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RESUMO

VASCONCELOS, Lia Inés Machado. Microencapsulagao de Lactobacillus
plantarum BG 112 com Acrycoat® S100 para aplicagdo como probiético em
salame. 2016. 125 f. Trabalho de Conclusdo de Curso de Graduagao — Curso
Superior de Engenharia de Alimentos, Universidade Tecnolégica Federal do Parana
(UTFPR). Medianeira, 2016.

O L. plantarum tem destacado-se como um micro-organismo promissor para 0 uso
em matrizes alimentares com fins de promocdo de saude. Contudo pela sua
instabilidade frente aos agentes externos (oxigénio, pH e temperatura), o seu
emprego em alimentos é comprometido. Assim, a microencasulagao pode ser uma
alternativa viavel para sua aplicagdo. A proposta deste trabalho foi otimizar a
encapsulagdo do Lactobacillus plantarum BG112 com um copolimero de acido
metacrilico (Acrycoat® S100) por atomizacdo, realizar a caracterizagdo das
microcapsulas obtidas e aplicar o micro-organismo no produto carneo salame tipo
Milano. Para otimizagéo, empregou-se um Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR) 2° com duas variaveis independentes, o encapsulado L.
plantarum (% m.v'") e o agente encapsulante Acrycoat® S100 (% m.v"), tendo como
variavel dependente o Rendimento (RE%) e Eficiéncia (EE%) de encapsulagdo do L.
plantarum, totalizando 11 experimentos, com quatro pontos fatoriais, quatro pontos
axiais e ftriplicata no ponto central. As caracteristicas e estabilidade das
microcapsulas foram estimadas pelas analises de contagem de células viaveis da
cultura bem como anadlises de microscopia, umidade, atividade de agua,
higroscopicidade, Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC), Termogravimetria
(TGA) e Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR-
UATR). Para o DCCR, o valor maximo obtido de RE% foi de 39,3% e para EE% o
valor maximo foi de 86,8%, valores esses proximos da regidao do ponto central sendo
que ambas as respostas foram influenciadas significativamente (p<0,05) pelas
variaveis em estudo. Considerou-se a resposta Eficiéncia como o parametro
principal para o efeito probiético no produto proposto, defenindo-se assim o ponto
otimo da superficie. Aplicou-se o L. plantarum microencapsulado no salame tipo
Milano comparando-o a um controle com cultura starter comercial. A curva do pH e a
perda de peso durante maturagdo, qualidades fisico-quimicas e microbiolégicas
foram avaliadas. Ambos revelaram auséncia de Salmonella spp. € niveis baixos na
contagem de Staphylococcus coagulase positiva, de Coliformes a 45 °C e
Clostridium sulfito redutor a 46 °C estando aptos para consumo. Em relagdo as
bactérias acido-laticas totais, a contagem destas apresentou-se de acordo com a
legislacdo vigente para caracterizar o produto final como funcional (108 UFC.g™"). Na
sequéncia as amostras foram avaliadas por 141 consumidores usando o teste de
escala hedbnica, ndo apresentando diferenga significativa (p>0,05) para os atributos
avaliados (cor, aroma, textura, sabor, aceitacdo global e intencdo de compra).
Portanto, os dados demonstraram a capacidade do Acrycoat® S100 como uma
opcao de material de suporte para a microencapsulacdo de probidticos,
possibilitando desenvolver uma formulagdo de salame tipo Milano fermentado com
L. plantarum estavel em relacdo ao pH, em acordo com os parametros fisico-
quimicos e microbiologicos da legislacdo vigente, aceito sensorialmente, além de



alcangar a quantidade das bactérias acido-laticas no nivel minimo exigido pela
legislagdo brasileira para alimentos funcionais.

Palavras-chave: Copolimero do acido metacrilico. Bactérias acido-laticas.
Atomizagdo. Alimento funcional. Produto carneo.



ABSTRACT

VASCONCELOS, Lia Inés Machado. Lactobacillus plantarum BG112
microencapsulated with Acrycoat® S100 for use as probiotic in salami. 2016.
125 f. Trabalho de Conclusdo de Curso de Graduagdo — Curso Superior de
Engenharia de Alimentos, Universidade Tecnologica Federal do Parana (UTFPR),
Medianeira, 2016.

L. plantarum has come to stand out as a promising microorganism for use in food
matrices with health promotion purposes. However, due to their instability to external
agents (oxygen, pH and temperature), their use in foods is compromised. Therefore,
microencapsulation is a viable alternative for your application. The purpose of this
work was to optimize the encapsulation of Lactobacillus plantarum BG112 with a
methacrylic acid copolymer (Acrycoat® S100) by spray drying, perform the
characterization of the obtained microcapsules and apply the microorganisms in
meat product - milano type salami. For optimization, a Central Composite Rotatable
Desing (CCRD) of type 22 with two independent variables, the encapsulated L.
plantarum (% m.v'") and encapsulating agent Acrycoat® S100 (% m.v"') having as
dependent variable Yield (%ER) and Efficiency (%EE) encapsulation of L. plantarum,
totalizing 11 experiments with four factorial points, four axial points and triplicate at
the central point. The characteristics and stability of the microcapsules were
estimated by analises: culture of viable cell count, microscopy analysis, moisture,
water activity, hygroscopicity, Differential Scanning Calorimetry (DSC),
Thermogravimetry (TGA) and Infrared Spectroscopy Fourier Transform (FTIR -
UATR). In the CCRD, the maximum obtained value of %ER was 39.3% and %EE
was 86.8%, values near the central point of the region where in both answers were
influenced significantly (p<0.05) the variables under study. It considered the response
efficiency as the main parameter to the probiotic effect the proposed product, thus
setting up the optimal surface. It was applied the L. plantarum microencapsulated in
type salami Milano comparing it to a control with commercial starter culture. The
curve of pH and weight loss during ripening, chemical-physical and microbiological
qualities were evaluated. Both revealed the absence of Salmonella spp. and low
levels in Staphylococcus coagulase positive count, coliforms at 45 °C and
Clostridium sulphite reducing to 46 °C and is suitable for consumption. Regarding to
total lactic acid bactéria, the concentration was against the current legislation to
characterize the final product as functional (10® CFU.g™). Following samples were
evaluated by 141 consumers by hedonic scale test, no significant difference (p>0.05)
showed for the evaluated attributes (color, aroma, texture, taste, overall acceptance
and purchase intent). So The data demonstrated the ability of Acrycoat® S100 as a
support material for the microencapsulation of probiotics, allowing develop a
fermented Milano salami formulation L. plantarum. The proposed product was stable
in relation to pH. It was in accordance with the physico-chemical parameters and
microbiological of current legislation, accepted sensorially. Besides reach amount of
lactic acid bacteria at the minimum level required by Brazilian law for functional
foods.

keywords: Methacrylic acid copolymer. Lactic acid bacteria. Spray Drying.
Functional Foods. Meat Products.
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1 INTRODUGAO

A preocupacdo com alimentacdo e saude reflete-se no modo de vida da
populagdo. Os habitos alimentares alteram-se em fun¢do do que o mercado oferece
e disponibiliza, favorecendo e incentivando o consumo de alimentos designados
“bioldgicos”, “isentos de aditivos e conservantes”, com “propriedades terapéuticas” e
“funcionais”, capazes de agregar beneficios a saude dos consumidores. Nesta ultima
classe aproximadamente 65% € representada pelos produtos probiéticos no
mercado mundial (AGRAWAL, 2005). Sendo que segundo a pesquisa publicada
pela Transparency Market Research (2013) os mercados da América do Norte e
paises emergentes como o Brasil mostram grande potencial de crescimento no uso
destes produtos.

Efeitos na estimulacdo do sistema imune, melhor absorcdo de determinados
nutrientes e produgao de vitamina B, enzimas digestivas e protetoras, fortalecimento
da barreira da mucosa intestinal, redugcao dos episédios de diarreia, estimulo da
motilidade intestinal reduzindo a constipacdo intestinal, alivio dos sintomas da
intolerancia a lactose pela melhor utilizacdo desse dissacarideo, prevencdo ou
supressao de cancer de colon, diminuicdo dos niveis de colesterol e efeito
anticarcinogénico foram alguns dos efeitos ja relatados por individuos que fazem uso
de probidticos (MACEDO et al., 2008; HEENAN et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2002;
HOLZAPFEL et al., 1998; SALMINEN; ISOLAURI; SALMINEN, 1996).

O trato digestorio representa um ecossistema de alta complexidade. A
superficie da mucosa fornece uma area grande para a aderéncia e colonizagéo da
microbiota do intestino delgado (HOLZAPFEL; SCHILLINGER, 2002). Nas relagbes
de mutualismo que ocorrem no intestino predominam bactérias simbiontes e
comensais, que variam ao longo do comprimento do intestino, alterando-se com o
desenvolvimento e a idade, influenciados também pelo meio ambiente em que
vivemos. Além disso, comprova-se que estes fatores mudam a expressao do gene
em células intestinais (HOOPER; GORDON, 2001).

Os beneficios proporcionados ainda necessitam de mais estudos
aprofundados para sustentar a eficiente absorcdo de nutrientes uma vez que, o
organismo por vezes potencializa respostas imunes prejudiciais para proteinas

dietéticas e comensais. Defesas inatas, tais como a producao epitelial de mucinas
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(células caliciformes intestinais), evitam que as bactérias ultrapassem a barreira
mucosa. Bactérias n&o patogénicas podem influenciar diretamente o epitélio
intestinal para limitar a ativagdo imune (NEU, 2012). Ainda assim, a motilidade no
trato intestinal consagra a possibilidade para os probidticos utilizados exercerem
influéncia sobre a microbiota intestinal (HUSEBYE et al., 2001).

Nesse contexto, devem apresentar capacidade de ativacdo, rapido
crescimento e permanéncia no intestino por um periodo significativo, resisténcia aos
antibidticos que possam estar presentes no alimento, porém apresentando
sensibilidade aqueles utilizados em tratamentos contra bactérias lacticas (penicilina
e aminoglicosideos) e auséncia de propriedades patogénicas, toxicas e alergénicas
(HUGAS; MONFORT, 1997). Adicionalmente, devem sobreviver a passagem pelo
sistema digestivo podendo multiplicar-se facilmente quando atingirem o intestino.
Para tanto, devem ser resistentes as condi¢gbes extremas do sistema digestorio,
como pH, enzimas gastricas e sais biliares (COOK, 2012).

Dentre as diferentes técnicas desenvolvidas para manter a viabilidade das
células, a microencapsulacédo (ME) é a mais promissora, evidenciada por inumeros e
recentes trabalhos divulgados (OZYURT; OTLES, 2014; ANEKELA et al., 2013;
PISPAN; HEWITT; STAPLEY, 2013; SILVA et al., 2011; PEIGHAMBARDOUST;
GOLSHAN; HESARI, 2011; RIZQIATI et al., 2008; SIMPSON et al., 2005; PICOT;
LACROIX, 2003; GARDINER et al., 2000).

A ME possibilita a manutengdo de micro-organismos probidticos viaveis,
tanto durante o processo de fabricagdo de alimentos quanto no produto final. O
processo de encapsulacido permite que o material de revestimento, capaz de resistir
as condi¢cdes extrinsecas adversas aos micro-organismos, proteja a cultura. Por
outro lado, o revestimento deve ser liberado quando o micro-organismo atingir o
intestino, local onde os probidticos deverao estar viaveis para desempenhar suas
fungcdes (ARSLAN et al., 2015; MARTIN et al., 2015).

Os polimeros produzidos a partir da copolimerizacdo de acido metacrilico e
metacrilato de metila tém sido aplicados na protecao de farmacos por ME, devido a
sua gastro-resisténcia decorrente da sua insolubilidade em pH neutro e &acido.
Assim, compostos como a agua e acidos nao sdo capazes de solubiliza-lo,
permitindo que chegue intacto ao intestino, onde entdo sera solubilizado em pH

alcalino libertando o material encapsulado (COLOME et al., 2007).
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Considerando que o setor de produtos carneos tem progredido anualmente e
a crescente demanda por alimentos funcionais, esfor¢cos tém sido empenhados na
producao de produtos carneos funcionais, sendo os produtos fermentados, em
termos de aplicagao de probidticos, uma excelente alternativa (KHAN et al., 2011)
pois é consumido sem prévio aquecimento, processo térmico esse que causaria a
morte dos micro-organismos (MACEDO et al.,, 2008). Em contraste, a viabilidade
bacteriana pode ser reduzida em embutidos fermentados, devido as suas
caracteristicas de baixo pH, atividade de agua (aW) e presencga de sais de cura e de
outros micro-organismos competidores, os quais poderiam representar um ambiente
desafiador para a sobrevivéncia de probidticos durante seu processo de fabricagao
(DE VUYST; FALONY; LEROY, 2008; LEROY; VERLUYTEN; DE VUYST, 2006).
Também, as propriedades fisico-quimicas no salame durante o processamento séo
interdependentes, ou seja, qualquer alteragdo induzida para melhoria da sua
qualidade tera influéncia nas caracteristicas do produto final, entre elas, atividade de
agua, cor e textura (GARCIA; GAGLEAZZI; SOBRAL, 2000).

Portanto, considerando que o salame é um produto de pH acido (MACEDO
et al., 2008), a aplicagao de probiodticos microencapsulados com copolimero de acido
metacrilico e metacrilato de metila, pode ser uma alternativa para manter a acao

probidtica, sem alterar as propriedades sensoriais do produto.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Promover a encapsulagao do Lactobacillus plantarum e aplicar em uma

formulac&o de salame tipo Milano.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Otimizar o processo de microencapsulagao por spray drying (atomizagéo) do
micro-organismo Lactobacillus plantarum pelo estudo da influéncia da proporgao de
material encapsulante copolimero do acido metacrilico (Acrycoat® S100) e de L.
plantarum sobre o Rendimento e Eficiéncia da encapsulacdo empregando um
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR).

Determinar as caracteristicas fisico-quimicas das microcapsulas por
morfologia e diametro médio empregando MEV, propriedades fisicas de umidade,
atividade de agua e higroscopicidade, analise do comportamento térmico por
Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC), analise Termogravimétrica (TGA) e
analise do espectro por Espectroscopia no Infravermelho (FTIR-UATR).

Aplicar o L. plantarum encapsulado no salame tipo Milano e comparar com
uma amostra controle quanto ao declinio do pH e a perda de peso durante a
maturacao.

Caracterizar os salames pela determinagado da umidade, atividade de agua,
pH, lipidio, proteina, cinza, parametros de cor e textura.

