produto carneo fermentado (CAVALLINI et al., 2009a, 2009b; ROSSI et al., 2000; 2003; 2008). A
modulacdo positiva do perfil lipidico envolve: assimilacdo direta do colesterol, desconjugacéo de sais
biliares e producéo acidos graxos de cadeia curta (AGCC), capazes de alterar a lipogénese (BEGLEY
et al., 2006; PEREIRA; GIBSON, 2002; ZHAO; YANG, 2005). Butirato é considerado uma fonte de
energia para os colondcitos auxiliando no processo de regeneracdo da mucosa intestinal. Acetato € o
principal acido graxo de cadeia curta encontrado no célon, e, apds a absor¢do, tem sido relacionado
ao aumento dos niveis de colesterol, enquanto o propionato reduz a sintese de colesterol. Dessa
forma, produtos capazes de reduzir a relacdo acetato: propionato podem auxiliar no controle dos
niveis lipidicos (WONG et al., 2006).

No presente estudo, o produto probidtico estimulou a producéo de &cido butirico durante a fase de
tratamento em todas as porcdes do colon avaliadas e de &cido propionico no colén transverso no mesmo

periodo. Por outro lado, promoveu reducdo na concentracdo de acido acético, e esse efeito poderia explicar,
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ao menos parcialmente, o efeito hipocolesterolemiante anteriormente observado por nosso grupo de
pesquisa, com 0 uso da mesma cepa probidtica. Entretanto, ndo é possivel afirmar que esse efeito é devido a

presenca da cepa probidtica, pois, 0 produto controle (com a utilizacdo de cepas comerciais) ndo foi ainda

avaliado.
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Figura 16. Concentracdo de acidos graxos de cadeia curta (Mmol) produzidos nos reatores 3, 4 e 5, que

simulam as regides ascendente, transversa e descendente do célon no simulador do ecossistema microbiano

humano, durante as trés fases do periodo experimental.
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Na Tabela 19 sdo apresentados os resultados da analise de amonia. Os resultados evidenciam

producdo crescente de ions amonio nas diferentes porcbes do célon. Observou-se também aumento

significativo na producdo desse metabdlito nos reatores 4 e 5 durante o periodo de tratamento, com maior

intensidade no reator 5 (cdlon descendente). Na semana de pds-tratamento houve reducao na producdo de

ions amonio somente no colon descendente (p<0,05).
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Tabela 19. Concentra¢des meédias (+ desvios padrdes) de ions aménio (ppm) produzidos nos reatores R3,
R4 e R5, os quais simulam as regides ascendente, transversa e descendente do célon durante o periodo

experimental do simulador do ecossistema microbiano humano.

R3 R4 R5

Periodo controle 348,17°°+9,91 477,00°® +7,04 615,83°A+6,43
Tratamento 402,82° +65,29 595,42%+39,57 978,50*+23,78
Pés-tratamento 329,33% +8,02 605,33%+15,18 883,00°4+10,58

Médias com letras mindsculas na mesma coluna e, médias com letras maitsculas na mesma linha, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (p<0,05).

Os resultados encontrados sédo semelhantes aos descritos por Sivieri et al. (2011) que investigaram
os efeitos do Enterococcus faecium CRL 183 na capacidade fermentativa da microbiota do colon
utilizando o SEMH, onde observou-se aumento na producdo de ions amoénio em todos os reatores
durante o periodo de tratamento.

Nota-se que R3 e R5 apresentaram as menores e as maiores quantidades de ions aménio,
respectivamente, independente do periodo experimental, assim como Possemiers et al. (2004) descreveu.
Macfarlane et al. (1992) sugerem que a concentracdo de ions de ambnia no intestino aumenta,
progressivamente, do colon ascendente para o descendente, devido a maior taxa de fermentagdo de
proteinas (DAVILA et al., 2013).

Resultados de Bedani et al (2011), sugerem que o E. faecium CRL 183 pode contribuir para o
aumento do teor de ions aménio, quando o consumo deste microrganismo esta associado com uma dieta de
proteina a base de carne. Uma das enzimas responsaveis pela producéo de ions aménio € a urease (KIM, et
al, 1998). Simonova et al. (2005) estudaram 29 cepas de E. faecium e verificaram que todos mostraram

atividade ureolitica.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos mostram claramente que foi possivel obter um produto carneo
fermentado, potencialmente probidtico, utilizando culturas iniciadoras que apresentam propriedades
hipolipemiantes anteriormente comprovadas. A reducdo no teor de nitrito e a substituicdo das
culturas tradicionais por outras probidticas ndo comprometeu a seguranca microbiolégica e ndo
alterou negativamente as caracteristicas fisico-quimicas dos embutidos.

A substituicdo parcial de gordura animal por 6leo de oliva resultou em aumento de dureza,
fato que néo alterou a aceitacdo hedonica global das amostras. A ADQ ndo foi capaz de diferenciar
as amostras em funcéo da cepa utilizada e da quantidade de sais de cura adicionada.

Entre as formulagOes testadas, a F5 (fermentado com E.faecium CRL 183, com reducdo de
gordura e sais de cura) mostrou-se a mais interessante sob o ponto de vista nutricional e tecnologico,
apresentando: teor total de aminas bioativas baixo e mais estdvel em funcdo do tempo, quando
comparada as demais formulacdes; melhor perfil de textura (instrumental) durante o periodo de
armazenamento e menor indice de oxidacdo (TBARS).

Os testes utilizando o simulador do ecossistema microbiano humano (SEMH) evidenciaram
que o consumo do produto fermentado com E.faecium CRL 183 com reducdo de gordura e sais de
cura (F5 — fase tratamento) pode resultar em reducdo de Lactobacillus spp. (célon ascendente,
transverso e descendente), Bacteroides spp. (célon descendente) e enterobactérias (célon transverso e
descendente) e aumento nos niveis de ions amoénio. O mesmo produto probiotico estimulou a
producdo de cido butirico e propidnico e reduziu a concentracdo de acido acético durante a fase de
tratamento, além de reduzir a diversidade e aumentar a dominancia na populacdo de microrganismos
intestinais.

Tais resultados indicam que o salame utilizado no estudo in vitro (F5) constitui uma
alternativa mais saudavel de produto carneo fermentado, pois além de possuir caracteristicas

nutricionais mais interessantes, apresenta potencial para atuar na modulacdo do perfil lipidico, por
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meio da melhora na producdo de AGCC e modulagdo da microbiota com aumento da populagdo de

E. faecium CRL 183 que é uma cepa comprovadamente hipocolesterolemiante.
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Anexo 1. Modelo de ficha para escala heddnica estruturada mista de nove pontos.

Nome: Data:

Prove a amostra e indique sua opinifio em relag3o 3 aparéncia, aroma,
sabor, textura e impressdo global, utilizando a escala abaixo:

09 gostei muitissimo Amostra:

08 gostei muito Aparéncia:

7 gostei moderadamente Cor:

6 gostei ligeiramente Aroma:

5 nem gostei/nem desgostei Sabor:

4 desgostei ligeiramente Impressdoglobal:

3 desgostei moderadamente
2 desgostei muito
1 desgostei extremamente
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Anexo 2. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — Teste de aceitacéo

Eu ,RG , Estado Civil ,

Idade anos, Residente na ,

n° ,Bairro ,Cidade ,Telefone

Declaro ter sido esclarecido sobre os seguintes pontos:
O trabalho tem por finalidade estudar o efeito da utilizacdo de bactérias laticas com capacidade de reducédo de colesterol,
nas caracteristicas tecnoldgicas, sensoriais e de seguranga de um embutido carneo fermentado, similar ao salame, com
teores de gordura, nitrito e nitrato reduzidos;
Ao participar desse trabalho contribuirei para o desenvolvimento de um produto carneo fermentado, similar ao salame,
que pode resultar em beneficios & sadide do consumidor;
Como voluntario deste estudo, terei que participar do teste de aceitacdo do salame potencialmente probi6tico e informar
0 quanto gostei ou desgostei do produto, utilizando uma ficha apropriada. Para a realizagdo da analise sensorial nao
sera necessaria a ingestéo do produto.
Os riscos ou desconfortos aos quais estarei submetido ao participar dessa pesquisa serdo minimos e, as reacdes alérgicas
ou desconfortos sdo pouco provaveis.
Todas as vezes que houver necessidade de retorno, voltarei ao laboratorio de Anélise Sensorial do Departamento de
Alimentos e Nutricdo (FCF — Araraquara). Nao terei despesas ao participar do estudo, uma vez que 0 mesmo sera
realizado nas dependéncias da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, e por isso, ndo havera a necessidade de
ressarcimento por parte da equipe responsavel ou pela Instituicdo (FCF/UNESP);
Meu nome serd mantido em sigilo, assegurando assim a minha privacidade e se desejar, deverei ser informado sobre 0s
resultados dessa pesquisa;
Poderei me recusar a participar ou mesmo retirar meu consentimento a qualquer momento da realizacéo dessa pesquisa,
sem nenhum tipo de prejuizo ou penalizagao;
Para qualquer duivida ou solicitacdo de esclarecimentos, poderei entrar em contato com a equipe cientifica (Mariana
Nougalli Roselino, tel: 3301 6932);
Para notificacdo de qualquer situacdo, relacionada com a ética, que ndo puder ser resolvida pelos pesquisadores deverei
entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de
Araraquara da UNESP, pelo telefone (0XX16) 3301-6897.

Diante dos esclarecimentos prestados, concordo em participar, como voluntario (a), do estudo “Desenvolvimento de um
embutido carneo fermentado, com teores reduzidos de gordura e sais de cura, através da utilizacdo de culturas
probidticas".

