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Um dos maiores desafios para a industria de carne € atender as exigéncias de um
mercado consumidor cada vez mais rigoroso, que avalia, além da qualidade do
produto, fatores como variedade, valor nutricional e caracteristicas sensoriais.
Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi empregar extrato de erva-mate como
antioxidante natural na elaboracao de salame tipo Italiano, com o propédsito de
substituir antioxidantes sintéticos, os quais tém sido restringidos por causa do seu
potencial de toxicidade. Foram avaliadas a evolugcdo das caracteristicas fisico-
quimicas (pH, aw, acidez, indices de cor, umidade, nitrito, oxidagédo de lipidios e
proteina), microbiolégicas (bactérias laticas e Micrococcaceae) e sensoriais
(sabor) das formulagdes de salame tipo Italiano tradicional (controle), adicionada
de 0,3 e 0,4 % (p/p) de extrato de erva-mate e com 0,2 % (p/p) de antioxidante
artificial, durante 60 dias de armazenamento. A atividade antioxidante in vitro do
extrato de erva-mate aumenta proporcionalmente a concentracdo de extrato
adicionado atingindo 95,67 % de atividade antioxidante para a concentracao
500 pg/mL e a correlagédo entre a atividade antioxidante (%) e a concentragéao de
extrato utilizado forneceu um ICso de 157,85 ug/mL. As formulagdes de salame -
tipo ltaliano resultaram num produto com valores de pH entre 4,72 e 5,01 e

atividade de agua entre 0,752 a 0,790. De acordo com o regulamento técnico de
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identidade de qualidade do salame tipo italiano, as formulagcbes estariam dentro
do permitido que é no maximo 35 % de umidade, no periodo de 60 dias. O
crescimento das bactérias lacticas foi mais expressivo no 2° dia de maturacao
(8,22 a 8,50 log1o UFC/g ) apresentando no final da maturagao valores entre 5,15
a 5,56 logip UFC/g. As concentragbes testadas do extrato de erva-mate nao
inibiram 0s micro-organismos pertencentes a este grupo, ndo afetando assim o
processo fermentativo do produto. Os menores indices de cor objetiva a*
(vermelho) foram verificados aos 60 dias na formulagao controle e na com 0,4 %
de extrato de erva-mate, de 12,27 e 12,23. Os valores de Iluminosidade
demonstram que a adi¢cdo de extrato de erva-mate ndo interferiram no brilho do
produto. Em relacdo aos atributos sabor e textura, a aceitabilidade nas
formulagbes com extrato de erva-mate foi semelhante ao do salame que continha
antioxidante artificial, o que indica que nao houve interferéncia do extrato de erva-
mate nas caracteristicas globais do produto. Durante o armazenamento todas as
formulacdes apresentaram diferenca significativa (p<0,05) nos teores de TBARS
quando comparadas ao tratamento controle (sem adicdo de antioxidante),
comprovando a acao antioxidante da presenca de 0,4 % extrato da erva-mate no
produto. Na formulacdo com adicao de 0,4 % de extrato de erva-mate e na com
antioxidante artificial (eritorbato de so6dio) ocorreu reducdo da concentracao de
carbonil. Indicando assim que nesta concentracao o extrato de erva-mate pode ter

exercido acao antioxidante frente a oxidacao de proteinas.
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A major challenge for the meat industry is to meet the demands of a consumer
market increasingly stringent, which assesses, and a quality product, factors such
as variety, nutritional value and sensory characteristics. In this sense, the objective
was to employ yerba mate extract as a natural antioxidant in the preparation of
Italian salami with the aim of replacing synthetic antioxidants, which have been
restricted because of its potential toxicity. We evaluated the evolution of physical
and chemical characteristics (pH, aw, acidity, color indices, moisture, nitrite, lipid
and protein oxidation), microbiological (lactic acid bacteria and Micrococcaceae)
and sensory (flavor) of the formulations of Italian salami traditional (control), added
0.3 and 0.4% (p / p) of extract of yerba mate and with 0.2% (p / p) of artificial
antioxidant, during 60 days of storage. The in vitro antioxidant activity of extract of
yerba mate increases in proportion to added concentration reaching 95.67% of
antioxidant activity for the concentration 500 mg mL™" and the correlation between
antioxidant activity (%) and the concentration of extract used provided an ICsy of
157.85 g mL™". The formulations of salami - Italian type resulted in a product with
pH values between 4.72 and 5.01 and a water activity between 0.752 to 0.790. In
accordance with the technical regulation of identity of the quality of the
ltalian type salami, the formularizations would be inside of the allowed one
that it is in humidity maximum 35%, in the period of 60 days.
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The growth of lactic acid bacteria was more significant on the 2" day of maturation
(between 8.22 and 8.50 log10 UFC / g) presenting the final maturation values
between 5.15 to 5.56 log10 UFC / g. The concentrations of the extract of mate did
not inhibit micro-organisms belonging to this group, thus not affecting the
fermentation product. The lowest rates of objective color a* (red) were observed
for 60 days in the control formulation and 0,4% of extract of yerba mate, from
12,27 and 12,23. In relation to the attributes flavor and texture, acceptability in the
formulations with yerba mate extract was similar to the salami with artificial
antioxidant, what it indicates that did not have interference of the extract in the
global characteristics of the product. During the storage all the formulations had
presented significant difference (p<0,05) in TBARS content when compared with
the control treatment (without antioxidant), proving the antioxidant action of the
0.4% of yerba mate extract in the product. In the formulation with addition of 0.4%
of yerba mate extract and in the one with artificial antioxidant substance (sodium
eritorbate) it occurred reduction of the carbonil concentration. Indicating as soon
as in this concentration the yerba mate extract can have exerted antioxidant action

in relation to the protein oxidation.



SUMARIO

Resumo
Abstract
LISTA DE FIGURAS
LISTA DE TABELAS
1 INTRODUGCAO
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Aspectos do processamento de Salames
2.1.1 Caracteristicas dos ingredientes
2.1.2 Principais operagbes do processamento
2.2 Alteracdes em produtos carneos
2.2.1 Oxidagéo Lipidica
2.2.2 Oxidacao de Proteinas
2.3 Antioxidantes
2.3.1 Antioxidantes Naturais
3 MATERIAL E METODOS
3.1 Coleta e preparo das amostras de erva-mate
3.2 Obtencao do extrato de erva-mate
3.3 Atividade antioxidante do extrato em pé
3.4 Elaboragéo das formulagdes de Salame
3.5 Maturacgao e armazenamento do Salame
3.6 Determinacdes fisico-quimicas das formulagoes
3.6.1 Umidade
3.6.2 Atividade de agua (aw)
3.6.3 pH
3.6.4 Acidez total
3.6.5 Oxidacgao de lipidios
3.6.6 Oxidacao de proteinas
3.6.7 Cor objetiva
3.6. 8 Nitrito

Vi
viii
Xii
XV
15
17
17
18
24
25
25
26
27
28
32
32
33
36
37
38
39
39
40
40
40
40
41
41
41



X1

3.7 Analises Microbiolégicas 42

3.7.1 Contagem de Bactérias Lacticas 42
3.7.2 Contagem de Bactérias da Familia Micrococcaceae 43
3.8 Analise sensorial 43
3.9 Andlise estatistica 44
4 RESULTADOS E DISCUSSAO 45
4.1 Atividade antioxidante in vitro do extrato de erva-mate 45
4.2. Caracteristicas fisicas das formulagdes de salame — Tipo Italiano 47
4.2.1 Aspectos visuais 47
4.2.2. Cor objetiva 49
4.3. Caracteristicas fisico-quimicas das formulagées de salame — Tipo ltaliano
55

4.3.1 Umidade e atividade de agua 55
4.3.2 pH e acidez 61
4.3.3 Oxidagao dos Lipideos (TBARS) e proteinas 66
4.3.4 Nitrito 72
4.4. Avaliacao microbiolégica das formulagdes de salame — Tipo Italiano 72
4.4.1. Bactérias Lacticas 72
4.4.2 Micrococcaceae 76

4.5 Caracteristicas organolépticas das formulagdes de salame — Tipo ltaliano79

5 CONCLUSOES E SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS 83
5.1  Conclusbes 83
5.2 Sugestdes para trabalhos futuros 84

6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 85

ANEXO 100

APENDICE 101



Xil

LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Aspectos das folhas de erva-mate apés exposicao de 30 minutos ao sol
(@) e submetidas a operagcdo de "rolagem e tor¢do" das folhas (b),
FESPECHIVAMENTE. ... e e 32
Figura 2 - Aspectos das folhas de erva-mate: (a) pré-maceradas, (b) Apds 6 horas

em camara a 4°C, (c) Dessecas em estufa a 30°C, respectivamente. .................. 33
Figura 3 - Extrator de soluveis por percolagao de solvente...........occcoeeeeriiiieeenn. 34
Figura 4 - Vista Frontal do secador por atomizagao. ..........cceeeereiiiiiieeeeeiiiiieeeeennn 35

Figura 5 - Aspecto do extrato em pd de erva-mate: a - Folhas de erva-mate
dessecadas em estufa e triturada; b - Extrato em p6 obtido dos soluveis da erva-
mate ap0s secagem em spray dryer, respectivamente. .........ccccccvuveriiiiiiieeieeenenn. 35
Figura 6 - Material utilizado para avaliagéo sensorial dos Salames Tipo Italiano..43
Figura 7- Modelo da Ficha de avaliagdo sensorial para o teste de Escala
[ 1= [0 1o TR 44
Figura 8 — Aspecto visual da massa das formulagdes de salame (a - controle; b -
0,3% de extrato de erva-mate; c - 0,4 % de extrato de erva-mate; d - antioxidante
artificial) logo ap6s o processamento, salame maturado por 7, 14 e 21, 60 dias,
FESPECHIVAMENTE. ...eiiiii it e e e e e e e e 48
Figura 9 — Gréfico de dispersdo com os valores da Luminosidade (L*) das
formulagbes — Tipo Salame, durante o armazenamento em condigdes controladas
em camara de maturacao e apos os 21 dias embalados a vacuo e armazenados
em temperatura ambiIENte. ..o ————— 50
Figura 10 - Grafico de dispersdo com os valores do indice de cor vermelha (a*)
em formulagbes de salame - Tipo italiano, durante o armazenamento em
condi¢des controladas em camara de maturacao e apos os 21 dias embalados a
vacuo e armazenados em temperatura ambiente. ..o, 52
Figura 11 - - Gréfico de dispersdo com os valores médios do indice de cor
amarela (b*) em formulagbes de salame - Tipo ltaliano, durante o armazenamento
em condigdes controladas em camara de maturacéo e apds os 21 dias embalados

a vacuo e armazenados em temperatura ambiente. ..........cccoociiiiieiiiiiiees 54



xiii

Figura 12 - Grafico de dispersdo com os valores de a,, em formulacbes de salame
- Tipo ltaliano, durante o armazenamento em condi¢cdes controladas na camara
de maturagcdo e apdés os 21 dias embalados a vacuo e armazenados na
temperatura @mbIENTE. ..........ueiiiiii e 57
Figura 13 - Grafico de dispersdo com os valores de umidade das formulagdes de
salame - Tipo ltaliano, durante o periodo de 21 dias de armazenamento em
camara de maturacdo e ap0s embalados @ VACUO. .......cccvvveeeieeieeeieeeeieieciiiens 60
Figura 14 - Grafico de dispersdao com os valores de pH das formulagdes de
salame - Tipo ltaliano, durante o periodo de 21 dias de armazenamento em
camara de maturacao e ap0s embalados @ VACUO. .......cccevveeeieeieeiieiieieieiciieees 63
Figura 15 - Gréfico de dispersdo com os valores médios da acidez Total em
formulacdes de salame - Tipo ltaliano, durante o armazenamento em condigdes
controladas na camara de maturagdo e apdés os 21 dias embalados a vacuo e
armazenados na temperatura ambiente............eeeveiiiiiiiiiie s 66
Figura 16 - Perfil cinético da concentracdao de TBARS nos salames processados
durante o periodo de armazenamento. .........cc.ueeiieeii i 69
Figura 17 - Evolucdo da oxidacdo das proteinas medida pelo indice de carbonil
do salame tipo italiano durante o periodo de 21 dias de processamento e apés 60
dias de estocagem a temperatura de 22°C. .........ouviiiiiiiiiiiiiieie e 71
Figura 18 - Gréfico de dispersdao com o acompanhamento da contagem das
bactérias lacticas em formulagdes de salame - Tipo Italiano, durante o
armazenamento em condigdes controladas na camara de maturagao e apés os 21
dias embalados a vacuo e armazenados na temperatura ambiente. .................... 75
Figura 19 - Grafico de dispersdo com o acompanhamento da contagem das
bactérias Micrococcaceae em formulagdes de salame - Tipo Italiano, durante o
armazenamento em condi¢des controlada em cadmara de maturagédo e apds os 21
dias embalados a vacuo e armazenados em temperatura ambiente. ................... 78
Figura 20 - Histograma de frequéncia para Aceitagdo geral aos 21 (a) e 60 dias
(b), respectivamente (9 - gostei muitissimo, 8 - gostei muito, 7 - gostei
moderadamente, 6 - gostei ligeiramente, 5 - ndo gostei / nem desgostei, 4 -
desgostei ligeiramente, 3 - desgostei moderadamente, 2 - desgostei muito, 1 -

desgostei MUItISSIMO). .....oii et e e 81



Xiv

Figura 21 - Ficha de especificagdo do COMBISTART 1505 .......ccciiiiieeiiiiiieenn. 100
Figura 22 - Curva de calibragédo da atividade antioxidante do extrato de erva-mate

Oleo essencial de manjericao (llex paraguariensis). ..........ccccuucceveeeeeeieceeeenaenn. 101



XV

LISTA DE TABELAS
Tabela 1 - Especificacdes das formulagdes de salame testadas. .........cccceeeeeen. 37
Tabela 2 - Condicbes operacionais da camara de armazenamento. .................... 39

Tabela 3 - Atividade antioxidante (AA) do extirato de erva-mate (llex
PATAGUATIEIISIS). ..ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e s ettt e e e e e et eeeeeeeaaeaaaaeaaaeaaaan 46
Tabela 4 - Luminosidade (L*) das formulagdes de salame - Tipo ltaliano durante o
ArMAZENAMENTO. .eiiiiiiiiiiee et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeerrnesnnaaaaas 49
Tabela 5 - indice de cor vermelha (a*) das formulagdes de salame - Tipo ltaliano,
durante 0 armazenNamMENTO.. ......couiiiiiiiiie e e e 51
Tabela 6 - indice de cor amarela (b*) das formulacdes de salame -Tipo ltaliano,
durante 0 armazenNamMENTO. .......couiiiiiiiiiei e e e 53
Tabela 7 - Atividade de agua (aw) das formulagbes de salame - Tipo ltaliano,
durante 0 armazenNamMENTO. .......couiiiiiiiiieie e e e e e 56
Tabela 8 - Teores de umidade em formulag¢des de salame - Tipo Italiano, durante
0 ArMAZENAMENTO. ..eiiiie e e e e e e et e e et e e e et e e e et e e eaa e e e et aeeennns 59
Tabela 9 - Valores de pH em formulagées em Salame - Tipo Italiano durante o
ArMAZENAMENTO. .eiiiitiiiiiee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeerrrennnnaaaas 61
Tabela 10 - Acidez total das formulagdes de salame - Tipo Italiano, durante o
ArMAZENAMENTO. .eiiiiiiiiiii e e e e e e e e e e e e s e e e eeerenennnnaaaas 65
Tabela 11 - Oxidagcédo de lipidios (TBARS) em formulacdes de salame - Tipo
Italiano, durante 0 armazenNamMENTO. ........ccveeuiiieeie e e e 67
Tabela 12 - Oxidacao de proteinas em formulagdes de salame - Tipo Italiano
durante 0 armazenamentO. .......oooii i 70
Tabela 13 - Bactérias Laticas (logio UFC/g) em formula¢des de salame - Tipo
Italiano, durante 0 armazenNamMENTO. ........coveeeeiiieeeeeeee e e eae s 73
Tabela 14 - Contagem de bactérias pertencentes a familia Microccaceae em
formulacdes de salame - Tipo Italiano durante o armazenamento........................ 77
Tabela 15 - Caracteristicas sensoriais das formulagdes de salame — Tipo ltaliano
durante 0 armazenNamMENTO. ........ouiiiiiiiiieie e 80



15

1 INTRODUCAO

Com o desenvolvimento da sociedade nas ultimas décadas, e as
mudancas de habitos alimentares e ambientais, estabeleceu-se uma nova relagéo
da populacao com os alimentos. Neste contexto, os consumidores procuram nos
alimentos, uma vida mais saudavel e um meio de evitar doencas.

Um dos maiores desafios para a industria de carne é atender as exigéncias
de um mercado consumidor cada vez mais exigente, que avalia, além da
qualidade do produto, fatores como diversidade, valor nutricional, caracteristicas
sensoriais, entre outros, mantendo precos acessiveis a fim de tornar seus
produtos competitivos nas prateleiras dos supermercados.

