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RESUMO

RITTER, Ana Rita Carboni. Producao de salame tipo Italiano adicionado de
culturas iniciadoras nativas e extrato de aipo (Apium graveolens L.) como fonte
de nitrato, 2016. 86f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos)
— Programa de Pés-Graduacédo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2016.

A industria carnea busca cada vez mais ampliar e diversificar a producdo de
embutidos carneos e para satisfazer os consumidores, tem buscado elaborar novos
produtos e novos ingredientes para o seu consumo. Sais de cura (nitrato e nitrito)
sdo utilizados em produtos com o intuito de promover coloracdo desejada e evitar o
desenvolvimento de micro-organismos, como especialmente Clostridium botulinum.
No entanto, o uso ndo controlado destes conservantes pode acarretar danos a
saude dos consumidores. Devido a isto, hd uma crescente busca por conservantes
naturais. Neste contexto, objetivou-se elaborar salame tipo Italiano adicionado de
culturas iniciadoras nativas e extrato de aipo como fonte natural de nitrato. Foi
elaborado o produto, salame tipo Italiano, seguindo uma formulacdo base, mas
diferindo quanto a origem dos sais de cura e a presenga ou nao de culturas
iniciadoras nativas, gerando quatro diferentes tratamentos: (T1) culturas iniciadoras
nativas (Staphylococcus xylosus AD1 e Lactobacillus plantarum AJ2) e extrato de
aipo (Apium graveolens L.); (T2) extrato de aipo; (T3) culturas iniciadoras nativas e
sal de cura comercial e (T4) sal de cura comercial. Realizaram-se analises de pH,
acidez, ay, quebra de peso, concentracao de nitrito, nitrato, nitrito residual, forca de
cisalhamento, cor, TBARS, composicdo centesimal, analises microbioldgicas,
contagens de bactérias: bactérias acido laticas, estafilococos coagulase negativa,
coliformes a 45 °C, estafilococos coagulase positiva, Salmonella spp. e anélise
sensorial. Todos o0s tratamentos apresentaram resultados fisico-quimicos e
microbiolégicos que atendem aos padrbes da Legislacao Brasileira e a cor tipica de
produto curado. O indice de aceitabilidade do produto (T1) pelos julgadores foi de
80%, sendo que os mesmos comprariam o produto de alguma forma, ou seja, seria
adquirido sempre/muito frequentemente/frequentemente por 74,08% dos julgadores.
Conclui-se que as culturas iniciadoras nativas contribuiram para a acidificacdo e
seguranca microbioldgica, reducao de nitrato a nitrito e na textura do salame tipo
italiano, enquanto que o extrato de aipo foi eficiente como fonte de nitrato garantindo
a estabilizacao da cor. Em virtude dos parametros fisico-quimicos microbioldgicos e
sensoriais conferidos ao produto, a adicdo de culturas iniciadoras nativas e a



aplicacao de extrato de aipo como agente de cura mostrou-se uma alternativa viavel
para producao de salame tipo Italiano.

PALAVRAS-CHAVE: Embutido fermentado; cura natural; bactérias acido laticas;
estafilococos coagulase negativa.



ABSTRACT

RITTER, Ana Rita Carboni. ltalian salami type of production added native starter
cultures and celery extract (Apium graveolens L.) as a source of nitrate. 2016.
86f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) — Programa de
Pés- Graduacgédo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Departamento de Ciéncia e
Tecnologia Agroindustrial, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2016.

The meat industry is trying more and more to expand and diversify the production of
meat sausages to please the consumers and it has focused on elaborating healthier
products for consumption. Curing salts (nitrate and nitrite) are used in these products
aimed to promote the desired color and avoid the proliferation of microorganisms,
especially Clostridium botulinum. However, the indiscriminate use of these
conservatives may results in harm for the consumers’ health. Due to this, there is a
growing search for natural preservatives. In this context, we aimed to elaborate an
Italian-type salami added with native starter cultures and celery extract as a natural
source of nitrate. The ltalian type salami was produced following a base formula but
differing in terms of the origin of the curing salts and the presence or not of native
starter cultures, resulting in four different treatments: (T1) native starter cultures
(Staphylococcus xylosus AD1 and Lactobacillus plantarum AJ2) and celery extract
(Apium graveolens L.); (T2) celery extract; (T3) native starter cultures and
commercial curing salt and (T4) commercial curing salt. Analyses of acidity, a, (water
activity), weight loss, nitrite, nitrate, residual nitrite, shearing force, color, TBARS,
percent composition and bacteria count (lactic acid bacteria, coagulase negative
staphylococcus, coliforms at 45 °C coagulase positive staphylococcus, Salmonella
spp). and sensory analyses were carried out. All treatments presented
physicochemical and microbiological results which meet the Standards of the
Brazilian Legislation and the typical color of the cured product. The product
acceptance (T1) by the judges was of 80% and the product would be somehow
bought either always/quite frequently/frequently by 74,08% of the judges. It is
concluded that the native starter cultures contributed for the acidification and
microbiological safety, reduction of nitrate to nitrite and in the texture of the Italian
type salami, while the celery extract was efficient as a source of nitrate assuring the
stabilization of the color. Due to the physicochemical, microbiological and sensorial
parameters given to the product, the addition of native starter cultures and the
application of celery extract as a curing agent is seen as a feasible alternative for the
production of ltalian type salami.



KEYWORDS: Fermented sausage; natural curing; lactic acid bacteria; coagulase
negative staphylococcus.
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1 INTRODUCAO

A carne é um alimento que possui elevado valor nutricional, porém é
suscetivel a deterioragdo por micro-organismos devido a sua atividade de agua e pH
favoraveis ao desenvolvimento microbiano (ZANARDI et al., 2010). Para
conservacao de carnes, desde o inicio dos tempos, 0 homem vem utilizando varios
métodos, como a secagem, a salga, o calor e a fermentacdo. Entre os produtos
carneos fermentados, o salame é um tipico produto produzido em larga escala por
muitas industrias na regido Sul do Brasil (SAWITZKI et al., 2008; TERRA; FRIES;
TERRA, 2004).

Entende-se por salame, o produto carneo industrializado, elaborado de carnes
suinas ou suinas e bovinas, toucinho, adicionado de ingredientes, embutido em
envoltorios naturais ou artificiais, curado, defumado ou néo, fermentado, maturado e
dessecado por tempo indicado pelo processo de fabricacdo (BRASIL, 2000).

O salame tipo ltaliano fabricado no Brasil €, predominantemente, obtido a
partir de carne suina (minimo 60%), fermentado/maturado por aproximadamente
trinta dias, com aroma e sabor suaves e valores de pH em torno de 5,4 (BRASIL,
2000; TERRA, 2005).

A aceitacao de produtos carneos depende, em grande parte, do seu sabor,
determinado principalmente pelo gosto e pelos compostos volateis, constituintes do
aroma. No caso do salame, o aroma é oriundo de uma gama enorme de compostos
presentes nos condimentos e na matéria-prima e/ou produzidos nas etapas de
fermentacao e maturagdo. As enzimas enddgenas, enzimas microbianas e reagdes
quimicas sao responsaveis pela transformacao destes compostos, em volateis
(PEGG; SHAHIDI, 2004).



16

No passado, a fermentacdo da carne era efetuada espontaneamente, pela
microbiota natural da carne in natura e do ambiente. Muitos paises tém produtos
carneos tradicionais e querem manter as suas caracteristicas, no entanto, a
fermentacao com a microbiota autéctone pode produzir alimentos sem qualidade em
relacdo a seguranca microbiologica. Neste sentido, o emprego de culturas
iniciadoras em embutidos céarneos fermentados visa a obtencdo de produtos
indbcuos, com controle do processo garantindo padronizagdo quanto as
caracteristicas fisico-quimicas e propriedades organolépticas (ESSID et al., 2007).

Na obtencdo de um produto fermentado padronizado ou com controle de
processamento, mudancgas bioquimicas e sensoriais devem ocorrer na massa
carnea, sob condicdes de temperatura e umidade controladas (CASABURI et al.,
2007), para isso, € imprescindivel a participacdo de bactérias acido laticas (BAL) e
estafilococos coagulase negativa (ECN) (ESSID; HASSOUNA, 2013).

Espécies de ECN como Staphylococcus xylosus, é apontado como importante
cultura iniciadora na fabricacao de embutidos fermentados (ESSID et al., 2007). Esta
espécie se destaca devido as suas contribuicbes tecnoldgicas, pois sao
responsaveis pela melhora da cor dos produtos decorrente da atividade nitrito e
nitrato redutase, além de contribuir no flavor pela sua atividade proteolitica e lipolitica
(GALGANO et al., 2003; MARTIN et al., 2006). A BAL Lactobacillus plantarum, por
sua vez, € importante na fermentacdo devido a sua habilidade de produzir acido
latico, como principal produto da fermentacao (LEROY et al., 2006).

Em relagdo ao processo fermentativo, as reagbes de cura nos produtos
carneos € mais uma caracteristica importante que deve ser considerada. Um
elemento basico de todas as misturas de cura é o cloreto de sédio (NaCl), pois tem
um papel fundamental na estabilidade microbiol6gica e também tem uma influéncia
importante sobre o sabor e textura na cura do salame (ZANARDI et al., 2010). Além
de NaCl, nitrato (NO3s) e nitrito (NO2) de sbédio ou potassio sao ingredientes
utilizados na cura da carne.

O nitrito & o agente ativo na cura e, todas as reacoes tém algum tipo de
relagdo com a quimica do nitrito. Entretanto, para produtos carneos secos curados
ou fermentados, o nitrato € requerido ao longo do processo de secagem para a lenta
geracgao de nitrito, pelas bactérias ECN redutoras de nitrato, em meio acido (PEGG;
SHAHIDI, 2004). Além da cura, utilizam-se nitrato e nitrito para o controle de micro-
organismos, patogénicos e deteriorantes, principalmente Clostridium botulinum,
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patdbgeno responsavel por causar botulismo, considerada a mais séria das
intoxicacdes alimentares (CDC, 2007; WOODS; WOOD, 1982).

Presenca de nitrato e nitrito incluem vegetais, carnes curadas e processadas,
pescados e frangos (nos quais nitrito € adicionado). As plantas sdo as fontes
primarias de nitrato (80 a 95%), enquanto as carnes curadas e processadas sao as
fontes primarias de nitrito (SANTA MARIA, 2006; CORREIA et al., 2010;
GILCHRIST; WINYARD; BENJAMIN, 2010).

A constante preocupacdao dos consumidores com as caracteristicas dos
alimentos que consomem, conduz ao desenvolvimento de produtos que, além de
saudaveis, também promovam o bem-estar. Devido as percep¢des contraditérias da
cura por nitrito em carnes, o desenvolvimento de cura natural ou organica, esta
tendo uma larga propagacao e aceitacdo no mercado (SEBRANEK; BACUS, 2007;
CORREIA et al., 2010; LU et al., 2015).

Nos ultimos dez anos, houve um desenvolvimento continuo de produtos
curados com ingredientes naturais sendo destes o aipo, produzido para a demanda
dos consumidores em relacdo as carnes. Os produtos carneos curados podem
receber a adicdo de extratos vegetais, em substituicdo aos sais de cura, pois séo
ricos naturalmente em nitrato e favorecem a formacao da cor desejavel. Sdo varias
as fontes vegetais de nitrato, dentre os quais destacamos o extrato de aipo
(SEBRANEK et al., 2012). O extrato de aipo (Apium graveolens), liquido ou em pé, é
considerado compativel com produtos carneos, devido a auséncia de pigmentacao e
sabor suave (SEBRANEK; BACUS, 2007; BIASI, 2010; BERTOL et al., 2012).

Tendo em vista, o grande interesse em agregar valor e ampliar a diversidade
de produtos carneos e, ainda, a crescente busca por produtos mais naturais,
objetivou-se avaliar as propriedades tecnolégicas das culturas iniciadoras nativas,
Staphylococcus xylosus AD1/Lactobacillus plantarum AJ2 e extrato de aipo como
fonte de nitrato em salame tipo italiano.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar as propriedades tecnoldgicas das culturas iniciadoras nativas,
Staphylococcus xylosus AD1/Lactobacillus plantarum AJ2 e extrato de aipo como

fonte de nitrato na cura de salame tipo italiano.

2.2 Objetivos Especificos

» Elaborar formulagdes de salame tipo Italiano com adicdo de extrato de aipo
em substituicdo aos sais de cura comercial;

» Monitorar o desenvolvimento das culturas iniciadoras, durante a fermentacao/
maturacao do salame;

» Verificar os parametros microbiolégicos e fisico-quimicos, durante
fermentacdo/maturacéo e no produto final;

» Avaliar a aceitagdo sensorial e intengcdo de compra do salame, ao término do

periodo de maturagéo.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Carne

A carne é um alimento altamente proteico (16 a 22%), composto também por
agua (65 a 80%), que é seu componente principal, gordura, cujo conteudo é muito
variavel (8 a 13%) e cinzas (1,1 a 1,4%), que sao bastante constantes. Em geral a
carne bovina, suina e de frango sao fontes de vitaminas B6 e B12. A maior parte das
vitaminas da carne é relativamente estavel no processo industrial ou culinario. A
carne € uma excelente fonte de ferro e proporciona quantidades significativas de
zinco, potassio, s6dio e magnésio (PARDI et al., 2006). Bovinos, suinos, aves,
ovinos e caprinos sao as fontes mais comuns de carne para consumo humano
(HOFFMAN; CAWTHORN, 2013).

Complexas situacdes envolvem a qualidade final da carne e da composicéao
centesimal, pois dependem da espécie, linhagem, genética, sexo, idade,
alimentacdo, funcdo do musculo e sua composicdo quimica, bem como dos
fenbmenos fisioldgicos e bioquimicos que ocorrem momentos antes do abate do
animal, e durante e apés a instalacao do rigor mortis. Tais fatores e reagdes sao de
suma importancia para que ocorra a transformagédo do musculo em carne (JOO et
al., 2013).

A percepgdo da qualidade da carne para os consumidores é ampla e
subjetiva. Reflete as diferencas regionais e nacionais, etnia e cultura, consideracdes
politicas e econémicas, crencas individuais e ideologias, e informacdes no rétulo da
embalagem (THOMPSON et al.,, 2008; KORZEN; LASSEN, 2010; NDOU;
MUCHENJE; CHIMONYO, 2011; ZEPEDA et al.,, 2013). A qualidade da carne

também é avaliada em suas caracteristicas intrinsecas e extrinsecas, visuais, de
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aparéncia, fabricacdo, aspectos nutricionais, seguranca alimentar, confianca,
credibilidade, aspectos quimicos, fisicos, sensorial (FAROUK et al.,, 2007;
GRUNERT, 1997; TROY; KERRY, 2010).