Araraquara, de de 2013.

Assinatura do Voluntario:

Assinatura do Pesquisador:

146



Anexo 3. Modelo de ficha de intencdo de compra.

Nome: Data:

Assinale abaixo a sua intengdo de compra:

Amostra:

( ) Eu certamente compraria o produto

( ) Eu provavelmente compraria o produto

( ) Tenho duvidas se compraria o produto

( ) Eu provavelmente ndo compraria o produto

( ) Eu certamente ndo compraria o produto

Comentarios:
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Anexo 4. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - ADQ

Eu , RG , Estado Civil , ldade anos, Residente na
, n° , Bairro , Cidade , Telefone

Declaro ter sido esclarecido sobre os seguintes pontos:

1. O trabalho tem por finalidade estudar o efeito da utilizacdo de bactérias laticas com capacidade de reducgéo de
colesterol, nas caracteristicas tecnoldgicas, sensoriais e de seguranga de um embutido carneo fermentado, similar
ao salame, com teores de gordura, nitrito e nitrato reduzidos;

2. Ao participar desse trabalho contribuirei para o desenvolvimento de um produto carneo fermentado, similar ao
salame, que pode resultar em beneficios & saude do consumidor;

3. Como voluntério deste estudo, terei que participar de um teste sensorial cujo objetivo é identificar e medir as
principais caracteristicas do produto (salame probiotico). Para a realizacdo da analise sensorial ndo serd
necessaria a ingestdo do produto.

4. Precisarei comparecer ao laboratorio de analise sensorial da FCF para a realizacdo da Analise Descritiva
Quantitativa do produto;

5. A minha participacdo como voluntério ter4 a duracdo de, aproximadamente, 4 meses (com 2 sessGes por
semana, sendo cada sessdo com duracao de 30 minutos);

6. Os riscos ou desconfortos aos quais estarei submetido ao participar dessa pesquisa serdo minimos e, as reacdes
alérgicas ou desconfortos sdo pouco provaveis.

7. Todas as vezes que houver necessidade de retorno, voltarei ao laboratério de Anélise Sensorial do
Departamento de Alimentos e Nutricdo (FCF — Araraquara). N&o terei despesas ao participar do estudo, uma vez
gue o mesmo sera realizado nas dependéncias da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e por isso, ndo havera a
necessidade de ressarcimento por parte da equipe responsavel ou pela Instituicdo (FCF/UNESP);

8. Meu nome serd mantido em sigilo, assegurando assim a minha privacidade e se desejar, deverei ser informado
sobre os resultados dessa pesquisa;

9. Poderei me recusar a participar ou mesmo retirar meu consentimento a qualquer momento da realizacdo dessa
pesquisa, sem nenhum tipo de prejuizo ou penalizagéo;

10. Para qualquer duvida ou solicitacdo de esclarecimentos, poderei entrar em contato com a equipe cientifica
(Mariana Nougalli Roselino, tel: 3301 6932);

11. Para notificacdo de qualquer situacdo, relacionada com a ética, que ndo puder ser resolvida pelos
pesquisadores deverei entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas do Campus de Araraquara da UNESP, pelo telefone (0XX16) 3301-6897.

Diante dos esclarecimentos prestados, concordo em participar, como voluntaria (0), do estudo
"Desenvolvimento de um embutido carneo fermentado, com teores reduzidos de gordura e sais de cura, através da
utilizagdo de culturas probioticas".

Araraquara,___ de 2014.

Assinatura do Voluntario:

Assinatura do Pesquisador:

Mariana Nougalli Roselino
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Anexo 5

. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - SEMH

Eu , RG , Estado Civil
, Idade anos, Residente na ,
n° ,Bairro ,Cidade ,Telefone
Declaro ter sido esclarecido sobre os seguintes pontos:

1. O trabalho tem por finalidade estudar o efeito da utilizagdo de bactérias laticas com capacidade de
reducdo de colesterol, nas caracteristicas tecnoldgicas, sensoriais e de seguranca de um embutido carneo
fermentado, similar ao salame, com teores de gordura, nitrito e nitrato reduzidos;

2. Ao participar desse trabalho contribuirei para o desenvolvimento de um produto carneo fermentado,
similar ao salame, que pode resultar em beneficios & saide do consumidor;

3. Os riscos ou desconfortos aos quais estarei submetido ao participar dessa pesquisa serdo minimos e, as
reacOes alérgicas ou desconfortos s&o pouco provaveis.

4. Meu nome serd mantido em sigilo, assegurando assim a minha privacidade e se desejar, deverei ser
informado sobre os resultados dessa pesquisa;

5. Estou ciente de que o material a ser doado (amostra de fezes) sera utilizado exclusivamente nesta
pesquisa, ndo podendo ser armazenado para uso posterior sem 0 meu consentimento;

6. Poderei me recusar a participar ou mesmo retirar meu consentimento a qualquer momento da realizagdo
dessa pesquisa, sem nenhum tipo de prejuizo ou penalizaco;

7. Para qualquer davida ou solicitacdo de esclarecimentos, poderei entrar em contato com a equipe cientifica
(Mariana Nougalli Roselino, tel: 3301 6932);

8. Para notificacdo de qualquer situacdo, relacionada com a ética, que nao puder ser resolvida pelos

pesquisadores deverei entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas do Campus de Araraquara da UNESP, pelo telefone (0XX16) 3301-6897.

Diante dos esclarecimentos prestados, concordo em participar, como voluntario (a), do estudo “Desenvolvimento de um

embutido carneo fermentado, com teores reduzidos de gordura e sais de cura, através da utilizacdo de culturas

probidticas".

Araraquara, de de 2013.

Assinatura do Voluntario:

Assinatura do Pesquisador:

Mariana Nougalli Roselino
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Anexos 6 e 7. Galeria do sistema API 20-Strep e APl 60 CH utilizado para a identificacdo das
espécies de Enterococcus spp. e Lactobacillus spp. presentes nas diferentes formulac6es de salames
probidticos.
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Anexo 8. Modelo de ficha utilizado no levantamento dos termos descritores.

MNome: Data:

Por favor, avalie as duas amostras quanto i aparéncia, aroma, sabor e textura, indicando em que elas sdo
similares e em que sio diferentes.

Amostras: e

Aparéncia

Textura

Sabor

Aroma
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Anexo 9. Modelo de ficha utilizado na andlise das amostras na ADQ.

MNome: Daata: L) Amostra:

Por favor, faga um trago vertical na escala no ponto que melhor descreve a intensidade de cada atributo da
amostra de salame.

Aparéncia:

1) Cor vermelha

fraca forte
2} Quantidade de gordura
pouca muita
3)  Uniformidade de gordura
pouca muita
4) Regularidade da borda
pouco muito
5) Brilho
pouco muito
Aroma:
1) Condimentado
fraco forte
2) De carne
fraco forte
3y Omdado
fraco forte
Textura:
1y Maciex
pouco muito
2} Suculento
pouco muito
Sabor:
1y Salgado
pouco muito
2y Condimentado
fraco forte
3) Acido
pouco muito
4) Rango
fraco forte
5y  Defumado
fraco forte
6) Picante
fraco forte
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Abstract

The use of probiotics in meat products has aroused interest, such as their addition in to
fermented sausages that are usually consumed in their raw form and without heating.
This work is aimed at studying the effect of using lactic acid bacteria with lipid-lowering
properties (Enterococcus faecium CRL183 and Lactobacillus acidophilus CRL1014) on the
physicochemical characteristics and safety of fermented sausages with fat and curing salt
reduction. The probiotic cultures were submitted to preliminary tests for evaluating their
resistance to curing salts and their capacity producing antimicrobial substances. The
sausages quality was evaluated by physicochemical and microbiological analyses at the
beginning of the processing and during the ripening and storage periods. The E. faecium
CRL 183 strain exhibited no log reduction in the population of viable cells (109 CFU mL)
for all evaluated concentrations of sodium chloride and nitrite, while the L. acidophilus
CRL 1014 strain showed a reduction of one log cycle in comparison with the control
treatment (p <0.05), reaching a final population of viable cells in the order of 108 CFU/mL.
All treatments presented appropriate physicochemical and microbiological characteristics to
the standards established for fermented sausage. The treatments F2-F7 (with fat reduction)
showed an increase in oleic acid and decrease in saturated acid content, compared to control
sausage. The results indicate that it is possible to obtain a potentially probiotic fermented
meat product using cultures with hypolipidemic properties. The reduction in nitrite content
and the replacement of traditional strains by probiotic ones did not compromise their

microbiological safety and technological properties.

Keywords: bacteriocins, microbiological safety, olive oil, sodium nitrite, meat

products.
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Practical Application:

The replacement of traditional cultures for probiotic did not negatively alter the
physicochemical characteristics of the sausage.

Reducing the amount of nitrite and nitrate did not compromise the microbiological
safety.

The probiotic E. faecium CRL 183 proved to be more interesting from a technological

point of view.

Introduction

Currently, the food industry is faced with a dilemma: the search for safety foods
that are minimally processed and free of food additives at the same time. This market
trend has encouraged the use of alternative forms of food preservation.

Fermentation has been used as a preservation technique for millennia, and is
considered an effective way to increase the shelf life of food and beverages by a
combined action of antimicrobial metabolites produced during the process (Ross and
others 2002).

Microorganisms able to confer health benefits to humans, known as probiotics,
are traditionally added to dairy products, including yogurt, fermented milks and dairy
desserts. Total or partial replacement of traditional starter cultures for probiotic ones can
contribute to food product safety and offer sensory, technological and nutritional
advantages, representing an attractive alternative for the food industry

(Muthukumarasamy and Holley 2007; Pidcock and others 2002).
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In the meat industry, the use of probiotics is more promising in fermented
products such as sausage, which are usually processed and consumed without heating
(Ammor and Mayo 2007; Tyopponen and others 2003).