A producado de salames no Brasil compde uma fatia significativa do
mercado de produtos carneos. Mudancgas na busca de melhor qualidade, reducéo
de custos e investimentos na tecnologia de produgéo, foram percebidas pelo
mercado consumidor brasileiro, que é responsavel pela produgéo de 110 a 120
toneladas/dia de salames (TERRA, 2005). Muito embora a tecnologia de
processamento na industria de carnes tenha avangado significativamente nos
ultimos anos, aperfeicoando métodos de preservagdo e armazenamento de
produtos céarneos, a vida de prateleira destes produtos sofre limitagbes
significativas em funcdo das transformagdes bioquimicas e microbiolégicas que
ocorrem nos mesmos, destacando-se, entretanto, a oxidacao lipidica como uma
das causas mais importantes de deterioracdo de processamento e estocagem
(SUMMO et al., 2006). A oxidacao lipidica, pode ser retardada pela utilizagao de
antioxidantes, dos quais os sintéticos (BHT - butilhidroxitolueno, BHA -
butilhidroxianisol e TBHQ - butilhridroxiquinona terciaria). O emprego destes
compostos tem sido questionado quanto a sua inocuidade, motivando a busca por
antioxidantes naturais que possam atuar isolados ou sinergicamente com outros
aditivos, para substituir parcial e totalmente os sintéticos (MELO et al., 2003). A
aplicacédo de antioxidantes em alimentos gordurosos é extremamente importante
na protecdo de seus constituintes insaturados, principalmente os oOleos e
gorduras, de modo a evitar sabores e odores indesejaveis e, deste modo, manter
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de maneira efetiva a palatabilidade, aceitabilidade e o valor nutricional dos
mesmos (POURCHET-CAMPQOS, 1996).

Em recentes pesquisas tem-se verificado a capacidade antioxidante da
erva-mate in vitro e in vivo equivalente ou superior a vitamina C, vitamina E e/ou
Trolox, substancias consideradas como padrdo para essa propriedade.
GUGLIUCCI & STAHL (1995) verificaram que extratos aquosos e alcodlicos de
llex paraguariensis inibiram a oxidacado da lipoproteina de baixa densidade in
vitro, comparavel ao acido ascorbico. Propriedades antioxidantes de extratos
aquosos de erva-mate in vivo foram confirmadas através da inibicdo da
peroxidacao lipidica em microssomas de figado de ratos (SCHINELLA et al.,
2000). CANTERLE (2005), verificaram que a erva-mate na forma de chimarrdo
possui uma importante quantidade de compostos capazes de aumentarem o
sistema de defesa antioxidante de um organismo sendo sua ingestdo uma
maneira eficaz e econémica de se usufruir seus beneficios. SALDANHA (2005)
verificaram elevada atividade antioxidante em diferentes extratos de erva-mate
(verde e tostada) e de cha verde, indicando o potencial uso dessas plantas como
antioxidantes alimenticios. Mais recentemente, o extrato de erva-mate foi
investigado quanto a atividade antioxidante em produtos alimenticios tais como
iogurte (PRECI, 2010) e carne de frango (PADILHA, 2007).

Com o intuito de aumentar a qualidade dos embutidos carneos, este
trabalho teve como objetivo utilizar o extrato de erva-mate como possivel
antioxidante natural na fabricagdo de salame tipo ltaliano, com o propésito de
substituir antioxidantes sintéticos, os quais tém sido restringidos por causa do seu
potencial de toxicidade. Com esse objetivo, acompanhou-se a evolugcdo das
caracteristicas fisico-quimicas (pH, aw, acidez, indices de cor, umidade, nitrito,
oxidacdo de lipidios e proteinas), microbioldgicas (bactérias laticas e
Micrococcaceae) e sensoriais (sabor) das formulagdes de salame tipo Italiano
tradicional (controle), adicionadas de 0,3 e 0,4 % (p/p) de extrato de erva-mate e
com 0,2 % (p/p) de antioxidante artificial, durante 60 dias de armazenamento.



17

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste item, sdo apresentados aspectos do processamento de salames,
legislacao brasileira em vigor, fatores que afetam a maturacdo, emprego de
antioxidantes sintéticos e naturais, bem como as algumas alteracées que ocorrem

em produtos carneos (oxidacao de lipideos e proteinas, etc).

2.1 Aspectos do processamento de Salames

Os produtos carneos representam uma parte importante da dieta humana.
Apesar da grande variedade de salames existente, esses produtos podem ser
definidos como produtos carneos elaborados pela mistura de carne picada
(moida), pedacos de gordura, sal, agentes de cura, agucar e temperos, embutidos
em envoltério e submetido a fermentacdo e posteriormente secagem (DALLA
SANTA, 2008). A fabricacdo do salame se da em duas fases: na primeira, ha a
fermentagdo com a ocorréncia simultdnea de acidificagdo e formag¢ao da cor; a
segunda fase consiste na desidratagdo como decorréncia da fermentagdo. Ao
final deste periodo, o salame tipo ltaliano devera apresentar pH de 5,2 a 5,4 e
atividade de agua de 0,87, caracterizando o final do processo. Ambas as fases
acima ocorrem em camara de maturagdo dotada de controle de temperatura e
umidade relativa (TERRA, 2005).

Segundo GARCIA & GAGLEAZZI (2000), a fermentagdo € considerada
como a etapa mais importante do processamento do salame. E nesta etapa que
ocorrem a maioria das transformacgoes fisicas, bioquimicas e microbiol6gicas, que
sao influenciadas pelas caracteristicas da matéria-prima e do processo presente,
nas propriedades organolépticas do produto final. LIZASCO et al. (1999)
resumiram as transformacbes decorrentes nas seguintes etapas: alteracdo na
microflora inicial, decréscimo nos valores de pH, reducao do nitrato a nitrito para a
formacdo da mioglobina nitrosa, solubilizacdo e geleificagdo das proteinas
miofibrilares e sarcoplasmaticas, protedlise, lipdlise e fenbmenos oxidativos, além

da desidratacgéo.
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Os embutidos fermentados podem ser classificados em secos e semi-
secos. A formulagcdo em carnes, tamanho das particulas, intensidade do sabor,
tipo da tripa utilizada e tempo de conservacédo sao variaveis que contribuem para
a existéncia de uma ampla variedade de embutidos secos e semi-secos. Os
embutidos semi-secos diferem dos secos por possuirem sabor mais picante,
textura mais branda e menos rugosa, contendo aproximadamente 50 % de agua
enquanto que os secos possuem 35 % de umidade permanecendo em maturacao
por 10 a 100 dias (CAMPAGNOL, 2007).

A fermentacdo pode ser natural ou iniciada com a adicdo de culturas,
conhecidas como starters (GALLI, 1993). O uso de starters na fabricagdo de
salame contribui para a redugdo do tempo de fabricacdo, confere melhor cor,
aroma e sabor ao produto final, reduz a contaminagdo microbiolégica com
consequente aumento da vida util do produto, e possibilita a reducao de formacao
de nitrosaminas durante o processamento (TERRA, 1990). Em geral, todas as
classes de micro-organismos sdo usadas na fermentacédo de alimentos, porém as
bactérias e as leveduras sao mais utilizadas que os bolores. Entre as bactérias, o
grupo das 4cido-lacticas sdao as mais importantes. Estes micro-organismos
causam a rapida acidificacdo da matéria-prima, pela producdo de acidos
organicos. Sendo assim, a atividade metabdlica das bactérias lacticas aumenta a
vida de prateleira e a seguranca alimentar, melhora a textura e contribui na
formacao do perfil sensorial do produto final (DALLA SANTA, 2008).

2.1.1 Caracteristicas dos ingredientes

O processo de fabricagdo de embutidos fermentados consiste em um
complexo fendmeno biol6gico provocado por micro-organismos desejaveis que
atuam sinergicamente. O inicio da produgao de salames ocorre por meio do uso
de matérias-primas e aditivos de boa qualidade, instalagdes e equipamentos
adequados que sao imprescindiveis a qualidade do produto final.

Normalmente, as carnes utilizadas na elaboragdo de embutidos
fermentados sdo provenientes de suinos e bovinos. Nao é facil padronizar a

composicao quimica da carne, ja que existem muitas diferengas devido a fatores
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como a espécie, a ragca, 0 sexo, a idade, o tipo de alimentacdo e o corte
analisado. Os componentes majoritarios da carne sao a agua (65 a 80 %),
proteinas (16 a 22 %), gordura (3 a 13 %) (DALLA SANTA, 2008).

As caracteristicas finais peculiares dos salames dependem também do tipo
e qualidade da carne utilizada. Cabe ressaltar que as condi¢des de transporte e 0
manejo antes do abate, podem interferir na qualidade da carne e
consequentemente, nas caracteristicas finais do produto (TERRA & BRUM,
1998).

A gordura utilizada deve ser da regido dorsal, cuja propor¢céo entre acidos
graxos saturados e insaturados permite o seu estado soOlido em temperatura
ambiente. Para salames com vida de prateleira elevada, ndo mais do que 12 % do
total de acidos graxos podem ser poliinsaturados, caso contrario rancidez,
defeitos no sabor e aroma irdo se desenvolver rapidamente (CAMPAGNOL et al.,
2007).

As caracteristicas da gordura utilizada sao fundamentais para a qualidade
final do produto, pois contribuem significativamente para o estabelecimento da
estrutura e caracteristicas organolépticas do salame. A rancificagdo das gorduras
leva a formacdo de compostos que produzem alteracées no flavour do produto,
conferindo sabor tipico de ranco e escurecimento dos salames (DALLA SANTA,
2008). Além disso, a qualidade microbioldgica final dos salames é fortemente
influenciada pelas condicbes microbiolégicas do toucinho, ja que este nao sofre
acao significativa da fermentacdo (DEGENHARDT, 2006).

A adicao de cloreto de sédio contribui para a diminuicao da A, e também
provoca modificagdes na pressdo osmética, que juntamente com a agao tdxica do
ion cloro dificulta o desenvolvimento de determinados grupos de micro-
organismos. A capacidade do sal para solubilizar as proteinas miofibrilares & de
fundamental importancia para desenvolver com sucesso um produto curado.
Essas proteinas solubilizadas servem como uma capa para ligar as particulas de
gordura e agua, resultando em uma emulséao estavel (PRICE & SCHWEIGERT,
1994). BERNARDI et al. (2008) citam que inicialmente o cloreto de sddio
desempenha um papel muito importante em produtos cérneos, uma vez que

auxilia no flavour, textura e vida de prateleira. Qualquer alteracao no teor de sal
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de embutidos carneos requer a reformulacao dos ingredientes, ja que dificilmente
pode-se elimina-lo totalmente em razao de suas propriedades funcionais.

Os acucares contribuem para melhorar o aroma da carne curada e servem
de substrato para a producdo de acidos pelos micro-organismos presentes na
carne ou pelas culturas adicionadas (CAMPAGNOL et al., 2007). A variedade e a
quantidade de carboidratos adicionados sao importantes, pois determinam a
velocidade da multiplicacdo das bactérias lacticas, ja que quanto maior o peso
molecular, menor sera a velocidade da fermentacdo. A presenca de agucar cria
condicbes redutoras durante o processo de cura, O que previne O
desenvolvimento de aromas de oxidagdo. O ambiente redutor formado influi na
cor da carne curada porque estabiliza o Fe** (DEGENHARDT, 2006).

Os sais de cura, como nitrato e nitrito de sédio e\ou potassio, sao
largamente utilizados como aditivos alimentares no processamento de produtos
carneos. Os sais de nitrito, além de conservarem a carne contra a deterioracao
bacteriana, sao fixadores de cor e agentes de cura. Seus efeitos adversos sao
representados principalmente pela metamioglobina téxica e pela formagao de
nitrosaminas. Seu uso € discutivel dada a possibilidade de originar compostos
nitrosos de acao carcinogénica (OLIVEIRA et al., 2005).

O nitrito age como um outro obstaculo contra o crescimento de micro-
organismos patogénicos que possam estar presentes na matéria-prima,
principalmente contra o Clostridium botulinum (GIRARD, 1991). Ele pode ser
adicionado diretamente ou pode ser obtido através da reducdo do nitrato,
promovida pela acdo de bactérias redutoras. A cor résea € obtida devido a
formacdo do pigmento nitrosilmioglobina com o éxido nitrico proveniente da
reducdo de nitrito (FARIA & YOTSUYANAGI, 2002). Entretanto, a adigéo
excessiva de nitrito pode causar escurecimento da carne, promovendo a oxidacao
da mioglobina, que leva a formagdo da metamioglobina, substancia que ocasiona
o esverdeamento do produto (AGUIAR et al., 2006).

A reducdo dos nitratos € realizada pelas bactérias da familia
Micrococcaceae, durante as primeiras 24 horas, quando os niveis de acido latico
ainda ndo estédo elevados. Essas bactérias possuem um sistema nitrato e nitrito

redutase que favorece a ocorréncia das reacdes de cura responsaveis pela



21

coloracao tipica destes produtos carneos. Esta atividade bacteriana é favorecida
pelas temperaturas relativamente baixas e altas concentragdes iniciais de cloreto
de sédio. As Micrococcaceae vao desaparecendo, pouco a pouco, devido a
microaerofilia e baixo pH (TERRA et al., 2001). Temperaturas de fermentacao
elevadas aceleram a acidificacdo, o0 que pode causar a inibicdo do
desenvolvimento das Micrococcaceae, impedindo a reducédo eficaz do nitrato a
nitrito, deixando os embutidos com cor indesejada, e ainda, proporcionar sabor e
aroma fortes ao produto. Por outro lado, se a umidade relativa estiver muito baixa,
podera ocorrer uma desidratagdo excessiva e se formar uma crosta superficial no
embutido, o que impedira a eliminagdo de &gua do interior do produto,
favorecendo o desenvolvimento de micro-organismos indesejaveis (BACUS,
1984; LUCKE, 1998).

Segundo BRASIL (2000), a legislagdo brasileira vigente prevé limites
maximos de 0,015g/100g (150 ppm) e 0,03g/100g (300 ppm) respectivamente,
para nitrito e nitrato de sddio para carnes e produtos carneos, denominando estes
produtos como conservantes. A concentracdo necessdaria para ocorréncia dos
diversos efeitos quando de seu emprego em produtos carneos varia entre 30 e
50 ppm para o desenvolvimento de cor, entre 20 e 40 ppm para desenvolvimento
de aroma, entre 80 e 150 ppm para o efeito conservante (TERRA et al., 2006).

Tradicionalmente, na elaboracdo de salames sdo adicionados diversos
condimentos, com o objetivo de conferir sabor e odor peculiares ao produto. A
utilizacdo de condimentos permite a obtencdo de produtos com caracteristicas
particulares.

As culturas starters sdo adicionadas a produtos carneos para assegurar
melhor confiabilidade ao produto em termos de saude publica, com menor tempo
de fermentacéo, e para obter um produto final de qualidade, com textura, aroma e
sabor constante e aumentar a vida de prateleira. Inicialmente, a fermentacao era
o resultado da agao dos micro-organismos resultantes das contaminagdes sobre
0s agucares existentes na formulagdo com produgéo de acido lactico. A qualidade
dos salames nao era uniforme, pois dependia da “house flora”. A partir de 1961,

culturas puras de micro-organismos Uteis passaram a ser disponiveis,
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possibilitando dessa forma, a obtencdo de salames com alta qualidade (BIASI et
al., 2007).

Segundo BUCKENHUSKES (1993), varios critérios especificos devem ser
considerados para selecao de culturas starters na aplicagao em alimentos, dentre
0s quais estdo as caracteristicas da matéria-prima, a tecnologia a ser aplicada
para a producdo, a atividade metabdlica e as caracteristicas desejadas no produto
final. Dessa forma, as caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas dos micro-
organismos, além de serem utilizadas para caracterizar as espécies, também sao
usadas como ferramenta para selecionar e classificar grupos de micro-
organismos com potencial para uso industrial (DALLA SANTA, 2008).

Os starters com micro-organismos do género Staphylococcus coagulase
negativa melhoram a cor e o flavor dos produtos. Por isso, a combinacao destas
culturas iniciadoras resultara num produto de alta qualidade em um menor tempo
de processamento. Deste modo, para se obter um produto com qualidade,
apresentando boas caracteristicas em relacdo a cor e ao sabor e a garantia dos
padrées microbiolégicos, é necessario que as culturas starters sejam adicionadas
a fim de competir com os micro-organismos presentes na carne (BIASI, 2007).

Durante a elaboracdo de embutidos fermentados, os micro-organismos
desempenham papel decisivo. Sendo que a funcdo das bactérias lacticas na
fermentacdo de carnes é a rapida producdo de acido lactico, o que provoca a
reducao do pH inibindo a acao de micro-organismos patogénicos e aumentando a
vida de prateleira do produto processado. Outras fung¢des destas bactérias sdo as
producbes de flavour diferenciado e a desnaturacdo das proteinas
(BUCKENHUSKES, 1993; CARIONI et al., 2001). A redugdo do nitrato, o
decréscimo do pH, a formagao do aroma, a estabilidade da cor e a capacidade de
conservagao, sao caracteristicas ou processos que se desenvolvem durante a
maturacdo e que sao significativamente influenciados pelos micro-organismos
presentes. Quando se empregam combinagdes de espécies microbianas
redutoras de nitrato e acidificadoras, pode-se trabalhar com cloreto de sédio e
nitrato de potassio. Como os micro-organismos da cultura starter sdo capazes de
desdobrar rapidamente os carboidratos, pode ser necessario diminuir a

quantidade de agucar adicionado, pois agregando doses excessivas, pode haver
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acidificacao inicial muito intensa, o que acarreta defeitos na consisténcia e sabor
dos embutidos (VIEIRA & MENDONGCA, 2005).

O desenvolvimento do sabor e aroma em produtos carneos esta
relacionado principalmente com os compostos oriundos da oxidagcao dos lipideos,
da agcdo das enzimas endogenas e das enzimas microbianas. Essas enzimas
estao envolvidas nos processos metabdlicos como a glicolise, protedlise e lipolise.
Pode-se modular o aroma com o uso de diferentes espécies de Staphylococcus
coagulase negativas. Fatores tecnoldgicos, envolvendo temperatura, umidade
relativa, natureza e didmetro da pega carnea, etc, influenciam significativamente
(CICHOSKI et al., 2004).