Determinar a qualidade microbiolégica dos salames pela pesquisa de
Salmonella spp., contagem de Staphylococcus coagulase positiva, contagem de
Coliformes a 45 °C, Clostridium Sulfito Redutor a 46 °C, de bactérias laticas totais e

bactérias aerdébicas mesofilicas.
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Avaliar a qualidade sensorial dos salames por testes de aceitagao global,
intencdo de compra e de preferéncia.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CONSIDERAGOES GERAIS SOBRE O USO DE MICRO-ORGANISMOS EM
ALIMENTOS

As industrias alimentares cada vez mais possibilitam a disponibilidade de
alimentos que proporcionem um valor extra agregado ao seu desempenho. Tais
alimentos sao resultado da evolugdo crescente nas inovagbes tecnolédgicas e
cientificas responsaveis pelas alteragbes rapidas e continuas na cultura alimentar,
como € o caso dos probioticos. Essas alteracdes nos padroes de comportamento da
populacdo despertam o interesse das industrias alimenticias como uma
oportunidade de negécio (FERREIRA; AYDOS, 2010; PALANCA et al.,, 2006).
Contudo, a percegao do consumidor sera sempre um fator extremamente importante
para introdugdo bem sucedida de novas tecnologias no mercado. Leisner (2005)
indica que o fosso entre a industria, os consumidores e grupos de pressao ndo é um
problema inteiramente novo. Estes grupos incluem defensores ambientalistas na sua
maioria, onde defendem que todos os produtos que ndo advéem da natureza na sua
forma natural tém efeitos potencialmente desastrosos nas interagbes com a genética
humana e ecossistemas naturais. Por outro lado, autores como Anal e Singh (2007)
mostram nos seus trabalhos que as consequéncias do desenvolvimento e da
utilizacado de bactérias acido-laticas (BAL) geneticamente modificadas, por exemplo,
sdo diferentes em comparagdo com outros organismos geneticamente modificados
de origem vegetal ou animal. As primeiras sdo acompanhadas de uma forma
criteriosa e cuidadosa onde potenciais efeitos intencionais e nao intencionais sao
previstos com maior precisao.

Outra visdo pode ser dada ao publico de forma a atenuar essa preocupacao:
fortalecer os requisitos de pré-comercializagcdo, obtencdo de dados experimentais
devidamente fundamentados e comprovados e estabelecer uma vigilancia pos-
langamento a fim de confirmar a seguranca e estabilidade dos mesmos.

Baseado nessas consideracdes, e devido a importancia para a area de

Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, os micro-organismos probidticos sdo uma opgéo
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na agregacao de valor quando aplicados a produtos alimenticios, caracterizando-se
por contribuir positivamente em alguns aspectos de saude. E fundamental a sua
menc¢ao na rotulagem quando adicionados a qualquer alimento. Esta deve enfatizar
os beneficios, visto que aumenta a confianga entre os consumidores.

Este trabalho num futuro préximo permitira olhar os novos alimentos n&o
como uma “tendéncia de moda” alimentar, mas sim como uma certeza de garantia
de saude. Educar e conscientizar o publico sobre estas questdes pode ajudar a
superar as ideias/conceitos/teorias negativas relacionadas com o uso de

determinados micro-organismos.

3.2 IMPORTANCIA DAS BACTERIAS ACIDO-LATICAS

As BAL tém uma longa histéria de uso pelo homem para a producéo e
conservagao de alimentos uma vez que compreendem um grupo amplo de micro-
organismos. Incluem um grande numero de bactérias Gram positivas, cocos ou
bacilos, acido-tolerantes, anaerdbios facultativos, n&o esporulados, catalase
negativos ou positivos, sem mobilidade, tendo o acido lactico como principal produto
de fermentagdo (MOZZI; RAYA; VIGNOLO, 2010; SAVIJOKI; INGMER;
VARMANEN, 2006; HOLZAPFEL et al., 2001). Fazem parte de uma familia
designada Lactobacillaceae classificando-se em diferentes géneros: Lactobacillus,
Streptococcus, Lactococcus, Leuconostoc e Pediococcus (PIARD et al., 2013).
Todos sdo de grande interesse biotecnolégico pelas suas caracteristicas
morfoldgicas, metabdlicas e fisiolégicas, embora o maior foco recaia sobre o género
denominado Lactobacillus, o qual pode ser classificado de homofermentativo e
heterofermentativo como consequéncia da fermentacdo no produto final (CARR,;
CHILL; MAIDA, 2002).

Aspetos fundamentais como a quantidade do acido latico reduzido, o tipo de
fermentacdo da glicose, o seu crescimento em diferentes temperaturas do meio e a
capacidade de tolerancia a substancias acidas e alcalinas influenciam a selegao
destas (STANIER et al.,1995). Segundo Sybesma, Hugenholtz e De Vos (2006) a

sua heterogeneidade é fundamental para melhorar a segurancga, a vida util, o valor
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nutricional, sabor e qualidade do produto. De Martins et al. (2002) e Rosa et al.
(2002) apoiam estas melhorias comprovando nos seus estudos que pela produgao
de bacteriocinas por parte das BAL, nomeadamente por representantes dos géneros
Lactococcus spp, Lactobacillus spp e Pediococcus spp, quando associadas a
alimentos, inibem a multiplicagdo de bactérias deteriorantes e patogénicas
indesejaveis. De igual forma, Fuller (1989) e Laesson et al. (2007), referem-nas
como vetores vivos para a produgdo e entrega de proteinas de interesse
tecnoldgico, além da producgao e conservagao dos produtos fermentados.

De acordo com sua temperatura de crescimento as BAL classificam-se em
mesofilicas, se crescerem em torno de 30 °C e termofilicas se se desenvolverem
préoximas de 42 °C (SYBESMA; HUGENHOLTZ; DE VOS, 2006). Contudo, o género
Lactobacillus torna-se mais seletivo no que refere ao seu crescimento em fungao da
temperatura do meio. Ha grupos que podem crescer a temperaturas de 45 °C ou
mais, porém nao crescem a 15 °C, sendo designados de termobactérias. Enquanto
outros crescem otimamente a 15 °C, como por exemplo, as betabactérias e
estreptobactérias (CARR; CHILL; MAIDA, 2002). Desta forma torna-se crucial o seu
uso para melhorar produtos que requerem esta influéncia nas suas propriedades a
fim de aumentar a sua qualidade.

Dentre as varias cepas do género Lactobacillus, o L. plantarum destaca-se
consideravelmente. Exemplo disso sdo paises da Unido Europeia como Alemanha,
Franca, Italia, entre outros, e Estados Unidos, onde os estudos clinicos enfatizam a
recorréncia do seu uso pelas caracteristicas desejaveis e seguras em uma
variedade de alimentos: carne, peixe e produtos lacteos fermentados (SIEZEN et al.,
2010; DE VRIES et al., 2006). No entanto, a ANVISA ainda ndo o reconhece como
um probiodtico, podendo citar-se junto com as espécies de BAL ja requeridas:
Lactobacillus casei, L. delbrueckii, L. acidophilus, L. fermentum, L. reuteri, L. sakei e
L. plantarum, entre outros, em aplicagdes terapéuticas no tratamento e prevencao de
varios disturbios (EFSA, 2007; OUWEHAND; SALMINEN; ISOLAURI, 2002;
COLLINS; THORNTON; SULLIVAN, 1998). Ainda assim, por estar confirmada a sua
falta de patogenicidade e se encontrar como um habitante natural do trato digestério
(SIEZEN et al.,, 2012; DE VRIES et al., 2006; KLEEREBEZEM et al., 2003) o L.
plantarum e as acima referidas BAL sao incluidas em matrizes alimentares

originando Alimentos Geralmente Reconhecidos como Seguros (GRAS).
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Este grau alimenticio vai de encontro a uma area de pesquisa na qual as
alteracdes genéticas realizadas em laboratorio podem conduzir a estirpes com
caracteristicas melhoradas. Na grande maioria destas alteragbes ocorrem
mutagéneses aleatdrias que podem ser atraentes para a industria alimentar
proporcionando beneficios para o consumidor (SYBESMA; HUGENHOLTZ; DE
VOS, 2006), como referido anteriormente.

3.3 PROBIOTICOS

Os probidticos tém sido definidos de variadas formas, dependendo dos
efeitos dos seus mecanismos de agao sobre a saude e o bem estar dos seres
humanos. A definigho comumente utilizada ainda € a de Fuller (1989): probibticos
sdo suplementos vivos alimentares microbianos que afetam o hospedeiro
beneficamente, melhorando o equilibrio da sua microbiota intestinal. Recentemente
a “Food and Agriculture Organization” (FAO) da Organizagdo Mundial das Nagdes
Unidas (OMS) definiu probidticos como “micro-organismos vivos (bactérias ou
leveduras), que quando ingeridos ou aplicados localmente em numero suficiente
podem conferir um ou mais beneficios de saude para o hospedeiro” (FAO/WHO,
2001). Os efeitos benéficos dos probidticos sobre a microbiota intestinal humana
incluem efeitos antagonistas e efeitos imunoldgicos (ANAL; SINGH, 2007). Os
probiéticos podem provocar respostas imunes mediadas por células, incluindo a
ativacao do sistema reticulo-endotelial, aumento de vias citocinas e estimulacido das
vias pro-inflamatérias, tais como fatores de necrose tumoral e regulagdo de
interleucina, sem ser um alvo do sistema imunologico (GILL et al., 2001; ISOLAURI
et al., 2000).

Inimeras evidéncias que apoiam potenciais aplicagbes clinicas de
probidticos na prevencéao e tratamento de doengas sao relatadas por varios autores.
Kim e Gillland (1983); Gillland (1990) mostram a valorizacdo do sistema
imunoldgico e redugéo da intolerancia a lactose; Gilliland (1990); Ouwehand et al.
(1999); Rasic (2003) atividade anti-cancerigena; Lourens-Hattingh e Viljoen (2001)
uma melhor utilizagcdo dos nutrientes e incremento no valor dos alimentos; Gardiner

et al. (2002) defendem o tratamento ao nivel gastrointestinal, respiratério e
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urogenital por meio da atuagdo destes na manutencdo de um bom equilibrio e
composicdo da flora intestinal; e Rasic (2003) a redug¢ao do nivel de colesterol no
soro e pressao arterial. Ainda assim, estes trabalhos apelam para que alguns desses
beneficios tenham mais apoio de estudos de forma a ficar completamente
comprovada a agao do probidtico, para que os alimentos que o contenham
produzam um efeito eficaz (RASIC, 2003; LOURENS-HATTINGH et al., 2001).

Desta forma um alimento é considerado funcional em relagdao a atividade
probidtica, se provocar um efeito benéfico no organismo que os recebe, além da
capacidade de nutrir. A eficacia desse efeito € muitas vezes dependente do aumento
da absorg&o de minerais (NITSCHKE; UMBELINO, 2002), os efeitos inibitorios sobre
a mutagenicidade (COMMANE et al.,, 2005) da diminuicdo da populagdo de
patéogenos (KOTZAMPASSI; GIAMARELLOS-BOURBOULIS, 2012) e das interagbes
com as células imunocompetentes da mucosa intestinal (SAAD et al., 2013;
SOLANKI et al., 2013; COOK et al., 2012; AURELI et al., 2011).

A selegao destas como probidticas incide sobre critérios como: segurancga
para uso humano, a estabilidade frente ao acido e a bile e a capacidade de colonizar
o trato gastrintestinal humano (OLIVEIRA et al., 2002).

O padrao para qualquer alimento vendido com alegagdes de saude devido a
adicdo de probidticos com base na porgdo didria requer uma concentragéo de 10°-
10" UFC.g™" de bactérias probidticas viaveis no produto, segundo FAO/WHO (2001).
No Brasil, a Agéncia Nacional de vigilancia Sanitaria (ANVISA) refere que “a
quantidade minima viavel deve estar situada na faixa de 10® a 10° UFC por porgdo
diaria de produto pronto para consumo, conforme indicagado do fabricante”. Ainda, os
micro-organismos que possuem esse apelo probidtico aceito pela ANVISA sao:
Lactobacillus acidophilus, L. casei Shirota, L. casei variedade rhamnosus, L. casei
variedade defensis, L. paracasei, Lactococcus lactis, Bifidobacterium bifidum, B.
animalis (incluindo a subespécie B. lactis), B. longum e Enterococcus faecium
(ANVISA, 2008).

Existem preocupacdes associadas a sobrevivéncia das estirpes probioticas
durante o processo de fabricagdo, armazenamento e de deteccdo em numero
elevado no produto final (LEROY; VERLUYTEN; DE VUYST, 2006). Diferentes
abordagens tém sido estudadas de forma aumentar a resisténcia desses micro-
organismos sensiveis contra condi¢gdes adversas, incluindo a sele¢cao apropriada de

cepas acido resistentes, aerotolerantes, com adaptagao ao estresse, a incorporagao
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de micronutrientes, tais como peptideos e aminoacidos, e resisténcia a tecnologias
aplicada como a microencapsulagao (ME) (GISMONDO et al., 1999), justificando o
emprego desta técnica de protecao (SEMYONOV et al., 2010; DING; SHAH, 2009;
KIM et al., 2008).

3.4 MICROENCAPSULACAO

A ME consiste no isolamento de substancias ativas (no estado liquido, sélido
OuU gasoso) para obter produtos com forma esférica/oval e tamanho micrométrico, em
que essa substancia ativa ou material de nucleo é blindado por uma membrana a
partir do ambiente circundante. As estruturas que se formam podem distinguir-se em
funcdo do material externo denominado agente encapsulante e a estrutura interna
de material ativo (CHAMPAGNE; FUSTIER, 2007; FRITZEN-FREIRE et al., 2013)

observado na figura 1.

Microparticula Microparticula Microcapsula
muitinucleada- tipo muitinucleada com manonucleada
matriz recobrimento

adicional

Figura 1 — Tipos de estrutura obtidas pela microencapsulagao: (A) microparticulas
(meio) que compoem o tipo de matriz; (B) microcapsula recoberta pela conjugacao
de (A) e (C); (C) microcapsula final — tipo reservatério. A substancia ativa é
indicada pela cor cinza claro e o material de suporte cinza escuro.

Fonte: OKURO, 2013 (apud ZUIDAM;CHIMONI, 2010, p.4).