Cor, marmoreio, maciez e suculéncia, sdo caracteristicas intrinsecas a carne,
além destas, a qualidade da carne depende da maneira que é produzida,
apresentacdo da mesma, embalagem, origem e marca sendo estas extrinsecas
(GRUNERT; BREDAHL; BRUNSO, 2004; TROY; KERRY, 2010). Para o
consumidor, a maciez, suculéncia e sabor sdo consideracées importantes na sua
mesa, em contraste com a solubilidade das proteinas da carne e da capacidade
destas em vincular agua e gordura, que sao parametros chave durante a fabricacao.
Algumas caracteristicas, como alta capacidade de retencdo de agua, influencia a
qualidade da carne tanto para o fabricante quanto para o consumidor em especial,
para as carnes destinadas para fritar, grelhar ou assar. Essas definicdes
convencionais de qualidade sao baseadas nas caracteristicas fisicas e quimicas da
carne (FAROUK et al., 2007).

A carne e seus derivados sado alimentos populares amplamente consumidos,
sendo componentes essenciais nas dietas dos paises desenvolvidos. Atualmente, os
consumidores exigem produtos alimentares naturais e saudaveis, incluindo produtos
a base de carnes, com melhores propriedades nutricionais (TRINDADE; OLIVEIRA,
2011).

Uma vez abatido o animal, a carne fica exposta a contaminagcdo por uma
diversidade de micro-organismos. Além disso, € preciso acrescentar o risco da
presenca de micro-organismos patogénicos causadores de intoxicacoes e infecgdes
alimentares como Campylobacter spp., Clostridium spp., Escherichia coli, Listeria
monocytogenes e Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Bacillus cereus (TROY;
KERRY, 2010; GORMLEY et al., 2011; JENSON; SUMNER, 2012; LAHOU et al.,
2015).

3.2 Produtos carneos

Na antiguidade, o homem né&o tinha a concepcao da presenca de micro-
organismos, mas percebiam que os alimentos deterioravam caso nao fossem
consumidos rapidamente. Para evitar isso, procurou buscar técnicas para ampliar a

vida util dos alimentos. Assim observou que as carnes se conservavam por mais
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tempo depois de picé-las, mistura-las ao sal e ervas aromaticas e desseca-las, apos
embuti-las, proporcionando um produto de sabor muito agradavel. A elaboracéo de
embutidos se iniciou por volta de 1500 a.C. Os embutidos crus tiveram sua origem
na regido do mediterraneo, cujo clima é muito favoravel para sua maturagao
(LUCKE, 1994).

Com as modificacées nas propriedades da carne fresca, o embutido carneo é
denominado processado, utilizando-se de técnicas como: trituracdo, adicdo de
condimentos, modificacdo da cor ou tratamento pelo calor, dentre outras. A
industrializacdo objetiva, principalmente, aumentar a vida util, aproveitar produtos e
subprodutos do abate, criar novos sabores, realcar certos cortes, melhorar a
aparéncia, permitir melhor distribuicdo do processado carneo, aumentar o valor
comercial entre outros (BRESSAN; PEREZ, 2001).

Shimokomaki (2006) destaca trés componentes da carne considerados
substratos primarios que influenciam na qualidade desta matéria-prima para fins de
processamento: a umidade, gordura e proteina. A percentagem destes
componentes, seu tipo e seu estado fisico-quimico influenciam importantes
parametros de qualidade necessarios a industrializacdo e determinarao a qualidade
final dos produtos.

Dentre as preocupagdes com a qualidade e alimentos seguros, enquadram-se
as praticas de higiene. Para a elaboracdo de um produto de qualidade, o
Regulamento Técnico sobre as Condicoes Higiénico-Sanitarias e de Boas Praticas
de Elaboracéo para Estabelecimentos Elaboradores/Industrializadores de Alimentos
(BRASIL, 1997), deve ser seguido. Outro ponto importante na fabricacdo de um
alimento carneo seguro, € a procedéncia da matéria-prima, que devera atender aos
processos de Inspecao prescritos no RIISPOA — “Regulamento de Inspecao
Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal” (BRASIL, 1952).

Trés diferentes periodos, complementares e consecutivos, podem ser
definidos na histéria dos produtos carneos, em termos de realizacbes e
oportunidades: a qualidade, periodo que iniciou cerca de 15 anos atras com a
introducdo das ISOs (Sistema de Padronizacdo da Qualidade); alimentos seguros,
periodo que iniciou com a introdugdo da Analise dos Perigos e Pontos Criticos de
Controle (APPCC); e a nutricdo e saude, periodo que esta apenas comecando.
Problemas de saude global, relacionados com a alimentagao e industria sdo cada
vez maiores. Em relacédo aos produtos carneos, o sodio e a qualidade da gordura em
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termos da composicdo de acidos graxos sao as principais prioridades
(VANDENDRIESSCHE, 2008).

Para que seja bem entendido e executado o processamento tecnoldgico das
carnes é necessario que se faca um estudo das matérias-primas empregadas, dos
envoltorios e recipientes utilizados e dos aditivos e condimentos de uso corrente nos
variados produtos carneos. Tais conhecimentos mostram-se indispensaveis para
que se possa ter garantia de uma producéao industrial qualificada, como é requerida
no caso especial de um produto, de elevado valor comercial e com alto grau de
perecibilidade, como a carne (PARDI et al., 2006).

3.2.1 Produtos carneos fermentados

A fabricacdo de um produto carneo fermentado envolve, as etapas de
fermentacao e maturacéo. A fermentacao tem duracao de aproximadamente 7 dias e
tem como caracteristica o desenvolvimento da acidificacdo e formacédo de cor
(PARDI et al., 2006). Durante esta fase, ocorre a producdo de acido lactico pelas
bactérias acido laticas (BAL) homofermentativas que contribuem para a inibicao de
bactérias indesejaveis e com a perda de agua, reduzindo a atividade de agua. Na
maturacdo ocorre uma maior desidratacdo do produto, assim como, hidrélise
enzimatica das proteinas e gorduras, gerando compostos que desempenham
importante papel nas caracteristicas sensoriais dos embutidos (LUCKE, 1994). Nas
duas etapas a sala de cura com controle de temperatura, umidade relativa e
velocidade do ar, tem importancia singular (SHIMOKOMAKI et al., 2006).

A fermentacdo é a grande responsavel pelo desenvolvimento do flavor
caracteristico e a utilizagao de culturas iniciadoras tem sido realizada para melhorar
a conservacao do produto, através da redugdo do pH pela producdo de acidos
organicos e producdo de substancias antimicrobianas, como bacteriocinas. Além
disso, é responsavel pelo desenvolvimento do sabor acido caracteristico de produtos
fermentados e acelerar o processo de maturacdo. Varias espécies microbianas tém
sido utilizadas na elaboracdo de produtos carneos fermentados, com o objetivo de
fornecer produtos com boa qualidade sanitaria (BERNARDI; GOLINELI;
CONTRERAS-CASTILLO, 2010).
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Portanto, o processo fermentativo é uma forma de conservagédo dos produtos
carneos fermentados, os quais ndo precisam ser armazenados em temperatura de
refrigeracao, pois possuem boa estabilidade pela combinagdo de diversos fatores
que atuam como obstaculos ao crescimento microbiano indesejavel (ARNAU et al.,
2007).

Os embutidos curados e fermentados condizem com as tendéncias atuais de
consumo da populacédo, devido ao fato de serem prontos para o consumo, terem
carater nutritivo, serem faceis de conservar, podem ser utilizados individualmente ou
para acompanhamento em preparacdes culindrias e, apresentam-se de variadas
formas e sabor (MACEDO et al., 2008).

Apresentam também variacbes na sua composicdo, como por exemplo,
diferencas na concentracao de cloreto de sddio adicionado. Variagdes na umidade e
atividade de agua resultam das diferencas nos niveis iniciais dos ingredientes
adicionados, bem como na composi¢cdo final do produto (OLESEN; MEYER,;
STAHNKE, 2004).

Sao produtos conhecidos como salames, aqueles elaborados com carne de
suino, bovino ou mistura de ambos. Caracterizam-se por seu sabor forte e picante,
produzido como consequéncia da fermentacdo bacteriana, que da lugar o acido
lactico e outros compostos, com variacdo de pH entre 46 e 5,2 (PRICE;
SCHWEIGERT, 1994). A acidificacdo da carne moida, durante a producdo de
embutidos secos, confere ao produto fatiabilidade, seguranca, vida util, aroma e
gosto caracteristicos (BUCKENHUSKES, 1993).

Normalmente, sdo classificados como secos ou semi-secos, embora alguns
possam ser considerados intermediarios. Embutidos secos ou do tipo italiano contém
de 30 a 40% de umidade, ndo sdo defumadas ou processadas a quente e sao
consumidas geralmente sem cozimento (JAY, 2005).

O uso de bactérias iniciadoras na producao desses embutidos, visa acelerar
0s processos fermentativos, conferir melhor sabor e aroma, aumentar a vida util e
padronizar os embutidos fermentados. Também, a utilizagcdo de barreiras fisicas e
quimicas para impedir o crescimento de micro-organismos deteriorantes e
patogénicos pode ser inserida no contexto (TALON; LEROY; LEBERT, 2007).
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3.2.1.1 Salame tipo Italiano

No Brasil, sdo produzidos em maior quantidade os salames tipo Italiano,
Milano, Hungaro, Dinamarqués, Alemao e Salaminho (BRESSAN; PEREZ, 2001).
Regulamentado pela Instrugdo Normativa n® 22/2000, salame tipo Italiano, é definido
como o produto cérneo industrializado, elaborado de carnes suinas ou suinas e
bovinas, toucinho, adicionado de ingredientes, moidos em granulometria média entre
6 a 9 mm, embutidos em envoltérios naturais ou artificiais, curado, defumado ou néo,
fermentado, maturado e dessecado por tempo indicado pelo processo de fabricacao
(BRASIL, 2000).

Os ingredientes obrigatérios para fabricacdo do salame tipo italiano sao:
carne suina (minimo de 60%), toucinho, sal, nitrito e/ou nitrato de sédio e/ou
potassio. Opcionalmente, é aceita a adicdo de carne bovina, leite em pd, acucares,
maltodextrinas, proteinas lacteas, aditivos intencionais, vinho, condimentos, aromas
e especiarias e substancias glaceantes (revestimento externo). Como coadjuvantes
de tecnologia, é permitido o uso de culturas iniciadoras (starter) (BRASIL, 2000).

A legislacéao brasileira estabelece ainda parametros fisico-quimicos (Tabela 1)

e microbiolégicos (Tabela 2) para salame tipo Italiano.

Tabela 1 - Parametros fisico-quimicos para salame tipo Italiano

Parametros %
Umidade (méax.) 35
Proteina (min.) 25
Gordura (max.) 32
Carboidratos (max.) 4
Atividade de agua (max.) 0,90

Fonte: (BRASIL, 2000)



25

Tabela 2 - Pardmetros microbiolégicos para salame tipo Italiano

Micro-organismos Limite (Max.)
Coliformes a 45°C /g 10°UFC/g
Staphylococcus coagulase positiva /g 5x 10° UFC/g
Salmonella sp/25g Auséncia /25g

Fonte: (BRASIL, 2001)
3.2.1.1 Ingredientes Obrigatérios
Carne

A carne suina (minimo 60%) e a carne bovina a serem usadas devem
obedecer as caracteristicas gerais ideais para o produto como grau de maturacéo,
pH, cor e capacidade de retencao de agua (PARDI et al., 2007).

E necessario utilizar carne maturada com pH entre 5,5 e 5,7, para reduzir os
defeitos de fabricacdo e dificultar a acdo de bactérias que se desenvolvem em
maiores valores de pH. O valor inicial de pH de 5,6 fica proximo ao ponto isoelétrico
das proteinas, sendo o ponto em que a capacidade de retencdo de agua é minima,
liberando maior quantidade de solucdo hidroproteica durante a fragmentacao
(SCHIFFNER; OPPEL; LORTZING, 2005).

De acordo com Terra (2005), a carne magra recomendada na fabricacao de
salames, é a oriunda de animais velhos, porque estes apresentam menor
quantidade de agua nos tecidos e coloragdo mais acentuada. E comum o uso de

carnes congeladas, pois evita o desenvolvimento de bactérias indesejaveis.

Gordura

A gordura suina, ou toucinho, é a gordura saturada do tecido adiposo, da
regidao dorso-abdominal do animal, entre 0 muasculo Longissimus dorsi e a pele
(OSPINA-E et al., 2010).

A gordura desempenha um papel importante na manutencéo da qualidade dos
embutidos fermentados, especialmente referentes a textura, suculéncia e sabor que
ocorre devido ao alto teor de &cidos graxos saturados (MARIANSKI; MARIANSKI,
2009).

A selecédo da gordura requer cuidados especiais, tendo em vista seu estado
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de conservacao, como também a cor, odor, sabor e consisténcia, caracteristicas
estas que variam de acordo com a espécie animal, racga, idade, alimentagao, grau de
engorda e estado geral do animal de que procede (PARDI et al., 2007). E importante
a utilizacao de toucinho fresco e refrigerado ou congelado, a fim de reduzir as
reacdes oxidativas dos lipidios, para a conservacao do embutido (SCHIFFNER,;
OPPEL; LORTZING, 2005).

A oxidacdo dos lipideos nos musculos € iniciada em nivel de membranas
celulares, que sdo ricas em acidos graxos poli-insaturados. O grau e a extensao
deste processo sao influenciados por fatores pré-abate como alimentacéo e estresse
hidrico, e po6s-abate como pH, temperatura da carcaca, encolhimento pelo frio,
desossa mecénica e moagem. Estes fatores, causam a compartimentalizagao celular
e provocam desnaturagdes proteicas, com a liberagdo do ferro cataliticamente ativo
da mioglobina. A interag&o do ferro e de outros agentes pro-oxidantes com os 4cidos
graxos polinsaturados, resulta na geragdo de radicais livres € na propagacao das
reacoes oxidativas. A extensdo destas reagdes pode comprometer a qualidade final
dos produtos processados durante a vida util do produto. Por isso, é importante
tomar medidas durante o processo tecnolégico, como a manutencdo de

temperaturas controladas e auséncia de luz (SHIMOKOMAKI et al., 2006).
Sal (NaCl)

O cloreto de sédio desempenha quatro fungdes no embutido: dissolve-se na
agua para formar a salmoura, que atua no retardo do crescimento microbiano;
solubiliza proteinas miofibrilares, facilitando a emulsificacdo das gorduras; aumenta
a capacidade de retencdo de agua; contribui para o gosto caracteristico, além do
flavor carneo natural (TERRA; FRIES; TERRA, 2004).

Para consumo humano, o sal € o cloreto de sddio cristalizado extraido de
fontes naturais. Deve ser cristais brancos, de granulometria uniforme, inodoro, ter
sabor salino-salgado proprio. Nao pode apresentar sujidades, micro-organismos
patogénicos ou impurezas. O sal constitui ingrediente essencial, no desenvolvimento
de propriedades funcionais e sensoriais. Em produtos carneos, controla a textura,
interferindo nas ligagcdes da agua com as proteinas miofibrilares, confere sabor,
estabiliza a cor e protege contra o desenvolvimento microbiano (INSUMOS, 2013).