Micrococcaceae sao 0s micro-organismos mais importantes utilizados
como culturas starters no processamento de embutido fermentado seco. As
bactérias da familia Micrococcaceae participam na preservacao de produtos
carneos, evitando a rancidez e desenvolvimento da tipica cor vermelha, devido a
catalise e nitrito redutase. Sdo mais frequentemente utilizadas como cultura
starter comercial no processamento de embutidos, juntamente com
Staphylococcus xylosus e Staphylococcus carnosus. A associacao do
Staphylococcus carnosus juntamente com o Lactobacillus pentosus na fabricacao
de embutidos tem importante papel na lipélise por sintetizar aromas essenciais
para a qualidade organoléptica do produto e proporcionar o efeito de baixar
rapidamente o pH pela transformacao do acucar em acido lactico. Sua catalise
destrdi os perdxidos responsaveis por sabor rango. O Staphylococcus carnosus
também possui atividade nitrato redutora, € homofermentativo, anaerdbio
facultativo, tolera concentragdes de até 16 % de cloreto de s6dio em agua. A
temperatura de crescimento 6tima é 30°C, a maxima 45°C e a minima 10°C. E
bastante utilizado quando se necessita uma coloracdo mais intensa nos produtos
fermentados (MARTIN et al., 2007).

A aplicagédo do fungo Penicillium nalgiovense na superficie do salame
colabora na formagéo do flavor pela formagdo de compostos volateis através de
um conjunto de enzimas tais como desaminases, transaminases e
desidrogenases. Salienta-se o fato de que a deposi¢cdo externa regula nao

somente a entrada do ar (rancificacdo) como da luz, potente catalisador da
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rancificacdo do toicinho. Uma perfeita cobertura de fungos sobre a superficie do
salame auxilia numa perda de umidade mais homogénea, de forma lenta e
progressiva, atuando na diminuicdo de formagcdo de crosta na superficie dos
embutidos (TERRA, 2005).

2.1.2 Principais operacoes do processamento

A matéria-prima pode ser moida em cutters ou moedores, de acordo com a
granulometria desejada. Durante essa etapa deve-se trabalhar com o toicinho (-
7°C) e as carnes congeladas (-1°C). A moagem do toicinho com temperatura
elevada faz com que parte da gordura se emulsione, causando a formacéo de
uma pseudo-emulsdo que ira se colocar entre a massa e a tripa, dificultando a
desidratacdo e desqualificando a aparéncia do salame. Ap6s a moagem, a
matéria-prima € misturada com os demais ingredientes e é embutida em tripas
(naturais ou artificiais) de diametro variavel. Durante o embutimento, € muito
importante retirar o oxigénio da massa carnea, ja que este interfere no
desenvolvimento da cor e do sabor do produto final (CAMPAGNOL et al., 2007).

Apb6s o embutimento, o produto é levado a camara de maturagéo, onde se
controla a temperatura e a umidade relativa, sendo estes, dois parametros
importantes para se obter uma fermentagdo adequada. Na etapa da fermentagéo,
as bactérias lacticas metabolizam os carboidratos presentes na massa gerando
acido l4ctico, ocasionando uma diminuigdo do pH. O decréscimo de pH, além de
causar a coagulacao das proteinas miofibrilares, estabilizando a emulséao carnea,
produz rapida inibicdo de bactérias gram-negativas presentes na massa; por outro
lado, quando o pH diminui, alcanca-se o ponto isoelétrico das proteinas,
diminuindo sua capacidade de retencao de agua (CAMPAGNOL et al., 2007).

Durante a etapa de maturacdo, desenvolve-se a textura do produto por
meio da perda de peso, que varia entre 30 e 40 %, e ocorrem numerosas reacdes
enzimaticas catalisadas tanto por enzimas tissulares como microbianas, originado
substancias que contribuem para o sabor e aroma do produto final (CAMPAGNOL
et al., 2007).
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2.2 Alterac6es em produtos carneos

Das alteracbes mais importantes em carne e produtos carneos e que
ocasionam grandes problemas durante o armazenamento, destacam-se as
reacoes de oxidacao de lipidios e proteinas, os quais afetam sensorialmente os
produtos e muitas vezes comprometendo sua aceitagao pelo consumidor, como
também sdo responsaveis pelo surgimento de compostos téxicos associados a

problemas de saude.

2.2.1 Oxidacao Lipidica

A oxidac&o lipidica, conduz a descoloragéo, perda de valor nutricional e é o
principal fator de rejeigdo dos produtos oxidados, desenvolvimento dos sabores
rancosos. A rancidez dos alimentos ndo afeta apenas sensorialmente os
produtos, como € também responsavel pelo surgimento de compostos téxicos
associados a problemas de saude, como as doengas circulatérias, o cancer e o
envelhecimento. As reagbes oxidativas sdo favorecidas por fatores como a
temperatura e a luz, porém, nos produtos carneos, além destes promotores, a
rancidez é estimulada por ions ferro presentes nas moléculas de mioglobina,
proteinas que no animal vivo possuem a funcéo de transportar o oxigénio e que
sao as responsaveis pela coloragédo das carnes vermelhas (GARCIA et al., 2002).

Algumas etapas no processamento como moer, triturar, dentre outras,
aceleram as reacOes de oxidacdo em embutidos pela introducdo do oxigénio
molecular e por promover o contato dos catalisadores com os lipideos presentes
no tecido (MENDES, 1999). A rancidez oxidativa é uma reacdo do oxigénio
atmosférico com as duplas ligacdes dos acidos graxos insaturados. A reacao
produz peroxidos e hidroperéxidos. Estes compostos, por uma série de reacdes
paralelas produzem os compostos volateis, aldeidos e cetonas que dao o odor
ranco no alimento (MORETTO & FETT, 1998).

Neste contexto, a oxidacao lipidica em carnes pode ser acompanhada
através do valor de TBARS (TARLADGIS et al.,, 1960), visto que produtos
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primarios de oxidagao lipidica constituem-se principalmente de hidroperdxidos, os
quais sao rapidamente decompostos em varias substancias reativas ao acido 2-
tiobarbitirico (TBARS), particularmente carbonilas, sendo o malonaldeido o
elemento mais importante.

A formacdo de malonaldeido ocorre atravées da decomposicdo de
hidroperéxidos, produtos primarios da oxidacao lipidica. Alguns dos fatores que
determinam a extensdo na formacdo deste aldeido através de acidos graxos
poliinsaturados sdo: o grau de insaturacdo, a presenca de metais, o pH, a
temperatura, a duragéo e condigdes de aquecimento (ROTTA, 2007).

A susceptibilidade da carne a oxidagao lipidica tem sido estudada por
diversos pesquisadores com a finalidade de buscar solu¢des para amenizar este
problema. Com isto, estdo sendo aplicadas diferentes tecnologias de
processamento € armazenamento para aumentar o tempo de vida U0til destes
produtos, como embalagens a vacuo ou com atmosfera modificada, as quais se
tém mostrado efetivas no retardo da oxidacao (GRAY et al., 1996; GRAU et al.,
2000).

2.2.2 Oxidacao de Proteinas

O efeito mais significativo da oxidagdo de proteinas sdo mudangas nas
propriedades reologicas de um alimento. Algumas alteragbes oxidativas em
proteinas e aminoacidos que resultam no desenvolvimento de off-flavours estao
resumidas como a oxidacao de histidina, cisteina, metionina, triptofano, tirosina,
peroxido de hidrogénio, podem ocorrer quando o alimento contendo
fotossensibilizadores, como a riboflavina quando exposta a luz (AaRDT, 2003).

Embora as proteinas também sejam substratos para acdo dos radicais
livres, seu efeito sobre elas € menos intenso do que se verifica nos lipideos,
devido ao fato das reacdes serem mais lentas. Devido ao dano oxidativo, as
proteinas podem sofrer modificacdes em aminoacidos especificos, mudancas
conformacionais, fragmentagcdo da cadeia peptidica ou alteracdo da carga
elétrica. Estas alteracées podem provocar diversas consequiéncias funcionais, tais

como aumento da susceptibilidade a protedlise e inativacdo enzimatica. As
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principais consequiéncias da oxidacao protéica sobre a qualidade de produtos
carneos verificam-se sobre a coloragdo, sendo que esta se deve
fundamentalmente ao estado da proteina muscular mioglobina. A mioglobina é
uma proteina conjugada constituida por uma parte protéica (globina) e um grupo
prostético de natureza nao peptidica (grupo heme) (ROTTA, 2007).

2.3 Antioxidantes

Segundo as definicbes do FDA (Food and Drug Administration), os
antioxidantes sao substancias que, adicionadas aos alimentos, permitem
prolongar sua vida de prateleira, evitando a ocorréncia de descoloracdo e o
surgimento dos sabores desagradaveis ocasionados pela oxidacao lipidica e/ou
protéica. O uso de antioxidantes deve respeitar os limites maximos descritos na
legislagdo a fim de que seja minimizada a ingestdo destas substancias pelo
consumidor (GARCIA et al., 2002).

Segundo DALLA SANTA (2008), os antioxidantes sao substancias capazes
de sequestrar ou impedir a formagao de radicais livres. O mecanismo de acao dos
antioxidantes esta bem elucidado, sendo necessario que ele iniba a formagéo de
radicais livres na iniciagdo da cadeia de oxidagao ou interrompa sua propagagao.

A classe de aditivos compreende tanto substancia de origem natural como
também de substancias sintéticas. Os antioxidantes sintéticos mais utilizados na
industria de alimentos sdo o BHT (butilhidroxitolueno), BHA (butilhidroxianisol) e
TBHQ (butilhridroxiquinona terciaria). O emprego de agentes oxidantes sintéticos
visando o aumento do prazo de validade de produtos alimenticios tem sido
freqientemente utilizado devido ao seu baixo custo, estabilidade e eficacia.
Porém, durante as duas ultimas décadas, tanto consumidores quanto a legislagéo
tém levantado suspeitas & inocuidade dos antioxidantes sintéticos (POKORNY,
1991).

No Brasil, o uso de aditivos com func¢ao antioxidante em produtos carneos
é definido de acordo com o estabelecido na Portaria numero 1004 de 11 de
dezembro de 1998 - ANVISA, (BRASIL, 2009). Essa Portaria ndo autoriza o uso

de antioxidantes em carnes frescas e congeladas in natura, mas permite a adi¢éo,
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por exemplo de BHA e BHT em alguns produtos carneos industrializados, em
quantidades de 0,01 g de antioxidante por 100g de produto (PEREIRA, 2009).

O é&cido eritorbico € o seu sal de sodio sao fortes agentes redutores e
atuam na reducao do oxigénio molecular. O &cido eritérbico é o isébmero D do
acido ascorbico, portanto nédo apresenta atividade biolégica e nao ocorre
naturalmente em alimentos, tem atividade antioxidante menor que o &cido
ascérbico oxidando mais rapidamente no alimento. O eritorbato de sédio
(CeH7NaOg) é um conservante antimicrobiano e agente antioxidante. Potencializa
a acgao curativa dos nitritos em carnes, estabiliza 0 aroma e a cor da carne. Como
um antioxidante, ajuda a melhorar a estabilidade do sabor de maneira similar a
vitamina C, e ajuda a prevenir a formacado das nitrosaminas carcinogénicas
(ARAUJO, 2005).

2.3.1 Antioxidantes Naturais

O interesse pelos antioxidantes naturais teve inicio na década de 80 diante
da comprovacéo de efeitos maléficos causados por doses elevadas de BHT, BHA
e TBHQ sobre o peso do figado e marcado aumento do reticulo endoplasmatico,
entre outras. Como conseqliéncia, énfase foi dada a identificacao e purificacao de
novos compostos com atividade antioxidante, provenientes de fontes naturais,
que pudessem atuar sozinhos ou sinergicamente com outros aditivos, como
alternativa para prevenir a deterioragéo oxidativa de alimentos e limitar o uso de
antioxidantes sintéticos POKORNY (1991).

Os antioxidantes naturais funcionam como agentes redutores, como
inibidores de radicais livres, como quelantes ou como desativadores de metais
pro-oxidantes (PIEDADE, 2007).

De acordo com sua modalidade da agao, os antioxidantes naturais podem
ser classificados como antioxidantes preliminares (de quebra), que podem reagir
diretamente com os radicais do lipidio e os converter em produtos estaveis, ou
como antioxidantes secundarios (preventivos), que podem abaixar a taxa de
oxidacao por diferentes mecanismos. Os antioxidantes preliminares atuam mais

freqientemente doando um atomo de hidrogénio, enquanto antioxidantes
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secundarios podem agir por ligacdo ions metalicos capazes de catalisar
processos oxidativos, pelo seqliestro de oxigénio, absorvendo radiagcdao UV, por
inibicdo de enzimas ou decomposicao hidroperéxidos (EKLUND et al., 2005).

Os antioxidantes incluem uma variedade de vitaminas, carotendides,
minerais e fitoquimicos que desativam radicais livres e desse modo impedem o
dano as membranas celulares ou ao material genético dentro da célula
(MURTAUGH et al., 2004).

Os antioxidantes naturais na dieta humana podem atenuar os efeitos dos
genes mutagénicos e carcinogénicos. Alguns antioxidantes, como vitaminas A, C
e E, podem minimizar os efeitos colaterais de drogas antineoplasticas e podem
melhorar a quimioterapia. Um aumento no teor de antioxidantes da dieta através
do aumento da ingestdo de frutas e vegetais ricos desses compostos pode
diminuir a oxidacdo do DNA por radicais livres, prevenindo cancer e outras
doengas degenerativas. Danos oxidativos a biomoléculas provocadas pelo
estresse estdo entre os principais fatores de risco para aterosclerose,
principalmente através da oxidacao da lipoproteina de baixa densidade (LDL) no
sangue. Assim, o cancer, aterosclerose e outras doencas degenerativas, sao
partes de um mecanismo comum (VILELA et al., 2008).

MACEDO (2005), cita que vérios estudos tém sido realizados visando o
desenvolvimento de extratos naturais com agdo antioxidante, para o uso em
produtos carneos. Dentre os quais, estdo o uso de erva-mate (llex
paraguariensis), marcela do campo (Achryrocline satureioides), casca de batata
(Solamum tuberosum) que possuem flavondides e acidos fendlicos em sua
composicao. A utilizacdo de extratos € vantajosa, pois nao apresentam
contaminantes microbiolégicos, sdo desodorizadores e nao sao visiveis no
produto, permitindo a obtencao de produtos padronizados. De acordo com HECK
& MEIJA (2007), a erva-mate possui uma capacidade antioxidante maior que o
cha verde (Camellia sinensis).

Um dos principais grupos de antioxidantes encontrados nas plantas séo os
compostos fendlicos, estes por sua vez além da atividade antioxidante, também
demonstram outras atividades biolégicas importantes, tais como: atividades

antiinflamatérias, antialérgica, antimicrobiana e anticarcinogénica (ARCARI,
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2009). Segundo PADILHA (2007), os antioxidantes naturais podem funcionar
como agentes redutores, como inibidores de radicais livres, como quelantes ou
sequestradores do oxigénio singlete e como desativadores de metais pro-
oxidantes. Os fotoquimicos que apresentam em sua estrutura um anel aromatico
com uma ou mais hidroxila recebem a denominagdo de compostos fendlicos e
geralmente apresentam atividade antioxidante.

A concentragao de polifendis na erva-mate tem uma forte correlagdo com a
capacidade antioxidante deste produto (CHANDRA & MEJIA, 2004). E rica em
polifendis hidrossoluveis, tais como acido isoclorogénico, &cido cafeico e acido
clorogénico, aos quais foram atribuidas a capacidade antioxidante e podem
conferir para suas infusdes, um papel hepatoprotetor (funcéo de auxilio ao figado)
e reforcar a defesa antioxidante do organismo humano. JACQUES (2005),
salienta ainda que foi comparado e determinado os teores de polifendis e a
capacidade antioxidante de Ardisia compressa, Camélia sinensis e llex
paragariensis, sendo que as folhas de erva-mate apresentaram uma capacidade
antioxidante elevada frente ao acido galico em comparacdo com as outras
plantas.

MOLIN (2009) relata que pela habilidade de prevenir a oxidacdo de
lipossomos, os extratos de llex paraguariensis possuem atividade antioxidante
duas vezes superior se comparadas com vinho tinto. Os estudos in vitro
realizados, até o presente momento, apontam para o importante papel dos
polifendis nas atividades antioxidante e sequestradora de radicais livres,
demonstrada para esta espécie (SILVA, 2007).

A utlizagdo de plantas e ervas como antioxidantes em alimentos
processados esta se tornando cada vez mais importante na industria da
alimentagdo como uma alternativa aos antioxidantes sintéticos. MILANI et al.
(2001) em estudo comparativo do efeito antioxidante de extratos hidroetandlico e
metilico de casca de maga, folhas de alcachofra e erva-mate em carne
mecanicamente separada (CMS) de frango mantidas sob refrigeracdo e
congelamento, constataram através do indice de TBARS que o extrato metilico de
erva-mate apresentou maior poder antioxidante, com determinagéo de 1,68 mg de

malonaldeido por kg de amostra, enquanto que os demais extratos testados
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apresentaram 7,95 mg de malonaldeido por kg de amostra. CAMPOS et al. (2007)
trabalhando com salame, concluiram que a adi¢cdo de extrato hidro-etanélico de
erva-mate controlou a oxidacao lipidica mantendo o produto carneo com baixos
valores de TBARS (1,75 mg de malonaldeido/kg de amostra). PRECI (2010) na
elaboracdo de logurtes light tradicional e probidtico, acrescidos de extrato de
erva-mate (0,1 e 0,25 % de extrato) e armazenado por 60 dias sob refrigeracao
(4 °C), apresentaram diferencga significativa em relagdo as formulagbes que néo
receberam a adicdo de extrato (0,013 a 0,019 para 0,024 a 0,035 mg de
malonaldeido/kg de amostra, para formulagbes com e sem extrato,
respectivamente), comprovando a acao antioxidante da presenca do extrato da
erva-mate no produto. FAION (2010) em queijo Prato adicionado de cultura
adjunta (Lactococcus Lactis ssp. lactis e cremoris) e extrato de erva-mate (0,1 e
0,2 %) observou acdo do antioxidante natural frente a oxidagdo de proteinas e
lipidios.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta e preparo das amostras de erva-mate

As folhas de erva mate (llex paraguariensis St. Hil) foram colhidas de um
cultivo homogéneo de producgao a pleno sol, localizada no interior do municipio de
Barao de Cotegipe — RS, sob as coordenadas 27°37’15” S, 52°22’47” W, e 765 m
de altitude. Folhas de pequenos ramos (6 meses), foram coletadas no periodo da
tarde, sendo acondicionadas em sacos de tecido (algoddao) e posteriormente,
submetidas a pré-desidratacdo com exposi¢cao ao sol, durante 30 minutos (Figura
1a). Em seguida, submetidas a operacéo de pré-maceracao (Figura 1b) onde as
folhas foram distribuidas em tecido de algodao branco, envolvendo-as em forma

de rolo, sendo realizadas torcbes em dire¢cées opostas durante 5 minutos e em

ambiente com temperatura entre 18 e 20°C (Figura 1).