Esta técnica permite a criacdo de uma barreira fisica entre o nucleo e as
paredes materiais. Ha protegdo dos materiais ativos sensiveis tais como: pigmentos

naturais, aromas, antioxidantes, 6leos poliinsaturados, vitaminas, farmacos em geral,
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drogas, alimentos como café, sopas e chas, micro-organismos, entre outros (CHEN;
ZHANG; ZHONG, 2015; SINGH; DIXIT, 2014; JOYE; McCLEMENTS, 2014;
FAVARO-TRINDADE et al., 2010; OLIVEIRA; PETROVICK, 2010), do meio externo,
em particular, umidade, pH e oxidagcdo segundo Nesterenko et al. (2013a). A
libertacdo do conteudo das microparticulas em taxas controladas pode ser
desencadeada por cisalhamento, por aquecimento, por pH ou pela agao enzimatica
(LAM ; GAMBARI, 2014).

Um unico estimulo especifico é o suficiente para libertar o nacleo no meio ou
no momento ideal (SUAVE, 2006). Esta tecnologia tem diferentes aplicagbes,
nomeadamente a industria de alimentos tem relatado o implemento de formulagdes
cada vez mais complexas com micro-organismos inseridos em carne fermentada; a
adicao de acidos graxos poli-insaturados que sao susceptiveis a auto-oxidagao no
leite, iogurtes ou sorvetes e 0 uso de compostos de flavor altamente volateis em
alimentos instantaneos, que muitas vezes sO6 pode ser verificado por
microencapsulagdo (GARSALLAQOUI et al., 2012; KHAN et al., 2011).

A encapsulagédo dos probidticos em polimeros biodegradaveis tem inumeras
vantagens. Uma vez aprisionado/encapsulado em granulos de matriz ou em
microcapsulas, as células sdo mais faceis de manusear do que numa suspensio ou
em pasta. O numero de células em esferas ou microparticulas podem ser
quantificados, permitindo que a dosagem seja facilmente controlada (COOK et al.,
2012).

A camada exterior pode ser utilizada para alterar as propriedades sensoriais
e funcionais do produto, fornecendo um nivel extra de protecdo para as células.
Adicionalmente, esta camada de revestimento pode ter dissolugdo desejavel, que
permite a libertagcdo retardada das células ou langamento mediante, por exemplo,
uma alteragdo no pH (ANAL; SINGH, 2007). Diversos sistemas de polimeros tém
sido aplicados de forma a proteger os micro-organismos na encapasulagao contra a
sua instabilidade. Para tal, a escolha de todos os materiais envolventes e o

processo/técnica pelo qual estaréo sujeitos implica um conjunto de analises.

3.4.1 Técnicas de Encapsulacao
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Varios processos de secagem podem ser utilizados nomeadamente a
atomizacao, liofilizagao, leito fluidizado, coacervacdo simples e complexa, a
gelificacdo, emulsificagdo/evaporagao do solvente, fluido supercritico, polimerizagéao
interfacial (policondensacéao), polimerizagdo em emulsdo e extrusdo de forma a
retirar o solvente apds um processo de encapsulamento ao produzir substancias
encapsuladas (SILVA-BUZANELLO et al., 2015, CHANG et al, 2014;
NESTERENKO et al., 2013a; BURGAIN et al., 2011; UMER et al., 2011; DUBEY et
al., 2009; BENITA, 2006; GOUIN, 2004) . A escolha da técnica de ME para um
processo em particular dependera de fatores como o tamanho, biocompatibilidade e
biodegradabilidade de microparticulas necessarias, propriedades de nucleo e de
revestimento, aplicacdo das microparticulas, 0 mecanismo proposto para libertagao
do nucleo ativo e os custos do processo (DUBEY et al., 2009).

Para se obter células puras viaveis e aplicaveis de forma eficaz,
considerando os altos custos implicados na formacdo destas concentracbes de
micro-organismos, o spray drying (secagem por pulverizagdo ou atomizagao) (figura
2), € uma tecnologia alternativa. Pode ter como vantagem a sua facilidade de
operacao e custo-beneficio (MURUGESAN; ORSAT, 2012). Além disso, a secagem
por atomizacgdo ja se encontra disponivel para aplicagdes industriais em comparagao

com algumas outras técnicas de ME (BURGAIN et al., 2011).

Al quente

Atomizador _ﬁ—

Formaciio das
microcapsulas

Camara de
secagem 1

Coletor dasimicrochp sulas

Solucao de alimentacio:
o o0
material ativo + agentes °
o0 ©,0
encapsulantes o000 \N
© oso% o i
o0 ® © Celula

probidtica
Microcapsula

Figura 2 — Representagao esquematica do processo de secagem por atomizagao.
Fonte: Adaptado de Burgain et al. (2011, p.472).
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O processo de atomizacéo consiste na formagédo de inumeras goticulas por
aspersdao de uma solucdo, emulsdo ou suspensao no interior da camara de
secagem, onde as mesmas entram em contato com o gas quente (ar ou azoto) para
a subsequente desidratacéo, transformando o componente liquido em componentes
sélidos na forma de po6 posteriormente recuperados no ciclone (BURGAIN et al.,
2011; GHARSALLAOUI et al., 2007). Contudo, uma das desvantagens de secagem
por atomizacgao € o risco de morte celular associada ao uso de altas temperaturas,
gque nem sempre sao compativeis com a sobrevivéncia de todas as estirpes
bacterianas (BURGAIN et al., 2011).

Entretanto, trabalhos mencionam a aplicagao desta técnica para promogao
da encapsulagao de micro-organismos com gamas de temperaturas entre 70 °C até
130 °C na camara de secagem (ANEKELLA; ORSAT, 2013), uma vez que o tempo
de contato entre estes e a fonte de calor € muito pequeno, ndo causando danos
consideraveis no produto obtido (OLIVEIRA; PETROVICK, 2010).

Salienta-se que a estabilidade das caracteristicas quanto ao armazenamento
facilita a manutencao na o6tica das industrias (ANAL; SINGH, 2007).

3.4.2 Materiais Encapsulantes

A escolha correta do material de parede é muito importante, pois afeta
particularmente a estabilidade das microparticulas, a eficiéncia do processo e o grau
de protecdo do nucleo ativo. O material de parede ideal devera apresentar as
seguintes caracteristicas: n&do reativo com o nucleo; capacidade de selar e manter o
nucleo no interior da capsula; capacidade de proporcionar a maxima protecéo para o
nucleo perante condigbes adversas; auséncia de sabor desagradavel no caso de
alimentos e aplicabilidade econémica (NAZZARO et al., 2012; GHARSALLAOUI et
al., 2007).

Materiais vulgarmente utilizados como transportadores em composi¢cado de
ingredientes encapsulados s&o polimeros sintéticos, copolimeros e biomateriais
como carboidratos, gorduras, ceras e proteinas derivadas de plantas ou animais
(DUBEY et al., 2009). De acordo com Favaro-Trindade et al. (2008), a maioria dos
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materiais de parede ndo possuem todas as propriedades desejadas. Uma pratica
comum envolve mistura de dois ou mais materiais.

Os polimeros derivados do petrdleo habitualmente utilizados em farmacia e
medicina como uma matriz para preparagao de microparticulas, sao poliestirenos,
poliamidas, poliuretanos, poliacrilatos, polimeros fendlicos, e poli (etileno-glicois)
(DUBEY et al., 2009). Polissacarideos estudados como uma matriz para ME s&o
preparados de polimeros naturais como a goma arabica, agar, caseina, gelatina,
parafina e amidos (JEON et al., 2003).

As principais vantagens dos polissacarideos focam-se na sua boa
solubilidade em agua e baixa viscosidade em concentragbes elevadas, em
comparagao com polimeros acrilicos. Frequentemente carboidratos sdo misturados
com proteinas com intuito de melhorar as propriedades emulsionantes e
filmogénicas durante a sua encapsulagdo (MENDANHA et al., 2009; PEREIRA et al.,
2009; PIERUCCI et al., 2007).

Alguns estudos estdo direcionados na identificagdo de suportes estruturais
apropriados para encapsulagao de bactérias probiéticas. Empregam constituintes de
proteinas extraidas a partir de produtos derivados de animais (soro, gelatina,
caseina) e de vegetais (soja, ervilha, cereais) (MITROPOULOU et al., 2013;
BOSNEA et al., 2009; SANDHOLM MATTILA et al., 2002), permitindo que sistemas
com diferentes atributos funcionais possam ser criados (JOYE; McCLEMENTS,
2014). Seja de caracter hidrofilico ou hidrofébico, a escolha do suporte tera
diretamente influéncia na liberagcao do principio encapsulado.

De acordo com Gouin (2004), uma boa encapsulagdo deve permitir que o
nucleo seja isolado do ambiente externo até o langamento no lugar desejado.
Entretanto, ressalta-se que na encapsulagao de probiéticos o material encapsulante
deve promover a liberagdo dos micro-organismos no intestino, e tratando-se de
polimeros naturais, a liberacdo pode ocorrer antes do ideal devido a solubilidade
desses materiais em agua. Deste modo, a libertacdo no momento certo e lugar
adequado sao aspectos extremamente importantes para atingir a eficiéncia, reduzir
a dose necessaria de aditivos e expandir as aplicacbes de compostos de interesse
(DA SILVA et al., 2014).
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3.4.2.1 Polimeros acrilicos e metacrilicos

Com vista a utilizagao de uma particula biopolimérica nova e funcional, tém-se
recorrido ao uso de copolimeros a base de polimetacrilato (THAKRAL; THAKRAL,;
MAJUMDAR, 2013). Estes copolimeros sdo agentes formadores de filmes que
podem ser obtidos pela combinagdo de monémeros e co-monémeros, originando
derivados bem distintos. Apresentam-se na forma natural ou sintética, sendo
utilizados para revestir farmacos ingeridos por via oral sélida nomeadamente
comprimidos, capsulas, granulos e particulas nanométricas. Uma vez combinados
com um farmaco ou outro agente ativo, liberam as substancias encapsuladas de
forma controlada, com o objetivo de alcancar terapias mais eficazes, eliminando a
possibilidade de superdosagem (MOUSTAFINE et al., 2013). Estas caracteristicas
podem estar relacionadas com as diferentes propriedades quimicas dos grupos
funcionais ligados a cadeia carbdnica principal do polimero (DITTGEN et al., 1997;
KHAN; REDDY, 1997).

Os acrilatos e os metacrilatos distinguem-se pela substituicdo do hidrogénio
do primeiro carbono, por um grupo metila, no segundo carbono. A auséncia de
grupos metila, que conferem caracteristicas hidrofébicas nos derivados acrilicos,
resulta em sua maior reatividade e hidrofilicidade quando comparados aos derivados
metacrilicos. Desta forma, todos sao produtos da polimerizagao aniénica do acido
metacrilico e metacrilato de metila (ESPOSITO et al., 2002).

A figura 3 evidencia a estrutura quimica da unidade basica de polimeros
acrilicos e metacrilicos (DITTGEN et al., 1997). A figura 4 mostra varios exemplos de
polimeros especificos na sua estrutura quimica, designados comercialmente neste
caso, pelo nome Eudragit®. A figura 5 traduz a representacdo esquematica da
estrutura quimica do polimero copolimero do acido metacll’lico/Acrycoat® S100.
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H,C =—=C COR;

Figura 3 - Estrutura quimica basica dos derivados acrilicos e
metacrilicos.
Fonte: Adaptado de Villanova (2001).

R=-CH 3, Ry=-CH3 ¢ Ry=-COOH (Eudragit L ¢ §)
Ry=-CH3, R;=-CH;CH; e R3;=-=COOH (-Ell;dl'ﬂgii L100-55e LS'HD-SS}
R,=-CH3, R;=-CH; ¢ R3=-COOCH ; (Eudragit® NE30D)

Ry=-CH3, R2=-CH3 € Ry =-COOCHSCH2N (CH3):Cl™ (Eudragit® NE30D)

Figura 4 - Estrutura quimica de varios tipos de Eudragit®.
Fonte: Freire et al. (2006, p.340).

CH, CH,

HO o

n

Figura 5 - Representagéo esquematica da estrutura quimica do copolimerodo acido
metacrilico (Acrycoat™ S100).
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Com base nessa estrutura quimica, suas propriedades e no objetivo
farmacotécnico a ser alcangado, os polimeros sdo entdo determinados por grupos
funcionais R (acidos ou alcalinos) que traduzem uma grande variedade de formas
fisicas diferentes: dispersdo aquosa, solugdo organica, granulos e pos
(MOUSTAFINE et al., 2013). Além disso, s&o distinguidos como polimeros do tipo A,
B e C conforme as suas caracteristicas de solubilidade e permeabilidade. Alguns
exemplos comerciais destes polimeros e suas caracteristicas podem ser

visualizadas no quadro abaixo (Figura 6).

Nome comercial

Tipo

Caracteristicas de
solubilidade e
permeabilidade

Plastificante
recomendado

Eudragit® E

Copolimero
aminoalquilmetacrilato

Soluvel em suco
gastrico até pH 5,0.
Em pH >5,0
intumescem e
tornam-se
permeaveis

Nao é necessario

Eudragit®L100

Copolimeros do acido
metacrilico Tipo A

Soluveis nos
fluidos intestinais
em pH>6,0

Trietilcitrato e
polietilenoglicol

Eudragit® L100-55

Copolimeros do acido

Soluveis nos
fluidos intestinais a

Trietilcitrato e

permeabilidade

Eudragit® L30D metacrilico Tipo C partir de pH de 5.5 polietilenoglicol
Eudraai® S Copolimeros do acido | Soluvel em pH a Trietilcitrato e
g metacrilico Tipo B partir de 7,0 polietilenoglicol
Copolimero . o
Eudragif® RL metacrilato de amonio Filmes Sle dalga T?et!:mtrat? el
Tipo A permeabilidade polietilenoglico
Copolimero : . o
Eudragit° RS metacrilato de amdnio Filmes db(?l.za'é(a T?e’g:mtratlo_ el
Tipo B permeabilidade polietilenoglico
Eudragit® NE Dispersao polimérica Filmes de média Nao é necessario

Figura 6 - Caracteristicas de alguns tipos de copolimeros comerciais.
Fonte: Adaptado de Ferreira (2006, p.11).