O sal também pode ter efeitos oxidativos indesejaveis nos produtos carneos
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(TERRA; FRIES; TERRA, 2004), pois exerce efeito acelerador da oxidagdo da
gordura. As carnes curadas acabam ficando mais sujeitas a rancidez oxidativa, e isto
se deve ao fato do sal acelerar a acado da lipoxidase presente no musculo. A
defumacdo reduz este efeito pela acao de antioxidantes fendlicos presentes na
composicao da fumaca (LAWRIE, 2005).

O sal é extensivamente usado devido aos beneficios que confere, tais como: a
preservacao e extensdo da vida Uutil, prevencao de crescimento dos micro-
organismos, reducao da atividade de agua, controle da acdao enzimatica, facilidade
para a extracao de certas proteinas, contribuicido para uma fermentacao desejavel,
(TOLDRA, 2007).

O sal inibe o desenvolvimento de células microbianas pela ocorréncia da
plasmolise. A quantidade de cloreto de sodio e agua € igual em ambos os lados da
membrana celular, pois a agua consegue passar em ambas as direcoes da
membrana. Quando em uma solugcdo salina de 5% no interior da célula, a
concentracdo de agua é maior, e por difusdo a agua vai da zona em que sua
concentracao é elevada para a zona de concentragédo baixa, ou seja, a agua sai das
células, deixando-as com aspecto contraido (ZEUTHEN; BOGH-SORENSEN, 2003).

As concentracées de NaCl de 1,0 - 1,5% resultam em produtos carneos
emulsificados instaveis e concentragées de 1,5 - 2,5% de NaCl sdo necessarios
para a formulacao de produtos aceitaveis. As concentracoes de NaCl dependem do
pH do produto, da origem da carne e do tipo de produto. Entre 1,2 e 1,8% de NaCl
fornecem liga adequada com pH elevado (6,0). Niveis reduzidos de NaCl tém
resultado na diminuicdo da aceitabilidade do produto, devido a menor consisténcia e
ao decréscimo de pontos na avaliagdo sensorial (PARDI et al., 2007).

O sal é adicionado nas formulacbes em concentracdes de 2,5 a 3%,
ocorrendo um aumento no produto dessecado. O NaCl em combinagcdo com o nitrito
de so6dio (150ppm) com pH reduzido, forma um sistema inibidor, ou seja o sal
potencializa as substancias conservadoras, além de reduzir a atividade de agua
(VARNAN; SUTHERLAND, 1998).

Sais de cura

Os sais mais utilizados sédo o nitrato de sodio (NaNQO3) e o nitrito de sodio
(NaNOy). Nitrito é o agente ativo na cura e todas as reacdes tém algum tipo de



28

relagdo com a quimica do nitrito. Entretanto, para produtos carneos secos curados
ou fermentados, o nitrato é requerido ao longo do processo de secagem para
gradativamente gerar nitrito pelas bactérias nitrato redutoras (PEGG; SHAHIDI,
2004). Além da cura, utilizam-se nitrato e nitrito para o controle de varios micro-
organismos patogénicos e deteriorantes. Dentre os patogénicos, cita-se Clostridium
botulinum, em razdo de causar o botulismo, considerada a mais séria das
intoxicacoes alimentares (CDC, 2016) .

Substéancias auxiliares sao utilizadas como coadjuvantes de cura, tais como:
acucares, fosfatos, substancias de natureza redutora como os ascorbatos e 0s
eritorbatos. O acido ascorbico, em associagdo com o nitrito previne o botulismo,
além de ser agente redutor, antioxidante. Também reduz o estado de oxidacao de
muitos metais e a atividade catalitica. Os ascorbatos, além de contribuirem para a
reducdo do nitrito residual, aceleram a formacao da cor vermelha tipica, e também
inlbem a sintese de nitrosaminas, substancia a qual se atribuem propriedades
carcinogénicas (SEBRANEK; BACUS, 2007; SINDELAR; MILKOWSKI, 2011).

Durante o processo de cura, o nitrito € convertido em acido nitroso, que é reduzido
a 6xido nitrico (Figura 1). Este, por sua vez, converte a mioglobina em mioglobina
nitrosa, pigmento vermelho, caracteristico de produtos carneos curados ndo cozidos.
Com o aquecimento, a mioglobina nitrosa, forma um composto estavel, o hemocromo,

que é similar, porém com a porcao globina desnaturada (ROCA, 2005).

2NaNO- bactenas | snanO2 + 02
(nitrato de sadio) (nitrito de sédip)
NaNO. + Ha0 pH54-60 | uNOo2 + NaOH

facido nitrosao)

1 HNO- substancias redutoras s INO + HNO; + HoD

{xido nitrica)

Figura 1 — Conversao de nitrato de so6dio a nitrito de sédio até 6xido nitrico. Fonte:

FORREST et al, 1974.

As principais fungdes do nitrito nas carnes curadas séo formagao da cor rosa-

avermelhada e sabor caracteristico associado com carnes curadas, melhoramento
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da textura. Contribui para o desenvolvimento do flavor; além de servir como um
antioxidante eficaz e agente antimicrobiano por si s, ou, em combina¢cao com outros
ingredientes. O nitrato pode ser reduzido a nitrito para executar a mesma fungao
(SINDELAR; MILKOWSKI, 2011). Portanto, o nitrato presente naturalmente ou
artificialmente e adicionado em solug¢des de cura deve ser convertido em nitrito pela
microbiota da carne ou pela adicdo de bactérias que possuem atividade nitrato
redutora (SEBRANEK; BACUS, 2007).

Grande parte do nitrito e nitrato desaparece durante a producdo. Assim,
estima-se que acima de 50% do nitrito adicionado € perdido em 24 horas € menos
de 10% permanece depois de 7 dias. Desse modo, a quantidade de NO, consumida
por uma pessoa em carnes curadas € muito menor que a quantidade adicionada
(PARDI et al., 2007).

A legislacao brasileira que regulamenta sobre o uso de aditivos em carnes e
produtos carneos, limita o uso de nitrito de sddio e/ou potassio em 150ppm, e o de
nitrato de sdédio e/ou potassio em 300ppm, ambos expressos como quantidade
residual maxima (BRASIL, 1998).

Culturas iniciadoras

Antes da década de 60, a fermentagdo era resultado da acao dos micro-
organismos presentes naturalmente na carne ou através de contaminagdes, sobre
0s acgucares existentes nas formulagdes, com producao de acido latico. Com isso, 0s
padrdes de qualidade do produto ndo se mantinham uniformes. A partir de 1961,
culturas puras de micro-organismos (bactérias, leveduras e mofos), denominadas
culturas iniciadoras ou starter, passaram a ser utilizadas, resultando em produtos
com melhor qualidade (TERRA, 2005).

As culturas iniciadoras, geralmente, sdo compostas por mais de um tipo de
micro-organismo. Sao adicionadas nos produtos e desenvolvem-se a partir de
processo fermentativo, com o objetivo de somar suas acdes e obter um produto final
de melhor qualidade (SIMONOVA et al., 2006).

Para que uma cultura seja selecionada como cultura iniciadora, esta precisa
apresentar algumas caracteristicas como: ndo ser patogénica, toxica ou alergénica;

possuir fenétipo e gendtipo estavel; ser competitiva em condi¢ces tipicas do
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processo (tolerancia ao sal, nitrito, pH baixo, atividade de reduzir a agua e
temperatura de processo) fornece alguns beneficios tecnoldgicos (acidificacéo,
preservacao, formacao do flavor, o que contribui com a seguranca e qualidade); e
ser identificavel por métodos especificos (HAMMES; HERTEL, 1998).

As culturas iniciadoras fazem parte indissociavel da tecnologia de fabricacao
de produtos carneos fermentados, sendo constituidas por numerosas espécies de
micro-organismos. As vantagens de sua utilizacdo sao tanto para o consumidor
quanto para o fabricante. Dentre elas, inibicdo dos micro-organismos deteriorantes e
patogénicos, reducdo do tempo de fabricagdo e fermentacdo, homogeneidade do
produto, controle do metabolismo bacteriano melhorando as caracteristicas
sensoriais, facilidade de uso tecnologico e aumento do valor nutricional (ESSID et
al., 2007).

As bactérias acido laticas (BAL), mais comumente utilizadas em produtos
carneos fermentados, sdo responsaveis pela rapida fermentacédo, que conduzem a
uma diminuicdo do pH e, assim, a prevencao da deterioracdo. A acidificacao abaixo
do ponto isoelétrico das proteinas musculares, promove a diminuicao da capacidade
de retencédo da agua, facilitando a dessecacédo do produto, reduzindo o tempo de
maturacao (MIRALLES; FLORES; PEREZ-MARTINEZ, 1996).

Lactobacillus plantarum pertence ao grupo de BAL, é homofermentativa,
Gram-positiva e catalase-negativa. Sawitzki et al. (2008), observaram que L.
plantarum AJ2 se desenvolveu em pH entre 3,9 e 9,6 a 37 °C. Essas caracteristicas
de L. plantarum sao apreciadas, pois a utilizacao de lactobacilos homofermentativos
na producado de embutidos carneos é desejavel, uma vez que produzem somente
acido lactico, enquanto que os heterofermentativos produzem, além do &cido lactico,
acido acético, etanol e dioxido de carbono (GEISEN; LUCKE; KROCKEL, 1992). A
formacao desses compostos pode prejudicar a qualidade do embutido, em virtude de
que a alta concentracao de acido acético contribui para o desenvolvimento de flavor
desagradavel e a alta quantidade de di6xido de carbono produz indesejaveis orificios
no produto (BUCKENHUSKES, 1993).

Além de BAL, estafilococos coagulase negativa (ECN), tais como
Staphylococcus xylosus e Staphylococcus carnosus, sao utilizados para melhorar o
sabor de embutidos carneos fermentados (BERDAGUE et al., 1993). S. xylosus é a
espécie dominante de ECN em salame italiano (COCOLIN et al., 2001; ROSSI et al.,
2001).
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As caracteristicas fisioldgicas e propriedades tecnolégicas que S. xylosus
possui sdo importantes para produtos carneos fermentados como a producao de
catalase, ndo producdo de coagulase, formacdo de &acido a partir de glicose,
sacarose, maltose, manose, lactose e xilose. Cerca de 80% das linhagens reduzem
nitrato, de 40 a 70% possuem atividade lipolitica, a maioria possui atividade
proteolitica, crescimento em 7,5%, 10% e 15% de NaCl e em temperaturas de 15 e
45°C (KLOSS; SCHLEIFER, 1986).

A atividade da enzima nitrato-redutase de S. xylosus merece destaque, uma
vez que a acgao desta promove a formacdo e estabilizacdo da cor. Outra
caracteristica importante é a producao de catalase por parte do micro-organismo. A
catalase evita a formacao de compostos lipidicos de sabor e aroma indesejaveis ao
produto final. Ainda, sado responsaveis pelo desenvolvimento de substancias
aromaticas e acidos organicos que tém importante papel no desenvolvimento do
flavor (LUCKE, 2000; SIMONOVA et al., 2006).

ECN fazem parte do grupo de cocos Gram-positivo e catalase positiva
(GCC*). Sao micro-organismos presentes naturalmente em produtos carneos
artesanais. Espécies GCC™ predominantes em embutidos carneos naturalmente
fermentados pertencem aos géneros Staphylococcus (Familia Staphylococcaceae) e
Kokuria (Familia Micrococcaceae) (MAURIELLO et al.,, 2004; DROSINOS et al.,
2005; ESSID et al., 2007; FIORENTINI et al., 2009).

Fiorentini et al. (2009) demonstraram que, Staphylococcus xylosus AD1
isolado de embutidos com fermentacao natural, apresentou crescimento durante a
fermentacao, estabilidade no processo de liofilizacdo e conservacao, auséncia de
producédo de enterotoxinas e viabilidade para aplicacdo como cultura iniciadora de
forma simples ou associada com bactérias laticas na elaboracdo de embutidos
fermentados.

Atualmente, a maioria das culturas iniciadoras comerciais disponiveis para
produtos carneos, possui uma mistura de BAL (géneros Lactobacillus e
Pediococcus) e cocos Gram positivo e coagulase negativa (géneros Staphylococcus
e Kocuria) (CASTILHO, 2014). Esses grupos sao responsaveis pelas reacdes
microbianas que ocorrem simultaneamente durante a fermentagao (TOLDRA, 2010).
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Conservantes naturais

Devido as percepcoes contraditérias quanto ao consumo de produtos carneos
fermentados curados utilizando sais de cura, os consumidores tém optado pelo
consumo de produtos nao curados ou organicos. Aromas ou especiarias naturais e
extrato de salsdo ou aipo foram frequentemente listados como ingredientes
utilizados em substituicdo ao nitrato comercial, uma vez que sdo de origem vegetal e
sao fonte significativa deste composto (SEBRANEK; BACUS, 2007). Todos os
produtos curados independente da fonte de nitrato/nitrito € ou nitrito, devem seguir
0s aspectos legais da legislacdo, quanto a adicdo dos mesmos aos produtos e suas
respectivas quantidades.

Os vegetais sdao bem conhecidos como fonte de nitrato e contém
concentracdes elevadas entre 1500 - 2800ppm, como por exemplo aipo, alface e
beterraba (NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES, 1982). Na forma de extratos
vegetais ou em po, estdo disponiveis comercialmente e podem ser usados como
ingredientes em alimentos naturais e organicos. A analise de alguns extratos de
vegetais comercialmente disponiveis mostraram que cenoura, aipo, beterraba e
espinafre contem 171ppm, 2114ppm, 2273ppm e 3227ppm de nitrato,
respectivamente. Apdés 10 dias de armazenamento a temperatura ambiente, niveis
de nitrato nestes extratos diminuiu 14 a 22%. Nitritos ndo foram detectados
inicialmente, mas as concentragdes de 128 a 189ppm de nitrito foram encontrados
apés 10 dias a temperatura ambiente, provavelmente resultante de uma reducao
bacteriana de nitrato, pois o nitrato a partir do momento que é reduzido a nitrito,
passam a ter a funcdo de conservantes do produto, lembrando que o nitrito é
principio ativo da conservagdo.(SEBRANEK; BACUS, 2007).

A cura natural da carne ocorre pela adicao da fonte natural de nitrato que é
reduzido a nitrito por culturas iniciadoras com capacidade nitrato-redutora. Este
processo vem sendo melhorado ao longo do tempo e, pelo desenvolvimento de um
extrato vegetal concentrado de aipo (Apium graveolens var. dulce), observou-se uma
concentragéo elevada de nitrato, em cerca de 3% (SEBRANEK et al., 2012).

Desde os anos 50, aipo em p6 tem sido usado em produtos a base de carne
como um agente aromatizante e, culturas iniciadoras para fermentacao de linguigas.