Figura 1- Aspectos das folhas de erva-mate apds exposicao de 30 minutos ao sol
(@) e submetidas a operagcdo de "rolagem e tor¢cdo" das folhas (b),

respectivamente.

Apés a pré-maceracao as folhas foram distribuidas em bandejas e
mantidas em camara de maturacao (Menoncin) em temperatura de 4°C e umidade
relativa de 96°C durante um periodo de 6 horas, com auséncia de luminosidade

(Figura 2b). Em seguida, as folhas foram dessecadas em estufa com renovagao e
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circulacdo de ar (marca Marconi), com temperatura de 30°C durante 20 horas h

(Figura 2c).

Figura 2 - Aspectos das folhas de erva-mate: (a) pré-maceradas, (b) Apds 6
horas em camara & 4°C, (c) Dessecas em estufa a 30°C, respectivamente.

Posteriormente, as folhas foram trituradas durante 20 segundos, na
velocidade 2, utilizando um triturador de facas Master Mixer (marca Walita). Logo
apos, a amostra foi classificada por tamanho (2,36 mm), peneira da série TYLER
(mesh 16) sendo possivel homogeneiza-la, descartando a fragcdo retida na

peneira.

3.2 Obtencao do extrato de erva-mate

A extracdo de soluveis da erva-mate foi efetuada segundo metodologia
descrita por VALDUGA (2002) em um extrator por percolagdo de solvente
(Bialetti) (Figura 3) onde: A - depoésito do solvente; B — filtro; C — valvula de
seguranca; D — coletor de extrato; E — filtro; F — borracha de vedagéao. O cilindro é
conectado no interior do extrator. Através de fornecimento de calor, a agua

percola a erva-mate moida extrai os solUveis na parte superior do extrator. Para
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uma unica extracao, a percentagem de solUveis extraidos, com relacdo a massa
de erva-mate pode atingir 35,5 %, em extracao, neste processo utilizou-se 350 mL

de agua, 24 g de folhas de erva-mate trituradas a temperatura do extrato de 96°C.

()

Figura 3 - Extrator de soluveis por percolagdo de solvente

A secagem do extrato de erva-mate foi realizada em um secador por
atomizagdo (LabPlant SD-05 Spray drying) produzindo particulas sélidas de
soluveis de erva-mate conforme descrito por VALDUGA (2002). O extrato de
erva-mate € bombeado com uma bomba peristéltica até um atomizador. O ar
aquecido é admitido no interior da camara de secagem onde ocorre evaporagao
instantanea da umidade contida nas goticulas de solugdo de erva-mate. Como
resultado da secagem, sdo produzidas particulas sélidas de solluveis de erva-
mate. O proprio ar de secagem constitui o veiculo de arraste do p6 de extrato de
erva-mate formado. A corrente ar-solido é admitida em um ciclone onde ocorre a
separacao do p6 de erva-mate. A Figura 4 apresenta a vista frontal do secador

por atomizacao operando na secagem do extrato de erva mate.
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Figura 3- Vista Frontal do secador por atomizacao.

Para obtencdo do extrato de erva-mate foi utilizada metodologia descrita
por VALDUGA (2002), utilizando temperatura de ar 190°C, vazao de ar admitida
pelo soprador de 47 m®h e vazao do extrato admitida no secador de 600 mL/h. O
extrato atomizado, foi acondicionado em recipientes de vidro ambar
hermeticamente fechado até o momento da adicdo no salame. O mesmo foi
submetido a andlise de atividade antioxidante in vitro. A Figura 5 corresponde a
aparéncia do p6 triturado da folha de erva-mate e do extrato apds a passagem
pelo spray dryer originando o extrato da erva-mate o qual foi utilizado para a

realizacao dos experimentos.

Figura 4 - Aspecto do extrato em po de erva-mate: a - Folhas de erva-mate
dessecadas em estufa e triturada; b - Extrato em p6 obtido dos soluveis da erva-

mate apOs secagem em spray dryer, respectivamente.
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3.3 Atividade antioxidante do extrato em po

A capacidade de sequestrar radicais livres foi determinada utilizando o
radical estavel 2,2 difenil-1-picrilhidrasil (DPPH) de acordo com o método de
BRAND-WILLIANS et al. (1995), com modificacées. Aos extratos (750 uL) foi
adicionado 1,5 mL de uma solucdo DPPH em acetona na concentracdo de
20 mg/mL (preparado diariamente). O meio de reagéo foi mantido em temperatura
ambiente durante os 20 minutos do ensaio. Quando o DPPH reage com um
antioxidante que pode doar hidrogénio ele € reduzido. As mudancgas na coloracao
(de violeta escuro para amarelo claro) sdo medidas em espectrofotdmetro UV-
visivel a 517 nm. A leitura do decréscimo da absorbancia foi realizada em
diferentes intervalos de tempo (0, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15 e 20 min, APENDICE A -
Figura 23). A equacado 1 utilizada para o calculo do percentual de captacdo do
DPPH foi a seguinte:

AA (%) = [(Abs. do branco do DPPH) — (Abs. final da amostra — Abs. do branco da amostra)] x 100 (1)
Abs. do branco do DPPH

Onde:
- Abs. = absorbancia
- Branco do DPPH: 0,75 mL de acetona + 1,5 mL da solu¢cdo de DPPH

- Branco da amostra: 0,75 mL da amostra + 1,5 mL de acetona

A determinagdo foi feita em espectrofotdmetro UV-Visivel  (Agilent
Technologies, modelo 8453E). Para verificacao de interferentes da metodologia
empregada, diluiu-se o extrato de erva-mate em etanol, na mesma faixa de
concentracdo em estudo. Analisaram-se as amostras em espectrofotometro em
comprimento de onda de 517 nm, com o0 objetivo de avaliar a absorbancia das
diferentes concentracbes das amostras. ApoOs, determinou-se a faixa de
concentracdo na qual ndo ocorreria inferéncia da coloragéo do extrato. Apds a
avaliacado da faixa de concentragao ideal, calculou-se a concentracdo de extrato
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necessaria para capturar 50 % do radical livre DPPH (ICsp) por andlise de
regressao (CARBONARI, 2005).

3.4 Elaboracao das formulacoes de Salame

As formulagdes de salame - Tipo ltaliano foram processadas na usina de
carnes e derivados da URI - Campus de Erechim. A formulagdo controle
(Tratamento 1) de salame - Tipo ltaliano foi elaborada com o0s seguintes
ingredientes: carne suina (600 g/kg), carne bovina (300 g/kg), toucinho (100 g/kg),
sal (25 g/kg massa carnea), sacarose (10 g’/kg massa carnea), nitrito e nitrato de
sodio (0,3 g/kg massa cérnea), pimenta branca (0,6 g/kg massa cérnea), pimenta
preta (0,5 g/kg massa carnea), cultura starter (0,25 g/kg massa carnea) e outras
especiarias (38,5 g/kg massa cérnea). A Tabela 1 apresenta as formulagdes
elaboradas para os diferentes tratamentos.

Tabela 1 - Especificagcbes das formulagbes de salame testadas.

Tratamento Composicao
1 Padrao* sem adi¢cao de antioxidantes
2 Padrao com 0,3 % (p/p) de extrato de erva-mate
3 Padrao com 0,4 % (p/p) de extrato de erva-mate
4 Padrao com 2,0 g/kg eritorbato de sédio

* Formulag@o Padréo dos embutidos — Tipo Italiano

As carnes foram mantidas sob refrigeracao (4°C) por 24 horas e trituradas
em moedor (Frigomaq). A cultura starter mista (COMBISTART 1505 — ANEXO A)
utilizada era composta de Staphylococcus carnosus e Lactobaccilus pentosus. O
S. carnosus é adicionado com a finalidade de desenvolver a coloracdo e o aroma
do salame. O L. pentosus, por ser uma cultura homofermentativa, produz acido
lactico, o qual exerce um controle sobre a flora patogénica, garantindo assim a

seguranga microbioldgica do produto e também contribui para a redugao do pH e
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na desidratacdo do produto. Essa cultura foi adquirida na forma liofilizada, em
sachés de 25 g e mantida sob refrigeracao até o momento de sua utilizacao.

Para o preparado da massa, inicialmente a carne suina foi moida em disco
de 10 mm e a carne bovina em disco de 5 mm, o toicinho foi cortado com auxilio
de facas, em cubos de aproximadamente 1 ¢cm®. Em seguida, na misturadeira
(Frigomaq) adicionou-se o cloreto de sodio, para a extragdo das proteinas
miofibrilares e os demais ingredientes. O ultimo ingrediente adicionado foi a
cultura starter, o qual foi preparada 30 minutos antes da adi¢cdo a mistura (2 mL
de agua destilada para cada 1 Kg de massa carnea a 20°C), conforme
procedimentos recomendados por TERRA & BRUM (1998).

A massa carnea foi embutida em triplas artificiais de colageno de 60 mm de
didmetro. Antes de embutir o produto, a tripa de colageno foi hidratada em
solucdo de agua e sal (10 %, p/v). Este procedimento se faz necessario para que
a tripa figue mais elastica e resista a pressdo do embutimento, evitando a
ocorréncia de rompimento do material. Apés o embutimento, as amostras foram
submetidas a um banho de fungo starter Penicillium nalgiovense (1g/L) e
posteriormente transferidas para uma camara climatizada com temperatura e

umidade controlada.

3.5 Maturacao e armazenamento do Salame

As amostras de salames foram acondicionadas na camara de maturagéo
(Menoncin) com umidade e temperatura controlada. As condigbes utilizadas na
camara de maturagao durante o processamento dos salames estdo descritos na
Tabela 2. As amostras foram mantidas na camara climatizada até os 21 dias de
armazenamento, quando a A, atingiu valores em torno de 0,79, parametro
utilizado para concluir a fabricagdo (TERRA & BRUM, 1998).
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Tabela 2 - Condicdes operacionais da camara de armazenamento.

Periodo Temperatura Umidade Relativa

(Dias) (¢C) (%)
1 25 95
2 24 92
3 23 89
4 22 86
5 21 83
6 20 80
7 19 80
8-20 19 80
21 18 75

As amostras foram mantidas na cadmara climatizada até os 21 dias de
armazenamento (Tabela 2). A partir do 21° dia, foi embalado & vacuo (400
mmHg) os embutidos e armazenados em local com auséncia de luminosidade e

controle diario de temperatura ( média 18°C).

3.6 Determinacoes fisico-quimicas das formulacoes

As determinacdes fisico quimicas (Aw, pH, umidade, cor, acidez, oxidagcao
lipidica, protéica e nitrito) e microbiolégicas (Contagem de bactérias lacticas e
Micrococcaceae) foram avaliadas logo apés a fabricacdo, no 29, 79, 14° e 21° dia
de maturacao, sob temperatura e umidade controlada e apo6s 60 dias embalados
a vacuo.

Para as analises fisico-quimicas o salame foi aleatoriamente escolhido e
triturado em multiprocessador, homogeneizado e realizado o quarteamento
manual, para ser utilizado nas determinag¢des analiticas, constituindo-se assim

uma amostra representativa. As analises foram realizadas em triplicata.

3.6.1 Umidade

A umidade dos salames foi determinada gravimetricamente em estufa de
recirculacdo de ar (Fanem — 320 - SE) a 105 °C por aproximadamente 4 h e/ou

até peso constante, segundo metodologia descrita por BRASIL (2005).
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3.6.2 Atividade de agua (aw)

Para determinagédo da atividade de agua foram utilizados 5 g da amostra,
efetuando a leitura no aparelho Aqua-lab, modelo CX-2, seguindo metodologia
descrita em seu manual. Para calibracao do aparelho foi utilizada até o 7° dia de
analise, uma solucao de cloreto de bario que apresentava A,, de 0,98 e a partir do
14° dia de armazenamento, uma solugéo de cloreto de sddio 0,88.

3.6.3 pH

O pH foi determinado pelo método potenciométrico, utilizando-se pHmetro
(Marconi PA - 200) previamente calibrado em solugéo tampao pH 4 e 7. Para a
leitura preparou-se um solucdo contendo 10 g de amostra de salame em
100 mL de agua destilada a temperatura de (20 °C), conforme método n.% 4022
da AOAC (2000).

3.6.4 Acidez total

A acidez total foi determinada por titulacdo da amostra com hidroxido de
sédio N/9 (solugdo Dornic), em presenga do indicador fenolftaleina, segundo
método n.? 947.05 da AOAC (2000). O resultado foi expresso em g de acido
lactico por 100 g de amostra (TERRA & BRUM, 1998).

3.6.5 Oxidacao de lipidios

Para avaliar a extensdo da oxidacdo lipidica realizou-se o teste das
substancias reativas ao acido 2 tiobarbiturico (TBARS) de acordo com RAHARJO
et al. (1992). A leitura foi realizada por espectrofotometria (Parkin Elmer mod.
Lambda EZ150) a 531 nm e a quantificagédo foi feita mediante a construgéo da
curva padrdo do acido 2 tiobarbitirico 10® a 10”7 mol/ml. Os resultados foram
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expressos em miligramas de malonaldeido por quilograma de amostra (MDA mg/

Kg amostra).

3.6.6 Oxidacao de proteinas

Para avaliar a extensdo da oxidagdo das proteinas, realizou-se a
determinagéo do grupo carbonil, conforme metodologia descrita por LEVINE et al.
(1990), modificada. A concentracdo do grupo carbonil foi calculada medindo
DNPH (2,4 dinitrofenilhidrazina) quantificado apds leitura em espectrofotobmetro
(Parkin Elmer mod. Lambda EZ150) a 370 nm. A concentragdo de proteina foi
calculada pelo método Bradford (BRADFORD, 1976), apds leitura em
espectrofotometria UV- visivel (Agitent 8453E) a 280 nm e usando uma curva
padrdo com albumina bovina (0,260 a 2,360 mg/mL) em guanidina 6 M. Os

resultados foram expressos em nmol carbonil por mg de proteina.

3.6.7 Cor objetiva

A cor foi determinada utilizando um colorimetro portétil (Minolta CR400),
com fonte de luz D65, na escala de L*, a*, b* do sistema CIELab, realizando-se as
leituras entre 20 e 25°C. A calibragdo do aparelho foi realizada seguindo as
instrucoes do fabricante. No espacgo colorimétrico CIELAB, definido por L*, a*, b*,
a coordenada L* corresponde a luminosidade, a* e b* referem-se as coordenadas

de cromaticidade verde (-)/vermelho(+) e azul(-)/amarelo(+), respectivamente.

3.6. 8 Nitrito

O teor de nitrito das amostras foi determinado segundo metodologia
descrita pelas normas do Instituto Adolfo Luftz (BRASIL, 2005), utilizando o
método de Griess-llosvay. Apds a desproteinizacdo das amostras, os filtrados
obtidos foram submetidos a reacdo de cor com alfa-naftol e leitura em
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espectrofotdmetro (Parkin Elmer mod. Lambda EZ 150) a 474 nm. A quantificacao

foi realizada utilizando uma curva padréo de nitrito de sédio (2 a 100 pg/L).

3.7 Analises Microbioldgicas

As analises microbioldgicas foram realizadas logo ap6s a fabricagao, no 29,
7°, 14° 212 e 60° dias de armazenamento. Para as determinagdes microbioldgicas,
o envoltério do salame foi removido assepticamente. De cada amostra foi
coletado 25 g e diluida em 225 mL de solugédo diluente (agua peptonada estéril
0,1 %, p/v) e homogeneizadas por 60 segundos. As diluicbes decimais
necesséarias foram efetuadas no mesmo diluente, e aliquotas das diluigbes
apropriadas foram semeadas em duplicata, para a determinagcdo da microbiota
presente.

3.7.1 Contagem de Bactérias Lacticas

A quantidade de bactérias acido-lacticas das amostras de salames foi
determinada pela técnica de semeadura em profundidade, com a adicdo de
sobrecamada, em placas com Agar Man Rogosa e Sharpe (MRSA) adicionado de
azul de anilina e incubadas em estufa a 35°C por 48 h (SAMELIS et al., 1998). O
meio Agar De Man, Rogosa & Sharpe (MRS) com azul de anilina permite um
melhor reconhecimento das colonias de bactérias lacticas, isto se deve ao fato de
que as bactérias lacticas tém a propriedade de assimilar o azul de anilina do meio,
além de facilitar o reconhecimento das caracteristicas morfolégicas das col6nias
(GIRAUD, 1992). A solugéo do corante foi preparada dissolvendo 0,1 g de azul de
anilina em 2,5 mL de agua destilada e esterilizada a 121°C por 15 minutos. O
corante foi adicionado (0,3 %, v/v) apds a esterilizagcéo e resfriamento do MRS a
45-50°C.
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3.7.2 Contagem de Bactérias da Familia Micrococcaceae

A quantidade de bactérias da familia Micrococcaceae nas amostras de
salames foi determinada em placas com Agar Mannitol Salt (MSA), depois
incubadas 35°C por 48h a (SAMELIS et al., 1998).