A encapsulagao de diversos farmacos com copolimeros de acido metacrilico e
metacrilato de metila ja foram reportados (KUMAR; MISHRA; EASWARI, 2013;
METHA et al., 2013; MOUSTAFINE et al., 2013; COLOME et al., 2007; LECOMTE et
al., 2005). A sua aplicagao traz inumeras vantagens como revestimento de todas as

formulagdes orais soélidas como capsulas, obtengcdo de comprimidos de liberagao



36

sustentada controlada por matrizes, aplicacdo localizada para tratamento de
doencas do célon (METHA et al., 2013), melhoria da administragédo transdérmica, na
vacinacdo e na aplicagdo em medicamentos gastrointestinais. Nesta ultima, as
funcionalidades das particulas foram concebidas para ter um efeito de protecéo dos
ativos sensiveis ao liquido gastrico e protegdo da mucosa gastrica contra ativos
agressivos (NIKAM et al., 2011).

Lecomte et al. (2005) mostraram a importancia do pH no qual as misturas de
polimeros sensiveis a este sado altamente adequadas para fazer variar a cinética de
liberacdo do farmaco. Em pH baixo é controlada principalmente por difusao através
de revestimentos de filme intacto em misturas de Eudragit®. J4 em pH elevado, a
absorcdo do polimero entérico dos revestimentos desempenha-se de forma mais
eficiente. Em todos os casos, os perfis de liberagdo do farmaco observados
poderiam explicar-se com base nos processos de transporte de massa que ocorre.

Moustafine et al. (2013), concluiram que os varios graus de solubilidade
confirmaram que a maioria destes copolimeros apresenta sensibilidade ao pH,
produzem filmes resistentes ao fluido gastrico e mascaramento de sabor e odor.
Uma vez que a liberagédo desses compostos s6 ocorre em pH igual ou superior a 7,0
compostos como a agua e acidos ndo sao capazes de solubiliza-lo, permitindo que
microcapsulas revestidas cheguem intactas ao intestino, onde serdo liberadas pela
solubilizagdo em pH alcalino (COLOME et al., 2007). Metha et al. (2013) comprova
também que a libertagdo do composto no meio relaciona-se com a permeabilidade
da membrana da matriz, ou seja, quanto mais permeavel for, menor é a sua eficacia
pois liberta o material antes de atingir o sitio alvo, aumentando a sua concentragéo.

Por ja ser utilizado na industria farmacéutica, sem restricdo de uso, uma vez
que sao biocompativeis, biodegradaveis (MOUSTAFINE et al., 2013) e n&o tdxicos
(THAKRAL; THAKRAL; MAJUMDAR, 2013), o uso do copolimero metacrilato de
metila, ou éster metilico do acido metacrilico apresenta-se como uma 6tima opcéo
no atual estudo, a fim de aumentar a viabilidade do probiético aplicado no salame

com liberacao controlada.

3.5 PRODUTOS CARNEOS
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Por fazerem parte da base alimentar da populagdo, pelo continuo
aprimoramento das tecnologias e investimentos aplicados ao nivel da genética,
nutricdo e bem estar animal, o consumo de produtos carneos continua a expandir-
se. Segundo os dados do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) a producéao total de carnes no Brasil entre 2014/15 esta estimada em 25,8
milhdes de toneladas. A projegao para os proximos dez anos pretende atingir os
33,7 milhdes de toneladas de carne (frango, bovina e suina), resultando num
aumento de producdo de 7,9 milhdes de toneladas correspondente a 30,7% desse
total (BRASIL, 2015) detalhado na Tabela 1.

Tabela 1 - Projecao de producgao de carnes no Brasil de 2014/15 a 2024/25

Projecédo Variagao %
Produto Unidade 2014/15 2014/15 a
2015/16 2024/25 2024/25
Carne Frango Mil t 13.133 13.730 17.689 34.7
Carne Bovina Mil t 9.206 9.695 11.355 23.3
Carne Suina Mil t 3.480 3.675 4.700 35.1
Total Mil t 25.820 27.100 33.745 30.7

Acréscimo de 7,9 milhdes de toneladas de carne

Fonte: Adaptado de AGE/MAPA; SGE/EMBRAPA (apud BRASIL, 2015, p.91).

As instituicdes Organizacdo de Cooperagdo e de Desenvolvimento
Econémico (OECD) e Food and Agriculture Organization (FAQO) (2015) citadas pelo
MAPA nesta avaliagdo prevéem que o setor de carnes, nos proximos anos, passe
por intenso crescimento no Brasil. Desta forma, aliado a um crescimento
populacional e a intensificacdo das relacbes comerciais internacionais, o mercado
criara um alto padrdao de competitividade pelo que devera estar atento as
necessidades eminentes dos consumidores.

Acredita-se que mudancgas recentes no padrao alimentar, com maior
consumo de refeigdes rapidas industrializadas que se caracterizam por igual valor
nutritivo, sdo resultados da influéncia da sociedade onde o ser humano esta inserido
(ENES, SLATER, 2010; FERREIRA, AYDOS, 2010). A busca instintiva por melhores
condicdes de vida e o aumento da qualidade desta motivam a procura de alimentos
praticos e funcionais.

Segundo os autores Oliveira et al. (2013) a industrializagao da carne parte de

processos que visam melhorar a vida util da matéria-prima, desenvolver sabores que
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induzam ao seu consumo e criar novas alternativas de aproveitamento de pecas ou
subprodutos com dificuldade de comercializacdo. Na industrializacdo, sao
adicionados sais de cura (cloreto de sddio, nitrato e nitrito) na elaboragcdo dos
produtos, sendo denominados produtos carneos curados. Dentro destes, podem
distinguir-se os produtos curados de massa fina e os produtos curados de massa
grossa, que por sua vez se divide em nao fermentados (linguicas e chourigos) e

fermentados, onde se inclui o salame (TERRA, 2003).

3.5.1 Salame Como Produto Carneo Funcional

A introdugdo dos produtos carneos no Brasil como o salame data da
colonizagdo por emigrantes italianos e alem&es, nomeadamente na regido sul do
pais. Este fenbmeno possivelmente deu origem ao implemento de industrializagao
do produto que atualmente se destaca no setor de carnes (LAPPE, 2004).

Genericamente aplicado aos embutidos fermentados, o nome salame no
Brasil € atribuido aqueles cuja quantidade de sal, tipo de condimentos utilizados,
forma de preparagdo da gordura, dimensao e natureza do envoltério utilizado e
espécie de carne animal empregada, constituem os fatores basicos que os
diferenciam do restante dos embutidos (BERAQUET, 2005).

O salame é o produto carneo industrializado obtido de carne suina e/ou
bovina, adicionada de toucinho, ingredientes, embutido em envoltérios naturais e/ou
artificiais, curado, fermentado, maturado, defumado ou néo, e dessecado. O produto
sera designado de Salame, seguido ou ndo das expressdes que caracterizem sua
origem ou processo de obtencdo, exemplos: Salame Tipo Italiano, Salame Tipo
Milano, Salame Tipo Hamburgués, Salame Tipo Friolano, Salame Tipo Calabrés,
Salame Tipo Alem&o, Salaminho e outros segundo a Instrugdo Normativa n°® 22
(BRASIL, 2000).

De acordo com a legislagdo nacional referida, na elaboragdo do salame, ha
obrigatoriedade de conter no minimo 60% de carne suina, além de ingredientes
como toucinho, sal, nitrito e/ou nitrato de sddio e/ou potassio. A mesma refere
também que ingredientes opcionais, se adicionados, poderao resultar em variagdes
nos diferentes tipos de salame.
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Agregar valor é imperativo para fazer a diferenga na industria agroalimentar
de carne. Quando micro-organismos sdo adicionamos a um alimento, objetiva-se
incrementar suas propriedades, criando um novo alimento funcional que promova
efeitos positivos no organismo que o recebe. No salame, o processo de
fermentagcdo microbiana viabiliza a obtengdo de alguns nutrientes e atributos de
aroma e sabor que conferem as caracteristicas sensoriais. Esta fase € a mais longa
e complexa do processo de elaboragdo. E influenciada pela adicdo combinada de
carboidratos e culturas starter (ou iniciadoras) aos processos fermentativos com
resultados positivos traduzidos no alto poder de conservagcdo, na aceleracao da
desidratacéo (etapa final) e no sabor acido tipico.

Conforme o processo de maturagédo decorre, observa-se a queda do pH de
aproximadamente 6,0 até 5,0, devido aos processos fermentativos homolaticos, que
convertem uma molécula de glicose em duas moléculas de acido latico pela
utilizacdo da via Embden-Meyerhof-Parnas. Os valores do pH voltam a subir, até
proximo a 5,3, devido a ocorréncia postergada de protedlise e lipdlise.
(MASSAGUER, 2006). O pH no qual a carga liquida da proteina € zero € chamado
de ponto isoelétrico. Nesse ponto ocorre a insolubilizacdo das proteinas miofibrilares
e consequente perda de agua por desidratacdo. Logo, a influéncia do pH no salame
€ imprescindivel, sendo que o pH é decorrente da cultura starter adicionada e das
condigdes de cultivo empregadas (MASSAGUER, 2006).

Diferentes culturas starter tém sido estudadas e analisadas (SIDIRA et al.,
2015; SAYAS-BARBERA et al., 2012; HUGHES et al., 2002) afim de obter o maior
aproveitamento da sua atividade probidtica sem originar caracteristicas sensoriais

indesejaveis no produto final.

3.5.2 Culturas Starter

O objetivo de uma cultura starter € acelerar o processo fermentativo. O
critério fundamental para a selegdo de culturas iniciadoras envolve taxa de
acidificagdo e a produgao de flavors (LEROY; DE VUYST, 2006). Segundo Lucke
(2000) a adicao aos produtos carneos pode proporcionar maior seguranga e

estabilidade ao produto, aumentar a sua vida util e fornecer diferentes resultados
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nas propriedades sensoriais, incrementando beneficios a saude devido as
caracteristicas probiéticas.

Estas devem ter capacidade de se adaptar as condigdes do processamento
do alimento, em relagdo a compatibilidade com as matérias-primas (sal, nitritos,
dextrose, antioxidantes, entre outros no caso do salame) e posteriormente ao meio
onde irdo atuar, ou seja, condigdes gastricas e intestinais, pois estas serdo o meio
mais adverso e endogeno. No mesmo sentido, deverdo assegurar a qualidade
microbiolégica do produto pela producdo de bactericidas e pela redugédo do pH
devido a formagao do acido latico, gerando protedlise e lipolise de forma mais
intensa e um perfil volatil mais complexo (MATTEI, 2014), ndo desvalorizando a
formulacéo e a tecnologia de fermentagéo, visto que os fatores ambientais interagem
no sentido de selecionar um numero limitado de estirpes mais competitivas. Nas
carnes, a sua mistura é feita visando somar as suas caracteristicas individuais de
forma a obter-se o efeito desejado no produto final.

As linhagens de bactérias acido lacticas geralmente consideradas como
naturais em carnes e produtos carneos mencionadas por Hugas (1998) sao:
Carnobacterium piscicola, C. divergens, L. sakei, L. viridescens, L. curvatus, L.
plantarum, Leuconostoc mesenteroides, Le. Gelidum, incluindo-se na categoria de
culturas starter.

As culturas starter, em sua maioria bactérias laticas, crescem em condi¢des
anaerobias ou microaerdfilas com temperaturas 6timas entre os 30 e 40 °C. Esta
variavel é o principal fator responsavel pelas reacdes de deterioracdo. Contudo,
atividade de agua e a disponibilidade de oxigénio vao determinar a quantidade e o
tipo de micro-organismos que poderao desenvolver-se naquelas condigbes em
carnes e produtos carneos (CAYRE et al., 2003; DEVLIEGHERE et al., 1998 (a)). O
pH é outro fator de importancia. Quando se caracteriza de acido, implica um
crescimento adaptado a essas condigbes de cultivo (SILVA et al, 2010),
nomeadamente na faixa que varia entre 5,5 a 6,0 de pH (SALMINEN; ISOLAURI;
SALMINEN, 1996). Crescendo a um pH 4,5 os micro-organismos geralmente
denominam-se de aciduricos (SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA, 2007). Embora a
rapida acidificacdo possa reduzir os perigos microbioldégicos nos produtos
fermentados, ainda assim micro-organismos patogénicos como Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Salmonella e Listeria monocytogenes podem estar

presentes (LERQY et al., 2006). O S. aureus multiplica-se e produz enterotoxina na
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fase inicial de maturagcdo da carne; a E. coli e a Salmonella tém maior importancia
em produtos pouco secos e pouco maturados (LUCKE, 2000; CASTANO et al., 2002
apud LEROY et al., 2006). A L. monocytogenes tem sido detetada no produto final
segundo os autores Aymerich et al. (2003), possivelmente devido a sua presenga na
carne crua (LUCKE, 2000; SAMELIS; METAXOPOULOQOS, 1999). A ANVISA, pela
resolucdo RDC n° 12 de 2 de Janeiro de 2001, aprovou o regulamento técnico de
padrées microbioldégicos para alimentos, onde inclui um item especificamente
direcionado para produtos carneos maturados como os salames (BRASIL, 2001). A
Tabela 2 define o padrdo microbiolégico para os micro-organismos previstos no

salame.

Tabela 2 - Tolerancia de micro-organismos para salame

Micro-organismos Tolerancia (UFC.g-1)
Salmonella spp. Ausénciaem 25 g
Coliformes a 45°C 103
Staphylococcus coagulase positiva 5x103

Fonte: Adaptado de Brasil (2001).

Sendo a carne um alimento que apresenta alta atividade de agua, rico em
substancias nitrogenadas, minerais, e com um pH favoravel para a maioria dos
micro-organismos, impde-se boas praticas de manipulagédo evitando contaminagdes
indesejaveis do produto carneo por micro-organismos infecciosos ou substancias
toxicas e deterioracdo do mesmo. Garantidas as condigdes ideais, torna-se viavel a
aplicagao das culturas funcionais nos produtos carneos, dispondo de técnicas de
imobilizacdo que focam na estabilizagcdo das células e formulacdo de novos tipos de
alimentos, com introdugcdo de novas caracteristicas sensoriais (LUCKE, 2000). Tais
sdo conseguidas, pois na producao de produtos carneos fermentados, o acido
lactico coagula as proteinas soluveis na carne, reduz a sua capacidade de retengao
de agua e contribui com o processo de secagem onde as condigdes de incubagéo
apresentam-se a 30 °C por 48 h (KALSCHNE et al., 2015; MACEDO et al., 2001).

Visto isto, a composicdo nutricional carnea pode ser alterada por adigao
direta de ingredientes alimentares ou pela inclusdo de compostos bioativos em
dietas alimentares e, mais vantajoso, no caso de probidticos n&o teria de ser

declarado como um aditivo alimentar. Torna-se importante uma vez que os aditivos
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alimentares quando adicionados podem violar o padrdo de identidade destes
produtos (DECKER, 2010).