No entanto, s6 no final dos anos 1990 que o conceito de combinar estes dois
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ingredientes para criar um processo de cura "natural" foi desenvolvido (SINDELAR,
et al., 2007b). Aipo em pé estava originalmente disponivel em sua forma de nitrato,
porém foi posteriormente pré-convertido em nitrito por alguns processadores
(SEBRANEK; BACUS, 2007). Considera-se que 0 aipo em po pré-convertido contém
em torno de 10.000 a 15.000ppm de nitrito de sédio (SINDELAR et al., 2010). No
entanto, a adicao de p6 de aipo a carne processada € geralmente limitada a 0,2 -
0,4% do peso da formulacdo, pois niveis mais elevados do que estes podem
desenvolver sabores indesejaveis (SINDELAR et al., 2007a). Contém uma
quantidade significativa de nitrato de ocorréncia natural, mas se nao utilizada em
combinacao com culturas nitrato-redutoras, esta ndao sera a melhor fonte alternativa
de nitrito, pois ndao produzira um produto curado padrdo. Alahakoon et al. (2015)
consideram que pela auséncia de pigmentos e um sabor suave o extrato de aipo nao
prejudica o sabor dos produtos carneos.

Qualidade sensorial de salames

Dentre as caracteristicas da qualidade sensorial, o flavor € muito importante.
Enquanto a rejeicdo dos produtos é influenciada pela aparéncia (cor) e textura
respectivamente, o flavor é a caracteristica que convence o consumidor a comprar o
produto. A cor da carne curada tipica, é associada a formacao do pigmento heme
oxido nitrico, estabilizado pela desnaturacdo do componente globina (TERRA;
FRIES; TERRA, 2004).

O flavor tipico do salame vem de um processo complexo, que envolve a
fermentacao dos carboidratos, protedlise, lipélise, oxidagao lipidica, condimentos,
sais de cura e outros. O papel desempenhado pela lipblise é importante, pois os
acidos graxos liberados servirdo de substrato para as mudancgas oxidativas
responsaveis pelo desenvolvimento do aroma (SHIMOKOMAKI et al., 2006).

Os compostos aromaticos fundamentais ao flavor sdo derivados do
metabolismo, provindos tanto das mudancas de lipidios, proteinas, fracdo de
carboidratos, interagdes entre o musculo e o metabolismo microbiano, como por
reacdes quimicas. Proteinas e lipidios estdo sujeitos a hidrélise catalisada por
enzimas da carne (tecido muscular e adiposo), facilitando o metabolismo de
peptideos, aminoacidos e acidos graxos formados por micro-organismos (bactérias)
(TERRA; FRIES; TERRA, 2004).
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A fatiabilidade do produto carneo ocorre em consequéncia da formacdo do
gel, devido a acidificacdo que contribui para a desnaturacdo e geleificacdo das
proteinas miofibrilares e liberacdo da agua ligada, com a secagem (SCHIFFNER,;
OPPEL; LORTZING, 2005).

A formacdo da textura tipica dos produtos carneos fermentados inicia-se
quando o desenvolvimento de BAL é favorecido pela presenca de carboidratos no
produto, promovendo a fermentagdo e consequente producao de acidos (TERRA,
2005).

O salame deve conter uma consisténcia homogénea, capaz de resistir ao
corte e ter fatiabilidade. Quando essas caracteristicas ndo ocorrem, o produto
apresenta crostas, buracos e massa sem consisténcia. Esses defeitos podem ser,
consequéncia de embutimento sem a conveniente extragdo do ar ou um excesso de
ventilagdo, secando rapidamente a parte externa, quando o ideal seria uma
secagem lenta do meio interno para o externo. Se a amostra for pastosa ou mole,
pode ter ocorrido defeito na escolha das matérias-primas, com pH alterado ou ainda
a mistura de uma massa sem controle, fazendo com que a mesma perca o poder da
emulsdao (MASTROGIACOMO, 1983).

O processo de formacao de liga € um processo fisico-quimico que envolve
interacdes entre particulas de carne e gordura e proteinas liberadas durante a
trituracao e salga. O grau de ligacdo dependera do nivel de acidificacdo e do tempo
de fermentagdo. A medida que os valores de pH reduzem (<5,3), 0 componente
extraido da proteina atua na ligacao entre as particulas de carne e gordura por meio
da modificacdo de sua forma sol para gel, aumentando a consisténcia do produto
(SERVICO BRASILEIRO DE RESPOSTAS TECNICAS, 2008).

A presenca de acidos promove a reducao do pH até valores proximos da faixa
em que se situa o ponto isoelétrico da maioria das proteinas da carne (pH 5,3 a 5,5),
condicdo em que a capacidade de ligacdo da agua pelas proteinas € reduzida
(PINTO; PONSANO; HEINEMANN, 2001).

As moléculas de agua, em pH neutro, sdo carregadas eletricamente,
contendo cargas positivas e negativas, as quais encontram-se ligadas com o0s
grupos reativos das proteinas miofibrilares, das proteinas sarcoplasméaticas e o
colageno da carne. A reducao do pH, atingindo o ponto isoelétrico das proteinas da
carne, é responsavel pela diminuicdo do niumero de grupos reativos disponiveis para
a ligacdo da 4gua com as proteinas, havendo igualdade entre o numero de grupos
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reativos carregados positiva e negativamente, o que promove a repulsao entre as
moléculas de agua e proteinas (SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA, 1997). Dessa
forma, as moléculas proteicas aproximam-se uma das outras, havendo a formacéao
de novas ligacdes que estabilizam a estrutura carnea. Esse processo é
caracterizado pelo encolhimento de produto e perda de agua, sendo denominado
sinérese (LIMA, 2009).

A influéncia dos acidos produzidos promove uma agregacdo mais intensa e
mais estavel das proteinas, formando uma estrutura firme. Paralelamente, a
diferenca entre a atividade de dgua do produto e a umidade relativa da camara de
maturacao faz com que haja perda de agua por evaporacao. Durante a fermentacao
e a secagem, devido a perda de agua e a desnaturacao proteica, ocorre substituicao
das ligacOes inicialmente instaveis por ligacdes de condensagcdo estaveis e o
sistema proteico viscoso inicial € transformado de seu estado em estado de gel
coloidal. Essa estrutura é estabilizada por ligacées ramificadas, proporcionado ao
produto caracteristicas de elasticidade e fatiabilidade (PINTO; PONSANO;
HEINEMANN, 2001).



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Na elaboracdo do produto as carnes inspecionadas de bovino, suino e
toucinho foram adquiridas no comércio local da cidade de Pelotas/RS.

O extrato de aipo (p0), obtido do vegetal Apium graveolens L., denominado de
aipo foi fornecido pela empresa NATUREX Ingredientes Naturais Ltda., origem
Suica).

As culturas iniciadoras nativas SxLp (Staphylococcus xylosus AD1 e
Lactobacillus plantarum AJ2) estavam armazenadas & — 80 °C, no Laboratério de
Microbiologia de Alimentos/UFPel.

Conservante (sal de cura comercial - B002) e os condimentos para salame
(B181) foram fornecidos pela empresa Bremil e antioxidante da empresa Kraki.

4.2 Delineamento experimental

O experimento consistiu de duas repeticbes biolégicas com quatro
tratamentos cada réplica. Os tratamentos consistiram de: (T1) adicao de culturas
iniciadoras nativas e extrato de aipo; tratamento 2 (T2) sem adicdo de culturas
iniciadoras nativas e extrato de aipo; tratamento 3 (T3) adi¢cdo de culturas iniciadoras
nativas e conservante comercial; tratamento 4 (T4) sem adicdo de culturas
iniciadoras nativas e conservante comercial. Cada tratamento foi composto por 42
pecas de salame de aproximadamente 290 g cada, totalizando 12 kg de massa por
tratamento. Para as analises fisico-quimicas, a cada tempo ou dias de coleta, duas
pecas de cada tratamento foram coletadas, aleatoriamente (16 pecas) e analisadas
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em duplicatas. Para as analises microbiologicas foi coletada uma peca de cada
tratamento e analisadas em duplicata (8 pecas) nos tempos ou dias 0, 7, 14, 21 e

26, bem como a analise sensorial realizada no tempo ou dia final de maturacao.

4.3 Fermentacao e liofilizacao das culturas iniciadoras nativas

Dada a importancia as culturas iniciadoras, (SAWITZKI et al., 2007) e
(FIORENTINI, A. M. et al., 2009), isolaram e caracterizaram molecularmente, a partir
de embutidos artesanais na regidao Sul do Brasil, Lactobacillus plantarum AJ2 e
Staphylococcus xylosus AD1, respectivamente e, confirmaram a possibilidade de
seu uso como culturas iniciadoras na producéo de salame tipo Milano. Tais culturas
foram utilizadas na realizacdo deste trabalho. Estas se encontravam armazenadas a
-80 °C. Para a obtencao da massa celular necessaria para a producao de salame, foi
retirada uma alcada da cultura estoque em agar TSA (Trypticase Soy Agar) de
Lactobacillus plantarum AJ2 e inoculado em tubos contendo 9 mL do caldo MRS
(Man Rogosa and Sharpes) (Merck, Darmstadt, Germany). O mesmo procedimento
foi realizado com Staphylococcus xylosus AD1, porém inoculado em caldo BHI
(Brain heart infusion) (Merck, Darmstadt, Germany). Ambos foram submetidos a
incubagcédo a 37 °C por 12 horas. Apds este periodo de incubagéo, confirmado o
crescimento visualmente através da turvacdo do meio, o volume de caldo contido no
tubo foi transferido para frascos contendo 900 mL de seus respectivos caldos,
seguindo para incubacado (Agimax modelo AG - 45). A temperatura foi mantida em
37 °C com agitacao constante de 100 oscilagées/minuto, durante 8 horas, condi¢des
determinadas em testes preliminares. Para a obtencdo da massa celular o volume
dos frascos foi aliquotado para tubos de Falcon estéreis e centrifugados a 7.500 rpm
durante 7 min a 4°C (Eppendorf, modelo Centrifuge 5430 R). Em seguida, foi
realizado o descarte do sobrenadante e no tubo de Falcon contendo a massa celular
foi efetuada a adicao de 0,2mL de crioprotetor (leite em p6é 10%), e passado para
vial, seguindo para ultra-freezer e mantidos a -80 °C, até o momento da liofilizagao.
A liofilizagdo (Liotop, Liobras, Brasil), foi realizada por um periodo de 24 horas.
Efetuou-se a contagem em placa contendo o meio especifico para cada cultura, para
determinar a concentracdo de células viaveis. O armazenamento das culturas

liofilizadas se deu a -80 °C, até o uso na preparacgao do salame.
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4.4 Elaboracao de salame tipo italiano

O salame foi produzido no laboratério de Processamento de produtos de
origem animal da Universidade Federal de Pelotas sob condigbes tradicionais de
acordo com a legislacado vigente, matérias-primas selecionadas e boas praticas de
fabricacdo (Figura 2). A carne suina, bovina e o toucinho resfriados, foram picados
em pedacos de aproximadamente 4 a 5 cm e acondicionados em sacos plasticos
com aproximadamente 2 kg cada saco para que 0 seu congelamento ocorresse 0
mais rapido possivel a -18 °C.

Foram elaboradas quatro formula¢des correspondendo ao (T1) com culturas
iniciadoras nativas SxLp (Staphylococcus xylosus AD1 e Lactobacillus plantarum
AJ2) e com extrato de aipo; (T2) sem culturas iniciadoras nativas e com extrato de
aipo; (T3) com culturas iniciadoras nativas SxLp e com sal de cura comercial; e (T4)
sem culturas iniciadoras e com conservante comercial.

A formulagao base consistiu-se de 70% de carne suina (pernil), 20% de carne
bovina (dianteiro) e 10% de toucinho (costolombar). Os ingredientes foram sal
(Diana) 2,7%, condimentos para salame (B181 Bremil) 0,50%, antioxidante (Kraki)
1,0%, leite em po6 (Ninho Nestlé) 0,2%. Os citados a seguir foram adicionados, ou
nao, conforme o tratamento especifico. Extrato de aipo (Naturex Ingredientes
Naturais Ltda) 1,4%, sal de cura comercial (BO02 Bremil) 0,3%, cultura iniciadora
(Staphylococcus xylosus AD1) 0,0125%, cultura iniciadora (Lactobacillus plantarum
AJ2) 0,0125%.

As carnes foram moidas separadamente em moedor de carne (Metvisa) com
disco de 6mm e o toucinho moido em disco de 8mm. Apés esta etapa foi realizada a
mistura das carnes e toucinho em misturadeira (Skymsen). Assim que estava
homogeneizada a massa, foi retida uma amostra da mesma para em seguida serem
realizadas analises microbiolégicas. Seguindo a etapa de producao, foi adicionado
os condimentos, um por vez e, distribuidos por toda a superficie da massa e
misturado novamente. Quando a temperatura da massa atingiu 18 °C, as culturas
iniciadoras liofilizadas, na concentracdo de 10 log UFC.g™", foram ressuspendidas
em 4gua ultra pura a temperatura ambiente por 30 min e, apdés uma pré-
homogeneizagdo da massa com os ingredientes para evitar o contato direto das
culturas com os ingredientes, deu-se a sua adicao.
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Apébs o descanso da massa, por 2 horas a temperatura de 5 °C (Figura 3), a
mesma foi embutida em tripas de colageno com calibre de 50mm de diametro
(Global Casing IMP E EXP, Ucrania), previamente hidratadas em agua tépida e
adicionado 1% de sal por 10 min, usando uma embutideira (Malta). As pecas de
salame foram moldadas e amarradas manualmente, pesando aproximadamente 250
a 300g cada peca, e etiquetadas.

Ao término de cada batelada de massa, foram retiradas amostras dos
diferentes tratamentos, para analises do tempo 0 (T0) ou primeiro dia de producéo,
como contagem de BAL e ECN, determinacao de pH, acidez, umidade, a,, € peso.

Recehimenta
matérias primas
2 insumos

mMoagerm da
matéria prima

mistura dos
temperos e
condimentos

Adicdo das
Il <3| cdlturas

- iniciadaras
Embutimento

Secageme
rmaturacan

Estocagem

Figura 2 - Fluxograma de produg¢ao do salame tipo italiano.
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(a) (b)

Figura 3 — ReagOes de cura na massa base da elaboracdo de salame contendo sal de cura comercial
(a) e massa contendo extrato de aipo (b).

4.5 Fermentacao /Maturacao do Salame Tipo Italiano

Apoés identificadas, as amostras de salame foram penduradas em varas de
inox para a sua sustentacdo, armazenados em camara de maturacao com variagcoes
de temperatura de 14 a 15 °C, umidade do ar de 76 a 79% e velocidade do ar entre
0,2 a 0,5 m/s, respectivamente, permanecendo nestas condicbes até atingir a
atividade de agua menor que 0,90, definindo o término da maturacéo.

4.6 Analises fisico-quimicas

As andlises fisico-quimicas de pH, acidez, ay, perda de peso, nitrito, nitrato,
nitrito residual, cor, textura, TBARS e composicdo centesimal foram realizadas
conforme os métodos descritos por AOAC (2012).