Therefore, selecting an appropriate probiotic is crucial to get the desired
beneficial effects. Considering the high prevalence of cardiovascular disease and the
importance of lipid parameters in the etiology of this pathology, many researchers have
been devoted to identifying strains with lipid-lowering potential. Rossi and others
(1994) studied 18 bacterial strains regarding their in vitro cholesterol removal ability,
and the best results were obtained with Lactobacillus acidophilus CRL1014 and
Enterococcus faecium CRLI183. Other studies indicate that the strain of Enterococcus
faecium CRL 183 is able to modulate the intestinal microbiota (Bedani 2008; Cavallini
and others 2011) and reduce the risk of developing colon (Sivieri and others 2008) and
breast cancer (Kinouchi 2006), and intensity of inflammatory bowel disease (Celiberto
2014). Nowadays, such strains and their beneficial properties were evaluated only in
soy-based products (Cavallini and others 2009; Rossi and others 2000, 2003, 2008).

The aim of the present work was to produce a fermented sausage with fat and
nitrite reduction using two probiotic bacteria (Enterococcus faecium CRL 183 and
Lactobacillus acidophilus CRL1014) with lipid-lowering properties in order to enhance

the safety and nutritional properties of the product.

Materials and methods
Bacterial strains

The Enterococcus faecium CRLI183 and Lactobacillus acidophilus CRL1014
probiotic cultures were obtained from the Centro de Referencia para Lactobacilos —

CERELA (San Miguel de Tucuman, Argentina). The pathogenic cultures (Listeria
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monocytogenes 1AL 628, Salmonella enterica subsp. enterica ser. typhimurium 1AL
2431 and. Escherichia coli 1AL 339) used as indicators were obtained from the Adolfo

Lutz Institute — Sao Paulo, Brazil.

Sensitivity of probiotic cultures to sodium chloride (NaCl) and sodium nitrite

The probiotic cultures’ resistance to NaCl (1.0%, 1.5%, 2.0%, 2.5% and 3.0%)
and sodium nitrite (80, 100, 120, 150 and 200 ppm) added to an MRS agar medium (L.
acidophilus) or M17 agar (E. faecium) were assessed. After the reactivation, 1 ml
probiotics culture (dilution 107) was seeded in a specific medium that was
supplemented either with different concentrations of curing salts or not (control), and
then incubated at 37°C/48 hours. The results were expressed as colony-forming units
per milliliter (CFU/mL) and compared with those of the control treatment (Arihara and

Ttoh 2000).

Bacteriocin assay

The production of bacteriocins by probiotic cultures (E.faecium CRL 183 and
L.acidophilus CRL1014) was studied by the spot-on-lawn technique, using Listeria
monocytogenes 1AL 628, Salmonella enterica subsp. enterica ser. typhimurium 1AL
2431 and Escherichia coli 1AL 339 as indicating microorganisms (Lewus and others
1991). The production of bacteriocins was indicated by the presence of inhibition halo

around the colony.

Fermented sausage formulation and processing

Three batches of fermented sausages were processed on different days. The

fermented sausages were obtained in seven treatments, according to the Italian salami
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manufacturing procedure, and as proposed by Koutsopoulos and others 2008; Macedo
and others 2008; Severini and others 2003, with a few modifications.

F1 - traditional cultures without fat and curing salt reduction (0.015% nitrite and
0.005% nitrate); F2 - traditional cultures without curing salt reduction; F3 — traditional
cultures with curing salt reduction (0.007% nitrite and 0.003% nitrate); F4 and F5 -
probiotic culture (E. faecium CRL183) without and with curing salt reduction,
respectively; F6 and F7 - probiotic culture (L. acidophilus CRL1014) without and with
curing salt reduction, respectively. Treatments 2 to 7 were conducted using 8g/100 of
pork fat, corresponding to a reduction of 60% of pork fat content in comparison with
traditional formulations (T1: 20g/100g) (Terra 1998). In order to preserve the sensory
characteristics of the sausage, extra virgin olive oil that was pre-emulsified with sodium
caseinate (2g/100g) was used as a partial pork fat replacement. The fermented sausages
with curing salt reduction have been formulated to provide nitrite and nitrate
concentration that is 50% lower than that observed in traditional formulations.

The basic low-fat sausage mixture was prepared with the following ingredients
and additives: 61.5% pork meat, 28.5% cow meat, 8.0% pork fat, 2.0% olive oil, 2.5%
sodium chloride, 0.5% sodium ascorbate, 0.5% sucrose, 0.7% lactose, 0.05% garlic
powder, and 0.13% white pepper. Nitrite and nitrate were added at 0.015% and 0.05%
(without curing salt reduction) or 0.007% and 0.03% (with curing salt reduction). The
probiotic and commercial starter cultures were added in a sufficient amount to reach at
least 8 log CFU/g. The probiotic cultures were propagated in M17 broth (Himedia,
India) for 24 hours at 37°C (Enterococcus faecium CRL183) or an MRS medium (Man
Rogosa Sharpe, Accumedia, USA for 72h at 37°C (Lactobacillus acidophilus

CRL1014).
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The meat raw material was ground in a 5 to 8 mm thick stainless disc, and then
mixed with the other ingredients in a meat mixer for 5 minutes. Frozen pork fat was
manually cut and added to the mixture. Afterwards, the starter probiotic and traditional
cultures were incorporated, and the meat mixture was embedded in cellulose sausage
casings that were 50 mm in diameter. Pieces of about 15cm in length were maintained
in fermentation (7 days) and ripening (23 days), totaling 30 days in chamber
(Koutsopoulos and others 2008; Macedo and others 2008). After the fermentation and
ripening period, the sausages were vacuum-packed and stored under refrigeration (4°C)

for a period of 90 days, totaling 120 days of study.

Physicochemical analyses
All Physicochemical analyses were carried out in triplicate for each batch at

different sampling times.

pH and Water Activity measurement

pH was measured in homogenate prepared by blending 20 g of sausage with
80 ml of distilled water for 30 s. Readings were taken with a pHmetro Qualxtron (model
8010) (Liaros and others 2009). The water activity was determined in previously

crushed samples using an AqualLab Water Activity Meter (model CX-2).

Lipid oxidation determination

The 2-thiobarbituric acid (TBA) test was used to determine the oxidative
rancidity extent (Koutsopoulos and others 2008). Readings were obtained on an

Ultrospec™ 1100 pro (Amersham Biosciences Limited) at 532 nm.
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Fatty acid profile determination

The fatty acids (FA) quantification was preceded by the extraction of the lipid
fraction (Folch 1957), and the fatty acid methyl esters (FAMEs) were obtained
according to Hartman and Lago (1973) adapted to microscale (Menezes and others
2013). Analyses of FAMEs were carried out on a Varian GC gas chromatograph (model
430 GC, Varian Chromatograph Systems, Walnut Creek, CA, USA), equipped with a
CP 8412 auto injector. The Galaxie software was used for the quantification and
identification of peaks. The injections were performed on a 100-m fused silica capillary
column (ID = 0.25 mm), coated with 0.2 micrometers of polyethylene glycol (SP-2560,
Supelco, USA), using helium as the carrier gas at an isobaric pressure of 37 psi, linear
velocity of 20 cm/s, make-up gas: helium at 29 mL/min, split ratio of 1:50, volume
injected: 1.0 microL. The injector temperature was set at 250 °C and the detector
temperature at 280 °C. The oven temperature was initially held at 140 °C for 5 min, set
to increase to 240 °C at a rate of 4 °C/min, and then held isothermally for 30 min. The
qualitative FA composition of the samples was determined by comparing the retention
times of the peaks produced after injecting the methylated samples with those of the
respective standards of FA. The quantitative composition was obtained by area
normalization and expressed as mass percentage, according to the AOCS Official
Method Ce 1-62. All samples were analyzed in duplicate and the reported values are the

average of the two runs (Silva and others 2011).

Microbiological analysis
Microbiological analyses were performed at baseline, at the end of fermentation
and ripening steps, and at intervals of 30 days during the storage time, totalizing 120

days. For each period of analysis, 25 g of sausage (without casing) was removed under

ScholarOne, 375 Greenbrier Drive, Charlottesville, VA, 22901



Journal of Food Science Page 10 of 42

207  aseptic conditions and homogenized for 30min with 225 mL peptone water using a
208  Stomacher (Nova Etica, Ethik Techonlogy, Brazil). The homogenate was serially
209  diluted and used to determine microbiological safety and viable cell population.

210

211  Microbiological safety

212 The microbiological quality of fermented sausages was evaluated by studying:
213 Staphylococcus aureus - enumeration on Baird Parker agar (Accumedia, USA), at
214  37°C/48h and confirmation by the coagulase test (Silva and others 2001); total
215  coliforms and E.coli (CFU/g) - cultured on Petrifilm™ FE.coli/Coliform count plate
216  method at 37°C/48h 48h (Silva and others 2001); Salmonella spp. (CFU/g) - pre-
217  enrichment in buffered peptone water (BPW); selective enrichment in Tetrathionate
218  broth (TT - Accumedia, USA) and Rappaport Vassiliadis broth (RV - Accumedia,
219  USA); detection in Hektoen enteric agar (HE - Accumedia, USA) and agar Xylose
220  Lysine Desoxycholate (XLD - Accumedia, USA) (Downes and Ito 2002). Listeria
221 monocytogenes and Clostridium botulinum were analyzed at the Science Center and
222 Quality Food (SCQF) in the Food Technology Institute, Campinas - SP. Three
223 replicates were carried out for each microorganism group/ specie.