Varios estudos na area de produgdo de salame indicam o interesse na
inovagao deste produto.

Degenhardt (2006) investigou a influéncia da presenga de bactérias lacteas
como o Lactobacillus plantarum e de Lactato de Sédio intencionalmente adicionados
no processo de fabricagdo de salames tipo italiano na prevengédo de contaminagao
no processo de fabricagao, concluindo que aplicagdo destas culturas bioprotetoras
seja incluida na produgéo do salame.

Dalla Santa (2008) analisou a qualidade de cinquenta amostras de salames
artesanais e culturas starter na producido de salame, onde compara teores de
umidade, pH, atividade de agua, lipidios, cinzas, e proteinas, contagem de micro-
organismos e isolamento de bactérias laticas com a legislacdo brasileira. Este
conclui que a fiscalizacdo sobre a qualidade dos salames deve intensificar-se uma
vez que nem todas as amostras estavam de acordo com a legislagdo, em especial
no que se refere a parametros fisicos e quimicos, além de terem sido detetados
coliformes fecais e micro-organismos como L. monocytogenes.

Cirolini et al. (2010) elaboraram um salame tipo Italiano utilizando culturas
starter nativas de forma a avaliar suas caracteristicas microbioldgicas, fisico-
quimicas e sensoriais, onde verificou-se que a adigdo destas proporcionava
produtos seguros e com flavor diferenciado quando comparado com salames
elaborados com culturas starter comerciais.

Rubio et al. (2013) avaliaram a competitividade de duas cepas de
Lactobacillus probidticos (Lactobacillus plantarum 299v e Lactobacillus rhamnosus
GG) durante a fabricagdo de embutidos fermentados espanhdis e seus efeitos sobre
as qualidades de higiene e qualidades sensoriais dos produtos finais. Ambas as
estirpes impediram o crescimento de Enterobacteriaceae ao longo de todo o
processo de amadurecimento. L. rhamnosus GG e L. plantarum 299v em alta
concentragdo de indculo (cerca de 10’ UFC.g") produziram uma diminuigdo
acentuada dos valores de pH e de baixo crescimento de bactérias gram-positivas. O
L. plantarum 299v inoculado produzindo salames funcionais com uma qualidade
sensorial geral satisfatoria. Além de constatarem que ndo houve grandes diferengas

em parametros fisico-quimicos ou atributos sensoriais registrados quando
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comparados com embutidos fermentados, adicionando, assim, mais valor para este
tipo de produto de carne como um veiculo probiético.

Mendes et al. (2014) avaliaram a insergao de fibras provenientes de farinhas
obtidas dos subprodutos do vinho tinto nas caracteristicas tecnolégicas de salames
tipo Milano, concluindo existir vantagens nutricionais relacionadas a adigdo de fibras
no produto.

Rubio et al. (2014) em estudo compararam trés potenciais cepas de
Lactobacillus probioticos (Lactobacillus casei CTC1677, L. casei CTC1678 e
Lactobacillus rhamnosus CTC1679). Previamente isolaram-nas e caracterizaram-
nas, € em seguida compararam com outras trés cepas probidticas comerciais
(Lactobacillus plantarum 299v, L. rhamnosus GG e L. casei Shirota). Todas foram
avaliadas durante a fabricacdo de embutidos fermentados de baixa acidez
(salaminhos tipicos da Catalunia designados como fuets) com teor reduzido de sodio
e de gordura. As estirpes inoculadas foram monitorizadas com sucesso durante o
processo. O resultado mostrou que o L. rhamnosus CTC1679 foi a cepa capaz de
crescer e destacar-se das demais (niveis de 108 UFC.g™") a populagdo de BAL
endbégenas do meio. Assim, o fuet que conteve L. rhamnosus CTC1679 como uma
cultura de arranque pode ser um veiculo alimentar apropriado para a entrega de
bactérias probiodticas. Todos os produtos finais, em geral, obtiveram qualidade
sensorial sem qualquer perda de aroma percetivel, e propriedades sensoriais
caracteristicas de embutidos fermentados.

Sidira et al. (2014) fizeram avaliagéo da linhagem Lactobacillus casei ATCC
393 como efeito protetor contra deterioracdo das salsichas secas probidticas
fermentadas na forma livre e imobilizada. Utilizaram este em graos de trigo contra a
deterioragdo de microbios patogénicos aplicados nas salsichas contendo reduzida
ou quantidades insignificantes de sais de cura. Os resultados mostraram que as
culturas probidticas provocam aumento significativo de “auto-vida” e a resisténcia a
deterioracdo foi mais proeminente em amostras contendo células imobilizadas.
Embora a deterioragado tenha sido promovida principalmente pelo crescimento de
leveduras/bolores, uma diminuicdo drastica foi observada em enterobactérias,
estafilococos e pseudomonas.

Sidira et al. (2015(a)) fez o estudo da utilizagdo de culturas iniciadoras
probioticas de Lactobacillus com interesse tecnologico no processo de embutidos

fermentados, onde conseguiu selecionar pelo menos vinte estirpes deste género
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capazes de sobreviver ao pH do estdmago, além de auxiliarem nas modificagbes da
matéria-prima no processamento de salame.

Sidira et al. (2015(b)) tiveram como objetivo do seu estudo a avaliagdo da
sobrevivéncia do mesmo micro-organismo (Lactobacillus casei ATCC 393)
imobilizado em graos de trigo seco, a fim de gerar compostos volateis durante a
producdo de salames fermentados tratados termicamente. Para efeito de
comparagao utilizaram salames contendo células L. casei livres e salames com
nenhuma cultura de arranque, bem como uma de produgao comercial semelhante,
também foi incluida no estudo. Os resultados mostraram que a cultura de arranque
afetava significativamente a produgédo de compostos volateis; a amostra que conteve
30 g de células imobilizadas/kg de mistura de enchimento, apresentou maior teor de
ésteres e alcoois na amostra; e observou que a concentracdo mais elevada de
acidos orgéanicos estava nos salames com nenhuma cultura de arranque. Em
contraste, o produto comercial continha a concentracdo mais baixa de volateis.
Desta forma a composi¢cao volatil foi afetada principalmente pela natureza da
concentracao da cultura fermententativa.

Sidira et al. (2015(c)) no mesmo ano adicionaram ao estudo anterior avaliagéo
da evolucdo dos compostos de sabor em salsichdes probidticos fermentados
durante o amadurecimento. Para tal utilizaram a mesma cepa ATCC 393 imobilizada
em graos de trigo seco na geracdo de compostos volateis de enchidos secos
probidticos fermentados durante o seu amadurecimento. Para efeito de comparacgao,
analisaram salsichas contendo células L. casei livres ou nenhuma cultura de
arranque. Tanto a cultura de probidtico como o processo de amadurecimento
afetaram significativamente a concentragcao de todos os compostos volateis. O maior
teor de volateis totais, ésteres, alcoois e compostos variados foi observado em
salsichas que continham a maior quantidade imobilizada de cultura (300 g.kg” de

mistura de enchimento) num amadurecido durante 45 dias.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

A cultura pura de Lactobacillus plantarum BG112 foi fornecida pela Sacco®(
Campinas, Sao Paulo, Brasil). O material encapsulante, copolimero do acido
metacrilico (CAM) (Acrycoat® S100) tipo B foi fornecido pela Almapal S.A, S&o
Paulo, Brasil. Todos os reagentes usados ao longo do trabalho foram de pureza
analitica, bem como os meios de cultura padrao microbiolégico adequados, citando-
se os principais: Caldo MRS (De Man, Rogosa and Sharpe) e Agar MRS (De Man,
Rogosa and Sharpe) (Merck, Darmstadt, Alemanha), Agar Contagem Padréo (PCA)
(HIMEDIA Laboratories PVT Limited, Mumbai, India), Agua destilada peptonada
0,1% (Bacto™ —Pepton Enzymatic Digest of Protein) (Becton, Dickinson and
Company Sparks, MD, USA), Agua destilada peptonada tamponada (ADPT) 0,1%
(Micro Med, Rio de Janeiro, Brasil), Tween 80 (Synth, Diadema, S&o Paulo, Brasil),
Bicarbonato de sédio (NaHCO3) (Alphatec Quimica fina, Sdo Paulo, Brasil)

Para a aplicacdo da cultura encapsulada no produto carneo salame tipo
Milano utilizou-se como matéria-prima carnea retalho suino magro resfriado e
toucinho suino resfriado, ambos inspecionados, e os ingredientes, sal, acgucar,
pimenta branca, alho desidratado e vinho tinto seco, os quais foram obtidos em
estabelecimento comercial local. Os aditivos utilizados: cura Ibrac e Ibracor 501
foram fornecidos pela Ibrac, Sdo Paulo, Brasil.

O processo de obtengdo da cultura encapsulada, a aplicacdo desta no
produto carneo salame tipo Milano, bem como as analises de caracterizagdo do
encapsulamento, do encapsulado e do salame tipo Milano foram todas realizadas
nos laboratérios de Analises Microbiologicas, Analises Fisico-quimicas, PPGTA 01,
02 e 03, Analises de Alimentos, Industrializacdo de Carnes, Anadlises Sensoriais,
Fendmenos de Transporte e Operagdes Unitarias, Analises Térmicas e
Espectometria de Combustdo e Materiais da Universidade Tecnoldgica Federal do
Parana - Campus Medianeira, com excecdo da analise de microscopia eletronica
que foi realizada no Laboratorio de Microscopia Eletronica e de Microanalise —

LMEM da Universidade Estadual de Londrina (Londrina, Parana, Brasil).
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4.2 METODOS

4.2.1 OBTENCAO DA CULTURA DE L. plantarum BG112 LIOFILIZADA

A cultura liofilizada de L. plantarum BG112 foi pré-ativada (0,1% m.v"') em
caldo MRS e incubado em estufa bacteriolégica (Orion 502, FANEM, Sao Paulo,
Brasil) por 6 h a 30 °C (Figura 7a). Na incubacado, aliquotas de 5 mL foram
transferidas para erlenmeyer contendo 95 mL de caldo MRS e incubado por
aproximadamente 12 h a 30 °C (até atingir a fase estacionaria). Na re-incubacéo,
aliquotas de 10 mL foram transferidas para erlenmeyers contendo 190 mL de caldo
MRS (Figura 7b) e incubados por aproximadamente 12 h a 30 °C (até atingir a fase
estacionaria). Nas etapas de incubagao e re-incubagao realizaram-se as leituras da
densidade dtica (DO) e enumeragao do micro-organismo. Em intervalos de 1h,
aliquotas de 1 mL foram colocadas em cubetas de quartzo, levadas ao
espectrofotdbmetro (Lambda XLS, Perkin Elmer, Beaconsfield, Reino Unido) calibrado
no comprimento de onda de 600 nm e realizada a leitura da absorvancia
(KALSCHNE et al., 2014). Com as medidas de absorvania, para a cultura analisada,
foram construidas, simultaneamente, as curvas de crescimento. Em intervalos de 2
h, aliquotas de 1 mL da cultura foram retiradas para realizagdo das dilui¢cdes
seriadas em ADPT (0,1%), com agitagao intercalada por vortex (Is logen, Ism 56/4,
Brasil), plaqueadas em profundidade com sobrecamada de agar MRS e incubadas
de forma invertida em atmosfera normal por 48 h a 30 °C (KALSCHNE et al., 2015).

ApoOs a cultura atingir a fase estacionaria na etapa de re-incubacdo foi
congelada a -18 °C por 48 h em bandejas de aluminio com 50 mL de caldo cada
(Figura 7c) cobertas com papel poroso e submetida ao processo de liofilizagao
(Labconco, modelo FreeZone 6L, Kansas, EUA) a temperatura de aquecimento na
25 = 1 °C e presséao de 0,050 mBar (Figura 7d).

Uma aliquota de 1 g da cultura em pé liofilizada foi dissolvida em 9 mL de
ADPT (0,1%) com agitacdo por vortex (Is logen, Ism 56/4, Brasil). Na sequéncia
foram realizadas as dilui¢des seriadas, com agitagao intercalada por vortex (Is logen,
Ism 56/4, Brasil), e plaqueamento em agar MRS, conforme previamente descrito.

Foram selecionadas para contagem as placas com 25 a 250 col6nias e a diluigdo
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inoculada a fim de garantir contagens superior a 10’ UFC.mL™. A cultura de L.

plantarum BG112 liofilizada foi mantida congelada a -18 °C até final do estudo.

Figura 7 — Etapas da obtengdo da cultura de L. plantarum BG112 liofilizada. a) L. plantarum
pré-ativado. b) L. plantarum re-incubado. c) Bandejas de aluminio com caldo MRS e L.
plantarum. d) L. plantarum submetido ao processo de liofilizacao.

Os valores experimentais da curva de crescimento foram ajustados aos dados
experimentais e avaliados para obtencédo dos parametros de crescimento, utilizando
o0 Modelo de Gompertz Modificado (Kalschne et al., 2014). e o ajuste dos dados
experimentais ao modelo matematico foram avaliados através dos seguintes indices
estatisticos: erro médio quadratico (MSE), fator bias e fator de exatidao. A partir dos

dados obtidos em fungao do tempo, foram calculados os parametros microbiolégicos
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de crescimento, duragdo da fase lag (), velocidade especifica maxima de
crescimento (M) e aumento logaritmico da populagdo (A), conforme descrito por
Kalschne et al. (2014).

4.2.2 ENCAPSULAGAO DO L. plantarum BG112

Para otimizar o processo de encapsulacdo do L. plantarum BG112 foi
empregado um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 22
considerando como variaveis independentes a proporgido de Acrycoat® S100 e a
propor¢ao de L. plantarum BG112 e como variavel dependente o Rendimento e

Eficiéncia da microencapsulagéo (Tabela 3).

Tabela 3 - Matriz do Delineamento Composto Central Rotacional 2? com as variaveis
codificadas e reais e trés repeticdes no ponto central.

Ensaio X1 (X1%) X3 (X2%)
1 -1(2,2) -1(0,6)
2 +1(7,8) -1(0,6)
3 -1(2,2) +1(1,4)
4 +1(7,8) +1(1,4)
5 -1,41 (1,0) 0(1,0)
6 +1,41 (9,0) 0(1,0)
7 0 (5,0) -1,41 (0,4)
8 0 (5,0) +1,41 (1,6)
9 0 (5,0) 0(1,0)
10 0 (5,0) 0(1,0)
11 0(5,0) 0(1,0)

Nota: x4, x,: valores codificados para as proporgdes de mistura das variaveis Acrycoat® S100 e L.
plantarum, respetivamente. (X1%) e (X;%): valores reais da concentragéo (m.v'1) das respetivas
proporgdes adicionadas na mistura da suspensao.