3.8 Analise sensorial

A analise sensorial foi realizada em escala laboratorial, com 30 a 40
provadores ndo treinados de ambos os sexos, de diferentes faixas etérias (20 a
50 anos), que apresentaram interesse e habito de consumo regular variavel do
produto. As amostras (~2 cm de arestas) foram distribuidas em pratos plasticos
codificados com numeros aleatérios de 3 digitos, distribuicdo balanceada,
juntamente com amostra do branco (agua potavel e biscoito salgado) e ficha de
avaliagdo (Figura 6). Foi realizado um teste de aceitacao do consumidor, escala
hedbnica estruturada de 9 pontos (1 - desgostei muitissimo e 9 - gostei
muitissimo) (Figura 7), onde foram avaliados, separadamente, 0s seguintes
atributos: sabor, textura e aceitacao geral, segundo metodologia descrita por
FARIA & YOTSUYANAGI (2002). As amostras foram avaliadas apés 21 e 60 dias

de armazenamento.

Figura 5 - Material utilizado para avaliagao sensorial dos Salames Tipo ltaliano
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AVALIACAO SENSORIAL SALAME TIPO ITALIANO

Nome: Data: _ / [/
Avalie cada uma das amostras codificadas de SALAME e use a escala abaixo
para indicar o quanto vocé gostou ou desgostou de cada amostra, em relagao a
aceitacéo geral, sabor e textura.

9 gostei muitissimo

8 gostei muito

7 gostei moderadamente

6 gostei ligeiramente

5 n&o gostei / nem desgostei

4 desgostei ligeiramente

3 desgostei moderadamente

2 desgostei muito

1 desgostei muitissimo

Amostras Aceitacao geral Sabor Textura

Figura 6- Modelo da Ficha de avaliacdo sensorial para o teste de Escala

Hedobnica.

3.9 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia seguida de teste de
Tukey para comparagao entre as médias dos resultados ao nivel de significancia
de 5% (p<0,05), utilizando o Software STATISTICA versao 8.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos no
decorrer deste trabalho, constando a atividade antioxidante do extrato de erva-
mate e acompanhamento da estabilidade fisico-quimica, microbiolégica e
sensorial de formulagbes de salame - Tipo Italiano (antioxidante artificial:
eritorbato de sdédio e natural: 0,3 € 04 % de extrato de erva-mate) durante 60 dias

de armazenamento.

4.1 Atividade antioxidante in vitro do extrato de erva-mate

Buscando-se determinar o potencial de uso do extrato de erva-mate (llex
paraguariensis) como agente antioxidante para posterior uso do mesmo no
produto, foi avaliada a atividade antioxidante in vitro pela captura de radicais livres
com o teste de DPPH. A porcentagem de atividade antioxidante (% AA)
corresponde a quantidade de DPPH® consumida pelo antioxidante, sendo que a
quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a concentragao inicial de
DPPH® em 50 % é denominada concentracdo eficiente (CEsy), também chamada
de concentracao inibitéria (ICso). Quanto maior o consumo de DPPH® por uma
amostra, menor sera a sua CEsy e maior a sua atividade antioxidante (BRAND-
WILLIAMS et al., 1995).

Os resultados obtidos apds a determinacdo da atividade antioxidante do
extrato de erva-mate em diferentes concentragcées encontram-se descritos na
Tabela 3. Pode-se observar que o percentual antioxidante aumenta
proporcionalmente a concentracdo de extrato adicionado atingindo 95,67 % de

atividade antioxidante para a concentragdo 500 pg/mL.
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Tabela 3 - Atividade antioxidante (AA) do extrato de erva-mate (llex
paraguariensis).
Concentracao Atividade Antioxidante
(Hg/mL) (%)
1 17,65
5 22,94
10 29,78
50 41,80
100 53,90
250 74,56
500 95,67

A correlacdo entre a atividade antioxidante (%) e a concentragdo de extrato
utilizado forneceu um 1Cso de 157,85 ug/mL, que é a concentragdo de extrato
necessaria para apresentar 50 % de atividade antioxidante. Esta atividade
antioxidante pode ser considerada adequada, apresentando a mesma ordem de
grandeza de atividade de extratos de diversas outras espécies vegetais. Segundo
MOLIN (2009), a planta Ginkgo biloba é uma das plantas consideradas com alta
atividade antioxidante, pois possui um ICso de 38,91 ug/mL. PRECI (2010),
encontrou em extrato de erva-mate um 1Cso de 254,8 ug/mL_com folhas de erva-
mate previamente submetidas a sapeco, enquanto que no presente estudo as
folhas da erva-mate foram apenas desidratadas ao sol.

As folhas de erva-mate apresentam elevado conteudo de flavondides e
cafeoil derivados, responsaveis pelas suas propriedades antioxidantes. A
presenca de rutina, quercetina e canferol, ambos livres ou como glicosideos, em
varias espécies de llex, incluindo a [ paraguariensis, podem também ser
responsaveis em parte pela atividade antioxidante observada na erva-mate
(PADILHA, 2007).

Entretanto, diversos autores tem relatado a necessidade de um aumento
significativo de concentragdo para uso em produtos alimenticios, em relacdo a
concentracao minima obtida in vitro (até 100 vezes mais) (KOUTSOUMANIS et
al.,1998), sendo geralmente a mesma limitada pela aceitagédo sensorial (HOLLEY
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& PATEL, 2005). Como o extrato de erva-mate analisado apresentou uma alta
atividade antioxidante in vitro, optou-se por formulacdes de salame - Tipo ltaliano
com concentracdes de extrato de erva-mate de 1,5 a 2 vezes maior do que o
salame com antioxidante artificial, ou seja, correspondendo a aproximadamente
20 e 25 vezes o |Cs obtido.

4.2. Caracteristicas fisicas das formulacoes de salame — Tipo Italiano

4.2.1 Aspectos visuais

A Figura 8 apresenta o aspecto visual das formulacdes de salame — Tipo
Italiano com os diferentes tratamentos, logo apdés o processamento e durante o
armazenamento em condi¢cées controladas na camara de maturacao (Tabela 2) e
apos os 21 dias embalados a vacuo e armazenados em temperatura ambiente.

Durante todo o processo de maturacdo dos salames, foi acompanhado a
evolugcao do aspecto fisico dos mesmos, e pode-se observar que apds a mistura
dos ingredientes, a massa que foi adicionado 0,3 e 0,4 % de extrato de erva-mate
(Figura 8) apresentou coloracdo mais escura. A partir do 7° até o 60° dia as
formulacées controle e com antioxidante artificial (eritorbato de sd6dio)
apresentaram coloracdo vermelho claro e dureza leve. Enquanto, os que
continham em sua composi¢ao extrato de erva-mate estavam com textura firme,
coloragdo mais intensa e conseqlientemente na avaliagdo sensorial caracteristica

de sabor mais picante.
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(a) (b) (©) (d)

Figura 7 — Aspecto visual da massa das formula¢des de salame (a - controle; b -
0,3% de extrato de erva-mate; c - 0,4 % de extrato de erva-mate; d - antioxidante
artificial) logo ap6s o processamento, salame maturado por 7, 14 e 21, 60 dias,
respectivamente.
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4.2.2. Cor objetiva

O parametro "L" mensura a luminosidade e/ou brilho do produto e quanto
menores forem tais valores, mais escura € a cor da amostra. O parametro "a"
representa a coloracado vermelha da carne e o valor "b" indica a variagao da cor
na tonalidade amarela. Assim, para que a coloragdo dos produtos carneos
permaneca com o tom de vermelho desejado, é esperado que os valores de "b"
na amostra sejam baixos e "a" elevados. De acordo com FERREIRA et al. (1994),
o brilho (L*) € o principal parametro direcionado a qualidade de cores das carnes,
seguida do parametro vermelho.

Na Tabela 4 e Figura 9 sdo apresentados os valores médios de
luminosidade (L*) obtidos nos salames tipo italiano, durante o armazenamento em
condicdes controladas na camara de maturacao (Tabela 2) e apdés os 21 dias

embalados a vacuo e armazenados na temperatura ambiente.

Tabela 4 - Luminosidade (L*) das formulacdes de salame - Tipo ltaliano durante o

armazenamento.
Luminosidade (L*)
Tratamento Odia  2°dia 7°dia 14°dia  21°dia  60°dia
1 46,20""  40,87°° 47,39%" 40,72*°C 3752%C  36,53%°
(Controle) (+1,24)  (£1,13)  (£0,64)  (£0,03)  (+1,91) (+1,18)
2 38,84°®  47,03*" 4867 37,17°®  3797*®  36,78%°
(0,3% extrato) (#0,61)  (+1,37)  (+2,34)  (£0,52)  (+4,85) (£2,41)
3 4151°®  4753%"  4769%* 39,37%8¢  36,15%C  3588%C
(0,4% extrato) (#3,15)  (¥1,23)  (+1,58)  (£0,98)  (+2,74) (+1,65)
4 43,00°%®  41,82°8C  5169%" 42,09%°  36,19%C  37,64%C

(Antiox. Artificial)  (+0,66)  (¥2,15)  (¥2,16)  (#3,75)  (#1,45)  (+1,42)

*média (+ desvio padrdo) seguida de letras iguais mindsculas/maitsculas nas colunas/linhas nao

diferem estatisticamente a nivel de 5% (Teste de Tukey).

Observa-se que os valores de luminosidade na massa do embutido (0 dia)
variaram 38,84 a 46,20 (Tabela 4), sendo que nas formulacées com 0,3 e 0,4 %

de extrato de erva-mate (Tratamentos 2 e 3) e com antioxidante artificial
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(eritorbato de sédio) nao diferiram entre si (p<0,05). No entanto, os valores de L*
nas quatro formulacbes de salames elaborados a partir do 7° dia de
armazenamento, nao diferiram significativamente (p<0,05). Os resultados
demonstram que a adicdao de exirato de erva-mate (0,3 a 0,4 %, p/p) néo
interferiram no brilho do produto.

O salame elaborado sem antioxidante (Tratamento 1) e com eritorbato de
sodio (Tratamento 4) apresentaram uma diminuigdo nos valores de brilho (L*) nos
dois primeiros dias, periodo em que também foi verificado um abaixamento do pH
(Tabela 9). No 7¢ dia de maturagdo houve um incremento significativo nesta duas
formulagdes. A partir desse periodo foi verificado um decréscimo na luminosidade
para as formulagdes (Figura 9), sendo que do 14° dia até o 60° dia de
armazenamento nao foram detectadas diferengcas significativas. Segundo
SAGGIORATO (2008), o decréscimo nos valores de brilho representa a formagao
da cor escura em decorréncia de reagdes de escurecimento e da desidratacao
ocorrida. Onde a mesma encontrou valores inferiores (variaram entre 14,89 a

31,60) aos encontrados neste estudo no 60° dia de processamento.

Indice de cor L*

30 I T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Periodo de Armazenamento ( Dias)
—a— Controle 0,3%extrato 0,4%extrato = Antiox.Artificial

Figura 8 — Grafico de dispersdo com os valores da Luminosidade (L*) das
formulagbes — Tipo Salame, durante o armazenamento em condigdes controladas
em camara de maturacao e apos os 21 dias embalados a vacuo e armazenados

em temperatura ambiente.
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MACEDO (2005), em estudo realizado para elaborar salames com culturas
lacticas probioticas, obtiveram valores de luminosidade (L*) que variaram de
41,98 e 47,76 no final do processamento (28 dias) e aos 105 dias de
armazenamento os valores ficaram entre 41,84 a 52,65. Valores estes superiores
aos encontrados neste estudo no final do processamento (60 dias).

Na Tabela 5 e Figura 10 sao apresentados os valores médios do indice de
cor vermelha (a*) para as formulagbes de salame - Tipo ltaliano, e durante o
armazenamento em condi¢des controladas em camara de maturagéo (Tabela 2) e

apoés os 21 dias embalados a vacuo e armazenados em temperatura ambiente.

Tabela 5 - indice de cor vermelha (a*) das formulagées de salame - Tipo ltaliano,

durante o armazenamento..

indice de cor vermelha (a*)

Tratamento 0 dia 2edia  7°dia  14°dia  21°dia  60°dia
1 9,62°°  13,91*"® 1535 16,14  14,50*° 12,278
(Controle) (x0,69)  (£1,49)  (#0,94)  (¥1,03)  (£1,23) (£0,58)
2 3,07°® 12,45  13,12**  13,83** 12,55%%  14,82%
(0,3 % extrato) ~ (¢0,25)  (+0,87)  (¢1,32)  (+0,62)  (+1,66)  (#0,37)
3 3,70°° 12,18  13,60**  13,33"* 10,70 12,23
(0,4 % extrato) ~ (+¥1,00)  (#0,11)  (x0,44)  (#0,26)  (x0,58)  (#0,25)
4 11,60**  12,34%%  1338**  1447®*  11,90** 13,87*

(Antiox. Artificial)  (+4,17)  (£1,05)  (+1,00)  (+1,31)  (£0,87)  (0,33)

*média (+ desvio padrédo) seguida de letras iguais mindsculas/mailsculas nas colunas/linhas néo

diferem estatisticamente a nivel de 5% (Teste de Tukey).

Os antioxidantes usados neste estudo influenciaram na intensidade da cor
vermelha (a*). Os dados mostram que a formulagdo com antioxidante artificial -
Eritorbato de sédio (Tratamento 4) apresentou ao 0 dia maior intensidade de cor
vermelha (11,60), isto deve-se possivelmente a acdo do 6xido nitrico, ja presente
na carne, o qual combina-se com a mioglobina produzindo a nitrosomioglobina
que tem coloracao vermelha e aumentando este indice. Além disso, o eritorbato

de sodio tem a funcao de acelerar e estabilizar a cor caracteristicas de produtos
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curados com nitrito em funcdo do seu alto poder redutor (LUCKE, 1998). No
entanto, no 2° dia, todos os tratamentos apresentaram um acréscimo na
intensidade da cor a*, ndo apresentando diferenca significativa (p<0,05) entre si.

Segundo TRINDADE et al. (2008), quando o nitrito é adicionado a
embutidos nestas condicbes a primeira reacdo que ocorre é a oxidacdo dos
pigmentos para metamioglobina, que precisa entdo ser reduzida e combinada
com o oOxido nitrico para formar o pigmento final desejado, a nitrosomioglobina.
Ainda segundo estes autores a metamioglobina pode combinar-se diretamente
com o oOxido nitrico para formar a nitrosometamioglobina, que deve entdo ser
reduzida diretamente para formar a nitrosomioglobina.

Os indices de cor vermelha (a*) aumentaram para todos os tratamentos até
o 142 dia de processamento (Tabela 5 e Figura 10), o que pode ter ocorrido por
causa da acidificacdo causada pelas bactérias lacticas, pois segundo TERRA &
BRUM (1998) a acidificagdo acelera a formacao de cor e a reducao de nitrato a
nitrito, causada pelos Staphylococcus, que aumenta a disponibilidade de oxido
nitrico (NO) para reagir com a mioglobina.
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Figura 9 - Grafico de dispersao com os valores do indice de cor vermelha (a*) em
formulacdes de salame - Tipo italiano, durante o armazenamento em condi¢oes
controladas em camara de maturacdo e ap6s os 21 dias embalados a vacuo e

armazenados em temperatura ambiente.
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No 60° dia de armazenamento (Figura 10), a formulacao com 0,3 % (p/p)
de extrato de erva-mate (Tratamento 2) e a com eritorbato de sddio (Tratamento
4) ndo diferiram estatisticamente nos indices de cor a*. Os menores indices foram
verificados na formulacao controle e na com 0,4 % de extrato de erva-mate, de
12,27 e 12,23, respectivamente. No 21° dia de processamento, todos os
tratamentos apresentaram uma diminuicdo no indice de cor vermelha, nao
apresentando diferenga significativa (p<0,05). Alguns autores afirmam que a
diminuicdo da cor vermelha pode ser atribuida a reducdo da umidade associada
ao efeito do acido latico nos diferentes estagios quimicos da mioglobina
(mioglobina, nitrosomioglobina e oximioglobina), pois este acido pode desnaturar
parcial ou totalmente o grupo prostético heme (PELSER et al., 2007).

Na Tabela 6 e Figura 11 sdo apresentados os valores médios do indice de
cor amarela (b*) obtidos nas formulacbes de salame - Tipo ltaliano, durante o
armazenamento em condi¢des controladas em camara de maturacao (Tabela 2) e

apos os 21 dias embalados a vacuo e armazenados em temperatura ambiente.

Tabela 6 - indice de cor amarela (b*) das formulagdes de salame -Tipo ltaliano,

durante o armazenamento.

indice de cor amarela (b*)

Tratamento 02 dia 22 dia 72 dia 142 dia 212dia 602 dia

1 8,22%" 4,37%%  3,38°° 2682  126°° 2,30%
Controle (+1,87) (+0,33) (+0,33) (+0,82)  (#0,71)  (*0,45)

2 9,443/ 5,03%8 5,172 1,69%¢  225%¢ 2743

(0,3% extrato) ~ (+1,58)  (+0,81) (+0,53) (¥0,51)  (¥2,25)  (+0,86)
3 764" 504  472%® 2,33 1,13°®  1,90°°

(0,4% extrato)  (¥0,30)  (+0,42)  (+0,68) (¥0,32)  (#0,16)  (+0,39)
4 8,68%" 4,93% 4,128 1,42%¢  166%°  1,15%
(Antiox.Artificial) ~ (£0,40)  (#0,62)  (0,31) (+0,64)  (£0,66)  (+0,67)

*média (+ desvio padrédo) seguida de letras iguais mindsculas/mailsculas nas colunas/linhas néo

diferem estatisticamente a nivel de 5% (Teste de Tukey).