224

225  Viable cell counts

226 The population of microorganisms of the genus FEnterococcus spp. was
227  performed by plating on a KF Streptococcus agar selective medium (37°C/48h,
228  Himedia, India) with confirmation in agar bile esculin azide (Accumedia, USA) for all
229  colonies with different morphologies. Lactobacillus spp. was enumerated using MRS
230  agar (37°C/72h, anaerobic, Accumedia, USA).

231
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Statistical analysis

The quantitative results were reported as mean + SEM. The results were tested
by the one-way analysis of variance (ANOVA), and individual means were compared
by Tukey’s post test (p<<0.05). All analyses were carried out using the statistical

software Bioestat 5.0.

Results and discussion

Resistance to NaCl and curing salts

The use of starter cultures that are resistant to curing salts is fundamental to
obtaining fermented probiotics sausages, since the addition of NaCl and nitrite are
necessary to ensure the microbiological safety of the product (Papamanoli and others
2003).

The sensitivity to curing salts analysis revealed that Enterococcus faecium
CRL183 kept the population of viable cells at a range of 9 log CFU/mL for all evaluated
NaCl and nitrite concentrations with no difference from the control treatment (p<0.05)
(Table 1). The total Lactobacillus acidophilus CRL1014 viable cells population was
reduced in the presence of different NaCl and nitrite concentrations, differing from the
control treatment (p<0.05). The reduction in the population of Lactobacillus acidophilus
CRL 1014 was similar for all NaCl concentrations (- 1.3 log CFU/g), while the greatest
curing salt reduction was observed with the addition of sodium nitrite 200 ppm (- 0.5
log CFU/g).

The ability to resist to the curing salts is a strain-specific effect. The work
conducted by Sameshima and others (1998) concluded that among the 202

Lactobacillus species evaluated, L. paracasei ssp. paracasei, L. rhamnosus and L.
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acidophilus were resistant to curing salts. Macedo (2005) evaluated the Lactobacillus
casei (LC 01), Lactobacillus paracasei ssp. paracasei (ATCC 10746/CCT 0566) and
Lactobacillus casei ssp. rhamnosus (ATCC 7469/6645 CCT) strains resistance to curing
salts. The results showed that all strains are resistant to the tested concentrations of
NaCl (1% to 3%) and nitrite (80 ppm to 200 ppm), with no reduction in microbial
population in comparison with the control treatment.

Despite the reduction observed in its viability, the probiotic bacteria evaluated in
the present study can be used as starter cultures in fermented meat products because the
viable cell population exceeds the minimum recommended requisite for beneficial
effects attributed to probiotics (8 log CFU/ ingested daily portion) (Hill and others

2014).

Table 1.

Bacteriocin production

Probiotic cultures (Enterococcus faecium CRL183 and Lactobacillus acidophilus
CRL1014) do not produce antimicrobial substances, specifically against the
microorganisms strains used as indicators (Listeria monocytogenes 1AL 628, Salmonella
enterica ssp. enterica serovar typhimurium 1AL 2431, and Escherichia coli IAL 339)
because it was not detected an inhibition halo in the spot-on-lawn test. As the initial test
was negative for the production of antimicrobial substances, it was not necessary the
continuation of the bacteriocins production confirmation analysis (sensitivity to protease
and bacteriophages lytic action).

The conditions used in this test (medium free of sucrose or other fermentable

sugar - TSAYE - and incubating anaerobically) enabled the exclusion of inhibiting
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pathogens due to the presence of organic acids and hydrogen peroxide (Lewus and others
1991). Thus, the probiotic cultures could exert the desired protective effect by the
production of organic acids and/or hydrogen peroxide, or even through the production of
bacteriocins against other genera/species of microorganisms which were not evaluated in

this study.

Physicochemical analyses

pH and Water activity measurements

Table 2 presents the results of pH and water activity during the different stages
of the present study.

The sausage’s final pH can vary from 5.5 to 4.6, depending on the acidification
rate of the starter cultures and the presence of yeast, as Derbaryomyces hansenii, which
is capable to raise the product’s pH (Ammor and Mayo 2007).

In this study, the pH of sausages ready for consumption (T30) ranged from 4.98
to 5.26, however, no statistical difference between the treatments was observed at the
end of the fermentation (T7) and ripening (T30) periods, indicating that the use of
probiotics did not affect the fermentation process. When comparing the pH values at the
end of storage time (T120) with those at the end of the fermentation period (T7),
treatments F2 and F7 had the lowest and highest means, respectively. An eventual pH
increase can be attributed to basic compounds derived from protein degradation,
buffering substances and the decrease of electrolyte (Fernandez and others 1997,
Fonseca 1999).

Water activity represents the amount of available water for chemical and
enzymatic reactions, development of microorganisms and toxin production (Jay 1994).

In this way, the reduction of water activity inhibits the proliferation of spoilage and
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pathogenic microorganisms (Siqueira 1995). According to the Brazilian legislation
(MAPA 2000), sausages ready for consumption should present a maximum water
activity of 0.92. By the end of the ripening period, all treatments with the exception of
F2 and F7 exhibited water activity values lower than 0.92, being in accordance with
current legislation. The decrease in this parameter remained during the storage period,
and after 30 days of storage at refrigeration temperature (T60), all treatments were in

compliance with the legislation requirements.

Table 2.

Lipid oxidation determination

The lipid oxidation results are shown in Table 3.

The malondialdehyde (MDA) is the major secondary by-product of
lipid oxidation that reacts with 2-thiobarbituric acid (TBA). However, other compounds
present in the product, such as proteins and nitrite, can also react with TBA, thus

interfering with the obtained results (Silva and others 1999).

Table 3.

Some strains of lactic acid bacteria are able to inhibit the oxidation of lipids,
although the mechanism involved in this effect is still unknown (Inoue and others
1998). The results demonstrated that fermented sausages with Enterococcus faecium
CRL 183 showed the lowest oxidation means at the end of storage time (T120),
indicating that the probiotic can have a protective effect on the formation of undesirable

compounds in the product. The results were most evident for the treatment with nitrite
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reduction (T5), suggesting that this additive concentration could also affect the obtained
results.

It is observed that, from T90, there was a reduction in the lipid oxidation rate in
all treatments, except for treatment F1, and it is supposed that the pH and water activity
(Aw) are responsible for it, which are making the system inappropriate for oxidation
increase (Karel and Young 1981). Additionally, this decrease can be attributed to the
reaction by malonaldehyde with proteins during the storage period, although
malonaldehyde is a secondary by-product of the oxidation of polyunsaturated FA

(Melton 1993 cited by Marangoni 2007).

FA profile determination

Table 4 reports the fatty acid composition of the lipid fractions extracted from
the sausages obtained by the different treatments in different processing steps. The
compositions were normalized by only taking into account the identified FA. In the case
of traditional formulation (F1), most of the lipid fraction is provided by the pork fat
added as an ingredient to the formulation, besides the low levels that are naturally
present in pork meat and beef. The main FA found in this formulation at TO were oleic
(48.0%), palmitic (25.9%), and linoleic acids (8.3%), in addition to myristic, palmitoleic
and alpha-linolenic acids, which together represent less than 5.0% of total FA.
According to the Codex Alimentarius (CODEX, 2009) and the composition presented
by Gunstone and Harwood (2007), pork fat should contain 35-55% oleic acid, 20-30%
palmitic acid, 4-12% linoleic acid and up to 8% of myristic, palmitoleic and alpha-
linolenic acids together. Thus, the fatty acid composition of F1 at TO is agreement with

that found in literature.
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During the production stages, F1 presented some significant changes in fatty
acid profile, however being unimportant. Generally speaking, at the end of the storage
period (T120), the saturated fatty acid content increased from 40.4% to 42.2% in
detriment of the unsaturated fatty acid content, which decreased from 59.6% to 57.8%.
This slight modification can be related to more severe oxidative processes in F1 if
compared to other formulations, as presented in Table 4, given that the chain reactions
of oxidative rancidity occur preferentially in unsaturated FA (Dransfield 2008).

The formulations F2 - F7 provided a 60% reduction in animal fat content if
compared to F1 (control formulation), and part of this reduction was due to the reduced
amount of fat added to the formulation, and partly by the partial replacement of pork fat
for olive oil. The Codex Alimentarius (CODEX, 1999) stipulates that olive oil should
contain levels of 55 to 83% oleic acid, its most abundant fatty acid, followed by linoleic
(3.5 to 21%) and palmitic acids (7.5 to 20%). The pork fat and olive oil have, therefore,
the same principal FA, but in different proportions. The addition of olive oil to the
formulations resulted in a significant increase in oleic acid content in most cases,
especially after 120 days of production, reaching an increase of 44.3 % in F1 and 50.4%
in F6. A decrease in the saturated fatty acid content was also observed, which is
interesting from a nutritional point of view, since myristic and palmitic acids are the
main hypercholesterolemic FA (Hayes and others 2001). Murguesa and others (2003)
also verified that a 25% reduction in fat content resulted in changes in the fatty acid
profile, which was revealed by an increase in the unsaturated FA (15.22 to 23.96%) and

a reduction in the saturated FA (37.83 to 32.81%).