4.6.1 Determinacao do pH

A determinagéo do pH das amostras de salame, foi realizada nos dias 0, 1, 2,
3,4,5, 6,7, 14, 21 e 26 de acordo com o método descrito pela (AOAC, 2012).
Aproximadamente 10g de amostra foram pesadas em um frasco e homogeneizada
em 100 mL de agua destilada agitando primeiramente manualmente e, depois com
agitador magnético, até que as particulas ficassem uniformemente suspensas. O
liquido foi utilizado para determinagdo do pH com leitura em pHmetro (Hanna 1 A,
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Brasil) .

4.6.2 Acidez

A acidez foi determinada por titulometria nos dias 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 14,21 e
26 de acordo com o método descrito pela AOAC (2012). Para andlise de acidez, 25
mL da solugédo de pH, foram retirados com auxilio de pipeta volumétrica (25 mL) e
transferidos para erlenmeyer de 250 mL, adicionado algumas gotas do indicador
fenoftaleina 1% (m/v) e, como titulante utilizou-se NaOH 0,001 M. O resultado foi

expresso em percentual de acido latico, conforme a férmula seguinte:

%ac ldtico =
( (Pa/4)

Vgasto. fc.0,01. 100)_ 0.09

Onde;

Vgasto= Volume gasto do titulante

fc = Fator de correcéao da solucgéo titulante
0,01= M da solucéo titulante

Pa = Peso amostra

0,09 = Conversao em acido latico
4.6.3 Atividade de agua (ay)

A atividade de agua (ay) foi determinada utilizando-se medidor de atividade de
agua (Novasina AG, Tecnal, Switzerland), a temperatura de 25 °C, nos dias 1, 3, 5,
7,14,21 e 26.

4.6.4 Perda de peso

A perda de peso foi determinada pela relacdo entre a massa (peso) do
salame obtida logo apds seu preparo, e a massa (peso) apés 1, 2,3,4,5,7,14,21 e
26 dias de maturacdo. As amostras foram pesadas individualmente, em balanca
analitica (Shimadzu, AUY 220, Brasil).
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4.6.5 Nitrito e Nitrato

A determinacdo de nitrito e nitrato das amostras foi realizada no tempo 0 e
nitrito residual aos 26 dias, conforme Instrucdo Normativa n® 20/99 - MAPA
(BRASIL, 1999).

4.6.6 Cor

A cor dos salames, no produto final, foi obtida através dos parametros L, a* e
b*, com medidas realizadas com colorimetro (Minolta CR 300, Japao). As amostras
de salames foram fatiadas e colocados em placas de petri de vidro para facilitar a
leitura. O parametro L* indica a luminosidade e a* e b* sdo as coordenadas de
cromaticidade, na qual L*, varia de 0 (preto) a 100 (branco), a*, varia do verde (-) ao
vermelho (+) e b*, varia do azul (-) ao amarelo (+). Foram realizadas leituras em 2

pontos da superficie de 3 fatias (15 mm de espessura) para cada amostra.

4.6.7 Textura - Forca de cisalhamento

A textura, avaliada pela forca de cisalhamento, foi realizada no produto final
com auxilio de um texturémetro (TA.TX Plus Texture Analyzer). As amostras de
salames foram cortadas em rodelas: 5 rodelas de cada amostra de 2 cm de
espessura cada rodela e colocadas no texturémetro.

4.6.8 TBARS

Para a determinacdo das substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) foram adaptadas as metodologias propostas por Raharjo, Sofos e Schmidt
(1992) e Yildiz-Turp e Serdaroglu (2010). Sendo pesadas, em tubos de Falcon, 3g
de cada amostra, seguindo com adicdo de 18 mL da solucao de acido tricloroacético
5% (m/v) e 0,5 mL da solugdo de BHT (Butil hidroxi tolueno) 0,15% (m/v). A mistura
foi homogeneizada por 1 minuto em agitador vortex (ATS 100 — Arsec — SP, Brasil),
e em seguida foi centrifugada a 7500 rpm por 6 minutos a 4 °C (Eppendorf, modelo
Centrifuge 5430 R), retirado o sobrenadante com auxilio de pipeta e passado para
baldo volumétrico de 25 mL. O volume do baldo de 25 mL foi completado com &cido
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tricloroacético 5% e a solucao foi misturada. Foram retirados 2 mL da solucdo do
baldo, aos quais foram adicionados 2 mL de solug¢do de acido tiobarbitarico 0,08M
(m/v) em solugdo de acido acético 50%, em tubo de ensaio. Os tubos foram
fechados e colocados em banho-maria a 80 °C por 30 minutos. Apéds resfriamento
(10 minutos em agua a temperatura ambiente), foi realizada a leitura da absorbéancia
em espectrofotbmetro (SP 220, Biospectro) a 531 nm. A absorbancia lida foi
multiplicada pelo fator de conversao 7,8 de mg de malonaldeido por quilograma de
produto. Para a amostra considerada como branco, foram seguidas todas as etapas,
porém sem adi¢cdo da amostra de embutido. O resultado foi expresso em miligramas
de malonaldeido por quilograma de amostra.

4.7 Composicao centesimal do salame tipo italiano

A composicao centesimal dos salames foi determinada ao final da maturagéao
dos salames (26 dias), segundo os métodos descritos na (AOAC, 2012).

4.7.1 Determinacao do Percentual de Umidade

Para a andlise do percentual de umidade dos salames, primeiramente
higienizou-se as capsulas de aluminio e colocou-se para secar na estufa a 105 °C
durante no minimo 2h, com objetivo de eliminar qualquer interferéncia na
analise. Apéds, as capsulas foram resfriadas em dessecador permanecendo neles
até a utilizagao.

Da amostra previamente preparada, foram pesados em balanca analitica,
5g na capsula de aluminio tarada, utilizando o auxilio de uma tenaz para evitar
0 contato com a capsula que poderia gerar interferéncia nos resultados. A mesma
foi colocada em estufa com temperatura controlada em 105 °C durante 6 horas.
Posteriormente, a capsula com a amostra dessecada foi colocada para
resfriamento em dessecador até atingir a temperatura ambiente, sendo entédo
pesada. Apos, a capsula retornou a estufa por mais 2h, sendo entdo novamente
resfriada em dessecador e pesada. A operacao foi repetida até a obtencao do
peso constante.
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O percentual (%) de umidade foi calculado conforme a equagéo (1):

10 x N = % Umidade
P

Sendo: N - perda de massa em g

P - peso inicial da amostra em g

4.7.2 Determinacao do Percentual de Proteina — Método Kjeldahl

Da amostra previamente preparada, foram pesados em balanca analitica
0,29, em papel manteiga. O papel com a amostra foi transferido para um tubo
de digestdo,juntamente com 0,7g da mistura catalitica e 10 mL de acido
sulfarico. Os tubos foram colocados no digestor e a temperatura ajustada
manualmente, sendo primeiramente submetido a 150 °C/ 1h, seguido de 250 °C/1h
e por fim a 350 °C, até completa digestdo. Apéds, o equipamento foi desligado e os
tubos mantidos no digestor até completo resfriamento. Para destilacdo, foi
adicionado aproximadamente 15 mL de agua destilada no tubo para dissolver a
amostra, sendo transferido para o tubo de destilacdo. Em um erlenmeyer foi
colocado 10 mL de acido bérico 3 % e 3 gotas de indicador misto, a fim de coletar a
amostra destilada. A amostra coletada foi titulada com acido cloridrico 0,1 N, e o
conteudo de proteinas expresso em porcentagem através da equacgao abaixo:

Proteina total (%) = V. x f x 0,0014 x 6,25 x 100
P(g)

Onde:

V = volume gasto de HCI 0,1N

f = fator do HCI 0,1N

0,0014 = miliequivalente grama do nitrogénio

6,25 = fator de conversao geral do nitrogénio em proteina

P = peso da amostra em gramas

4.7.3 Determinacao do Percentual de Gordura — Extracao direta em Soxhlet

Da amostra previamente preparada foram pesados em balanca analitica
59, em papel de filtro que € transferido, juntamente, com a amostra para o
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cartucho de Soxhlet (Quimis, Q — 308-26B, Brasil). Os baldes utilizados para a
extragdo foram colocados em estufa a 105 °C, durante no minimo 2h, com objetivo
de eliminar qualquer interferéncia na analise. Posteriormente, foram resfriados
em dessecador até atingir a temperatura ambiente, sendo entdo pesados. Nos
balées foram colocados 200mL de éter de petréleo e entado, foi acoplado ao extrator
juntamente com o tubo extrator contendo o cartucho. Iniciada a extracado, foi
controlada a temperatura da placa de aquecimento de forma que o gotejamento
manteve-se constante, em torno de 4 a 5 gotas por segundo. Ap6s, no minimo 6
horas de extracao, o éter foi destilado e o baldo com o residuo foi colocado na
estufa a 105 °C durante 1 hora e 30 min., sendo entdo, transferido para o

dessecador até atingir a temperatura ambiente, para entao ser pesado.

O percentual (%) de gordura foi calculado conforme a equacéo (2):

1M x N =% Gorhea
F
Sendo: N — peso da gordura em g

P - peso inicial da amostra em g

4.7.4 Determinacao do Percentual de Cinzas

Para a analise do percentual de cinzas dos salames, primeiramente,
higienizou-se as capsulas de porcelana e colocou-se na mufla (Quimis, Q. 318.24,
Brasil) a 550°C, durante no minimo 1h, com objetivo de eliminar qualquer
interferéncia na analise. Ap6s, as capsulas foram resfriadas em dessecador
permanecendo neles até a utilizacdo. Da amostra previamente preparada foram
pesados em balanca analitica 5g na capsula tarada. A mesma foi colocada em
mufla durante 6 horas a 550 °C. Posteriormente, a capsula com a amostra
incinerada foi colocada para resfriamento em dessecador, até atingir a

temperatura ambiente, sendo entdo pesada.

O percentual (%) de cinzas foi calculado conforme a equacéao (3):

1M xN =% Cnzas
P

Sendo: N — peso das cinzas em g
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P — peso inicial da amostra em g

4.8 Informacao nutricional do produto: salame tipo italiano (T1)

A tabela com informacbes nutricionais de salame tipo Italiano com culturas
iniciadoras nativas e extrato de aipo (T1), foi elaborada de acordo com as seguintes
resolucoes: Resolugdo RDC n® 360, de 23 de dezembro de 2003 - Aprova
Regulamento Técnico sobre Rotulagem Nutricional de Alimentos Embalados,
tornando obrigatéria a rotulagem nutricional e Resolucdo RDC n® 359, de 23 de
dezembro de 2003 - Aprova Regulamento Técnico de Porcbes de Alimentos

Embalados para Fins de Rotulagem Nutricional.

4.9 Anadlises Microbioldgicas

As analises microbiolégicas foram realizadas nas amostras segundo
recomendacdo de APHA (2002), para bactérias acido laticas, estafilococos
coagulase negativa, coliformes a 45 °C , estafilococos coagulase positiva, e
Salmonella spp. A contagem de BAL e ECN foi realizada na matéria-prima (carnes) e
nos salames nos dias 0, 7, 14, 21 e 26 durante a maturacdo. As analises para
determinar a presenca dos patégenos foram realizadas aos 26 dias de maturacéo.
Os resultados foram expressos em unidades formadoras de colbnias por grama de
amostra (Log UFC/g) ou para coliformes 45 °C nimero mais provavel por grama de
amostra (Log NMP/g) e para Salmonella spp. auséncia ou presenca em 25g.

4.9.1 Bactérias acido laticas (BAL)

Cada unidade amostral de 25¢g foi pesada em saquetas estéreis (Seward
stomacher® 400 filter bags) e homogeneizada em stomacher (Interscience 78860 St
Nom — France) por 1 minuto com 225mL de peptona de caseina 0,1% (Himedia). A
seqguir diluicbes decimais seriadas foram preparadas e semeadas na superficie do
agar De Man, Rogosa e Sharpe - MRS (Acumedia). As placas foram incubadas em
jarra de anaerobiose a 37 °C por 72h. Apés este periodo realizou-se a contagem de

todas as colbnias obtidas nas placas.
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4.9.2 Estafilococos coagulase negativa (ECN)

Cada unidade amostral de 25¢g foi pesada em saquetas estéreis (Seward
stomacher® 400 filter bags) e homogeneizada em stomacher (Interscience 78860 St
Nom — France) por 1 minuto com 225mL de peptona de caseina 0,1% (Himedia). A
seqguir diluicbes decimais seriadas foram preparadas e semeadas na superficie do
agar Sal Manitol - MSA (Kasvi). As placas foram incubadas a 37 °C por 48h. Apds
este periodo realizou-se a contagem de todas as col6nias obtidas nas placas.

4.9.3 Coliformes a 45°C

A determinacéo foi realizada utilizando-se a técnica do Numero Mais Provavel
- NMP - em séries de trés tubos. Cada unidade amostral de 25g foi pesada em
saquetas estéreis (Seward stomacher® 400 filter bags) e homogeneizada em
stomacher (Interscience 78860 St Nom — France) por 1 minuto com 225mL de
peptona de caseina 0,1% (Himedia). As diluicbes decimais seriadas foram
preparadas e inoculadas em tubos contendo Caldo Lauryl Sulfate Tryptose - LST
(Oxoid). As culturas dos tubos com resultados presuntivos positivos (producao de
gas) apos 24 e 48h a 36 °C foram transferidas para caldo Escherichia coli - EC
(Himedia) e incubados em banho-maria (Marconi MA — 127) a 44,5 °C por 24h, para
confirmacgéo da presenca de coliformes a 45 °C.

4.9.4 Estafilococos coagulase positiva

Cada unidade amostral de 25¢g foi pesada em saquetas estéreis (Seward
stomacher® 400 filter bags) e homogeneizada em stomacher (Interscience 78860 St
Nom — France) por 1 minuto com 225mL de peptona de caseina 0,1% (Himedia). As
diluicbes decimais seriadas foram preparadas e semeadas na superficie do agar
Baird Parker - ABP (Himedia) suplementado com telurito de potassio a 1% (m/v) e
emulsao de gema de ovo. As placas foram incubadas invertidas a 36 °C por 48h. As
colénias suspeitas de cada amostra que se apresentavam negras com um halo de
precipitacdo e um de transparéncia ao redor da colbnia, foram selecionadas e
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transferidas para Caldo Infusdo Cérebro Coragéo - BHI (Acumedia) e incubadas a 36
°C por 24h para confirmacao, através do teste de producao de coagulase.

4.9.5 Salmonella spp.

Vinte e cinco gramas de amostra foram pesadas em saquetas estéreis
(Seward stomacher® 400 filter bags) e homogeneizadas em stomacher (Interscience
78860 St Nom — France) por 1 minuto em 225mL de agua peptonada tamponada
(Oxoid) e incubados a 36 °C durante 18 a 24h. Posteriormente, foi realizado o
enriguecimento seletivo em caldo Rappaport Vassiliadis — RV (Acumedia) com
incubagcdo a 42 °C durante 24h e em caldo Tetrationato — TT (Acumedia)
suplementado no momento do uso com 0,2 mL de iodo e 0,1mL de verde brilhante a
0,001% e incubado a 36 °C durante 24 horas. O plaqueamento diferencial foi
realizado por transferéncia com alga de platina do caldo seletivo para placas de Agar
Xilose Lisina Desoxicolato - XLD (Himedia) e Agar Entérico de Hectoen - HE
(Himedia). As placas foram incubadas a 36 °C por 24 h para verificar o crescimento
de colbnias tipicas de Salmonella spp. As colbnias caracteristicas de Salmonella
spp. foram inoculadas em tubos com Agar Triplice Agucar Ferro - TSI (Himedia),
Agar Ferro Lisina - LIA (Himedia) e Agar Urease - UA (Himedia). As coldnias com
reacdes tipicas foram submetidas a teste sorolégico utilizando soro polivalente
(Probac do Brasil Produtos Bacteriol6gicos Ltda).