Em relagédo a intensidade da cor amarela (b*), pode-se observar que logo
apos a fabricagdo (Tabela 6), o salame que continha maior concentragdo de
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extrato de erva-mate (Tratamento 3 ) ndo interferiu na cor, ndo sendo detectado
diferenga significativa (p<0,05) entre as formulacdes. Fato este atribuido a
coloracao do extrato de erva-mate amarelo-castanho claro (Figura 5b).

A partir do 2° dia de processamento todos os tratamentos apresentaram
um decréscimo no valor do indice de cor amarela (Tabela 6 e Figura 11), porém
entre os tratamentos nao foi verificado diferenga significativa (p<0,05). O
decréscimo observado do 0° dia até 21 ° dia de armazenamento, segundo PEREZ-
ALVAREZ et al. (1999), possivelmente seja decorrente do consumo de oxigénio
pelos micro-organismos e a consequente diminuicdo da metamioglobina que
ocorrem durante a maturagao.
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Figura 10 - - Gréfico de dispersdo com os valores médios do indice de cor

amarela (b*) em formulagbes de salame - Tipo ltaliano, durante o armazenamento
em condi¢cdes controladas em camara de maturacao e apds os 21 dias embalados
a vacuo e armazenados em temperatura ambiente.



55

4.3. Caracteristicas fisico-quimicas das formulacoes de salame - Tipo
Italiano

4.3.1 Umidade e atividade de agua

A atividade de agua indica a quantidade de agua livre contida em um
alimento, a qual constitui um meio que possibilita a reproducgéo, transferéncia e
contaminacdo microbiologica. A atividade de agua mede o potencial de
biodegradagdo dos materiais, que é responsavel pelas altera¢des de cor, odor,
sabor, textura e shelf-life de um produto alimenticio. O principal fator na
estabilidade de um alimento ndo €, portanto, o seu teor de umidade, mas sim a
disponibilidade de agua para o crescimento microbiano e o desenvolvimento de
reacoes quimicas (RODRIGUES et al., 1998).

A umidade dos alimentos representa o seu teor de agua total, que inclui a
agua livre, disponiveis para as reacbes bioquimicas, enzimaticas e aos micro-
organismos, e a agua ligada ou de constituicdo. A atividade de agua representa
somente o teor de agua livre e por isso, alimentos com o mesmo teor de umidade
podem apresentar diferenca nos valores de atividade de agua de acordo com a
quantidade de agua livre disponivel (FRANCO & LANDGRAF, 1996).

Os valores de atividade de agua (aw) obtidos nos salames - Tipo Italiano
armazenados durante o periodo de 21 dias em camara de maturagdo sob
temperatura e umidade controla, e apés embalados a vacuo, encontram-se

descritos na Tabela 7 e Figura 12.
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Tabela 7 - Atividade de agua (ay) das formulagdes de salame - Tipo ltaliano,

durante o armazenamento.

Atividade de agua*

Tratamento 0°dia  2°dia  7°dia  14°dia  21°dia  60° dia
1 0,970**  0,957%® 0,941% 0,840°° 0,784*  0,758°"
(Controle) (+0,004)  (£0,003) (+0,001) (+0,003) (+0,005) (+0,010)
2 0,982%"  0,952%8  0,940°C 0,843 0,788%F  0,752"
(0,3% extrato)  (+0,003) (+0,003) (+0,000) (+0,004) (+0,004) (+0,004)
3 0,974** 0,948 0,929°° 0,803°° 0,780°F 0,765°"
(0,4% extrato)  (+0,004) (0,002) (+0,000) (+0,006) (+0,060) (+0,001)
4 0,980**  0,944® 0,936 0,825 0,759°°  0,790%F

(Antiox. Artificial)  (x0,001)  (+0,002) (£0,001)  (#0,001) (+0,008) (0,003)

*média (+ desvio padrédo) seguida de letras iguais minlsculas/maitsculas nas colunas/linhas nao

diferem estatisticamente a nivel de 5% (Teste de Tukey).

Logo apos a sua fabricacao (Tabela 7), as formulagdes de salame — Tipo
ltaliano apresentaram valores similares (0,990 a 0,974), ndo apresentando
diferenga significativa (p<0,05). A maior taxa de redugdo nos valores de ay nos
salames foi verificada entre o 14% e o 60° dia de armazenamento, uma vez que
neste intervalo de tempo ocorreu, também, uma maior reducao na umidade dos
salames (Tabela 8 e Figura 13).

Observa-se pela Tabela 7, que de maneira geral, houve uma redugao
significativa (p<0,05) na atividade de agua com a evolugdo do periodo de
armazenamento, com excegao ao tratamento 4 (Antioxidante artificial) no 2° e 7°
dia de armazenamento, onde a reduc¢do nao foi significativa. Esta redugao pode
ser atribuida aos decréscimos dos valores de pH (Tabela 9), pois a capacidade de
retencdo de 4gua das proteinas é diminuida quando o pH se aproxima do ponto
isoelétrico, acelerando a desidratacdo e consequentemente, reduzindo o pH.
Além do pH, varios outros fatores podem interferir na ay, tais como a temperatura,
umidade relativa do ambiente e também a quantidade de gordura do produto
(SCHWERT, 2008).
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Até o 7° dia de armazenamento os valores de atividade de agua
encontrados nas formulacées foram superiores ao valor maximo, recomendado
pela legislacao (BRASIL, 2000) para esta categoria de produto, que é de 0,900.

A Figura 12, apresenta a evolucdo da atividade de agua das formulacoes
de salame - Tipo Italiano em distintos periodos de maturagdo e/ou
armazenamento. Observa-se que a redugao da atividade de agua foi progressiva
durante a fase de maturacdo das formulagdes. Nos 60 dias de armazenamento
onde os embutidos estavam embalados a vacuo, o tratamento 4 (antioxidante
artificial) apresentou o maior valor de atividade de agua (0,790) em comparacao
com os outros 3 tratamentos. Estudos realizados por GARCIA & GAGLEAZZI
(2000) para avaliar as propriedades fisicas e quimicas do salame tipo italiano
durante a secagem e fermentagdo, apresentou um valor médio de atividade de

agua no final do processo de 0,88.
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Figura 11 - Grafico de dispersao com os valores de a,, em formulacdes de salame
- Tipo ltaliano, durante o armazenamento em condi¢des controladas na camara
de maturacdo e apdés os 21 dias embalados a vacuo e armazenados na

temperatura ambiente.
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MARANGONI (2007), estudando o uso de 6leo essencial de coentro em
salame - Tipo ltaliano obteve valores de a, na faixa de 0,890 a 0,910 no 21¢ dia
de processamento do salame. Os salames analisados neste trabalho
apresentaram valores inferiores para o mesmo periodo de processamento, com
valores de 0,784, 0,788, 0,780 e 0,759 para a formulagédo controle (Tratamento 1),
adicionada de 0,3 e 0,4% de extrato de erva-mate (Tratamentos 2 e 3) e
eritorbato de sédio (Tratamento 4), respectivamente, diferindo-se (p<0,05) apenas
o tratamento 4 dos demais tratamentos .

SCHEID (2000) utilizou diversas concentragdes de cravo-da-india na
fabricagdo de salame tipo italiano e obteve valores de atividade de agua que
oscilou entre 0,77 e 0,83 no 25° dia de armazenamento, sendo valores proximos
ao encontrado neste estudo que variou entre 0,721 a 0,790 do 21° ao 60 ° dia de
armazenamento. Segundo TERRA & BRUM (1998), a atividade de agua indicada
pelas boas praticas de fabricagdo de salames deve ser de, no maximo 0,86 para
comercializagcao, provavelmente pelo fato de nesta atividade de agua a producao
de enterotoxina por S. aureus, micro-organismo mais resistente a a, nao é
verificada em carnes suina e bovina. Os salames com adicao de extrato de erva-
mate estdo dentro dos padrées para comercializacdo. Porém, segundo GALLI
(1993), os valores encontrados neste estudo é tipico de embutidos fermentados.

Os teores de umidade obtidos nos salames - Tipo ltaliano, durante o
periodo de 21 dias de armazenamento em camara de maturacdo, sob
temperatura e umidade controlada e ap6s embalados a vacuo, encontram-se na

Tabela 8 e Figura 13.
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Tabela 8 - Teores de umidade em formulagcées de salame - Tipo Italiano, durante

0 armazenamento.

Umidade (g/1009g)*

Tratamento 0°dia  2°dia  7°dia  142dia  21°dia  60°dia

1 64,57" 61,75 5220  3374°° 31,14 3454
(Controle) (+0,36) (£1,50)  (+2,67)  (x1,87)  (0,94) (10,20

2 67,04%*  6367%® 5575 3504°° 30,39%F 27,97
(0,3% extrato) (+0,62)  (+0,44)  (£1,20)  (+0,91)  (+1,47)  (#0,56)
3 64,53%°" 61,48%%  5488% 32,013 2945 30,33
(0,4% extrato) (¥0,80)  (+4,55) (#3,40)  (£0,16)  (£0,65)  (0,54)
4 62,98"  61,07%* 5456°° 32,64°C 2870°C 32,71%

(Antiox. Artificial)  (+2,38)  (¥2,03)  (£3,08)  (£1,23)  (#0,94)  (x0,67)

*média (+ desvio padrédo) seguida de letras iguais minlsculas/maitsculas nas colunas/linhas nao

diferem estatisticamente a nivel de 5% (Teste de Tukey).

A Tabela 8 mostra que quando sao analisados os efeitos do tempo de
fermentacdo na umidade do salame verifica-se que houve diferenca significativa
(p<0,05) entre o Tratamento 2 (0,3 % extrato de erva-mate) e o Tratamento 4
(Antioxidante artificial), logo apés a fabricacdo dos salames. Os valores de
umidade da massa variaram de 67,04 a 62,98 % (p/p). Porém, do 2° até o 21°
dias de maturacao, nao foram verificadas diferencas significativa (p<0,05) entre as
formulacdes de salame — Tipo Italiano. Demonstrando que as concentragdes de
extrato de erva-mate (0,3 e 0,4 %, p/p) nao influenciaram significativamente
(p<0,05) na umidade até o 21° dia de processamento em comparagdo aos demais
tratamentos. Aos 60 dias de armazenamento, as formulagbes apresentaram
teores de umidade na faixa de 27,97 a 32,71 g/100g.

Como pode ser observado na Figura 13, a diminuicdo da umidade das
formulagbes foi mais acentuada até o 14° dia. Isto deve a fato que durante a
etapa inicial de elaboragdo de embutidos fermentados na camara de maturacao
foi utilizado temperaturas altas, seguido de diminuicdo progressiva a medida que
a secagem continuava, juntamente com o decréscimo da umidade relativa (Tabela
2), sendo esta uma pratica de rotina no em embutidos fermentados em camara de
maturacdo (VARNAN & SUTHERLAND, 1998).
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Figura 12 - Grafico de dispersdao com os valores de umidade das formulacdes de
salame - Tipo ltaliano, durante o periodo de 21 dias de armazenamento em

camara de maturacao e apés embalados a vacuo.

No fim do processamento a umidade variou entre 32,71 a 27,97 (Tabela 9),
nao apresentado diferenca significativa (p<0,05) entre o tratamento controle e o
tratamento 2 (0,3 % de extrato de erva-mate). Observa-se uma diminuicdo dos
valores de umidade entre o inicio e o fim do processo. Isso se explica devido a
desidratacdo do produto durante a maturagdo. A diminuicdo da umidade depende
de fatores internos e externos, bem como de uma fermentacéo latica eficiente e
do tempo de maturagdo. De acordo com o regulamento técnico de identidade e
qualidade do salame tipo italiano, todas as amostras estariam dentro do permitido
(no maximo 35%), no periodo de 60 dias de armazenamento (BRASIL, 2000).

SCHEID (2000), avaliou as caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais de
salame Tipo ltaliano com diferentes concentragdes de cravo-da-india, e obtiveram
valores de umidade de 63,5 a 72,2 % inicialmente e apdés 25 dias de
processamento os valores variaram de 23,4 a 37,5 %, valores estes semelhantes
aos encontrados neste trabalho no 21 ° dia de armazenamento (Tabela 8).

SAGGIRATO (2008), estudando a atividade antifungica e antioxidante in

vitro na superficie de salame tipo italiano do 6leo essencial de manjericdo, obteve
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valores de umidade na faixa de 24,11 a 31,01 % no 60° dia de permanéncia na
camara de maturacao. Valores estes semelhantes aos encontrados neste trabalho
no 60° dia de armazenamento a temperatura de 22°C e embalados a vacuo.
MACEDO (2005), encontraram valores de umidade para o salame - Tipo ltaliano
com adi¢cdo de probidtico entre 38,54 a 41,48 %, apds 25 dias de maturagao.
Valores estes um pouco acima dos encontrados neste trabalho que apds 21 dias

de maturagdo encontraram-se entre 28,70 a 31,14 % (Tabela 8).

4.3.2 pH e acidez

A reducdo do pH é responsavel pela liberagdo de agua do produto
fermentado, conferindo textura caracteristica deste produto, além de interferir no
potencial de membrana dos micro-organismos deteriorantes e patogénicos e
reduzir a quantidade de agua livre para as suas reacdes bioquimicas (BRANEN &
DAVIDSON, 1983). A evolugdo do pH no salame - Tipo ltaliano armazenados
durante 21 dias em camara de maturagao sob temperatura e umidade controlada,

e ap6s embalados a vacuo, encontram-se descritos na Tabela 9 e Figura 14.

Tabela 9 - Valores de pH em formulagcdes em Salame - Tipo lItaliano durante o

armazenamento.
pH
Tratamento 0°dia  2°dia  7°dia  14°dia  21°dia  60°dia
1 6,60* 520  502°° 455%° 502  501%°
(Controle) (£0,06) (+0,03) (+0,07) (#0,03)  (+0,03) (+0,01)
2 6,69°" 438 479 450 494" 472
(0,3% extrato)  (0,05)  (+0,01)  (+0,03)  (+0,01)  (#0,01)  (#0,01)
3 6,73**  430%°  467°C  425% 4768 4,748
(0,4% extrato)  (+0,02)  (£0,01)  (#¥0,03)  (¥0,02)  (#0,02)  (0,01)
4 6,66 530 465 438" 475 473

(Antiox. Artificial)  (¥0,09)  (0,02)  (¥0,01)  (#0,02)  (0,02)  (#0,01)

*média (+ desvio padrédo) seguida de letras iguais minlsculas/maitsculas nas colunas/linhas nao

diferem estatisticamente a nivel de 5% (Teste de Tukey).
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Na Tabela 9, observa-se que logo ap6s a fabricacdo dos salames o pH
inicial ndo apresentou diferenca significativa (p<0,05) entre todos os tratamentos.
Conforme esperado, os valores de pH para todos os tratamentos decresceram em
funcédo do tempo de permanéncia na camera de maturacéo até o 14° dia, porém
nos tratamentos com extrato de erva-mate (2 e 3) ocorreu um pequeno acréscimo
no 7° dia, com um decréscimo no 14° dia de armazenamento, seguido de um
aumento significativo no 21°dia de armazenamento em camera de maturagao.

SAMESHIMA et al. (1998) estudaram a queda do pH em salames
adicionados de Lactobacillus rhamnosus e L. paracasei e verificaram que apds 24
horas de fermentacdo, o pH dos embutidos com L. paracasei situavam-se entre
5,0 e 5,2. Estes valores mostram-se semelhantes ao valor de 5,20 encontrado
para o Tratamento Controle e ligeiramente superior ao valor de 5,3 encontrado
para o Tratamento 4 (Antioxidante Artificial), mas isso durante as 48 horas de
fermentacdo. Na producédo de salames é importante a diminuicao rapida do pH
para evitar o desenvolvimento de micro-organismos tanto deteriorantes como
patogénicos. O Abaixamento do pH é dependente do rapido desenvolvimento das
bactérias lacticas, onde se pode observar conforme Tabela 9, o brusco
decréscimo do valor de pH logo apés o processamento para o 2° dia de
maturacgao, para todos os tratamentos.

A fermentacdo dos acgucares pelas bactérias provoca diminuicdo no pH, o
que influencia sobre a estabilidade microbiana, formagéo da cor e a firmeza do
salame, alcancando valor de 5,1 apés um ou dois dias de processamento. Essa
etapa € bastante importante para as caracteristicas do salame, tanto do ponto de
vista sensorial, como de saude publica (BELEDELLI, 2009). Fato este observado
conforme Tabela 10, onde até o 2° dia de maturagdo os salames apresentaram
pH de 5,2, 4,38, 4,30, 5,30, nas formulagdes controle, com 0,3 e 0,4 % de
extrato de erva-mate e com eritrobato de sédio, respectivamente.

De acordo com a Tabela 9 e Figura 14, foi observado um acréscimo nos
valores de pH em todos os tratamentos no 21° dia de armazenamento, devido a
protedlise pela produgcdo de amoénia em decorréncia da atividade enzimatica

durante a maturacdo (LUCKE, 1994). Porém, o pH pode sofrer nova reducédo
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devido a lipdlise que libera acidos graxos livres no meio. A queda do pH nos
embutidos fermentados, para valores proximos a 5,0 nos primeiros dias de
fermentagcdo, torna o ambiente protegido contra a acdo de bactérias gram -
negativas a indesejaveis; constituindo a base para sua seguranga microbiologica
(LUCKE, 2000; ERKKILA et al., 2001).