Table 4.
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Formulations F2 and F3 were produced using the same traditional cultures and,
in addition, F3 had a 50% reduction in the amount of added curing salts. Similarly, F4
and F5 were produced with the addition of the probiotic E. faecium CRL 183 strain,
with and without curing salt reduction, respectively. Comparably, F7 and F6 used the
probiotic L. acidophilus CRL 1014 strain, with and without curing salt reduction,
respectively. By comparing the levels of saturated FA of these formulations,
considering that each pair was added with the same microorganism (F2/F3, F4/F5, and
F6/F7), significant differences can be noted as a function of time or formulation, but
that does not indicate a possible influence of curing salt levels on the sausages. These
observations can indicate that the curing salt reduction did not result in significant
changes in the fatty acid composition of the product, which could emphasize the
advantageous aspect of this reduction on nutritional perspectives. It is important to

mention, however, that other results are needed to confirm this hypothesis.

Viable cells cont

According to the National Health Surveillance Agency’s (ANVISA)
recommendations, probiotic microorganisms must be present in the range of 8.0 to 9.0
log CFU for a daily intake of the product. This recommendation is in agreement with

international guidelines for probiotics foods (Hills and others 2014).

For treatments F4 and F5, the population of Enterococcus faecium CRL183
(Enterococcus spp.) exhibited an increase of two and one logarithmic cycle,
respectively, at the end of the ripening period (T30: 8.54+0.50 and 7.98+0.08 log
CFU/g) (Table 5). In the storage phase, regardless of which treatment, there was a
reduction in the microorganism’s population (T120 = F4: 7.15+0.03 log CFU/g and F5:

7.18+0.27 log CFU/g). The culture Lactobacillus acidophilus CRL 1014 (Lactobacillus
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spp.) showed an increase of two logarithmic cycles in the population of viable cells at
the end of the ripening period (T30) for treatment F6 (8.52+0.36log UFC/g), and of one
cycle for F7 (8.45+0.19 log CFU/g). After 90 days of storage (T120), both treatments
exhibited a reduction in the population of Lactobacillus spp. It should be noted that the
probiotic population showed no difference in all treatments after the fermentation period

(T7).

Table 5.

The obtained results confirm those that had been achieved in the preliminary
tests of curing salt resistance, thus indicating that the probiotic starter cultures are able
to survive and multiply in the meat matrix. Despite the numerical reduction in the
population of probiotic microorganisms, a daily intake to 10g of sausage (F4, F5, F6
and F7) would be enough to comply with ANVISA's and international guidelines

recommendations and ensure its possible beneficial health effects.

Macedo and others (2008) tested three cultures of Lactobacillus spp. in
combination with commercial starter cultures for producing probiotic salami. At the end
of the ripening period (T25), the population of L. paracasei, L. rhamnosus and L. casei
was 9.50.107, 5.50.10” and 3.45.10” CFU/g, respectively. Comam and others (2012) have
found that the probiotic cultures L. rhamnosus IMC 501 and L. paracasei IMC 502
developed in Italian and Swiss salami, respectively, exhibiting a viable cell population
of 10°CFU/g at the end of the storage period. Similar results were published by Rubio
and others (2013a), who have found that L. rhamnosus GG was able to dominate the

natural microbiota of meat in fermented Spanish salami, reaching levels of 10°CFU g at
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the end of ripening and storage periods. In another study, Rubio and others (2014)
evaluated six strains of Lactobacillus spp. (L. casei CTC1677, L. casei CTC1678, L.
rhamnosus CTC1679, L. plantarum 299v, L. rhamnosus GG, L. casei Shirota) as starter
cultures in fermented salamis with sodium and fat reduction, and only L. rhamnosus
CTC1679 was able to multiply and reach levels of 10°UFC/g at the end of the ripening

period.

Table 6 shows the results for contaminants in meat sausage at different stages of
the study. There was a reduction in all microorganism groups studied throughout the
experimental period, and Salmonella spp., Listeria monocytogenes and Clostridium
botulinum were absent in all treatments from the beginning of the process (TO).
Fermentation was essential for reducing the population of microorganisms because, at
the end of this step (T7), all treatments exhibited a decrease in populations of coliforms
at 45°C/E.coli. After the ripening stage (T30), it was not detected the presence of
coliforms at 45°C/E.coli (Petrifilm™ F.coli/Coliform count plate by 3M - results
expressed as less than one CFU/g).

The population of coagulase-positive staphylococci was also reduced during the
storage period, and only treatments F3, F4 and F7 showed no significant difference in
analysis between the time periods. It should be noted that, among potentially probiotic
treatments, F5 exhibited the greatest reduction in this group of microorganisms at the
end of the 120 days of storage (1.58 log CFU/g).

The results obtained are in accordance with the Brazilian National Health
Surveillance Agency (ANVISA 2001), which requires a maximum of 5.10°CFU/g (3.7
log CFU/g) for coagulase-positive staphylococci, 10°CFU/g (3.0 log CFU/g) coliform

45°C and absence of Salmonella ssp. in 25 grams of fermented meat products.
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Table 6.

Conclusions

The results clearly show that it was possible to obtain a potentially probiotic
fermented meat product with enhanced nutritional properties using bacteria that have
hypolipidemic properties as starter culture. The reduction in curing salt content and
replacement of traditional cultures by probiotic ones neither compromised the sausages’
microbiological safety, nor their physicochemical characteristics. Among the
treatments, F5 (fermented by E. faecium CRL 183, with fat and curing salt reduction)
was considered the most promising for presenting the greatest reduction in the
population of coagulase-positive staphylococci and lower lipid oxidation at the end of
the storage period. Future studies are needed to confirm the potential health effect of

this product.
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653  Table 1. Viable cell population of Enterococcus faecium CRLI183 and Lactobacillus
654  acidophilus CRL1014 exposed to different concentrations of NaCl and NaNO,.

Viable cells (log CFU/mL)

Enterococcus faecium Lactobacillus acidophilus
Curing salt concentration CRL 183 CRL 1014
0 9.44°+ 0.08 9.41*+0.07
1 9.77%+ 0.02 8.11°+0.01
NaCl 1.5 9.73%+ 0.02 8.11°+0.04
(%) 2 9.66%+ 0.03 8.15°+0.03
2.5 9.52°+0.05 8.10°+ 0.09
3 9.39°+0.07 8.14°+ 0.06
0 9.41%°+0.05 9.43%+0.03
80 9.61°+0.07 8.92%°+0.01
I‘(I;‘Nn?)z 100 9,53+ 0.03 8.93% + 0.02
p 120 9.43%¢+0.03 8.89" <4+ (.01
150 9.41%°+0.10 8.96° +0.01
200 9.34°+ 0.06 8.85¢+0.01
655 Means with the same letter in the same column do not differ from the Tukey test (p<0,05).
656
657
658
659
660
661
662
663
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Table 2. Mean values (+ standard deviations) for water activity and pH during the study period.

Time/Attributes Treatments
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7

TO

pH 5.96*4+0.36 5.99*4+0.05 6.114+0.07 6.02*4+0.19 6.08*+0.13 5.59*4+0.21 5.87*4+0.08
Wa 0.984*4£0.010  1.000*4£0.015  1.000*+0.013  0.998°4+0.001  0.981*+0.022  0.997**+0.002  0.981**+0.016

T7

pH 5.11*8+0.20 4.97840.08  5.15¢+0.10 5.03*£0.09  5.15°P+0.12  4.99°%+0.18 5.14*8°+0.05
Wa 0.978*%+0.012  0.996**+0.007  0.998*+0.014  0.971**+0.001  0.993*%+0.006  0.992**+0.002  0.982**5+0.003
T30

pH 5.21°%+0.28 5.19%+0.22 5.26"°+0.14 4.98"+0.16  5.25®P+0.07  5.11°5+0.03 5.04°°+0.20
Wa 0.916a*5+0.026  0.921*+0.008  0.9153+0.017  0.912%+0.027  0.910°+0.023  0.893*+0.038  0.916°“+0.053
T60

pH 5.14°%+0.23 5.03°+0.11 5.05°°+0.15 4.88"2+0.16 5.53%8+0.33 5.12°+0.01 5.02°°+0.14
Wa 0.852°¢40.042  0.863%°+0.012  0.870°5“£0.050  0.908°+0.009  0.844°°+0.032  0.843%+0.028  0.851°°+0.062
T90

pH 5.13°%+£0.30 5.09°%+0.05 5.18°%¢+0.04 4.98*4+0.01 4.98"%+0.14 5.02°+0.10 5.12°%€+0.05
Wa 0.820°°+0.054  0.832%°+0.046  0.835°°+0.001  0.869*+0.005 0.851°P+0.016 0.810°P+0.011  0.859*“+0.002
T120

pH 5.46*8+0.56 4.47°+0.71 51781011 5.02™8+0.18  5.398€+0.27  4.97P+0.18 5.48%%+0.43
Wa 0.810°°:0.079  0.828°+0.067  0.769°°+£0.051  0.828%+0.042  0.821°°+£0.066  0.753*°+0.072  0.820°°+0.052

F1 - traditional cultures without curing fat and curing salt reduction (0.015% nitrite and 0.005% nitrate); F2 - traditional cultures without curing salt reduction; F3 — traditional
cultures with curing salt reduction (0.007% nitrite and 0.003% nitrate); F4 and F5 - probiotic culture (E. faecium CRL183) without and with curing salt reduction,
respectively; F6 and F7 - probiotic culture (L. acidophilus CRL1014) without and with curing salt reduction, respectively. TO = initial time; T7 = end of the fermentation
period; T30 = end of the ripening period; T60, T90 and T120 = storage time at 4 ° C. Analysis of treatments: means with the same lowercase letters in the same line, at the
same time interval, do not differ from the Tukey test (p <0.05). Analysis of time: means with capital letters for the same formulation at different times, do not differ from the

Tukey test (p <0.05).
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Table 3. Mean values (+ standard deviations) of TBARS for different treatments and

processing steps.