4.10 Analises sensorial

A avaliagao sensorial foi realizada, ao final do periodo maturacao e apos os
resultados das andlises microbiolégicas, aos 30 dias de maturacdo do embutido,
com 54 julgadores nao treinados, apreciadores do produto, utilizando-se o teste de
aceitacao com escala hedénica de 9 pontos (ABNT, NBR14141, 1998) e intencao de
compra com escala verbal e numérica de 7 pontos (ABNT, NBR14141, 1998).

As amostras dos tratamentos T1, T2, T3 e T4 foram codificadas e
apresentadas, aleatoriamente. Dos 54 julgadores, 39 foram mulheres e 15 homens,
pertencentes a faixa etaria de 20 a 50 anos. Avaliaram as amostras de salames
quanto aos atributos de cor, odor, sabor, textura e aparéncia, como também a
intencdo de compra, conforme ficha de avaliacdo (Apéndice A). Todos os
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participantes assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
(Apéndice B), concordando em participar voluntariamente das analises sensoriais.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (UFPEL), com
registro na Plataforma Brasil sob o numero 28117314.1.0000.5317.

4.11 Analise estatistica
Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey com nivel de 5% de significancia. As analises

estatisticas foram realizadas utilizando o programa Statistica 7.0.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analises do salame tipo Italiano

5.2.1 Analises fisico-quimicas

5.2.1.1 Determinacao de pH

A figura 4 mostra os valores de pH obtidos no decorrer do tempo de

maturacgao.
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Figura 4 - Demonstrativo da variacdo dos valores de pH nos tratamentos, durante periodo de
fermentacdo/maturacao do embutido.

T1: Com culturas iniciadora SxLp e extrato de aipo;

T2: Sem culturas iniciadoras nativas e com extrato de aipo;

T3: Com culturas iniciadoras SxLp e com sal de cura comercial;
T4: Sem culturas iniciadoras nativas e com sal de cura comercial.
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Culturas iniciadoras (SxLp) em T1 e T3 promoveram uma acentuada
acidificacao durante a fase de fermentacéo (primeiros 7 dias). Consequentemente,
observou-se redugdo nos valores de pH, os quais ndao apresentaram diferenca
(p<0,05) entre os tratamentos. Com excecdo, do 14° dia de maturacao que no T1 a
reducao do valor abaixo dos demais tratamentos, além disso T1 e T3 apresentaram
os menores valores de pH, independentemente do tempo de maturacdo. O
comportamento do T4 que, ap6s o 1° dia de maturagcdo passou a apresentar os
maiores valores de pH. O T2 até o 7° dia de maturacdo apresentou valores
intermediarios entre o T4 e os tratamentos T1 e T3, apds esse periodo, os valores
de pH de todos os tratamentos ndo apresentaram diferenca significativa (p<0,05),
aumentando até o tempo final da maturagao.

A presenca de culturas iniciadoras como Lactobacillus plantarum AJ2
produtoras de &cido latico influenciou no pH, pois os salames com esta cultura (T1 e
T3) apresentaram menores valores de pH, em relacdo aos salames sem cultura (T2
e T4). O pH nos tratamentos que contém na sua formulacdo sal de cura comercial
diferiu dos tratamentos com extrato de aipo somente até o 7° dia, apds esse periodo
o pH dos salames atingiu equilibrio, ndo apresentando diferenca significativa
(p<0,05). Podemos dizer que o tratamento T1 foi o que se manteve sempre com pH
abaixo dos demais tratamentos.

Terra; Fries e Terra (2004), também observaram que a partir do 7° dia de
fabricacdo, os valores de pH aumentaram e, os autores consideraram que essa
alteracao ocorreu em razao das reacoes de descarboxilacdo e da desaminacéo dos
aminoacidos, liberando aménia e alcalinizando o meio.

O pH estabilizou-se em 5,06 no T1, 5,24 no T2, 5,15 no T3 e 5,29 no T4 ao
final do processo de maturagao.

Segundo Price e Schweigert (1994), o pH dos embutidos fermentados varia
entre 4,6 e 5,2. Ja Ambrosiadis et al. (2004), destacam que o pH de salames
tradicionais varia entre 4,67 a 6,09. Tabanelli et al. (2012) observaram uma
diminuicdo do pH no decorrer do tempo de fermentagdo sendo os valores mais
baixos alcancados ap6s o 5° dia de fermentacdo seguido de aumento do pH até o
final da maturacéo. Valores de pH menores em tratamentos com culturas iniciadoras
em comparacdo com o outros tratamentos sem culturas iniciadoras foram

observados por Ciuciu Simion et al. (2014).
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5.2.1.2 Acidez

A figura 5 mostra os resultados referente a acidez das amostras, em fungao
do tempo de maturagéo.
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Figura 5 - Demonstrativo da variagcdo de acidez nos tratamentos durante periodo de

fermentacdo/maturacao de salame tipo italiano.

T1: Com culturas iniciadoras SxLp e extrato de aipo;

T2: Sem culturas iniciadoras nativas e com extrato de aipo;

T3: Com culturas iniciadoras SxLp e com sal de cura comercial;
T4: Sem culturas iniciadoras nativas e com sal de cura comercial.

Analisando os resultados de acidez, observou-se que todos os tratamentos
tiveram um aumento da mesma entre o0 5% e 7° dia, sendo 0 seu pico no 6° dia de
fermentacdo. O T1 mostrou valores de acidez superiores em relacdo aos demais
tratamentos em todos os tempos de fermentacao e maturagdo, com excec¢ao no 14°
dia.

A acidez do T1 é significativamente superior em relacdo aos demais
tratamentos (p<0,05) indicando maior potencial de acidificacdo do meio pela cultura
nativa de Lactobacillus plantarum AJ2. Provavelmente, 0 mesmo se deve ao tempo
decorrido entre inoculacdo das culturas na massa carnea e a analise. Neste tempo,
as culturas iniciaram a acidificagdo do meio, porém, no tempo final de maturacéo (26
dias) o T1 e o T3 nado apresentaram diferengas significativas entre si. No entanto,
ambos diferem do tratamento T2 e T4 (p<0,05), comprovando uma acidificacao

superior para os tratamentos elaborados com culturas iniciadoras.
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Se observarmos o T2, desde o inicio do processo de fermentacado e
maturacado até o 5° dia, esteve com a menor acidez, sendo que no 6° dia teve um
aumento significativo. No 7° dia teve uma queda significativa e este, vindo a decair
até o 142 dia. A partir dai aumentando constantemente até o tempo final 26 dias de
maturacéo. Ja o T4 também teve um comportamento semelhante ao T2.

A acidificacdo é muito importante, pois inibe a microbiota indesejada, promove
a queda do pH até atingir o ponto isoelétrico das proteinas fazendo com que o
embutido libere agua, diminuindo assim a atividade de &gua e conferindo
propriedades como a fatiabilidade ao produto (PINTO; PONSANO; HEINEMANN,
2001). Segundo Terra et al. (2006), os principais géneros de bactérias acido laticas,
desejaveis para o processo de acidificacdo, sdo Lactobacillus e Pediococcus. Por
serem homofermentativas, produzem apenas acido latico, desejado para fornecer a
acidez necessaria ao salame.

Sawitzki et al. (2008), testando L. plantarum AJ2 em salame Tipo Milano
encontraram resultados para a acidez de 1,00 g/100g acido latico, resultado inferior
ao encontrado neste estudo, apresentando valores de 1,54 para T1, 1,41 para T2,
1,37 para T3 e 1,45 para T4, aos 26 dias de maturacao.

5.2.1.3 Atividade de agua

A figura 6 mostra os resultados obtidos para atividade de agua dos salames

avaliados, em funcao do tempo de maturacéo.
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Figura 6 - Demonstrativo da variagao de atividade de agua (a,) nos tratamentos durante periodo de
fermentacdo/maturacao de salame tipo italiano.

T1: Com culturas SxLp e extrato de aipo;

T2: Sem culturas iniciadoras nativas e com extrato de aipo;

T3: Com culturas iniciadoras SxLp e com sal de cura comercial;

T4: Sem culturas iniciadoras nativas e com sal de cura comercial.

Os valores de a,, foram reduzindo gradativamente até o final do processo de
fermentacdo e maturagao, em todos os tratamentos. De maneira geral, os resultados
nao apresentaram diferencas significativas (p<0,05), entre os tratamentos para cada
tempo de analise, com excec¢ao no 5° dia de maturagdo em T3 que apresentou maior
atividade de agua, T2 no 7° dia com menor atividade de agua, o T4 no 7° dia
apresentou um leve aumento da atividade de agua e este no final do processo de
maturacao, também apresentou a menor atividade de agua entre os tratamentos.

Observa-se que os resultados apresentaram relacao inversa com o tempo de
armazenamento, ou seja, a atividade de agua foi menor nos salames com 26 dias de
maturacédo. A atividade de agua do produto carneo foi o principal parametro que
determinou o periodo de maturagado, produto pronto para o consumo, atingindo
atividade de agua (ay) de 0,86 a 0,88 aos 26 dias. Estes resultados estdo de acordo
com o regulamento técnico de identidade e qualidade do salame tipo italiano
(BRASIL, 2000), que preconiza no maximo a,, de 0,90.

Aquilanti et al. (2007) verificaram valores de a,, em torno de 0,88 ao final do
processamento de 45 dias de um tipico salame tipo Italiano, com fermentacao
natural. Rech (2010), ao produzir salame tipo italiano com teor de sédio reduzido

obteve resultados entre 0,885 e 0,900 aos 46 dias de maturacdo. Cavenaghi e
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Oliveira (1999) destacam que, nos salames tipo Italiano nacionais, a a, fica em torno
de 0,816 e 0,868.

A reducgdo de a, auxilia na conservacao do produto, pois valores inferiores a
0,91 limitam a multiplicagdo de bactérias. Assim os embutidos carneos fermentados,

por serem consumidos crus, devem apresentar baixa atividade de agua.

5.2.1.4 Perda de peso

A figura 7 mostra os resultados para perda de peso dos salames tipo Italiano,
em funcao do tempo de maturacéo.
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Figura 7 - Demonstrativo da variagdo d de perda de peso nos tratamentos durante periodo de
fermentagdo/maturacao de salame tipo italiano.

T1: Com culturas iniciadora SxLp e extrato de aipo;

T2: Sem culturas iniciadoras nativas e com extrato de aipo;

T3: Com culturas iniciadoras SxLp e com sal de cura comercial;

T4: Sem culturas iniciadoras nativas e com sal de cura comercial.

Os resultados ndo apresentaram diferencas significativas (p<0,05) entre os
tratamentos, para cada tempo de andlise. O decréscimo de peso do produto em
funcdo do tempo de maturacdo era esperado devido estar relacionado ao
decréscimo do teor de agua do produto. Esse decréscimo de atividade de agua dos
salames durante a maturagdo, contribui com a textura do produto final e com o
desenvolvimento do flavor caracteristico do salame (FERNANDEZ et al., 2000).
Além disso, a perda de peso e consequente reducado da atividade de agua, aumenta

a estabilidade e seguranca dos alimentos por tornar-se uma barreira ao
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desenvolvimento de bactérias deteriorantes e patogénicas (HUGAS; MONFORT,
1997).

A perda de peso do produto carneo caracteriza-se pela perda de agua e
substancias hidrossoluveis, tendo em vista a acidificacao do produto durante a fase
de fermentacdo, atingindo o ponto isoelétrico das proteinas miofibrilares, e
consequentemente, ocorrendo maior liberacao de agua do produto (TERRA, 2005).

Cirolini et al. (2010), obteve resultados em torno de 43,26% de perda de peso,
em salame tipo ltaliano elaborado com culturas iniciadoras nativas, resultados
similares com os deste estudo, que variou de 40,50% no T1 a 43,50% no T4.
Valores semelhantes foram encontrados por Garcia-Varona et al. (2000) no
processamento de salame tipo Italiano, com uma perda de peso da ordem de 44%.
Também Reis e Soares (1998) obtiveram valores entre 38,4 e 43,7% em salames
coloniais ao analisar a perda de peso.

Kunrath e Savoldi (2014), utilizando prépolis como antioxidante em salame tipo
italiano, obtiveram valores de 53% de perda de peso no mesmo periodo de
maturagdo ao realizado neste trabalho. Bernardi (2010), obteve perda de peso em
torno de 41% ao 32° dia para salame tipo italiano com propolis microencapsulado.
Fatores que podem estar relacionados sao a falta de controle da climatizacdo da
camara de armazenamento, onde a quantidade de agua eliminada é influenciada
pela umidade relativa no interior da camara de maturagdo, do tempo de
processamento e da temperatura.

5.2.1.5 Nitrato e Nitrito

A tabela 3 apresenta os resultados de nitrato, nitrito (TO) ou dia de producao e

nitrito residual apés 26 dias de maturag¢édo dos salames tipo ltaliano.
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Tabela 3 - Resultados de concentracao de nitrato, nitrito e nitrito residual nos diferentes tratamentos
de salame tipo Italiano

Tempo
Tratamentos
0 dias 26 dias
Nitrato(mg.kg™) Nitrito(mg.kg™) Nitrito residual (mg.kg™)

T1 278,00 + 20,00° ND* 6,43 + 0,55°
T2 371,50 + 5,50° ND 8,53 + 0,41°
T3 ND 62,80 + 2,60° <5,00°
T4 ND 71,60 + 0,80° <5,00°

* ND: Nao determinado

T1: Com culturas iniciadoras SxLp e extrato de aipo;

T2: Sem culturas iniciadoras nativas e com extrato de aipo;

T3: Com culturas iniciadoras SxLp e com sal de cura comercial;

T4: Sem culturas iniciadoras nativas e com sal de cura comercial.

As médias seguidas de uma mesma letra na coluna, para cada tratamento, nao diferem entre si a

p < 0,05 de significancia pelo Teste de Tukey.

T1 e T2 apresentaram apenas nitrato no tempo inicial devido a adicao do
extrato de aipo conter apenas este composto, enquanto T3 e T4 apresentaram
valores de nitrito, em virtude da composicao do sal de cura comercial.