Os tratamentos 1 (Controle) e 4 (Antioxidante artificial) ndo apresentaram
diferencga significativa (p<0,05) no 7°, 212 e 60° de armazenamento. O tratamento 2
(0,3 % extrato de erva-mate) apresentou comportamento semelhante, mas nao

diferiu-se significativamente apenas no 7¢ e 60° dia de armazenamento (Tabela 9).
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—s— Controle 0,3%extrato 0,4%extrato  —=— Antiox.artificial

Figura 13 - Gréfico de dispersdo com os valores de pH das formulacdes de
salame - Tipo ltaliano, durante o periodo de 21 dias de armazenamento em

camara de maturacao e apés embalados a vacuo.

De acordo com KUMAR et al. (1986), quanto maior o valor do pH, maior a
oxidacdo lipidica. Os resultados obtidos neste trabalho comprovam esta
afirmacao, uma vez que o maior valor de pH no 60° dia foi para a formulacao

controle (Tratamento 1) onde apresentou o maior valor de acidez total (0,21 g de
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acido lactico/100g) e TBARS (0,730 mg de maloaldeido/kg) durante a estocagem
do salame tipo italiano. O final do processo de fermentacao e o inicio do processo
de maturacdo no salame séo caracterizados quando o pH atinge o valor de 5,0
(CHAGAS, 1998).

Pelos resultados apresentados na Figura 14, pode-se notar que a adigao
de extrato de erva-mate em diferentes concentracbes nao interferiu nos
resultados de pH das amostras, tanto que no 60° dia o resultado final de pH de
todas as amostras, inclusive a amostra 1 (Controle) e 4 (Antioxidante Atrtificial),
foram muito préximos, ndo apresentando diferenca significativa (p<0,05) apenas
os tratamentos 2 e 4. Isso demonstra que a adigdo do extrato de erva-mate nao
interferiu na atuacdo dos starters que foram adicionados, comparado com o
salame que foi adicionado antioxidante artificial.

A Tabela 10 e Figura 15 apresentam os valores de acidez (expressa em
termos da quantidade de acido latico) obtidos nas formulagdes de salame - Tipo
ltaliano, durante o periodo de 21 dias de armazenamento em camara de
maturacao, sob temperatura e umidade controlada e ap6s embalados a vacuo. Os
acidos organicos presentes em embutidos influenciam no sabor, odor, cor,
estabilidade e na manutencao da qualidade. No salame tipo ltaliano o &cido
produzido em maior quantidade é o acido lactico, formado durante a fermentagéao
por bactérias lacticas.

Conforme a Tabela 10 verifica-se que nao houve diferenga significativa
(p<0,05) do tratamento controle em relacdo aos demais tratamentos, apos a
fabricacdo e até o 14° dia de armazenamento. No segundo dia a formulacao
controle e aquelas que continham extrato de erva-mate (Tratamento 2 e 3),
apresentaram um aumento nos valores de acidez, retornando a diminuir no 7° dia.

Em relagdo ao tempo de armazenamento, todos os tratamentos néo
apresentaram diferenga significativa (p<0,05) a partir do 7° dia. Porém, o
tratamento controle apresentou valores significativamente superiores aos demais
tratamentos, no 212 e 60° dia de armazenamento (Tabela 10). Este resultado
indica que as formulagbes que apresentavam antioxidante natural de erva-mate
(Tratamento 2 e 3) e eritorbato de sédio, apds 21 dias de armazenamento,

apresentaram efeitos sobre a acidez do produto final.
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Tabela 10 - Acidez total das formulacbes de salame - Tipo Italiano, durante o

armazenamento.
Acidez Total (g acido latico/1009)

Tratamento 0 2 7 14 21 60
1 0,15%% 0,16™* 0,11%® 0,16®® 0,16*° 0,21*
(Controle) (£0,01)  (£0,03)  (0,01)  (#0,01)  (£0,03)  (£0,05)
2 0,16%° 020% 0,12%° 0,15% 0,13 0,17"®
(0,3% extrato) ~ (0,01)  (£0,01)  (£0,01)  (¥0,02)  (x0,01)  (0,01)
3 0,15%%°  0,19%*  0,12%°  0,16"° 0,14°¢ 0,16°°
(0,4% extrato) ~ (£0,01)  (£0,02)  (x0,01)  (x0,01)  (x0,01)  (0,02)
4 0,15% 014" 012** 015" 014" 0,15

(Antiox. Artificial)  (x0,01) (+0,01) (+0,01) (+0,02) (+0,01) (+0,02)

*média (+ desvio padrédo) seguida de letras iguais mindsculas/mailsculas nas colunas/linhas néo

diferem estatisticamente a nivel de 5% (Teste de Tukey).

O perfil cinético da evolugdo da acidez nas amostras de salame
apresentado na Figura 15 mostra que o aumento mais acentuado ocorreu nos
primeiros 2 dias de fermentacado, seguido de uma diminuicdo aos 7° dia e
aumento aos 21° dia, que a partir deste periodo houve pouca variagdo nos
valores de acidez para os tratamentos 2, 3 e 4, porém um aumento no tratamento
controle. Os valores finais de acidez foram similares para os tratamentos 2, 3 e 4,
indicando que independente da formulacao empregada, os valores de acidez sao
poucos afetados. Os &cidos produzidos durante a etapa de processamento pelas
bactérias acido-lacticas diminuem o pH e contribuem para a formagéao do produto
carneo fermentado. O &cido lactico caracteristicamente confere um flavor acido,
contribuindo para desnaturacdo protéica, resultando na textura peculiar dos
salames fermentados (SMITH & PALUMBO, 1981).
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Figura 14 - Grafico de dispersdo com os valores medios da acidez Total em
formulacdes de salame - Tipo ltaliano, durante o armazenamento em condi¢oes
controladas na camara de maturagdo e apds os 21 dias embalados a vacuo e

armazenados na temperatura ambiente.

BELEDELLI (2009), em estudo na elaboracdo de salame Tipo italiano
adicionado de selénio, encontrou valores entre 0,12 e 0,11 mg acido latico/Kg
salame no 28° dia de processamento. Valores estes, proximos ao encontrados
neste trabalho no 60° dia nos salames que continham formulacdo com
antioxidante artificial e natural. MOURA et al. (2009), utilizando salvia como
acao antibacteriana e antioxidante na fabricacdo de salame, obteve valores de
acidez de 0,007 mg acido latico/Kg, valor este muito abaixo dos encontrados

neste trabalho.

4.3.3 Oxidacao dos Lipideos (TBARS) e proteinas

A oxidacdo dos alimentos é um grande problema durante o
armazenamento, 0 que resulta na deterioracdo da qualidade dos alimentos. As

reacoes de oxidagdo de proteinas ocorrerem simultaneamente com a oxidagao
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lipidica na maioria dos alimentos. A formacao dos compostos carbonil (aldeidos e
cetonas) sdo uma das mais proeminentes mudancas nas proteinas oxidadas,
servindo sua concentragdo como um indicativo de oxidacdo de proteinas, sendo
relativamente facil de medir (LEVINE et al., 1990), como conseqiiéncia é
amplamente utilizada para a avaliagdo da extensdo dos danos oxidativos sob
diferentes estresses oxidativos.

O teste de TBARS € o método mais usual para acompanhar a evolugéo da
oxidacao lipidica em carnes e produtos carneos (RAHARJO et al.,, 1992). Os
valores da oxidacao dos lipidios (TBARS) obtidos nas formulagdes de salame -
Tipo Italiano, durante o periodo de 21 dias de armazenamento em camara de
maturacdo, sob temperatura e umidade controlada e apdés embalados a vacuo,
encontram-se descritos na Tabela 11 e Figura 16.

Tabela 11 - Oxidagédo de lipidios (TBARS) em formulagbes de salame - Tipo

ltaliano, durante o armazenamento.

TBARS (mg malonaldeido/kg)

Tratamento 02 dia 72 dia 212 dia 602 dia

1 0,143%° 0,527% 0,610°° 0,730 2"
(Controle) (+0,020) (0,010) (0,110) (+0,040)

2 0,023 0,317 0,670 0,690%*

(0,3% extrato) (0,010) (+0,020) (+0,080) (+0,050)
3 0,031°P 0,393 0,430°° 0,490°"

(0,4% extrato) (+0,080) (+0,020) (+0,040) (0,020)
4 0,058°° 0,279 0,280% 0,350%*
(Antiox. Artificial) (0,010) (0,010) (0,060) (£0,120)

*média (+ desvio padrédo) seguida de letras iguais minlsculas/maitsculas nas colunas/linhas nao

diferem estatisticamente a nivel de 5% (Teste de Tukey).

Conforme a Tabela 11, os tratamentos que continham extrato de erva-mate
apresentaram o0s menores Vvalores, logo apdés a fabricacdo diferindo-se
estatisticamente (p<0,05) apenas do tratamento controle. Observou-se que o0s
valores de oxidagéo lipidica nos salames contendo 0,3 e 0,4 % de extrato de erva-
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mate diferiram estatisticamente (p<0,05) dos salames sem adi¢cao de antioxidante
(Controle), até o 21° dia. Porém aos 60 dias de processamento apenas o
tratamento 2 ndo apresentou diferenca significativa (p<0,05) do tratamento
controle. Constata-se o efeito antioxidante da adicdo de 0,4 % de extrato de erva-
mate em salame - Tipo Italiano, ao se comparar os valores de TBARS em relagéo
ao tratamento controle.

Os valores encontrados nos salames — Tipo italiano durante os sessenta
dias de armazenamento, foram menores de 1,0 mg MDA/Kg, sendo que os teores
maximos encontrados foram de 0,690 e 0,730 mg MDA/kg nos tratamentos 1 e 2
(Tabela 11).

Varios trabalhos na literatura relatam a correlagdo entre o TBARS e
caracteristicas sensoriais do produto. AHMAD & SRIVASTAVA (2007), nao
verificaram odor de ranco em amostras de carne com valores de TBARS de 0,5 e
1,0 mg MDA/Kg. O mesmo ocorreu neste estudo, pois conforme avaliagéo
sensorial, nao apresentou sabor ran¢co nos quatro tratamentos de salame Tipo
italiano durante os sessenta dias de armazenamento.

Segundo MOURA et al. (2009) em estudo do 6leo volatil de salvia em
produtos carneos, ao 35° dia de armazenamento obteve valores entre 0,652 e
1,413 mg MDA/Kg, valores estes superiores aos encontrados neste trabalho.
MARCHESI et al. (2006), ao analisar o valore de TBARS em fatias de salames
comerciais ja maturados por 32 dias, obteve 0,04 mg de malonaldeido/Kg do
produto, valor esse muito inferior ao quantificado para todos os tratamentos
analisados neste estudo.
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Figura 15 - Perfil cinético da concentracdo de TBARS nos salames processados

durante o periodo de armazenamento.

Ao estudar o efeito do 6leo de coentro como antioxidante em salame Tipo
italiano, MARANGONI (2007), obteve valores de TBARS de 1,39 mg de
malonaldeido/Kg no 28° dia de processamento. Sendo que este resultado é 4
vezes superior ao obtido no tratamento 3 (0,430 mg malonaldeido/Kg) no 21° dia
(Tabela 11). Em estudo das Caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas da
superficie do salame - Tipo ltaliano contendo solucdo de lactato de potassio,
CICHOSKI & FRANCESCHETTO (2009), obtiveram valores de TBARS no 21° dia
entre 0,753 e 1,09 mg MDA/Kg, valores superiores encontrados neste estudo.
CAMPAGNOL et al. (2007), em estudo avaliando o efeito de antioxidante natural
(0,5 % de extrato hidro-alcodlico de marcela) em meio de cultura de plasma suino,
relatou valores de TBARS com o mesmo comportamento deste estudo, durante o
periodo de armazenamento de 60 dias

Os resultados obtidos para a oxidacdo de proteinas através da
quantificacdo dos grupos carbonil obtidos nas formula¢cdes de salame - Tipo
ltaliano, durante o periodo de 21 dias de armazenamento em camara de
maturacdo, sob temperatura e umidade controlada e apdés embalados a vacuo,
encontram-se na Tabela 12 e Figura 17.
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Tabela 12 - Oxidacao de proteinas em formulacées de salame - Tipo Italiano

durante o armazenamento.

Tratamento Oxidacao de proteinas (nmol Carbonil/ mg proteina)
0° dia 212 dia 60° dia
1 4,902% 6,236%° 8,374
(Controle) (£0,020) (£0,020) (£0,01)
2 3,735 5,117°® 6,953
(0,3% extrato) (x0,010) (x0,010) (20,020)
3 3,279 4,434 4,690°
(0,4% extrato) (x0,010) (x0,010) (x0,020)
4 2,015 4,137°® 4,999
(Antiox. Artificial) (x0,010) (20,020) (x0,010)

*média (x desvio padrdo) seguida de letras iguais minusculas/maiusculas nas colunas/linhas nao
diferem estatisticamente a nivel de 5% (Teste de Tukey).

Os indices de carbonil na massa do produto apds o embutimento foram de
3,735 e 3,279 nmol carbonil/mg proteina para o tratamento com 0,3 e 0,4 % de
extrato de erva-mate, respectivamente, ndo apresentando diferenga significativa
(p<0,05) entre si. No entanto, o tratamento sem antioxidante (controle) diferiu
significativamente do com adi¢ao de antioxidante artificial, com teores de 4,902 e
2,015 nmol carbonil/mg proteina, respectivamente. Estes resultados demonstram
que a formulagao controle (tradicional) apresentou os maiores indices de carbonil
em relacdo aos demais tratamentos (Tabela 12 e Figura 17). SAGGIORATO
(2008), em salame - Tipo ltaliano obteve valores muito superiores aos deste
estudo (até 41,56 nmol carbonil/mg proteina).
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Figura 16 - Evolugcado da oxidagdo das proteinas medida pelo indice de carbonil
do salame tipo italiano durante o periodo de 21 dias de processamento e apds 60
dias de estocagem a temperatura de 22°C.

Ao analisar o comportamento da evolugdo da oxidacéo protéica (Figura
17), os quatro tratamentos estudados apresentaram comportamentos
semelhantes, tendo um aumento significativo a partir do 21° dia de
armazenamento. Os tratamentos 3 e 4 (Tabela 12) ndo apresentaram diferenca
significativa (p<0,05) a partir do 21° dia. Uma das possiveis causas da elevagao
do grupo carbonil apés 21 dias de armazenamento, podera estar relacionado a
oxidacao de lipidios associada a reacado de condensacao de Maillard. Segundo
VARNAN & SUTHERLAND (1998) quando ocorre a reacao de Maillard os
aminoacidos sofrem desaminacao/descarboxilagao oxidativa pela degradacao de
Streck, sendo este um dos mecanismos provaveis para a origem de numerosos
compostos que apresentam o grupamento carbonil, como os aldeidos de cadeia
ramificada, 2 e 3 - metilbutanal, fenilaldeido e alfa dicarbonilos. HOWELL et al.
(2001) mostraram que a oxidagdo das proteinas esta ligada a oxidagdo dos
lipidios em produtos carneos.
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4.3.4 Nitrito

As formulacGes de salame — Tipo ltaliano, do tratamento controle, com 0,3
e 0,4 % de extrato de erva-mate e com eritorbato de sodio, aos 21° dia de
processamento apresentaram valores residuais de nitrito de 3,06, 1,85, 1,72 e
0,40 ppm, respectivamente, sendo que foi adicionado na massa 300 ppm da
mistura comercial de nitrato/nitrito. Segundo TERRA et al. (2001), a reducéo dos
nitratos € realizada pelas bactérias da familia Microccocaceae durante as
primeiras 24 horas, quando os niveis de acido lactico ainda ndo estao elevados.
Estas bactérias possuem um sistema nitrato e nitrito redutase que favorece a
ocorréncia das reagbes de cura responsaveis pela coloragdo tipica destes
produtos carneos. Esta atividade bacteriana é favorecida pelas temperaturas
relativamente baixas e altas concentragdes iniciais de cloreto de sédio.

A concentracao de nitrito presente num produto carneo obtido por salga a
seco e por desidratacdo pode agir como um obstaculo (“Hurdle Technology”)
frente as fontes de alteracbes desse tipo de produto (TERRA et al., 2006). A
concentracao de nitrito necessaria para ocorréncia dos diversos efeitos quando
seu emprego em produtos carneos varia entre 30 e 50ppm para o
desenvolvimento de cor, entre 20 e 40 ppm para o desenvolvimento de aroma,
entre 80 e 150 ppm para o efeito conservante (MULLER,1991) e entre niveis de
20 e 50ppm para o efeito antioxidante (LUCKE, 2000).

CIROLINI (2008), em estudo realizado em salame - Tipo ltaliano utilizando
Staphylococcus xylosus e Lactococcus lactis, encontrou valores entre 3,28 a

6,09 ppm, respectivamente.

4.4. Avaliacao microbiolégica das formulacoes de salame — Tipo Italiano

4.4.1. Bactérias Lacticas

A contagem de bactérias laticas obtidos nas formulagbes de salame - Tipo
ltaliano, durante o periodo de 21 dias de armazenamento em camara de
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maturacao, sob temperatura e umidade controlada e apdés embalados a vacuo,
encontram-se na Tabela 13 e Figura 18.

A concentracdo de bactérias lacticas presentes no inicio da fermentagéao
foi variavel (6,02 a 6,7 logio UFC/g). Esses micro-organismos se multiplicam
rapidamente e predominam nos primeiros dias de fermentagdo, alcangando
valores em torno de 8 logio UFC.g"'. Essa concentracdo se mantém estavel
durante os primeiros 7 dias de maturagéo, diminuindo a sua contagem apés este
periodo (Figura 18).

Tabela 13 - Bactérias Laticas (logio UFC/g) em formulacbes de salame - Tipo

ltaliano, durante o armazenamento.