T0

T7

T30

T60 T90

T120

F1
F2
F3
F4
F5
F6
F7

2.30%1+0.27
1.12°°+0.10
1.42°P+0.37
1.48"P+0.18
1.55°°+0.27
1.24°E+0.17

1.24°P+0.18

3.61%5+0.24
2.35%C10.42
2.41°¢10.26
2.40°¢10.19
2.09°+£0.08
2.63°°+0.20

2.35°40.05

5.27P1+0.22
4.85"810.10
4.42°810.18
4.44°810.27
4.16°3+0.28
4.22°¢+0.36

4.198+0.17

6.27°°£0.20 8.53*+0.26
5.67°£0.25 5.03°P+0.31
5.4174£0.21 5.37°4+0.26
5.49"4£0.38 5.52°4+0.24
5.15440.19  4.78%4+0.48
5.5174£0.32 5.58°°4+0.37

5.49"°210.23 5.69°2+0.25

9.44*440.30
4.61°8+0.24
4.65°8+0.28
4.39°840.33
3.77°%+0.33
4.83°8+0.08

4.45°840.38

F1 - traditional cultures without curing fat and curing salts reduction (nitrite and nitrate 0.015% 0.005%);
F2 - traditional cultures without curing salts reduction; F3 — traditional cultures with curing salts
reduction (nitrite and nitrate 0.007% 0.003%); F4 and F5 - probiotic culture (E. faecium CRLI183)
without and with curing salts reduction, respectively; F6 and F7 - probiotic culture (L. acidophilus
CRL1014) without and with curing salts reduction, respectively. TO = initial time; T7 = end of the
fermentation period; T30 = end of the ripening period; T60, T90 and T120 = storage time at 4 ° C.
Analysis of treatments: means with the same lowercase letters in the same line, in the same time interval,
do not differ by Tukey test (p <0.05). Analysis of time: means with capital letters for the same
formulation at different times, do not differ by Tukey test (p <0.05).
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682  Table 4. Mean values (+ standard deviations) obtained in the fatty acid profile for sausages obtained by different treatments and processing steps.

Fatty Acid Treatments

Fl F2 F3 F4 F5 F6 F7
TO
C14:0 Myristic Acid 1.47+0.02°°  1.55+0.00  1.40+0.02*  1.31+0.01®°  1.45+0.01°  1.56+0.00°*  1.37+0.00°"
C16:0 Palmitic Acid 25.86+0.06"" 24.54+0.02°"  23.66+0.14""  23.45+0.05°° 24.82+0.02°" 24.84+0.01"* 24.39+0.01°
C16:1 Palmitoleic acid 2.5540.01°*  2.67+0.00°*  1.97+0.01°  2.43+0.00°  2.55£0.00°°  2.64+0.00"*  2.46+0.00°*
C18:0 Stearic Acid 13.04+0.01°°  12.5440.01°°  14.36+0.04**  12.16+0.01  12.87+0.00°" 12.92+0.01°® 12.82+0.00"
C18:1n9c¢ Oleic Acid 47.96+0.06"  46.44+0.01°C  48.57+0.11°°% 48.49+0.03""  48.35+0.02*  46.40+0.01°°  48.14+0.01""
C18:2n6¢ Linoleic Acid 8.27+0.015C  11.47£0.00*  9.29+0.02°  11.39+0.02°*  9.21x0.01"  10.95+0.00* 10.06=0.01**
C18:3n3 Alpha-Linolenic Acid ~ 0.83+0.00**  0.69+0.00°>  0.76+0.01°*  0.77+0.00°*  0.75+0.00°*  0.70+£0.01°  0.75+0.00"*
T30
C14:0 Myristic Acid 1.4840.00°°  1.61+0.01**  1.37+0.01°*  1.45+0.01°*  1.57+0.01°*  1.32+0.01°  1.32+0.01°°
C16:0 Palmitic Acid 25.64+0.00  25.45+0.01""  24.49+0.05%" 24.39+0.08°*" 25.1140.01°* 24.40+0.02°® 24.61+0.01"*
C16:1 Palmitoleic acid 2.51£0.02°  2.7740.08**  2.51£0.00°*  2.56+£0.00"" = 2.64+0.01"*  2.50+0.00°®  2.28+0.00%"
C18:0 Stearic Acid 13.19+0.01°°  12.82+0.02%"  13.04+0.02°C  12.79+0.02""  12.82+0.01°® 12.99+0.01°* 13.28+0.01*"
C18:1n9¢ Oleic Acid 46.64+0.02"  47.59+0.07"  48.58+0.03"*  48.79+£0.05**  48.18+£0.00"* 48.80+0.01"> 48.41+0.00"
C18:2n6¢ Linoleic Acid 9.75£0.00°°  9.09+0.01°*  9.27+0.01®  9.28+0.01™C  8.98+0.02°  9.23+0.00°  9.32+0.01*
C18:3n3 Alpha-Linolenic Acid  0.80+0.01®  0.67+0.00®  0.75+0.00°*  0.74+0.00°®®*  0.70£0.00®®  0.76+0.00>"  0.77+0.01°*
T120
C14:0 Myristic Acid 1.60+0.00""  1.44+0.01°°  1.39+0.00*  1.43+0.01°* ~ 1.44+0.01™>  1.46+0.01°  1.36+0.00°"
C16:0 Palmitic Acid 25.89+0.03*  24.30+0.04°C  24.58+0.04°* 24.26+0.01"° 24.87+0.13°*® 23.51+0.00° 24.45+0.03°"
C16:1 Palmitoleic acid 2.26+0.00°  2.45+0.02ab®®  2.40+0.02°  2.49+0.02°  2.39+0.03°C  2.52+0.00°  2.45+0.02°"
C18:0 Stearic Acid 14.74+0.00"*  13.25+0.01*  13.53£0.01"" 13.26+0.00""  12.15+0.03'  12.79+0.00° 13.51+0.02*"
C18:1n9c¢ Oleic Acid 44.29+0.04"  48.36+0.07°"  47.40+0.05""  48.3740.02°C  47.22+0.09°° 50.41+0.00"" 48.04+0.01°
C18:2n6c¢ Linoleic Acid 10.40+0.00"*  9.47+0.00°  9.94+£0.01°*  9.45+0.00"°  11.19+0.04**  8.52+0.00°°  9.45+0.02%"
C18:3n3 Alpha-Linolenic Acid  0.83+0.01**  0.73£0.00"*  0.77£0.01°*  0.74£0.01°®  0.75+0.00"*  0.79+0.00°*  0.75+0.00°*

683 F1 - traditional cultures without curing fat and curing salts reduction (nitrite and nitrate 0.015% 0.005%); F2 - traditional cultures without curing salts reduction; F3 —
684 traditional cultures with curing salts reduction (nitrite and nitrate 0.007% 0.003%); F4 and F5 - probiotic culture (E. faecium CRL183) without and with curing salts reduction,
685 respectively; F6 and F7 - probiotic culture (L. acidophilus CRL1014) without and with curing salts reduction, respectively. TO = initial time; T30 = end of the ripening period;
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T120 = storage time at 4 ° C. Analysis of treatments: means with the same lowercase letters in the same line, in the same time interval, do not differ by Tukey test (p <0.05).
Analysis of time: means with capital letters for the same formulation at different times, do not differ by Tukey test (p <0.05).
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Table 5. Viability of probiotic microorganisms during the trial period.

Enterococcus spp.

Lactobacillus spp.

(log UFC/g) (log UFC/g)
F4 F5 F6 F7
TO 6.82%°+0.82 6.96"+1.04 6.78°5+0.04 7.60**+0.17
T7 8.09°4P+0.76  7.40**B+0.53 8.37*4+0.54 7.63*4+0.76
T30 8.54*440.50 7.98*44+0.08 8.52**+0.36 8.45*4+0.19
T60 74481015 8.36*5+0.54 8.36*+0.54 7.83%4+0.47
T90 7408019 7.63*P+£0.20 8.15**4+0.29 7.72*4+0.89
T120 7158003 7.18**P+0.27 7.73*+0.09 7.35%4+0.43

F4 and F5 - probiotic culture (E. faecium CRL183) without and with curing salt reduction, respectively;
F6 and F7 - probiotic culture (L. acidophilus CRL1014) without and with curing salt reduction,
respectively. TO = initial time; T7 = end of the fermentation period; T30 = end of the ripening period;
T60, T90 and T120 = storage time at 4 ° C. Means followed by the same lower case letters in a line and
capital letters on the column do not differ from Tukey test (p<0,05).
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Table 6. Means for population of potentially pathogenic microorganisms - microbiological safety.