O L. plantarum, na proporcado definida para cada ensaio na Tabela 3, foi
dissolvido em 50 mL de agua destilada contendo 3 gotas de Tween 80 (surfactante e
emulsificante) e mantida sob agitagdo magnética (Fisatom, modelo 752A, Brasil) por
30 min a temperatura ambiente. O copolimero do acido metacrilico (CAM) (Acrycoat®

S100) foi dissolvido, na proporcao definida para cada ensaio conforme Tabela 3, em
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150 mL de solugdo tamp3o de bicarbonato de sédio (NaHCO3) 0,1 Mol.L™" (pH = 8,6)
mantido sob agitagdo magnética (Fisatom, modelo 752A, Brasil) por 30 min a
temperatura ambiente. Ambos estdo representados na Figura 8a e 8b,
respectivamente. A solucao de L. plantarum BG112 foi misturada com a solugao de
copolimero do &acido metacrilico (CAM) e agitada mecanicamente (700 rpm)

(Fisatom, modelo 713D, Brasil) por 30 min a temperatura ambiente (Figura 8c).

Figura 8 - Encapsulagao da cultura de L. plantarum. a) Solugdo L. @g)lantarum em agitagao
magnética. b) Solugio copolimero do acido metacrilico (Acrycoat™ $100) em agitagao
magnética. c) Solucgao L. plantarum e Acrycoat® S100 em agitagdo mecanica. d) Obtengao das
microcapsulas por atomizagcao em secador laboratorial Mini Spray Dryer.

Para a obtengcdo das microcapsulas realizou-se a secagem da solugao por

atomizagao, utilizando um secador laboratorial Mini Spray Dryer (LABMAQ, MSD
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1,0, Sdo Paulo, Brasil) com camara de secagem em aco inox (500 mm x 150 mm),
bico atomizador tipo duplo fluido, com orificio de 0,7 mm de didmetro. A alimentagao
foi feita através de uma bomba peristaltica, sob condi¢des constantes de pressao do
compressor do ar de secagem (2 - 4 kgf.cm'z) e vazao do ar comprimido (30 mL.min"
'Y com vazao de entrada da amostra 0,6 (L.h™"), temperatura do ar de entrada 84 °C
e temperatura do ar de saida de 42 °C (Figura 8d). Estas condigbes operacionais
foram fixadas com base em resultados de testes perliminares. As formulacdes
probidticas secas foram coletadas do ciclone em frascos esterilizados e mantidas
hermeticamente fechadas sob refrigeragcdo a 4 °C + 1 °C durante a realizagao das

analises.

4.2.3 VALIDAGAO DO PONTO OTIMO

Para a validacdo do ponto 6timo, o L. plantarum BG112 foi dissolvido, na
proporcao 0 (valor codificado) (1,0) (valor real) (m/v, %) em 50 mL de agua destilada
contendo 3 gotas de Tween 80 e mantida sob agitagcdo magnética (Fisatom, modelo
752A, Brasil) por 30 min a temperatura ambiente. O copolimero do acido metacrilico
(CAM) (Acrycoat® S100) foi dissolvido, na proporgdo 0,2 (valor codificado) (6,4)
(valor real) (m/v, %), em 150 mL de solugdo tampao de bicarbonato de sdédio
(NaHCOs3) 0,1 Mol.L™" (pH = 8,6) mantido sob agitacdo magnética (Fisatom, modelo
752A, Brasil) por 30 min a temperatura ambiente. A solugéo de L. plantarum BG112
foi misturada com a solugdo de copolimero do acido metacrilico (CAM) (Acrycoat®
S100) e agitada mecanicamente (700 rpm) (Fisatom, modelo 713D, Brasil) por 30
min a temperatura ambiente. O processo de secagem foi realizado como descrito
anteriormente para os demais ensaios. Assumiu-se este como décimo segundo

ensaio (12).

4.2.4 AVALIACAO DAS MICROCAPSULAS
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4.2.4.1 Rendimento da encapsulagao

A determinacdo do Rendimento da encapsulacdo (RE%) baseou-se na
viabilidade das células de L. plantarum BG112 utilizadas na solucédo de alimentacao
do atomizador e no pé atomizado adaptando-se a metodologia empregada por Picot
e Lacroix (2004). Uma aliquota de 1 g de L. plantarum BG112 liofilizado empregado
na solucado de alimentacéo foi dispersa em 9 mL de ADPT (0,1%) e 1 g de po
atomizado foi dispersa em 9 mL de tampao NaHCO3 0,1 Mol.L™ (pH = 8,6) com
agitacado intercalada em cada 5 min por vortex (Is logen, Ism 56/4, Brasil) para
ambos. Para o p6 atomizado substituiu-se a ADPT (1%) pelo tamp&o NaHCO3 0,1
Mol.L™ (pH = 8,6) com o objetivo de promover a maxima abertura possivel das
capsulas considerando a maior solubilidade do Acrycoat nesta faixa de pH,
permitindo a quantificacdo das col6nias encapsuladas também. Na sequéncia, as
diluicdbes seriadas foram preparadas e plaqueadas em agar MRS conforme

previamente descrito no item 5.2.1. O Rendimento foi estimado pela Equacgao 1.
RE% = (N1/Ny)*100 Equacéo 1

Onde: N, = numero de células viaveis da cultura liofilizada utilizada na
solugéo de alimentagdo do atomizador; N1 = numero de células viaveis no po obtido
dispersas em tampao NaHCO; 0,1 Mol.L™ (pH = 8,6), ambos expressos em log
UFC.g™.

4.2 .4.2 Eficiéncia da encapsulagao

A determinacdo da Eficiéncia da encapsulacédo (EE%) foi baseada na
viabilidade das células de L. plantarum BG112 totais apds atomizacao e viabilidade
das células de L. plantarum BG112 encapsuladas. Para verificar a contagem de
células viaveis ndo encapsuladas, 9 mL de ADPT (0,1%) foram empregadas para
dispersar 1 g do pd, enquanto que para promover a abertura das capsulas
empregou-se 9 mL da solugdo de tampao NaHCO;3; 0,1 Mol.L™ (pH = 8,6) com

agitacao intercalada em cada (5 min) por vortex (Is logen, Ism 56/4, Brasil) para
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ambos. Na sequéncia realizaram-se as diluicdes seriadas em ADPT (0,1%),
plagqueadas em agar MRS conforme descrito no item 5.2.1. A Eficiéncia foi calculada
pela Equacéao 2 (PICOT; LACROIX, 2003).

EE% = (N2 - N1)*100/N2 Equagéo 2

Onde: N1 = numero de células viaveis no p6 obtido, suspensas em ADPT
(contagem de células viaveis ndo encapsuladas); N2 = numero de células viaveis no
po obtido suspensas em tampao NaHCOs; (contagem de células viaveis totais -
encapsuladas e ndo encapsuladas), ambos expressos em log UFC.g'1.

4.2.4.3 Morfologia e didametro das microcapsulas

Para avaliar a morfologia, as microcapsulas foram enviadas para
Universidade Estadual de Londrina (UEL) onde foram observadas e
microfotografadas no microscépio eletrdbnico de varredura (MEV) (Philips/FEl,
modelo Quanta 200). Para o processo de recobrimento das amostras secas em
Spray Dryer com ouro, utilizou-se um metalizador (Sputtering BAL-TEC, modelo
SCD 050 sputter coater) onde amostra (pos) foi depositada em uma fita dupla de
carbono sobre uma chapa de aluminio. Em seguida, foi colocada numa cédmara sob
vacuo que contém argdnio (gas) no seu interior. Este gas liga-se a residuos que séo
removidos quando o vacuo é efetuado e € bombeado sobre o ouro em voltagem de
40 V, durante 98 s de deposicdo para obter-se aproximadamente 15 mm de
espessura da camada. Desta forma ha circulagdo dos atomos de ouro em espiral e
sua fixacdo na superficie do material em estudo para garantir a condutividade.
Realizou-se o0 calculo do didmetro médio das microcapsulas medindo-se

aproximadamente 30 particulas de cada amostra.

4.2.4.4 Propriedades fisico-quimicas
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A umidade das microcapsulas foi determinada gravimetricamente utilizando
estufa de secagem (Quimis, modelo q313m, Sao Paulo, Brasil) a 102 °C £ 2 °C até
peso constante (AOAC, 2005). A atividade de agua foi determinada em analisador
de atividade de agua por ponto de orvalho com controle interno da temperatura da
amostra (Aqualab®, 4TE, Sao Paulo, Brasil) apds a estabilizagdo das microcapsulas
a 25 °C por 30 min. A higroscopicidade foi determinada pesando-se 1 g do p6 de
cada ensaio armazenado a 25 °C em anaerobiose com uma solucdo saturada de
NaCl (75,3% UR) até atingir o equilibrio. Apés uma semana as amostras foram
pesadas e sua higroscopicidade expressa como g de agua absorvida por 100 g de
pd em base seca (g.100 g') (FRITZEN-FREIRE et al., 2012). Todas as

determinacdes foram realizadas em duplicata.

4.2.4.5 Analise do comportamento térmico

O L. plantarum BG112 na forma livre e microencapsulada e o material
encapsulante copolimero do &acido metacrilico (CAM) (Acrycoat® S100) foram
submetidos as analises de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) e
Termogravimetria (TGA) em equipamento STA 6000 (Simultaneous Thermal
Analyser, Perkin Elmer, Beaconsfield, Reino Unido). Para obtengdo das curvas de
DSC e TGA, 1,0 £ 0,2 mg de amostra foram acondicionadas em cadinhos de
aluminio selados, aquecidos de 50 °C a 600 °C, com taxa de aquecimento de 10
°C.min”" e mantidos sob fluxo constante de N, (20 mL.min™"). O equipamento foi
previamente calibrado com padrao de referéncia de indio. O comportamento térmico

foi avaliado com base nas curvas DSC e TGA obtidas.

4.2.4.6 Analise de Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier —
(FTIR-UATR)

Para verificar a possivel interacdo entre o material encapsulante e o

encapsulado, foram determinadas as bandas de absorcao do L. plantarum BG112
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na forma livre e microencapsulada, e do material de parede CAM (Acrycoat S100°)
na regidao do infravermelho (FTIR) em equipamento FS 100 (Frontier Spectrum 100,
Perkin Elmer, Beaconsfield, Reino Unido). Empregou-se o modo de refletancia total
atenuada (UATR), no intervalo de nimero de onda de 4000-600 cm™, com resolugao

de 4 cm™, num total de 4 cumulacdes.

4.2.5 APLICAGAO DO L. plantarum ENCAPSULADO NA PRODUGCAO DE SALAME
TIPO MILANO

Formulagdes de salame tipo Milano foram elaboradas seguindo-se as Boas
Praticas de Fabricagdo (BRASIL, 2002) e os padrdes previstos pelo Regulamento
Técnico de ldentidade e Qualidade do Salame tipo Milano - Instru¢do Normativa (IN)
n® 22, de 31/07/2000 (BRASIL, 2000), Portaria n°® 1004 de 11/12/1998 (BRASIL,
1998) e IN n° 51 de 29/12/2006 (BRASIL, 2006), seguindo-se o processamento e

formulacéo padrao (Tabela 4) descrito por Krummenauer et al. (2015).

Tabela 4 - Formulagdes de salame do tipo Milano.

Matérias-primas / Ingredientes SC *(%) SLPE **(%)
Carne suina (retalho magro) 76,49 76,49
Toucinho suino lombar 18,00 18,00
Cura Ibrac 0,25 0,25
Ibracor 501 0,30 0,30
Cultura Starter Bactoferm SM 1942 0,04 -

L. plantarum BG112 encapsulado - 0,10
Sal refinado 2,70 2,70
Acucar cristal 0,80 0,80
Pimenta branca em p6 0,02 0,02
Alho em pé 0,20 0,20
Vinho tinto seco 1,20 1,20
Total 100,00 100,00

Nota: ' Combinacdo de cepas de Staphylococcus carnosus, Staphylococcus xylosus, Lactobacillus
sakei, Pediococcus pentosaceus e Debaryomyces Hansenii
*SC: Salame Controle; **SLPE: Salame com Lactobacillus Plantarum Encapsulado

Foram desenvolvidas duas formulagdes: salame controle (SC), formulagao

padrdo com uso de cultura starter comercial e salame com L. plantarum
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encapsulado (SLPE) em substituicdo da cultura starter comercial. A adigao baseou-
se no numero de células viaveis presentes no pd produzido necessario para atingir
na massa do salame o valor minimo de 10® UFC.g'/10® UFC.mL™", conforme
indicado pela ANVISA (2008).

A carne e o toucinho foram pesados em balanga (UDI 20000/2, Urano,
Canoas, Brasil), moidos em cutter (MADO, GARANT MTK 661, Alemanha) (Figura
9A) por 20 s (granulometria de 5 a 8 mm aproximadamente). Os ingredientes secos
e 0 vinho adicionados a carne moida foram homogeneizados manualmente (Figura
9B). Apds, foi adicionado o toucinho picado e a cultura starter comercial previamente
hidratada em agua destilada a 25 °C por 30 min. No caso da formulagdo em que se
adicionou o L. plantarum BG112 encapsulado, esse foi hidratado de forma
semelhante a cultura comercial e adicionada juntamente como esta. Os salames
foram embutidos em embutideira (PCP-10L, Poli, Brusque, Brasil) em envoltorios de
celulose com didametro de 60 mm (Naturin R2L-D, Viscofan, Sdo Paulo, Brasil),
previamente hidratados em agua a temperatura de 25 °C por 30 min. Os salames
posteriormente foram amarrados (Figuras 9C e 9D) utilizando barbante de poliéster
simples e levados para a camara de maturacdo e secagem (Reéfrica, Girona,
Espanha) em uma industria frigorifica proxima, onde foram maturadas e secadas por
aproximadamente 30 dias, conforme parametros descritos por Krummenauer et al.
(2015) (Figura 9E).
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Figura 9 — Aplicagao do L. plantarum BG112 encapsulado na producgao do salame tipo Milano.
A) Carne e toucinho moidos em cutter; B) Ingredientes secos e vinho adicionados a massa
carnea; C)Salame controle amarrado e identificado; D) Salame com L. plantarum amarrado e
identificado; E) Salames em camaras de maturagao em industria frigorifica.
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4.2.5.1 Determinacéo da curva de pH e perda de peso durante a maturagao

Efectuou-se a analise do pH com insercao do electrodo do pHametro (205,
Testo, Campinas, Brasil) diretamente no produto, uma vez ao dia, ao longo de todo
periodo de maturagéo. A perda de peso (P) foi determinada segundo Krummenauer
et al. (2015) considerando a massa inicial e final da maturagdo, conforme Equacéo
3.