Bactérias Laticas (log1o UFC/g)

Tratamento 0edia  2°dia  7°dia 14°dia  21°dia  60°dia

1 6,67°°(+ 830" 742® 762" 720 529%P
(Controle) 0,17)  (+0,16)  (+0,01)  (¥0,06)  (+0,06)  (%0,16)

2 6,02°C 8223  gs5gt 7278 74728 5150

(0,3% extrato) (x0,05) (x0,23) (x0,06) (x0,10) (x0,18) (x0,07)
3 6,70  835% 834" 721"  730%®  547%P

(0,4% extrato) ~ (+0,24)  (+0,05)  (0,16)  (0,06)  (£0,02)  (+0,39)
4 6,70  850% 78178 7708  730%C 556

(Antiox. Artificial)  (+0,18)  (#0,17)  (20,01)  (¥0,07)  (£0,14)  (20,05)

*média (+ desvio padrédo) seguida de letras iguais mindsculas/mailsculas nas colunas/linhas néo

diferem estatisticamente a nivel de 5% (Teste de Tukey).

A contagem das bactérias lacticas nas amostras de salame - Tipo lItaliano,
nos diferentes tratamentos, apresentou aumento significativo no numero de
células bacterianas a partir do 2° dia de maturacédo até o 7° dia. O tratamento
controle se diferiu significativamente (p<0,05) dos demais tratamentos no 79 dia
de maturacdo. Mantiveram-se com pequenas flutuacbes até o 21° dia de
maturagado dentro da camara com temperatura e umidade controlada (contagem
em torno de 6 - 8 logiy UFC.g"). Estes resultados estdo de acordo com
RANTSIOU & COCOLIN (2006), que afirmam que ap6s 3 dias de fermentagéo as
bactérias 4cido lacticas alcangam uma contagem de 7 a 8 log:oUFC.g™,
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permanecendo relativamente sem alteracées, em numero, durante todo periodo
de maturacdo. Esta alta populacdo de bactérias acido lacticas produz &cido
lactico, acido acético e possivelmente bacteriocinas que vao inibir o crescimento
de bactérias patogénicas, especialmente Staphylococcus aureus (GEISEN et al.,
1992; LUCKE, 2000). Os resultados obtidos neste trabalho, também, sé&o
semelhantes aos encontrados por DALLA SANTA (2008), que obtiveram
contagens em torno de 4 a 8 logio UFC/g na avaliagdo da qualidade de salames
artesanais com diferentes culturas starters.

A partir do 212 até o 60° dia de armazenamento em temperatura em torno
de 22°C e embalados a vacuo, os salames apresentaram um decréscimo, com
valores entre 5,15 a 7,30. Aos 60° dias de armazenamento ndo houve diferenca
significativa (p<0,05) do tratamento controle, perante as demais formulagdes. A
contagem das bactérias lacticas esta relacionada com a adicao da cultura starters
(Staphylococcus carnosus e Lactobacillus pentosus) no inicio do processo. As
culturas starters desempenham importante funcdo ao fermentar carboidratos do
meio, liberando acido l4ctico e reduzindo pH do meio no segundo dia (ORDONEZ
et al., 1999).

Em experimento realizado por SANZ et al. (1997) para avaliar diferentes
tempos, temperaturas e umidade relativa durante o processamento de salames, a
quantidade de bactérias lacticas no produto final foi em torno de 6 logio UFC/g,
sendo que durante a fermentacdo a concentracdo maxima foi na ordem de 8 logio

UFC/g, valores semelhantes aos encontrados nesse trabalho.
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Figura 17 - Grafico de dispersdo com o acompanhamento da contagem das
bactérias lacticas em formulagdes de salame - Tipo Italiano, durante o
armazenamento em condigdes controladas na cAmara de maturagao e apos os 21

dias embalados a vacuo e armazenados na temperatura ambiente.

BELEDELLI (2009), demonstrou comportamento similar das bactérias
lacticas aos deste trabalho, em estudo sobre a adigdo de selénio na fabricagéo de
salame tipo italiano. Comportamento similar ocorreu também, em estudo realizado
por GAIO (2008), onde no 21°¢ de maturagdo encontrou valores entre 6,83 a 7,94
log1o UFC/g, pois nesse trabalho encontrou-se valores entre 6,19 a 7,61 logio
UFC/g.

As concentracoes testadas do extrato de erva-mate n&o inibiram os micro-
organismos pertencentes a este grupo, ndo afetando assim o0 processo
fermentativo do produto. Em estudo realizado utilizando uso de culturas
iniciadoras para elaboracao de um embutido a base de carne de pato, obteve no
final do processo, o valor médio final de células viaveis de bactérias lacticas foi de
8,11 log1o UFC/g (CARIONI, 2001).

Na producdo de salames é importante a diminuicdo rapida do pH para
evitar o desenvolvimento de micro-organismos tanto deteriorantes como

patogénicos. O abaixamento do pH é dependente do rapido desenvolvimento das
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bactérias lacticas. A massa carnea utilizada para produzir salames por
fermentagdo esponténea deve conter quantidade suficiente tanto de bactérias
lacticas como de Micrococcaceae para o desenvolvimento adequado da
fermentagdo, obtendo assim um produto seguro e com qualidade (COMI et al.,
2005).

4.4.2 Micrococcaceae

Os micro-organismos da familia Micrococcaceae auxiliam na coloragao,
sabor e aroma dos embutidos fermentados. Contribuem na coloragdo devido a
atividade das enzimas nitrato redutase e catalase, importante para a formacéao e
estabilidade da cor, além de prevenir contra a oxidagao lipidica (TERRA et al.,
2004). PINTO et al. (2001) relatam que para que haja a formacao da cor tipica de
produtos curados € necessario que o nitrato adicionado a carne sofra reducao a
nitrito através da acdo da enzima nitrato redutase. As bactérias da familia
Micrococcaceae tem papel fundamental na reducao do nitrato, porém sua acao é
bastante reduzida em valores de pH menores que 5,4. Dessa forma, uma redugéo
muito rapida do pH no inicio do processamento dos produtos carneos pode
interferir na obtenc&o da cor avermelhada caracteristica.

O numero de colbnias das bactérias pertencentes a familia Micrococcaceae
obtidos nos salames Tipo italiano, durante o periodo de 21 dias de
armazenamento em camara de maturagdo, sob temperatura e umidade

controlada e ap6s embalados a vacuo, encontram-se na Tabela 14 e Figura 19.
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Tabela 14 - Contagem de bactérias pertencentes a familia Microccaceae em

formulacdes de salame - Tipo ltaliano durante o armazenamento.

Microccaceae (log1o UFC/g)

Tratamento 0°dia  2°dia  7°dia 14°dia  21°dia  60°dia
1 6,44  758%" 7323 720" 7393 5563
(Controle) (#0,01)  (#¥0,11)  (¥0,13)  (¥0,05)  (+0,61)  (0,08)
2 6,01C  7683" 7018 738®AB 70138 563D
(0,3% extrato) ~ (+0,03)  (0,17) (+0,44)  (£0,06)  (#0,25)  (+0,13)
3 64237 70203 7353  g70%"  730%" 504
(0,4% extrato)  (+0,06)  (+0,37)  (¥0,27)  (£0,19)  (#0,02)  (+0,62)
4 6,46%% 650°° 670" 7553 719 5927

(Antiox. Artificial)  (£0,01)  (#0,01)  (#0,23)  (+0,03)  (0,08)  (#0,40)

*média (+ desvio padrédo) seguida de letras iguais minlsculas/maitsculas nas colunas/linhas nao

diferem estatisticamente a nivel de 5% (Teste de Tukey).

Antes dos salames serem embutidos, a massa carnea apresentou numero
de coldnias de bactérias - Micrococcaceae entre 6,01 e 6,46 logio UFC/g, sendo
que as formulagdes 3 e 4 ndao apresentando diferenca significativa (p<0,05) do
tratamento controle. Em estudo realizado por PAPAMANOLI et al. (2002) o
nuamero de Micrococcaceae no inicio da fermentacao foi de 3 a 4 logio UFC/qg,

sendo estes valores inferiores aos encontrados neste trabalho.
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Figura 18 - Grafico de dispersdo com o acompanhamento da contagem das
bactérias Micrococcaceae em formulagdes de salame - Tipo Italiano, durante o
armazenamento em condi¢cdes controlada em camara de maturagédo e apds os 21

dias embalados a vacuo e armazenados em temperatura ambiente.

A partir do 2° dia de maturacdo até o 21° dia ndo ocorreram grandes
alteracées na populacdo destas bactérias, somente no 60° dia ocorreu um
pequeno decréscimo apresentando valores entre 5,04 a 5,92 logyo UFC/g, nédo
apresentando diferencga significativa (p<0,05) nas quatro amostras analisadas.

A temperatura de maturagédo afeta significativamente a concentragéo final
de Micrococcaceae. Durante o periodo de fermentagéo, salames produzidos em
temperatura de 24 a 26°C, a concentracdo de Micrococcaceae foi de
aproximadamente 7 logio UFC/g, e na faixa de 22 a 24°C a contagem ficou
abaixo de 6 logig UFC/g. Em ambas condigdes ocorreu uma diminuicdo de
Micrococcaceae na seqiiéncia do periodo de maturacao (SOYER et al., 2005).
Comportamento similar ocorreu neste trabalho, onde a temperatura nos sessenta
dias de processamento dos salames Tipo italiano, era em torno de 22°C,

apresentando valores entre 4,16 a 6,18 log1o UFC/g.
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O baixo numero de Micrococcaceae durante o processamento de salames
fermentados ou a diminuicdo da concentracao no periodo de maturagao pode ser
devido a inibicao causada pela diminuicao acentuada do pH (SOYER et al. 2005),
ocasionado pelo desenvolvimento das bactérias lacticas. Conforme CARIONI et
al. (2001), no décimo oitavo dia, o numero de células foi de 8,53 logio UFC/g,
apresentando valores muito superiores ao encontrado neste trabalho no decorrer
de todo o tempo de maturagéo e armazenamento dos embutidos.

4.5 Caracteristicas organolépticas das formulacées de salame - Tipo
Italiano

A Tabela 15 apresenta as médias das pontuacGes das avaliagbes dos
julgadores para as caracteristicas organolépticas (aceitacdo geral, sabor e
textura) das formulagbes de salame - Tipo Italiano aos 21 dias de armazenamento
em camara de maturagcdo sob temperatura e umidade controlada e apés 60 dias
embalados a vacuo.

A finalidade do teste de aceitacdo é determinar a provavel aceitagdo do
alimento pelo consumidor nas fases iniciais de desenvolvimento, como também
determinar a aceitacdo quando promovem alteracdo e, ou, inclusdo de
ingredientes e modificacdo nos processos, nas matérias, na embalagem, nas
condicbes de estocagem e, ou, no tempo de conservacdo dos alimentos
(TEIXEIRA et al., 1987).
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Tabela 15 - Caracteristicas sensoriais das formulagbes de salame — Tipo ltaliano

durante o armazenamento.

Tratamento
Atributos*  Periodo 1 2 3 4

(dias) Controle 0,3% extrato 0,4% extrato Antiox. Artificial

. 6,77%° 7,00%° 7,40%° 7,23%°

Aceitacéo 21 (1,40) (+1,26) (£1,43) (+1,48)

Geral A 7,58 7,65 7,73

o0° (+0,80) (+0,70) (+0,89) (+0,78)

. 6,80°° 7,50% 7,507 7,87%"

2 i) (£0,94) (£0,86) (+1,14)

Sabor . 7,27°* 7,53** 7,47%4 7,90%*

o0° (+0,87) (+0,94) (+0,86) (+1,14)

- 6,93* 7,108 7,27 7,404

(£1,15) (+1,16) (+1,14) (+1,13)

Textura . 6,96 7,223 7,33% 7,443

o0° (+0,98) (+0,75) (+0,83) (+0,85)

** médias * desvio padrdo das pontuagbes dos provadores seguidas de letras iguais
mindsculas/maidsculas nas linhas/colunas ndo diferem estatisticamente a nivel de 5% (teste T)

Na avaliacao dos atributos sabor e textura, pode-se observar (Tabela 15)
que as amostras com concentracoes de extrato de erva-mate obtiveram valores
préximos aos dos salames que continha antioxidante artificial, o que indica que
nao houve interferéncia do extrato de erva-mate nas caracteristicas globais do
produto. As médias de aceitacdo geral no 21?2 dia de armazenamento das
formulacdes controle (Tratamento 1), 0,3 % de extrato de erva-mate (Tratamento
2), 0,4 % de extrato de erva-mate (Tratamento 3) e com antioxidante artificial
(Tratamento 4) situaram-se entre os termos heddnicos “gostei ligeiramente” e
“gostei moderadamente”. No entanto, no 60° dia de armazenamento o tratamento
com antioxidante artificial (eritorbato de sddio) e 0,4 % de extrato de erva-mate
apresentaram a melhor aceitacdo, com uma média de 7,73 e 7,65,
respectivamente, correspondendo na escala de pontuagdes dos provadores ao
“gostei moderadamente”. Estes resultados demonstram que a adicdo de 0,3 e
0,4 % de extrato de erva-mate na formulagéo do salame tipo italiano nao alterou a
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aceitabilidade sensorial do produto. Sendo que os indices de aceitacdo geral, no
212 dia de armazenamento foram de 75,2, 77,8, 82,2 e 80,3% para 0s

tratamentos 1, 2, 3 e 4, respectivamente.
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Figura 19 - Histograma de freqiéncia para Aceitagdo geral aos 21 (a) e 60 dias
(b), respectivamente (9 - gostei muitissimo, 8 - gostei muito, 7 - gostei
moderadamente, 6 - gostei ligeiramente, 5 - ndo gostei / nem desgostei, 4 -
desgostei ligeiramente, 3 - desgostei moderadamente, 2 - desgostei muito, 1 -
desgostei muitissimo).
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O histograma de frequéncia referente ao atributo aceitacao geral (Figura
20), mostra que para os tratamentos 2, 3 e 4, os salames ao 21° dia de
armazenamento, apresentaram como  caracteristica  "gostei = muito",
correspondendo a uma aceitagao geral de 33,3, 30 e 30 %, respectivamente.
Contudo, para todos os ensaios analisados aos 60 dias, houve um acréscimo da
aceitacdo geral e a maxima pontuacao (gostei moderadamente) foi atribuida ao
Tratamento 3 (Salame com 0,4 % extrato de erva-mate), com 50 % aceitacao
geral. Aparecendo em seguida com 46,16 % o0 salame com antioxidante artificial
(Tratamento 4).
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5 CONCLUSOES E SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

5.1 Conclusoes

A partir dos resultados obtidos e dos objetivos que levaram a este trabalho ser
realizado, conclui-se que:

1. A atividade antioxidante in vitro do extrato de erva-mate a partir de folhas
nao sapecadas aumenta proporcionalmente a concentracao de extrato adicionado
atingindo 95,67 % de atividade antioxidante para a concentracdo 500 pg/mL
permitindo-se determinar um 1Cso de 157,85 pg/mL.

2. As formulagcbes de salame - Tipo Italiano resultaram num produto com
valores de pH entre 4,72 e 5,01 e atividade de agua entre 0,752 a 0,790. De
acordo com o regulamento técnico de identidade de qualidade do salame tipo
italiano, as formulacdes estariam dentro do permitido que € no maximo 35 % de
umidade, no periodo de 60 dias.

3. O crescimento das bactérias lacticas foi mais expressivo no 2° dia de
maturacgao (8,22 a 8,50 logio UFC/g ) apresentando no final da maturagao valores
entre 5,15 a 5,56 logio UFC/g. As concentracoes testadas do extrato de erva-mate
nao inibiram os micro-organismos pertencentes a este grupo, nao afetando assim
o processo fermentativo do produto.

4. Os menores indices de cor objetiva a* (vermelho) foram verificados aos 60
dias na formulacéo controle e na com 0,4 % de extrato de erva-mate, de 12,27 e
12,23. Os valores de luminosidade demonstram que a adigdo de extrato de erva-
mate nao interferiram no brilho do produto.

5. Em relagc&do aos atributos sabor e textura, as formulagdes com extrato de
erva-mate a aceitabilidade foi semelhante aos dos salames que continha
antioxidante artificial, o que indica que nao houve interferéncia do extrato de erva-
mate nas caracteristicas globais do produto.

6. Durante o armazenamento todas as formulacdes apresentaram diferenca

significativa (p<0,05) nos teores de TBARS quando comparadas ao tratamento
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controle (sem adicdo de antioxidante), comprovando a acao antioxidante da
presenca de 0,4 % extrato da erva-mate no produto.

7. A presenca de antioxidante influenciou significativamente (p<0,05) na
oxidacao de proteinas. Na formulagdo com adigdo de 0,4 % de extrato de erva-
mate e na com antioxidante artificial (eritorbato de so6dio) ocorreu reducdo da
concentracdo de carbonil. Indicando assim que nesta concentracdo o extrato de

erva-mate pode ter exercido agéo antioxidante frente a oxidagao de proteinas.

5.2 Sugestoes para trabalhos futuros

e Preparar o extrato de erva-mate por método de liofilizagao;

e Elaborar produtos carneos com diferentes concentracbes do extrato
liofilizado;

e Avaliar a formacdo de produtos secundarios da oxidacdo de lipidios
(hexanal, etc) e de proteinas (metilbutanal, fenilaldeido, etc) por métodos
cromatograficos;

e Treinamento da equipe de provadores para a andlise sensorial.
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ANEXO A

Figura 20 - Ficha de especificacdo do COMBISTART 1505
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Figura 21 - Curva de calibragéo da atividade antioxidante do extrato de erva-

mate 6leo essencial de manjericao (llex paraguariensis).