Positive coagulase Coliforms 45°C/ Salmonella Listeria
staphylococci (log UFC/g) E.coli (log UFC/g) Spp. monocytogenes C.botulinum

TO Fl 4.97*40.59 3.52*440.16 Absent Absent Absent
F2 4.35*+0.10 3.32*440.16 Absent Absent Absent

F3 4.30*40.71 3.50*%+0.11 Absent Absent Absent

F4 4.25*40.77 3.36**40.11 Absent Absent Absent

F5 4.19*440.11 3.53%440.24 Absent Absent Absent

F6 4.38*4+0.09 3.59*4+0.10 Absent Absent Absent

F7 3.77°*40.61 3.53*40.05 Absent Absent Absent

T7 F1 3.81%%+0.44 2.18*%+0.00 Absent Absent Absent
F2 3.74+0.07 1.86"%+0.53 Absent Absent Absent

F3 3.73%440.02 2.24*8+0.09 Absent Absent Absent

F4 4.25*4+0.77 2.27°%+0.05 Absent Absent Absent

F5 3.42°4810.54 2.35"%+0.07 Absent Absent Absent

F6 3.76"3+0.05 2.27°%+0.01 Absent Absent Absent

F7 3.34%440.40 2.07*8+0.16 Absent Absent Absent

T30 Fl 3.59%%+0.12 <1 Absent Absent Absent
F2 3.68"%+0.19 <1 Absent Absent Absent

F3 3.70*440.01 <1 Absent Absent Absent

F4 3.69*4+0.06 <1 Absent Absent Absent

F5 3.45*81+0.49 <1 Absent Absent Absent

F6 3.70°%+0.02 <1 Absent Absent Absent

F7 3.64*440.21 <1 Absent Absent Absent

T60 Fl1 3.56"%10.11 <1 Absent Absent Absent
F2 3.69%8¢+0.32 <1 Absent Absent Absent

F3 3.69*+0.07 <1 Absent Absent Absent

F4 3.684+0.03 <1 Absent Absent Absent
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F5 3.01%48+0.70 <1 Absent Absent Absent
F6 3.60%%+0.30 <1 Absent Absent Absent
F7 3.59%440.48 <1 Absent Absent Absent
T90 Fl1 3.35%810.08 <1 Absent Absent Absent
F2 3.578¢10.33 <1 Absent Absent Absent
F3 3.66+0.08 <1 Absent Absent Absent
F4 3.59*40.20 <1 Absent Absent Absent
F5 3.29%810.03 <1 Absent Absent Absent
F6 3.69%8+0.12 <1 Absent Absent Absent
F7 3.62%440.02 <1 Absent Absent Absent
T120 Fl1 3.23%810.07 <1 Absent Absent Absent
F2 3.17%+0.03 <1 Absent Absent Absent
F3 3.46"+0.51 <1 Absent Absent Absent
F4 3.06*40.26 <1 Absent Absent Absent
F5 2.61°8+0.01 <1 Absent Absent Absent
F6 3.66*+0.12 <1 Absent Absent Absent
F7 3.63*40.31 <1 Absent Absent Absent

728 F1 - traditional cultures without curing fat and curing salt reduction (0.015% nitrite and 0.005% nitrate); F2 - traditional cultures without curing salt reduction; F3 — traditional cultures
729  with curing salt reduction (0.007% nitrite and 0.003% nitrate); F4 and F5 - probiotic culture (E. faecium CRL183) without and with curing salt reduction, respectively; F6 and F7 -
730 probiotic culture (L. acidophilus CRL1014) without and with curing salt reduction, respectively. TO = initial time; T7 = end of the fermentation period; T30 = end of the ripening period;
731 T60, T90 and T120 = storage time at 4 ° C. Means followed by the same lower case letters in a line and capital letters on the column do not differ from Tukey test (p<0,05).

732
733

734
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Table 1. Viable cell population of Enterococcus faecium CRL183 and Lactobacillus

acidophilus CRL1014 exposed to different concentrations of NaCl and NaNO,.

Viable cells (log CFU/mL)

Enterococcus faecium Lactobacillus acidophilus

Curing salt concentration CRL 183 CRL 1014
0 9.44°+ 0.08 9.41*+0.07
1 9.77°+ 0.02 8.11°+0.01
NaCl 1.5 9.73*+0.02 8.11°+0.04
(%) 2 9.66%+ 0.03 8.15°+0.03
25 9.52°+0.05 8.10°+ 0.09
3 9.39°+0.07 8.14°+ 0.06
0 9.41>°+0.05 9.43*+ (.03

80 9.61*+0.07 8.92%¢+0.01
NaNO, 100 9.53%" £ 0.03 8.93° +0.02

(ppm) 120 9.43%¢+0.03 8.89% 94 0,01
150 9.41%°+0.10 8.96° +0.01
200 9.34°+ 0.06 8.859+0.01

Means with the same letter in the same column do not differ from the Tukey test (p<0,05).
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Table 2. Mean values (+ standard deviations) for water activity and pH during the study period.

Time/Attributes Treatments
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7

TO

pH 5.96*4+0.36 5.99*4+0.05 6.114+0.07 6.02*4+0.19 6.08*+0.13 5.59*4+0.21 5.87*4+0.08
Wa 0.984*4£0.010  1.000*4£0.015  1.000*+0.013  0.998°4+0.001  0.981*+0.022  0.997**+0.002  0.981**+0.016

T7

pH 5.11*8+0.20 4.97840.08  5.15¢+0.10 5.03*£0.09  5.15°P+0.12  4.99°%+0.18 5.14*8°+0.05
Wa 0.978*%+0.012  0.996**+0.007  0.998*+0.014  0.971**+0.001  0.993*%+0.006  0.992**+0.002  0.982**5+0.003
T30

pH 5.21°%+0.28 5.19%+0.22 5.26"°+0.14 4.98"+0.16  5.25®P+0.07  5.11°5+0.03 5.04°°+0.20
Wa 0.916a*5+0.026  0.921*+0.008  0.9153+0.017  0.912%+0.027  0.910°+0.023  0.893*+0.038  0.916°“+0.053
T60

pH 5.14°%+0.23 5.03°+0.11 5.05°°+0.15 4.88"2+0.16 5.53%8+0.33 5.12°+0.01 5.02°°+0.14
Wa 0.852°¢40.042  0.863%°+0.012  0.870°5“£0.050  0.908°+0.009  0.844°°+0.032  0.843%+0.028  0.851°°+0.062
T90

pH 5.13°%+£0.30 5.09°%+0.05 5.18°%¢+0.04 4.98*4+0.01 4.98"%+0.14 5.02°+0.10 5.12°%€+0.05
Wa 0.820°°+0.054  0.832%°+0.046  0.835°°+0.001  0.869*+0.005 0.851°P+0.016 0.810°P+0.011  0.859*“+0.002
T120

pH 5.46*8+0.56 4.47°+0.71 51781011 5.02™8+0.18  5.398€+0.27  4.97P+0.18 5.48%%+0.43
Wa 0.810°°:0.079  0.828°+0.067  0.769°°+£0.051  0.828%+0.042  0.821°°+£0.066  0.753*°+0.072  0.820°°+0.052

F1 - traditional cultures without curing fat and curing salt reduction (0.015% nitrite and 0.005% nitrate); F2 - traditional cultures without curing salt reduction; F3 — traditional
cultures with curing salt reduction (0.007% nitrite and 0.003% nitrate); F4 and F5 - probiotic culture (E. faecium CRL183) without and with curing salt reduction,
respectively; F6 and F7 - probiotic culture (L. acidophilus CRL1014) without and with curing salt reduction, respectively. TO = initial time; T7 = end of the fermentation
period; T30 = end of the ripening period; T60, T90 and T120 = storage time at 4 ° C. Analysis of treatments: means with the same lowercase letters in the same line, at the
same time interval, do not differ from the Tukey test (p <0.05). Analysis of time: means with capital letters for the same formulation at different times, do not differ from the

Tukey test (p <0.05).
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Table 3. Mean values (+ standard deviations) of TBARS for different treatments and

processing steps.

TO T7 T30 T60 T90 T120
F1 23074027  3.61°°£0.24 5.27°°+0.22 6.27°°£0.20 8.53"°+0.26 9.44*+0.30
F2 1.12°£0.10  2.35°C+0.42 4.85P+0.10 5.67°°+0.25 5.03°®+0.31 4.61°5+0.24
F3 1.42°P10.37  2.41°°20.26 4.42°8+0.18 5.41°°+0.21 5.37°°*+0.26 4.65"°+0.28
F4 1.48°P+0.18  2.40°C£0.19 4.44°P+£0.27 5.49**+0.38 5.52°*+0.24 4.39°°+0.33
F5 1.55°°£0.27  2.09°°£0.08 4.16+0.28 5.15+0.19 4.78%4+0.48 3.77°+0.33
F6 1.24°F40.17  2.63°P+£0.20 4.22°+0.36 5.51°4+£0.32 5.58"4+£0.37 4.83°5+0.08
F7 1.24°P+0.18  2.35"C+0.05 4.19%+0.17 5.49°°“+0.23 5.69"*+£0.25 4.45"°+0.38

F1 - traditional cultures without curing fat and curing salts reduction (nitrite and nitrate 0.015% 0.005%);
F2 - traditional cultures without curing salts reduction; F3 — traditional cultures with curing salts
reduction (nitrite and nitrate 0.007% 0.003%); F4 and F5 - probiotic culture (E. faecium CRLI183)
without and with curing salts reduction, respectively; F6 and F7 - probiotic culture (L. acidophilus
CRL1014) without and with curing salts reduction, respectively. TO = initial time; T7 = end of the
fermentation period; T30 = end of the ripening period; T60, T90 and T120 = storage time at 4 ° C.
Analysis of treatments: means with the same lowercase letters in the same line, in the same time interval,
do not differ by Tukey test (p <0.05). Analysis of time: means with capital letters for the same
formulation at different times, do not differ by Tukey test (p <0.05).
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Table 4. Mean values (+ standard deviations) obtained in the fatty acid profile for sausages obtained by different treatments and processing steps.