P = (Mo —M1)*100/Mq Equagdo 3

Onde: My = massa inicial; M4y = massa final.

4.2.5.2 Determinacédo da composi¢cao centesimal e propriedades fisico-quimicas

Foram determinados em fatias dos salames (Figuras 10a e 10b), os teores
de umidade pelo método gravimétrico, lipidios (extrator MARCONI, modeloMA419,
Sao Paulo, Brasil) pelo método soxhlet, proteinas (bloco digestor TECNAL, modelo
040125 e controlador de temperatura TECNAL, modelo TE-007MP, Sao Paulo,
Brasil) utilizando o método de minokjeldahl, e cinzas (mufla JUNG, Sao Paulo,Brasil)
por inceneragdao com mufla a 550 °C (BRASIL, 1999). A atividade de agua a 25 °C
em determinador de atividade de agua (Aqualab® 4TE, Sdo Paulo).Todas as
determinacdes foram realizadas em ftriplicata.

A determinagdo dos parametros de cor luminosidade (L*), componente
verde-vermelho (a*) e amarelo-azul (b*), foram realizados tomando dez pontos
diferentes de leitura por amostra, utilizando o colorimetro Konica Minolta CR400
(Minolta Corporation, Ramsay, EUA) com esfera de integragao e angulo de viséo de
45° e iluminante D calibrado no branco.

A analise instrumental da textura foi realizada no texturbmetro
(TA.XT/Plus/50, Stable Micro System, Godalming, Reino Unido). As amostras foram

cortadas em cubos de 20 mm submetidas a determinacéo da forga de cisalhamento
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com probe HDP/WBV, velocidade de teste de 2,0 mm seg™ e forca aplicada de 5 g.
Foram realizadas 10 medi¢des para cada salame.

Figura 10 - Fatias de amostra dos salames em analise. a) Salame com L. plantarum BG112
encapsulado (SLPE). b) Salame controle (SC).

4.2.5.3 Determinagdes microbioldgicas

A contagem de bactérias acido-laticas e contagem total de mesdfilas nas
amostras de salame (SC e SLPE) foram efetuadas, conforme descrito por Kalschne
et al. (2015). 25 g dos salames foram dispostas em plasticos estéreis contendo 225
mL ADPT (0,1%), seguidos de homogeneizacao. Foram feitas as diluicoes seriadas
e 1 mL de cada diluigado foi plaqueada em profundidade com sobrecamada de agar
MRS e PCA. As placas foram incubadas de forma invertida por 48 h a 30 °C. Para a
amostra de salame adicionada de L. plantarum BG112 encapsulado, fez-se a
contagem conforme Kalschne et al. (2015).

As analises de pesquisa de Salmonella spp., contagem de Staphylococcus
coagulase positiva, Coliformes a 45 °C e Clostridium sulfito redutor a 46° C foram
realizadas conforme metodologia descrita por Silva et al. (2010). Todas as analises

foram realizadas em triplicata.
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4.2.6 ANALISE SENSORIAL

Os salames foram analisados microbiologicamente, conforme descrito no
item 4.2.5.3 e somente foram submetidos a avaliagéo sensorial quando constatado
que os produtos estavam dentro dos parametros estabelecidos pela Legislagcéo
(BRASIL, 2001).

As andlises sensoriais foram realizadas no laboratorio de Andlise Sensorial
ap6s aprovacao pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos conforme o
Certificado de Apresentacdo para Apreciacéo Etica (CAAE 56836316.2.0000.0092).
A divulgagcdo dos testes foi realizada por contato pessoal. Os participantes
recrutados englobaram alunos, professores e funcionarios da UTFPR, consumidores
regulares de embutidos para garantir a ndo ocorréncia de qualquer tipo de problema
com o consumo. Todos os participantes foram informados que provariam salames
contendo probidticos, preparados de forma similar ao preparo padrdo, sobre o
periodo de duragdo dos testes e assinaram um termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) especifico para a participagdo nos estudos. Na sequéncia
responderam a um questionario sobre informacbes de faixa etaria, sexo,
escolaridade e habitos de consumo referentes a salames/embutidos, para
caracterizagao da equipe.

As duas amostras de salames frios foram fatiados finos em fatiadora
automatica, sendo as fatias dispostas em pratos de plastico branco, e servidos
monadicamente codificados com trés digitos aleatorios. Juntamente com as
amostras, foi servido agua potavel e biscoito de agua e sal. As analises foram feitas
em cabines individuais sob luz branca.

Cento e quarenta e um provadores avaliaram a aceitagdo sensorial das
amostras, considerando os atributos de cor, aroma, textura, sabor e aceitagao
global, empregando a escala hedbnica hibrida de 10 cm (VILLANUEVA;
PETENATE; DA SILVA, 2005). Um delineamento experimental completamente
balanceado e randomizado foi utilizado. Na sequéncia foi avaliada a intengao de
compra dos salames, considerando-se as mesmas condi¢cdes descritas para o teste
da escala hedonica.
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4.2.6.1 Teste pareado preferéncia

A duas amostras de salame foram servidas juntas e avaliadas quanto a
preferéncia. Os consumidores foram solicitados para indicar a amostra mais
preferida, circulando o cddigo de trés digitos correspondente a mesma. Empregou-

se um delineamento experimental completamente balanceado e randomizado.

4.3 ANALISE ESTATISTICA

O planejamento do DCCR para otimizagdo da encapsulacdo da cultura foi
avaliado utilizando a metodologia de superficie de resposta com o auxilio do
software Statistica 8.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA). Os resultados foram
expressos como média + desvio padrao da meédia (DP). O ajuste da equacéo do
modelo de segunda ordem foi expresso pelo coeficiente de determinagéo R% e a
significancia estatistica determinada pelo Teste F (analise de variancia — ANOVA,
p<0,05), sendo considerada a melhor condi¢gdo de encapsulagao aquela com maior
Rendimento e Eficiéncia. Os efeitos das variaveis sobre a resposta tamanho das
particulas.também foram avaliados.

Os parametros atividade de agua, umidade e higroscopicidade das
microparticulas foram expressos como média * desvio padrao da média (DP) e
avaliados por ANOVA, considerando a amostra como causa de variagéo, e teste de
Tukey (p<0,05) para comparagédo de médias. Para os parametros de perda de peso,
atividade de agua, cor, textura e teores de umidade, lipidios, proteina e cinzas das
duas amostras de salames, os resultados (expresso como média (+ DP) foram
avaliados e comparados utilizando o teste t (p<0,05). Todas as analise foram feitas
utilizando o programa Statistica 8.

Os resultados das analises sensoriais, para a escala hedbnica foram
expressos como meédia + desvio padrao da média (DP) e as médias comparadas por
ANOVA, considerando a amostra e o julgador como causas de variagdo (p<0,05),
utiizando o programa Statistica 8.0. Ja para o teste pareado preferéncia, os

julgamentos para cada amostra foram somados e as somas obtidas comparadas
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com o valor minimo de julgamentos para uma amostra para estabelecer preferéncia
significativa (<0,05) estimado conforme ROESSLER et al. (1978)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OBTENGCAO DA CULTURA DE L. plantarum BG112 LIOFILIZADA

Os dados experimentais obtidos na elaboracédo da curva de crescimento do L.
plantarum BG112 (Figura 11) foram ajustados ao Modelo de Gompertz Modificado
descrito como um modelo matematico com bom ajuste para bactérias acido-laticas
(KALSCHNE et al. 2014).
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Figura 11 — Curva de crescimento do L. plantarum obtida utilizando o
Modelo de Gompertz Modificado.

lag (1) predita pelo Modelo foi de 0,42 min, a velocidade especifica maxima de
crescimento (p) foi 0,32 h™ e a populacdo maxima atingida (A) foi 1,74 log Do/D0zero.
Verificou-se que os valores experimentais ficaram ajustados ao Modelo de Gompertz
modificado considerando que um R? de 0,99, erro médio quadratico (MSE) de 0,00,
Fator bias de 1,00 e Fator de exatiddo de 1,03.

O plaqueamento dos pontos da curva de crescimento evidenciou que no

tempo zero a contagem de L. plantarum BG112 era de 9 log UFC.mL™" e, apés 8 h
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até 12 h de incubagéo a 30 °C em caldo MRS, atingiu contagens superiores a 12 log
UFC.mL™, chegando a fase estacionaria. Este resultado estd de acordo com os
estudos de Anekella; Orsat (2013) e de Pispan; Hewitt; Stapley (2013), nos quais
estudaram a cultura de L. acidophilus, que apresenta semelhante comportamento do
L. plantarum, em que atingiu a fase estacionaria ap6s 13 h em incubagdo em caldo
MRS a 30 °C.

O conhecimento do tempo de duragédo da fase estacionaria € de fundamental
importancia, pois € o ponto que se deve encerrar a fermentagédo quando o objetivo é
microencapsular para a utilizagdo como cultura starter. No final dessa fase todas as
células estdo metabolicamente ativas e a concentrag&o celular atinge o seu maximo
(PELCZAR Jr; CHAN; KRIEG, 1996).

Apos liofilizagdo da cultura foram realizadas as diluicbes seriadas e o
plagueamento em agar MRS, conforme previamente descrito no item 4.2.1
verificando-se contagens superiores a 10’ UFC.mL" como desejado, atingindo o

valor maximo de 14 log UFC.mL™".

5.2 AVALIAGAO DAS MICROCAPSULAS

5.2.1 Rendimento e Eficiéncia de Encapsulagdo e Validagdo do Ponto Otimo

Para avaliar a influéncia conjunta das variaveis concentragdo de Acrycoat®
S100 e L. plantarum BG112 aplicou-se um planejamento fatorial 22 completo, com
quatro pontos fatoriais (niveis +1), quatro pontos axiais (niveis £ a) e trés pontos
centrais (nivel 0). A Tabela 5 mostra as variaveis codificadas e reais (x1 (X1%); X2
(X2%)) e os resultados das variaveis dependentes para cada ensaio efetuado (RE%;
EE%).

Observando a Tabela 5 verifica-se que os maiores valores de RE% e EE%
foram conseguidos nos ensaios 9 (37,1%; 80,0%), 10 (39,3%; 86,8%) e 11 (33,8%;

77,0%), respectivamente, correpondentes aos pontos centrais do planejamento do
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processo de encapsulagdo por atomizagdo. Isso mostra que existe uma regido do
6timo bem estabelecida.

Tabela 5 - Matriz do Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) com as variaveis do
processo (codificadas e reais) com as respostas Rendimento de encapsulag¢ao (RE%) e
Eficiéncia de encapsulagao (EE%).

Ensaio X1 (X1%) X2 (X2%) (RE%) (EE%)
1 1(2,2) -1(0,6) 6,520,24 36,2
2 +1(7,8) -1 (0,6) 0,540,01 17,6
3 -1(2,2) +1(1,4) 23,6+0,42 0,8
4 +1(7,8) +1(1,4) 10,640,18 56,5
5 1,41 (1,0) 0(1,0) 10,3£0,71 6,1
6 +1,41 (9,0) 0 (1,0) 1,540,24 57,3
7 0 (5,0) -1,41 (0,4) 0,6+0,00 434
8 0 (5,0) +1,41 (1,6) 2,6+0,02 2,5
9 0 (5,0) 0 (1,0) 37,1£0,45 80,0
10 0 (5,0) 0(1,0) 39,3+1,66 86,8
11 0 (5,0) 0(1,0) 33,8+2,82 77,0

Nota: x,, x,: valores codificados para as proporgdes de mistura das varidveis Acrycoat® S100 e L.
plantarum BG112, respetivamente; (X,%) e (X,%): valores reais da concentragdo (m/v) das respetivas
proporgdes adicionadas na mistura da suspensao

Uma vez que este calculo representa as células viaveis apds abertura das
capsulas em solugdo tamp&do NaHCO; 0,1 Mol.L™ (pH = 8,6) conseguiu-se verificar
que o processo foi bem sucedido. O pH desta solugao tem um valor proximo daquele
que que se encontra no intestino humano. As enzimas que atuam no intestino
precisam de pH levemente alcalino (pH de 8 a 9) para funcionar. Dentre os sucos
digestivos que participam do processo de digestdo de alimentos, € o0 suco
pancreatico (pH entre 8,5 e 9) que apresenta maior numero de enzimas digestivas
promissoras de romper as microcapsulas e libertar o L. plantarum no lugar
pretendido. Aliado a este suco, encontra-se também o secretado pela bilis onde seu
pH oscila entre 8,0 e 8,5, demonstrando que uma boa Eficiéncia de encapsulacao
também sera necessaria além de um bom Rendimento. Esposito (2002) enuncia que
microparticulas podem ser utilizadas para a entrega de acido ascoérbico na parte
inferior do intestino, no jejuno e no ileo uma vez que resistem aos pH encontrados
nessa regiao.

Os resultados de Rendimento (Tabela 5) foram inferiores aos obtidos por
autores como Chavez-Ledeboer (2007) atingiram 44% no Rendimento ao encapsular

B. lactis Bb12 com isolado proteico e maltodextrina empregando temperaturas de
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80°C; Lapsiri, Bhandari; Wanchaitanawong (2012) na microencapsulacédo de L.
plantarum utilizando proteina isolada de soja e trealose, cujo rendimento foi de
57,7%. Contudo, foram superiores a autores como Da Silva (2009) que conseguiu
valores de Redimento de apenas 19,93% em microparticulas de xilana revestidas
com Eudragit® S100.

Sabe-se que nos primeiros instantes de processo ocorre uma grande adesao
do material as paredes da camara, sendo que no caso do presente estudo, o
objetivo de se fazer essa andlise foi o de destacar a importancia do Acrycoat® S100
na protecdo a secagem por atomizagdo. Nessa secagem, o Rendimento é
dependente do produto que sera seco, da proporgdo em que se encontra o material
e das condicbes de processo empregadas, diferentemente, por exemplo, de
processos como a liofilizagdo, na qual as perdas sdo despreziveis e espera-se
maximos Rendimentos.