A cultura S. xylosus AD1 (ECN) utilizada na producao do salame tipo ltaliano
foi capaz de converter o nitrato presente no extrato de aipo, adicionado como agente
de cura, em nitrito (T1). O nitrato adicionado aos produtos carneos s6 tem acao se
reduzido a nitrito. A redugéo ocorre devido a agdo de bactérias ECN. Muitos estudos
tem demonstrado que S. xylosus é capaz de reduzir o nitrato pela acdo da enzima
nitrato redutase (MAURIELLO et al., 2004; ESSID et al., 2007; FIORENTINI, et al.,
2010).

O nitrito é responsavel pelo desenvolvimento da cor e também pela sua acéo
antimicrobiana. Em fermentados carneos, o nitrito é reduzido a 6xido nitrico através
da acao da enzima nitrito redutase e quando o pH do meio se encontra entre 5,6 e
6,2 (LUCKE, 1994). Fiorentini et al. (2010) avaliaram as propriedades tecnoldgicas
de S. xylosus U5, isolado de embutidos artesanais, como cultura iniciadora e
obtiveram resultados positivos em relacao a diminui¢cdo de nitrato e nitrito, durante a
fermentacao e maturacao de salame tipo Milano.

Podemos observar que o teor de nitrito residual, ao final do tempo de
maturacdo, diferiu (p<0,05) entre T1 e T2 (adicionados de extrato de aipo),
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provavelmente porque no T1 teve a adi¢do de S. xylosus AD1 mais a microbiota de
ECN da carne, enquanto no T2, somente ECN estavam presentes na matéria-prima
para realizar a conversao de nitrato a nitrito. Com relacao ao T3 e T4 (uso de sais de
cura comercial), podemos observar que os teores de nitrito residual foram minimos
ao final do tempo de maturacdo, diferindo estatisticamente dos tratamentos
adicionados de extrato de aipo, em virtude das reacGes de cura ocorrerem mais
rapidamente, pois ndo necessitou de tempo para conversao de nitrato a nitrito,
reduzindo mais nitrito em acido nitroso e éxido nitrico.

Segundo Pardi et al. (2007), grande parte do nitrito e nitrato desaparece
durante a producao do embutido. Desse modo, a quantidade de NO, consumida por
uma pessoa, em carnes curadas, € muito menor que a quantidade adicionada.

Apesar da diferenga, valores de nitrito residual no T1 e no T2 sé&o
considerados baixos (6,43 mg.kg' e 8,53 mg.kg' respectivamente) e, nio
apresentam riscos de causar doengas ao consumidor. A legislacdo brasileira
estabelece um limite maximo residual de nitrito de 30 mg.kg™ de produto.

Biasi (2010) em estudo avaliando a substituicao de nitrato comercial por
extrato de aipo, observou resultados semelhantes ao encontrado neste estudo (6,43
mg.kg™") pois quando utilizado extrato de aipo, obteve 7,88 mg.kg™” de nitrito residual.
Também estudos com extrato de alecrim e aipo em salame colonial € mostraram
resultados de nitrito residual baixo de 3,64 mg.kg™' ao final do periodo de maturacdo
(BERTOL et al., 2012).

Constatou-se que o nitrato presente no extrato de aipo pode ser utilizado
como fonte de nitrito em embutidos carneos, mas é necessario fornecer condi¢coes
para que as reacdes ocorram, como presenca de ECN e baixo pH pela producao de
acido latico por BAL.

5.2.1.6 Cor

Aparéncia visual & um fator-chave na percepg¢ao do consumidor da qualidade
sensorial, textura e sabor de carnes e produtos derivados. Um dos principais fatores
que determinam a aparéncia de um produto carneo fermentado é a sua cor (RUI et
al., 2001; KERRY; KERRY; LEDWARD, 2002). A cor da carne pode ser influenciada

pela umidade, teor de gordura e, também, pela quantidade de hemoproteina,
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particularmente nas suas formas mioglobina-redox diferentes (KERRY; KERRY;
LEDWARD, 2002).
A tabela 4 demonstra os resultados da andlise de cor no produto final, dos

diferentes tratamentos.

Tabela 4 - Variagdes de cor aos 26 dias de fermentagdo/maturagédo do salame tipo ltaliano

Variavel Tratamentos
Cor T1 T2 T3 T4
L* 48,81+1,81° 49,14+1,41° 53,99+1,12%  54,01+0,39°
a* 15,34+0,90° 11,59+0,75° 16,49+0,21°  15,20+1,38°
b* 10,47+0,77° 11,36+0,77° 11,33+0,51°  11,78+1,10°

Letras iguais na mesma linha ndo diferem estatisticamente a 5% de confianga. L* (Luminosidade), a*
(tendéncia ao vermelho) e b* (tendéncia ao amarelo), possibilitando inferir que com a adicdo de
extrato de aipo T1 e T2), a cura do produto ocorreu da mesma forma que os sais de cura comercial
(T3 e T4).

T1: Com culturas iniciadoras SxLp e extrato de aipo;

T2: Sem culturas iniciadoras nativas e com extrato de aipo;

T3: Com culturas iniciadoras SxLp e com sal de cura comercial;

T4: Sem culturas iniciadoras nativas e com sal de cura comercial

Dados obtidos por Sindelar et al. (2007a; 2007b), que observaram alteracdes
na cor de salsichas e presunto curados, produzidos com adicdo de suco de vegetais
em p6 e sem sal de cura, estdo de acordo com os obtidos neste estudo. Assim
como, os estudos de Bertol et al. (2012), quando da obtencdo de salame colonial
com extrato de alecrim e aipo, aos 30 dias de maturacao. A cor caracteristica de
embutidos secos fermentados é produzida pela interagcdo entre os pigmentos da
carne e nitratos e nitritos adicionados. O nitrato deve primeiro ser reduzido a nitrito, e
este posteriormente é convertido em &cido nitroso, o qual é reduzido a éxido nitrico
(NO). O éxido nitrico € o componente ativo que se combina com a mioglobina para
formar mioglobina nitrosa, pigmento vermelho caracteristico de produtos carneos
curados. Pela acdo do aquecimento, a mioglobina nitrosa forma um pigmento
estavel, o hemocromo, também denominado nitroso hemocromogénio (ROGCA,
2005).

5.2.1.7 Textura — Forca de Cisalhamento

Na figura 8 podemos visualizar os resultados obtidos para forgca de
cisalhamento. Para o parametro avaliado, todos os tratamentos diferiram (p<0,05)
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significativamente entre si. Foram encontrados valores médios para textura de 3,18
Kof, 5,47 kgf, 5,98 kgf e 8,21kgf para T1, T2, T3 e T4, respectivamente.

Forga de cisalhamento (kgf)

T T2 T3 T4

Tratamentos

Figura 8 - Forca de cisalhamento dos salames tipo Italiano.

T1: Com culturas iniciadora SxLp e extrato de aipo;

T2: Sem culturas iniciadoras nativas e com extrato de aipo;

T3: Com culturas iniciadoras SxLp e com sal de cura comercial;
T4: Sem culturas iniciadoras nativas e com sal de cura comercial.

Mattei (2014) ao avaliar a forca de cisalhamento em embutido fermentado
com carne de frango obteve resultados que variaram de 2,38 kgf a 2,72 kgf, os quais
foram inferiores aos obtidos no presente estudo, no entanto Cavenaghi (2005)
obteve, para embutidos fermentados, forca de cisalhamento correspondendo a 3,4
kgf, similar a forca necessaria para o corte de salame do T1 neste estudo (3,18 Kgf).

Pode-se observar no presente estudo que, T1, (adicionado de extrato de aipo)
e (culturas iniciadoras), apresentou menor forca de cisalhamento se comparado aos
outros tratamentos. Portanto, pode-se inferir que a adicdo de uma fonte natural de
nitrato, combinada com a adicdo de -culturas iniciadoras nativas contribuiu
positivamente para a textura do salame, quanto ao parametro analisado.

De acordo com Kerry, Kerry e Ledward (2002), o desenvolvimento da textura
durante a fermentacdo é determinado pela queda do pH, desconsiderando-se
pequenas alteragcdes no peso, enquanto que as mudancas da textura durante a
etapa da maturacao sao determinadas pela perda de agua.

Outro fator que influencia na textura dos salames é a fatiabilidade e firmeza,

que ocorrem pela combinagdo da formacdo do gel, devido a coagulacdo das



61

proteinas solubilizadas pelo sal. Essa coagulagdo, por acidificacdo, envolve a
formacao de agregados mais estaveis e intensos, associados com a liberacdo de
agua. O gel formado é estabilizado pela liberacdo de agua, que ocupa espacos entre
os agregados e forma matriz que envolve gorduras e tecidos conectivos,
determinando a textura dos embutidos (KERRY; KERRY; LEDWARD, 2002).

5.2.1.8 TBARS

A tabela 5 apresenta os resultados de TBARS, no tempo final de maturacao
do salame tipo italiano.

Tabela 5 - Resultados de TBARS (mg de malonaldeido/Kg) no tempo final de maturagédo, nos
diferentes tratamentos, de salame tipo Italiano

Tempo
Tratamentos
26 dias
T1 1,10 + 0,05°
T2 0,61 + 0,312
T3 1,24 + 0,09°
T4 1,24 + 0,23°

As médias seguidas de uma mesma letra na coluna, para cada tratamento, ndo diferem entre sia p <
0,05 de significancia pelo Teste de Tukey

T1: Com culturas iniciadoras SxLp e extrato de aipo;

T2: Sem culturas iniciadoras nativas e com extrato de aipo;

T3: Com culturas iniciadorasSxLp e com sal de cura comercial;

T4: Sem culturas iniciadoras nativas e com sal de cura comercial.

A avaliagdo da oxidacao lipidica quantifica o malonaldeido presente na
amostra, um dos principais produtos da decomposicdo de perdxidos, formado
durante o processo oxidativo, associado ao sabor de ranco nos alimentos
(RAHARJO; SOFOS; SCHMIDT, 1992; YILDZ-TURP; SERDAROGLU, 2010). A
aplicacdo de culturas iniciadoras com presenca de enzimas catalase e nitrato
redutase, tem relagdo com a atividade antioxidante no salame (FIORENTINI, et al.,
2010). Dentre as culturas, encontram-se Staphylococcus, que possuem a enzima
intracelular catalase, que atua na decomposicéo de per6xido de hidrogénio, a qual
ajuda a prevenir a oxidacao lipidica impedindo a formacdo de hidroperdxidos
(BARRIERE, 2001).

Sawitzki et al. (2008) em seu estudo verificaram que os valores de TBARS

aos 21 e 28 dias diminuiram de 1,58 para 1,45 mg de malonaldeido/Kg/amostra e de
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1,55 para 1,47 mg de malonaldeido/Kg/amostra, em salame tipo Milano inoculado
com L. plantarum AJ2 e no controle, respectivamente. Estes resultados corroboram
com os obtidos neste trabalho (1,10, 0,61, 1,24 e 1,24 mg malonaldeido /kg). Ruiz-
Moyano et al. (2011) observaram uma ligeira diminuigdo dos valores da
concentracdo de TBARS aos 120 dias de armazenamento, quando comparados ao
tempo de 90 dias em salame tipo italiano com aplicacdo de micro-organismos
probidticos.

Valores de TBARS encontrados neste trabalho, também sdo similares aos
valores encontrados por Mattei (2014), para os trés tratamentos realizados de 0,77,
1,56 e 1,06 mg malonaldeido /kg, em salame produzido com carne suina e frango.
O autor complementa ainda que, os valores encontrados na sua pesquisa Sao
considerados baixos para percepcao sensorial, € ndo comprometem a qualidade
sensorial do embutido. Além, alguns compostos oriundos da lipdlise podem ser
precursores de flavor em embutidos fermentados.

Macedo (2005) encontrou concentracbes de 2,75 e 2,52 mg de
malonaldeido/Kg em salame tipo italiano com antioxidante natural de extrato de
marcela aos 28 dias de maturacdo. Marangoni (2007) encontrou valores de TBARs
no mesmo periodo de tempo, de 0,611 mg de malonaldeido/Kg para o tratamento
com 0,01% de coentro em salame tipo italiano. Chicoski et al. (2011) encontraram
valores de TBARS de 0,266 mg de malonaldeido/Kg com 0,75 mg.g" de 6leo
essencial de manjericao em salame.

Segundo Candogan & Kolsarici, (2003), considera-se valores aceitaveis
abaixo de 1 mg malonaldehyde.kg™ produto, pois ndo apresentam nenhum risco
para a saude dos consumidores e ndao comprometem a qualidade sensorial de

embutidos.

5.2 Composicao centesimal dos salames
A tabela 6 apresenta os resultados da composicao centesimal dos salames
tipo Italiano, aos 26 dias de maturagéo.
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Tabela 6 - Composi¢édo centesimal dos salames tipo Italiano, aos 26 dias de maturacéao.

Tratamentos
T1 T2 T3 T4
Umidade (%) 47,46 + 2,23° 46,37 + 1,38° 46,72 + 0,39° 41,62 + 6,18°
Proteinas (%) 29,73 +1,31° 27,02 + 1,01° 26,15 + 0,70° 29,13 + 1,09°
Lipideos (%) 19,79 + 1,09° 18,22 + 0,15° 23,31 + 1,79° 22,62 + 0,69°
Cinzas (%) 7,55 + 0,09° 7,69 + 0,417 6,95 + 0,297 7,47 + 0,617

As médias seguidas de uma mesma letra na coluna, para cada tratamento, ndo diferem entre sia p <
0,05 de significancia pelo Teste de Tukey.*

T1: Com culturas iniciadoras SxLp e extrato de aipo;

T2: Sem culturas iniciadoras nativas e com extrato de aipo;

T3: Com culturas iniciadoras SxLp e com sal de cura comercial;

T4: Sem culturas iniciadoras nativas e com sal de cura comercial.

De acordo com a tabela 6, é possivel observar que o teor umidade e cinzas
nao diferiram entre os tratamentos.

A umidade responde, em parte, pelas caracteristicas sensoriais, auxiliando no
desenvolvimento e apreciacdo do sabor, pois as reacdes de lipdlise e protedlise
necessitam de meio aquoso para ocorrer, influenciando a cor, textura, firmeza do
produto carneo, aumentando a conservacao e dificultando o desenvolvimento de
micro-organismos (ORDONEZ, 2005).

O teor de umidade, ap6s 26 dias de maturacdo, foi superiores aos
preconizados na legislacao vigente (BRASIL, 2000), que recomenda umidade menor
que 35% apds periodo de maturacao. Provaveis fatores que podem ter contribuido
para esta diferenca, cita-se a umidade relativa do ar, velocidade do ar e a
temperatura da camara de maturacao, que ndao apresentou muita variacado nesses
parametros durante o periodo de fermentagdo/maturacao dos embutidos. O aumento
do tempo de maturacao possivelmente acarretaria na diminuicdo da umidade até os
niveis preconizados pela legislacao.

Fabbri et al. (2011) citam que a distribuicido de gordura e dimensdes do
salame também podem influenciar na umidade, assim como a temperatura, umidade
relativa e tempo de maturagao.