Fatty Acid Treatments

Fl F2 F3 F4 F5 F6 F7
TO
C14:0 Myristic Acid 1.47+0.02°°  1.55+0.00  1.40+0.02*  1.31+0.01®°  1.45+0.01°  1.56+0.00°*  1.37+0.00°"
C16:0 Palmitic Acid 25.86+0.06"" 24.54+0.02°"  23.66+0.14""  23.45+0.05°° 24.82+0.02°" 24.84+0.01"* 24.39+0.01°
C16:1 Palmitoleic acid 2.5540.01°*  2.67+0.00°*  1.97+0.01°  2.43+0.00°  2.55£0.00°°  2.64+0.00"*  2.46+0.00°*
C18:0 Stearic Acid 13.04+0.01°°  12.5440.01°°  14.36+0.04**  12.16+0.01  12.87+0.00°" 12.92+0.01°® 12.82+0.00"
C18:1n9c¢ Oleic Acid 47.96+0.06"  46.44+0.01°C  48.57+0.11°°% 48.49+0.03""  48.35+0.02*  46.40+0.01°°  48.14+0.01""
C18:2n6¢ Linoleic Acid 8.27+0.015C  11.47£0.00*  9.29+0.02°  11.39+0.02°*  9.21x0.01"  10.95+0.00* 10.06=0.01**
C18:3n3 Alpha-Linolenic Acid ~ 0.83+0.00**  0.69+0.00°>  0.76+0.01°*  0.77+0.00°*  0.75+0.00°*  0.70+£0.01°  0.75+0.00"*
T30
C14:0 Myristic Acid 1.4840.00°°  1.61+0.01**  1.37+0.01°*  1.45+0.01°*  1.57+0.01°*  1.32+0.01°  1.32+0.01°°
C16:0 Palmitic Acid 25.64+0.00  25.45+0.01""  24.49+0.05%" 24.39+0.08°*" 25.1140.01°* 24.40+0.02°® 24.61+0.01"*
C16:1 Palmitoleic acid 2.51£0.02°  2.7740.08**  2.51£0.00°*  2.56+£0.00"" = 2.64+0.01"*  2.50+0.00°®  2.28+0.00%"
C18:0 Stearic Acid 13.19+0.01°°  12.82+0.02%"  13.04+0.02°C  12.79+0.02""  12.82+0.01°® 12.99+0.01°* 13.28+0.01*"
C18:1n9¢ Oleic Acid 46.64+0.02"  47.59+0.07"  48.58+0.03"*  48.79+£0.05**  48.18+£0.00"* 48.80+0.01"> 48.41+0.00"
C18:2n6¢ Linoleic Acid 9.75£0.00°°  9.09+0.01°*  9.27+0.01®  9.28+0.01™C  8.98+0.02°  9.23+0.00°  9.32+0.01*
C18:3n3 Alpha-Linolenic Acid  0.80+0.01®  0.67+0.00®  0.75+0.00°*  0.74+0.00°®®*  0.70£0.00®®  0.76+0.00>"  0.77+0.01°*
T120
C14:0 Myristic Acid 1.60+0.00""  1.44+0.01°°  1.39+0.00*  1.43+0.01°* ~ 1.44+0.01™>  1.46+0.01°  1.36+0.00°"
C16:0 Palmitic Acid 25.89+0.03*  24.30+0.04°C  24.58+0.04°* 24.26+0.01"° 24.87+0.13°*® 23.51+0.00° 24.45+0.03°"
C16:1 Palmitoleic acid 2.26+0.00°  2.45+0.02ab®®  2.40+0.02°  2.49+0.02°  2.39+0.03°C  2.52+0.00°  2.45+0.02°"
C18:0 Stearic Acid 14.74+0.00"*  13.25+0.01*  13.53£0.01"" 13.26+0.00""  12.15+0.03'  12.79+0.00° 13.51+0.02*"
C18:1n9c¢ Oleic Acid 44.29+0.04"  48.36+0.07°"  47.40+0.05""  48.3740.02°C  47.22+0.09°° 50.41+0.00"" 48.04+0.01°
C18:2n6c¢ Linoleic Acid 10.40+0.00"*  9.47+0.00°  9.94+£0.01°*  9.45+0.00"°  11.19+0.04**  8.524+0.00°°  9.45+0.02%"
C18:3n3 Alpha-Linolenic Acid  0.83+0.01**  0.73£0.00"*  0.77£0.01°*  0.74£0.01°®  0.75+0.00"*  0.79+0.00°*  0.75+0.00°*

F1 - traditional cultures without curing fat and curing salts reduction (nitrite and nitrate 0.015% 0.005%); F2 - traditional cultures without curing salts reduction; F3 —
traditional cultures with curing salts reduction (nitrite and nitrate 0.007% 0.003%); F4 and F5 - probiotic culture (E. faecium CRL183) without and with curing salts reduction,
respectively; F6 and F7 - probiotic culture (L. acidophilus CRL1014) without and with curing salts reduction, respectively. TO = initial time; T30 = end of the ripening period;
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T120 = storage time at 4 ° C. Analysis of treatments: means with the same lowercase letters in the same line, in the same time interval, do not differ by Tukey test (p <0.05).
Analysis of time: means with capital letters for the same formulation at different times, do not differ by Tukey test (p <0.05).
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Table 5. Viability of probiotic microorganisms during the trial period.

Enterococcus spp. Lactobacillus spp.
(log UFC/g) (log UFC/g)
F4 F5 F6 F7
TO 6.82%°+0.82 6.96"+1.04 6.78°5+0.04 7.60**+0.17
T7 8.09°4P+0.76  7.40**B+0.53 8.37*4+0.54 7.63*4+0.76
T30 8.54*440.50 7.98*44+0.08 8.52**+0.36 8.45*40.19
T60 74481015 8.36*5+0.54 8.36*+0.54 7.83%4+0.47
T90 7408019 7.63*P+£0.20 8.15**4+0.29 7.72*4+0.89
T120 7158003 7.18**P+0.27 7.73*+0.09 7.35%4+0.43

F4 and F5 - probiotic culture (E. faecium CRL183) without and with curing salt reduction, respectively;
F6 and F7 - probiotic culture (L. acidophilus CRL1014) without and with curing salt reduction,
respectively. TO = initial time; T7 = end of the fermentation period; T30 = end of the ripening period;
T60, T90 and T120 = storage time at 4 ° C. Means followed by the same lower case letters in a line and
capital letters on the column do not differ from Tukey test (p<0,05).
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Table 6. Means for population of potentially pathogenic microorganisms - microbiological safety.

Positive coagulase Coliforms 45°C/ Salmonella Listeria
staphylococci (log UFC/g) E.coli (log UFC/g) sSpp. monocytogenes C.botulinum
TO  Fl 4.97*4+0.59 3.52*+0.16 Absent Absent Absent
F2 4.354+0.10 3.32*4+0.16 Absent Absent Absent
F3 4.30"+0.71 3.50°4+0.11 Absent Absent Absent
F4 4.254+0.77 3.36*+0.11 Absent Absent Absent
F5 4.19*4+0.11 3.53*4+0.24 Absent Absent Absent
F6 4.38*+0.09 3.59%4+0.10 Absent Absent Absent
F7 3.77°*+0.61 3.53*4+0.05 Absent Absent Absent
T7 Fl 3.81%8+0.44 2.18%3+0.00 Absent Absent Absent
F2 3.74"%+0.07 1.86°%+0.53 Absent Absent Absent
F3 3.73%40.02 2.24*%+0.09 Absent Absent Absent
F4 4.25+0.77 2.27"81+0.05 Absent Absent Absent
F5 3.42*810.54 2.35%+0.07 Absent Absent Absent
F6 3.76"3+0.05 2.27"+0.01 Absent Absent Absent
F7 3.34%+0.40 2.07*%+0.16 Absent Absent Absent
T30 Fl 3.59°%+0.12 <1 Absent Absent Absent
F2 3.68"5+0.19 <1 Absent Absent Absent
F3 3.70**+0.01 <1 Absent Absent Absent
F4 3.694+0.06 <1 Absent Absent Absent
F5 3.45*4810.49 <1 Absent Absent Absent
F6 3.70°+0.02 <1 Absent Absent Absent
F7 3.64*4+0.21 <1 Absent Absent Absent
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T60 Fl1 3.56%+0.11 <1 Absent Absent Absent
F2 3.69%8¢1£0.32 <1 Absent Absent Absent
F3 3.69440.07 <1 Absent Absent Absent
F4 3.68440.03 <1 Absent Absent Absent
F5 3.01%48+0.70 <1 Absent Absent Absent
F6 3.60°%+0.30 <1 Absent Absent Absent
F7 3.59%A40.48 <1 Absent Absent Absent
T90 Fl1 3.35°%+0.08 <1 Absent Absent Absent
F2 3.57%8¢10.33 <1 Absent Absent Absent
F3 3.66*+0.08 <1 Absent Absent Absent
F4 3.59440.20 <1 Absent Absent Absent
F5 3.29*4810.03 <1 Absent Absent Absent
F6 3.69%8+0.12 <1 Absent Absent Absent
F7 3.62%440.02 <1 Absent Absent Absent
T120 Fl1 3.23%40.07 <1 Absent Absent Absent
F2 3.17%40.03 <1 Absent Absent Absent
F3 3.46*40.51 <1 Absent Absent Absent
F4 3.06*4+0.26 <1 Absent Absent Absent
F5 2.61°8+0.01 <1 Absent Absent Absent
F6 3.66*+0.12 <1 Absent Absent Absent
F7 3.63%40.31 <1 Absent Absent Absent

F1 - traditional cultures without curing fat and curing salt reduction (0.015% nitrite and 0.005% nitrate); F2 - traditional cultures without curing salt reduction; F3 — traditional
cultures with curing salt reduction (0.007% nitrite and 0.003% nitrate); F4 and F5 - probiotic culture (E. faecium CRL183) without and with curing salt reduction,
respectively; F6 and F7 - probiotic culture (L. acidophilus CRL1014) without and with curing salt reduction, respectively. TO = initial time; T7 = end of the fermentation
period; T30 = end of the ripening period; T60, T90 and T120 = storage time at 4 ° C. Means followed by the same lower case letters in a line and capital letters on the column
do not differ from Tukey test (p<0,05).
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