Embutidos fermentados sao produtos muito heterogéneos e com grandes
variagdes em nivel de ingredientes. Diferencas na concentragédo de cloreto de sédio
e variagcdes na umidade e atividade de agua resultam das diferencas nos niveis
iniciais de adicao de sal, conteudo de gordura e de varias condicoes utilizadas
durante a secagem (OLESEN; MEYER; STAHNKE, 2004).
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Lima (2009) teve resultados semelhantes aos encontrados neste estudo
(variagdo de 47 a 41%) quando avaliaram a umidade de salame de cordeiro que
apresentaram teores de 44 a 59%.

Em estudo realizado para quantificar os componentes e caracterizar salames
tradicionais da Grécia, os teores de cinza encontrados foram entre 2,13% a 5,07%
(AMBROSIADIS et al., 2004). Dalla Santa (2008), comparando amostras de salames
artesanais, encontrou teores de cinzas entre 3,76% a 8,84%.E no presente estudo
valores variaram de 6,95% a 7,69%, entre os diferentes tratamentos.

Com relacao ao percentual dos demais componentes foi observada diferenca
significativa entre os tratamentos, ou seja, o teor de proteinas foi maior no T1 e no
T4, enquanto o percentual de lipideos foi maior no T3 e menor no T2. Embora no
preparo dos salames tenha sido utilizado o mesmo percentual de carne bovina
(20%), suina (70%) e toucinho (10%), que s&o os principais ingredientes a
contribuirem com a composicdo de proteinas e lipideos, a diferenca entre os
tratamentos possivelmente seja resultado da falta de uniformidade das amostras
(toucinho e carne), bem como da pequena massa utilizada para as analises. Foi
possivel observar que tanto o teor de proteinas como o teor de lipideos atenderam a
legislagdo vigente (BRASIL, 2000) que estabelece minimo de proteinas de 25% e
maximo de gorduras de 32%.

5.3 Informacao nutricional

A informacéao nutricional apresentada na Tabela 7, refere-se ao produto, objeto deste
estudo: salame tipo italiano com culturas iniciadoras nativas e curado com extrato de
aipo, tratamento T1.

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, as industrias que
produzem alimentos embalados de qualquer espécie devem informar,
obrigatoriamente, os seguintes itens no rétulo do alimento: Valor Calérico,
Carboidratos, Proteinas, Gorduras Totais, Gorduras Saturadas, Gordura Trans, Fibra
Alimentar e Sédio. Regulamentado pela Resolugao RDC n® 360, de 23 de dezembro
de 2003 - Aprova Regulamento Técnico sobre Rotulagem Nutricional de Alimentos
Embalados, tornando obrigatéria a rotulagem nutricional e Resolucdo RDC n? 359,
de 23 de dezembro de 2003 - Aprova Regulamento Técnico de Porcdes de
Alimentos Embalados para Fins de Rotulagem Nutricional.
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Tabela 7 — Informacao nutricional do salame tipo Italiano T1, aos 26 dias de maturagéo.

INFORMACAO NUTRICIONAL

Porcao de 40 g (4 fatias)

Quantidade por porgcao %VD (*)
Valor Energético 182 kcal = 763 kJ 9
Carboidratos 0,64 ¢ 0
Proteinas 11 ¢ 15
Gorduras Totais 15 ¢ 27
Gorduras Saturadas 54 ¢ 25
Gorduras trans 0 0
Fibra Alimentar 0 0
Sdédio 777 mg 32

* Valores Diarios de referéncia com base em uma dieta de 2.000 kcal, ou 8400 kJ. Seus valores
diarios podem ser maiores ou menores dependendo de suas necessidades energéticas.

Fonte: Engetecno, 2015

5.4 Analises Microbioldgicas

A estimativa da contagem de bactérias acido-laticas na matéria-prima carne,
utilizada para producédo dos salames, foi de 3,43 log UFC.g™". J& a contagem de BAL
no tempo zero (0) ou dia da producgdo foi de 7 log UFC.g", permanecendo viaveis
durante todo o processo de maturacgdo, atingindo contagem de 9 log UFC.g™' aos 7
dias de fermentacdo e mantendo-se em 8 log UFC.g™, ao final do periodo (26 dias).

Os lactobacilos se desenvolvem com muita rapidez durante os primeiros dias,
causando o decréscimo rapido do pH. A taxa dessas bactérias permanece em niveis
altos (aproximadamente 10® UFC/g), chegando a constituir a quase totalidade da
microbiota total (ORDONEZ, 2005). Os resultados obtidos neste estudo s&o
similares com os de outros trabalhos, onde se observa contagens de bactérias acido
laticas entre 10” a 10° UFC/g ao produzirem embutidos fermentados com adigéo de
extratos vegetais (BERNARDI et al., 2013; BERTOL et al., 2012).

No tempo final de maturagéo, observou-se que, em todos os tratamentos, as
contagens medias ficaram em torno de 8 log UFC.g", ndo havendo diferenca
significativa entre os tratamentos, mesmo nos tratamentos sem adi¢cao de culturas
iniciadoras (T2 e T4), no entanto apresentavam BAL presentes na microbiota da
carne.

Observou-se neste estudo que as culturas iniciadoras SxLp ndo foram
inibidas pelo extrato vegetal adicionado no produto. Este resultado é muito

importante, pois estas culturas sao responsaveis pelas caracteristicas fisico-
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quimicas, microbiologicas e sensoriais dos embutidos (LEROY; VERLUYTEN; DE
VUYST, 2006; SAWITZKI et al., 2008).

Diversos autores apontam um decréscimo das contagens de bactérias ECN
durante os processos fermentativos de producdo de embutidos fermentados devido
a acidificacdo promovida pelas BAL (BERTOL et al., 2012; CIROLINI et al., 2010;
MACEDO et al., 2008). No presente estudo isso ndo ocorreu, desde o inicio da
fermentacao até o final do periodo de maturacdo ECN permaneceram de 6 a 8 log
UFC.g™". Isso se deve, em virtude da elevada contagem de ECN na carne (8,78 log
UFC.g" e somado & adicdo de S. xylosus AD1 (T1 e T3).

Visando a identificagdo de BAL e ECN no produto, aleatoriamente, eram
escolhidas das placas contendo agar MRS e BHI, 3 colbnias para confirmagao, em
cada periodo e para cada tratamento, sendo submetidas aos testes fenotipicos de
coloragao de Gram, morfologia, teste de catalase e especifico para ECN incluido o
teste de coagulase.

Nao foi detectada a presenca de micro-organismos patogénicos investigados
nas amostras de salames, no final da maturacdo. A auséncia destes micro-
organismos, pode ser atribuido ao baixo pH, baixa ay, presenca de nitrato/nitrito,
propriedades antimicrobianas de BAL (LU et al., 2015), bem como as Boas Praticas
de Fabricacdo adotadas durante o processamento, ou ainda a auséncia destes

micro-organismos patogénicos no produto.
5.5 Analise Sensorial

Os resultados da andlise sensorial de salames, teste de aceitacdo com escala
hedbnica de 9 pontos, estdo apresentados na figura 9.
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Figura 9 — Resultados dos parametros avaliados na anélise sensorial dos salames tipo Italiano.
T1: Com culturas iniciadoras SxLp e extrato de aipo;

T2: Sem culturas iniciadoras nativas e com extrato de aipo;

T3: Com culturas iniciadoras SxLp e com sal de cura comercial;

T4: Sem culturas iniciadoras nativas e com sal de cura comercial.

E possivel observar que as amostras apresentaram diferentes perfis
sensoriais. Entre os resultados, destaca-se T1, que apresentou média intermediaria
entre gostei regularmente e gostei moderadamente, alcancando 7,5 pontos na
escala hedbnica, para todos os atributos sensoriais. Exceto para o atributo cor, que
a média do T4 foi superior (8,0). A aceitabilidade do produto (T1) pelos julgadores foi
de 80%. Em funcéo do T1 ser o produto desenvolvido e, por ter apresentado a maior

média no maior nUmero de atributos sensoriais avaliados, esta amostra foi escolhida

para avaliagdo da intencdo de compra, e os resultados estdo expressos na figura 10.



68

24,07% Il Compraria sempre
B Compraria muito frequentemente
Compraria frequentemente
Il Compraria ocasionalmente
Compraria raramente
I Compraria muito raramente
1,85% Nunca compraria

27,78%

Figura 10 - Resultados da intengdo de compra do salame tipo Italiano com culturas iniciadoras nativas
e extrato de aipo (T1).

O salame do tratamento T1, apresentou boa aceitabilidade pelos julgadores, e
todos comprariam esse produto, conforme figura 10. O produto desenvolvido seria
adquirido sempre/muito  frequentemente/frequentemente  por 74,08% dos
consumidores. Além disso, nenhum dos julgadores compraria muito raramente ou
nunca comprariam esse produto e, apenas 1,85 % dos julgadores atribuiram nota de
que comprariam raramente. As caracteristicas sensoriais de um produto séo
resultado de uma interagdo complexa entre processos fisico-quimicos, bioquimicos e
microbiolégicos. Estes processos tém papel fundamental na formacao e equilibrio de
compostos quimicos e na modificacao de moléculas responsaveis pela aparéncia e
textura (CIUCIU SIMION et al., 2014).

O sabor é devido os compostos de baixo peso molecular como os agucares,
cloreto de sdédio, aminoacidos, peptideos, nucleotideos, ions inorganicos, aminas e
compostos nitrogenados (KAWAI; UNEYAMA; MIYANO, 2009), enquanto a textura
esta relacionada principalmente com os fendmenos de protedlise e capacidade de
retencédo de agua (BUETTNER; SCHIEBERLE, 2000).

Em geral, a selecdo de culturas iniciadoras inapropriadas, interfere
negativamente nas caracteristicas sensoriais de embutidos fermentados como a
perda de sabor e aroma. O uso de culturas iniciadoras nativas sdo um diferencial
nos atributos sensoriais de embutidos carneos, conferindo-lhes atributos especificos
(CIUCIU SIMION et al., 2014). Os resultados, neste estudo, indicam que a adi¢ao de
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culturas iniciadoras nativas SxLp e extrato de aipo contribuiram positivamente para a

aceitabilidade do produto.



6 Conclusoes

Os dados coletados neste estudo através dos parametros fisico-quimicos,
microbiolégicos e sensoriais conferidos ao produto, destacaram o potencial de
produzir salame tipo ltaliano, usando extrato de aipo como fonte de nitrato e culturas
iniciadoras nativas SxLp. As culturas SxLp, contribuiram para a acidificacdo e
seguranca microbiolédgica, reducao de nitrato a nitrito e textura do salame, o extrato
de aipo foi eficiente como fonte de nitrato, sendo convertido a nitrito, estabilizando a
cor do salame. Os mesmos mostraram-se uma alternativa viavel para producéo de

salame tipo ltaliano.
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Apéndice A
Apéndice
Teste de escala hedonica estruturada
Idade: ( )15-20 ( )20-25  ( )25-30 ( )30-35 ( )40-45 ( )45-50 Sexo: ( )F( )M
Nome: |Data:

INSTRUC "OES: Vocé estd recebendo 4 amostras de embutido fermentado. Por favor, prove as amostras da
ESQUERDA para a DIREITA e avalie cuidadosamente cada um dos atributos sensoriais de acordo com o
seguinte critério:

9 - Gostei extremamente

8 - Gostei moderadamente

7 - Gostei regularmente

6 - Gostei ligeiramente

5 - Nem gostei, nem desgostei
4 - Desgostei ligeiramente

3 - Desgostei regularmente

2 - Desgostei moderadamente
1 - Desgostei extremamente

Numero das Amostras
Atributo
638 417 324 902
Cor

Sabor

Odor
Textura

Aparéncia
- Comentarios:
Teste de intencio de compra — Amostra 638
Nome: Data:

INSTRUCOES: Apés ter avaliado as amostras de embutido fermentado, indique o grau de certeza que
demonstra o quanto vocé estaria disposto a comprar este produto, se o encontrasse a venda, de acordo com o
seguinte critério:

7 - Compraria sempre

6 - Compraria muito frequentemente
5 - Compraria frequentemente

4 - Compraria ocasionalmente

3 - Compraria raramente

2 - Compraria muito raramente

1 - Nunca compraria

Numero da amostra — Amostra 638

Critério
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Apéndice B

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
DEPARTAMENTO DE CIENCIA E TECNOLOGIA AGROINDUSTRIAL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE
ALIMENTOS

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE

Eu, Ana Rita Carboni Ritter, estou juntamente com uma equipe de pesquisadores,
desenvolvendo a pesquisa intitulada: Culturas iniciadoras nativas na producao de
salame tipo italiano curado com extrato de aipo, com o objetivo de verificar o efeito do
extrato de aipo (vegetal) na cura e aceitabilidade de Salame Tipo Italiano, elaborado com
culturas iniciadoras nativas.

O salame elaborado leva em sua formulagdo: carne suina e bovina, gordura suina,
acucar (sacarose), sal, alho, pimenta branca, sais de cura (nitrato e nitrito de sodio), extrato
de aipo, culturas iniciadoras nativas (Lactobacillus plantarum AJ2 e Staphylococcus xylosus
AD1). Apos a fabricagdo, os salames serdo armazenados em camara de secagem onde
permanecerdo por 28 dias, quando entdo serdo submetidos as anadlises propostas, e
posteriormente a degustacdo do salame por voluntarios, com a finalidade de verificar a
aceitacdo do salame pelos mesmos.

Nesta pesquisa seréo utilizados carnes e ingredientes (temperos) de qualidade, e o
embutido sera elaborado com toda a higiene e cuidados necessarios, as bactérias foram
isoladas de salame artesanal, identificadas e caracterizadas em estudos anteriores, e 0 aipo
€ um vegetal utilizado em molhos, sopas, nao apresentando risco ao consumidor.

Declara-se também que a andlise sensorial sera realizada somente se os resultados
das contagens de bactérias que sao responsaveis por transmitir doencas estiverem de
acordo com a exigéncia da legislagao vigente, garantindo dessa forma, que o provador ira
consumir um produto seguro.

A sua desisténcia podera ser realizada a qualquer momento, sem qualquer tipo de
prejuizo, represalia ou 6nus e esclarecimentos sobre a pesquisa serdo fornecidos sempre
que se fizer necessario.

Participarédo desta andlise sensorial somente os interessados que na reunidao de
esclarecimento sobre a pesquisa, tenham habito de consumir embutidos carneos e que nao
tenham reacdes alérgicas.

Se vocé estiver de acordo em participar, posso garantir que as informacoes
fornecidas serdo confidenciais e s6 serao utilizadas nesta pesquisa.

Pesquisador responsavel: Ana Rita Carboni Ritter-(53) 999944 75arcarboni@yahoo.com.br
Prof orientador: Dr2 Angela Maria Fiorentini - (53) 9138-7367 angefiore@gmail.com

Eu, , fui esclarecido (a)
sobre a pesquisa, Culturas iniciadoras nativas na producao de salame tipo italiano
curado com extrato de aipo, e concordo que os dados da minha avaliagdo sensorial do
embutido fermentado sejam utilizados na realizagao da mesma.

Assinatura:

RG:

E-mail:

Fone:

Pelotas, / /