A Eficiéncia, por sua vez, traduz-se na qualidade do material que se
conseguiu atingir, ou seja, a determinagcdo da quantidade real de L. plantarum
encapsulado eficazmente ao final do processo de microencapsulagdo. Para se
conhecer a quantidade real deste micro-organismo presente nas microcapsulas,
uma vez que perdas do material ativo podem ocorrer durante a formagdo das
mesmas, o0 seu calculo baseou-se na viabilidade das células de L. plantarum
atomizadas em p6 com abertura e sem abertura/com abertura parcial das capsulas.
Assim se pode explicar igualmente valores baixos de RE% mas altos de EE%, como
€ 0 caso dos ensaios 1 (6,5%; 36,2%), 2 (0,5%; 17,6%), 6 (1,5%; 57,3%) e 7 (0,6%
43,4%) respectivamente, (Tabela 5) indicando possiveis perdas operacionais
durante o processo e sugerindo baixa estabilidade na suspensao obtida devido as
variagbes a que estdo sujeitos. Estes também revelam que o aumento da
concentracdo do encapsulante para por¢des acima das utilizadas nos pontos 6timos,
nao favoreceram o Rendimento de encapsulagao da bactéria. Muitas vezes, para
alcangar bons resultados e desta forma também evitar a sobredosagem do material
encapsulante objetiva-se a qualidade dos resultados obtidos em deteoramento de
altas quantidades conseguidas.

Uma combinagao desta informagdo, com o conhecimento do comportamento
de L. plantarum pode dar uma visdo mais ampla nos mecanismos subjacentes a
saude ao promover propriedades e possiveis novas funcbes desta bactéria
(HOLZAPFEL et al., 2001).
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Na Tabela 6 podem ser visualizados os efeitos principais (linear e quadratico)
e suas interagdes (linear), p-valores, os coeficientes de regressdo da equagéo
polinomial e os coeficientes de determinagao (RZ), para as respostas de Rendimento
(RE) e Eficiéncia (EE). Consideraram-se nos modelos para ambas as respostas,
todos os termos significativos (p<0,05) e também termos que embora nao
significativos (p>0,05), promoviam redugdo no R? ao serem removidos, justificando

sua importancia para as respostas.

Tabela 6 - Efeitos estimados, p-valores, coeficientes de regressao e equag¢des dos modelos
para o RE e EE de encapsulagao do L. plantarum.

Resposta Variaveis Efeito E:I:‘?) t p-valor Equagao
Rendimento  \sgia 3673 158 2319 00019  Y=3673-393x -
(RE) 13,80 x,"+3,76 x, -
X1(L) -7,86 1,94 -4,05 0,0560 15,97 x
2 _
X1(Q) -27,61 2,32 -11,91 0,0070 R"=0,9176
X2(L) 7,52 1,94 3,87 0,0607 Rajustado = 0,8627
X2(Q) -31,94 2,32 13,78  0,0052
Eficiéncia Média 81,15 2,92 27,81 0,0013
(EE) Y= 81,15 + 13,70x, -
24,67 x,%— 29,09 x,2 +
X1(L 27,40 3,58 7,65 0,0166 07 X4 09 %2
( ) 18,60 X1X2
X1(Q) -49,34 4,27 11,55  0,0074 R?= 0,808
X2(Q 58,17 4,27 13,62 0,0053
Q) Rajustado = 0,8303
X1x2 37,19 5,06 7,36 0,0180

Nota: Y= variavel de resposta; x4 = Acrycoat® S100 (%, m.v'); x, = L. plantarum BG112 (%, m.v'); L -
termo linear; Q - termo quadratico.

Para ambas as respostas, RE e EE, obtiveram-se efeitos negativos
significativos (p<0,05) para os termos quadraticos de ambas as variaveis, indicando
que a faixa abordada no estudo realmente esta na regido 6tima para as respostas e
que o ponto 6timo localiza-se préximo ao ponto central, com leves deslocamentos,
para os quais deve-se considerar os termos lineares (Tabela 6).

Em relagdo a resposta RE, pode observar-se pelos efeitos (Tabela 6) que
com excegao da interagao, os termos lineares foram significativos (p<0,05) ou muito
préximos com importancia para a resposta, como é o caso do termo xy (L), com

contribuicdo positiva. O contrario verifica-se no termo x4 (L) o qual apresentou
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contribuicdo negativa. Indicando, portanto, que um aumento no rendimento de
encapsulagédo podera ser conseguido, utilizando-se para variavel x1 (% de Acrycoat)
concentragdes proximas ao ponto central com leve deslocamento para o nivel -1,
enquanto que para a variavel x2 (% de L. plantarum), também concentragdes
préximas ao ponto central, no entanto, com leve deslocamento para o nivel +1.

Ja para a resposta EE, com excegéo do termo x4 (L), todas as variaveis foram
consideradas estatisticamente significativas, além da interagdo entre as mesmas
(x1x2). Indicando que um aumento desta resposta podera ser conseguido com
concentracdes proximas ao ponto central com leve deslocamento para o nivel +1,
especialmente para a variavel x; (% de L. plantarum).

As equacbes representativas do modelo quadratico das variaveis em estudo
estao expostas na mesma Tabela 6, com os respetivos R2.

A analise de variancia (ANOVA) apresentada na Tabela 7 mostra os indices
estatisticos para avaliagcdo dos modelos de Rendimento e Eficiéncia utilizando os
valores de Fcacuiado, Ftavelado para validade do modelo, e os coeficientes de
determinacéao R?, Rajustado € 0 Residuo mostrando a magnitude do erro experimental

permitindo corroborar a significancia do modelo obtido.

Tabela 7 - Anélise de Variancia (ANOVA) dos modelos quadraticos para as respostas
Rendimento e Eficiéncia de encapsulagao.

Causa de Soma de Graus de Quadrado Fcalculado Fiabelado p-valor
Variagao Quadrados Liberdade Médio (QM)

(SQ) (GL)
Rendimento*
Regressao 2731,75 4 682,94 20,96 4,53 0,0011
Residuo 195,51 6 32,59
Falta de ajuste 180,459 4 45,11 6,00 19,25 0,1480
Erro puro 15,048 2 7,52
Total 2927,260 10 682,94 20,96
Eficiéncia**
Regresséo 11028,50 4 2757,13 15,82 4,53 0,0024
Residuo 1045,93 6 174,32
Falta de ajuste 994,82 4 248,71 9,73 19,25 0,0953
Erro puro 51,11 2 25,55
Total 12074,43 10

Nota: * R*=0,9176; Ryjustado=0,86266 ** R°=0,8982; Ryjystado=0,8303
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Na tabela 7 o percentual de variagcao (RZ) € dado por =0,92% para o
Rendimento e =0,90% para a Eficiéncia com p<0,05. No entanto o ajuste nas
variagbes de percentual do modelo referentes a ambos resultam em uma queda
destes valores para =0,90% e =0,83%, respectivamente. Ambos os modelos foram
considerados adequados e validos para representar as respostas, uma vez que o
valor de Figpelado (F4,6=4,53) foi menor que 0 Fcaculado (20,96) para Rendimento e o
valor de Fiapelado (F4,6=4,53) foi menor que 0 Fcacuiado (15,82) para Eficiéncia. Os
valores dos Residuos (195,51; 1045,93 respectivamente), foram baixos quando
comparados com a Regressédo (2731,75; 11028,50) respectivamente,indicando boa
reprodutibilidade da analise e ndo existindo evidéncias para rejeitar a hipétese de
normalidade. Com os valores significativos (p<0,05) mostra-se um estudo preditivo
em ambas as respostas e com ajuste aos dados experimentais.

Desta forma, foram conseguidas as superficies de resposta e as curvas de
contorno para o comportamento do Rendimento e da Eficiéncia da
microencapsulagado, frente a razdo entre os dois componentes participantes da
encapsulacgao (Figura 12), confirmando-se os efeitos observados anteriormente.

Portanto, por meio da derivagdo dos modelos ajustados para ambas as
respostas, RE e EE, estimaram-se as condi¢des ideais das variaveis estudadas
vizando maximizar RE e EE (Tabela 8).

Considerando-se a resposta Eficiéncia como parametro principal para o efeito
probidtico no produto proposto salame tipo Milano, efetuou-se a validagao do modelo
repetindo-se o processo de encapsulagdo nas condi¢gdes otimas, ou seja, com X4 noO
nivel 0,2 (X1=6,4% de CAM, m.v"") e x, no nivel 0 (Xo=1% de L. plantarum, m.v"),
obtendo-se uma Eficiéncia de encapsulagao média de 89,9%, valor este 8,2% maior
que o estimado pelo modelo ajustado (83,1%).

Ao conseguir definir esta regido numa superficie de resposta pbde-se
compreender como as mudancgas nas proporcdes das variaveis afetaram a resposta
a encapsulacao, determinaram os niveis das variaveis que otimizaram a resposta
pretendida e mostraram que as condi¢des operacionais de 84 Cde temperarura de
entrada do ar e 0,6 L.h™" na vazdo de alimentacdo, atenderam de forma eficaz as
especificagdes pretendidas (capacidade do copolimero em encapsular).
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Figura 12 - Superficies de resposta e curvas de contorno para o Rendimento (RE%) e Eficiéncia
(EE%) de encapsulagao em fun¢ao da razao Acrycoat S100/ L. plantarum (%, m.v").

Tabela 8 - pontos 6timos para a resposta Rendimento de encapsulagado (RE%) e Eficiéncia de

encapsulagao (EE%).

Variaveis codificados (RE%) (EE%)
X1 -0,1 0,2
X2 0,1 0,0

Nota: RE%: Rendimento de encapsulagao; EE%: Eficiéncia de encapsulagao.

Trabalhos como o de Chavez e Ledeboer (2007) relatam um valor de 44% de

Rendimento obtido ao microencapsular B. lactis bb12 em isolado proteico de soja e

maltodextrina, empregando temperatura de secagem de 80 °C, proxima da utilizada

neste estudo. Para Chatterjee e Bhattacharjee (2013) valores médios relatados sao

de 62% para Eficiéncia de encapsulagdo de microparticulas de extrato de cravo rico

em eugenol encapsulado em matrizes de maltodextrina e goma-arabica, utilizando a

técnica de atomizacéo,

com uma proporgdo de

1:4,8:24 de extrato de

cravo:maltodextrina: goma-arabica. Esses resultados foram similares aos obtidos
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para o ponto central do trabalho de Veiga (2015) ao microencapsular eugenol em
carragena combinada com proteinas do leite, do farelo de arroz e albumina sérica
bovina por atomizacgéo (37,9% RE e 69,4% EE).

A escolha correta do material de parede e a proporcéo ideal em que se aplica,
afetam particularmente a Eficiéncia do processo, o grau de protecédo do nucleo ativo,
a quantidade adquirida e a estabilidade das microparticulas (NAZZARO et al., 2012;
GHARSALLAOUI et al., 2007).

5.2.2 Microscopia

A Figura 13 mostra as microcapsulas produzidas por atomizagdo. O MEV
revela auséncia de células livres do micro-organismo L. plantarum BG112,
confirmando a eficiente microencapsulagdo da bactéria pelo copolimero do acido
metacrilico (CAM) (Acrycoat® S100).

Independente da proporcdo do encapsulante, as microparticulas tiveram
aparéncias semelhantes, a excecdo do ensaio 5 que foi o que saiu fora do padrao
observado (Figura 13). As superficies externas mostraram paredes continuas, sem
fissuras, rachaduras ou interrupgdes, com uma forma esférica e oval em varios
tamanhos, com concavidades na regiao central. Estas concavidades sao tipicas de
materiais produzidos por secagem por atomizagédo, que é um atributo essencial para
garantir uma maior protecéo ao recheio (KHA et al., 2014; AGHBASHLO et al., 2013;
SILVA et al., 2013).

Saénz et al. (2009) e Khem, Small e May (2016) relataram que a formagao de
concavidades na superficie de particulas atomizadas pode ser atribuido ao
encolhimento das particulas durante o processo de secagem devido a rapida

evaporagao das gotas de liquido.
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Figura 13 —Imagens obtidas no MEV das microcapsulas de L. plantarum BG 112 encapsulado
com resolucéo de 10 um. Estédo ordenadas da letra A a L com os respetivos nimeros dos
ensaios correspondentes.

Para as microparticulas que apresentaram concavidade saliente (colapso)
indica que o revestimento nao teve elasticidade suficiente durante o processo para
cobrir 0 nucleo. Baranauskiene et al. (2005) encontraram aspetos morfolégicos
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semelhantes para revestimento de 6leos essenciais de orégano (Origanum vulgare
L.) utilizando concentrado proteico de soro de leite onde as suas microparticulas
continham superficies com concavidades profundas. Estas formas de superficie
poderdo sugerir também que microesferas do tipo matriz foram obtidas. Estes tipos
de microsferas s&do produzidos quando tanto o nucleo como o invélucro sao
hidrofilicas, portanto, eles se misturam para formar a parede da microsfera,
fundamento este é apoiado por Favaro-Trindade et al. (2010). Ou, ao contrario,
conforme verificado por Khem, Small e May (2016) em que as células bacterianas
sao hidrofobicas tal como o material encapsulante, e portanto, ha hip6tese de os
dois interagirem hidrofobicamente e consolidar o material formado, como pode ter
provavelmente ocorrido entre as células de L. plantarum e o copolimero do acido
metacrilico (CAM).

Também se visualiza a jungédo das particulas em aglomerados e a presenca
de particulas pequenas dentro de outras de maior dimensdo. Semelhante
aglomeracao foi observada por Palmieri et al. (2001) em microparticulas secas por
atomizag&o contendo paracetamol encapsulado com Eudragit® RS. Segundo Khem,
Small e May (2016), a agregagao das microparticulas podem ocorrer devido as
interacdes hidrofdbicas entre radicais do proprio material encapsulante.

Microparticulas e nanoparticulas sdo comumente encontradas em varios tipos
de produtos alimentares.

O tamanho de particula € uma das caracteristicas mais importantes de
sistemas de entrega a base de biopolimero e copolimeros (JOYE; McCLEMENTS,
2014).

Sao diversos os fatores que podem influenciar no tamanho das particulas,
como por exemplo, parametros do processo de secagem, composi¢cao da matriz e
do conteudo, proporgdo da mistura (conteudo/revestimento), entre outros
(HEURTAULT et al., 2003). Autores como Gharsallaoui et al. (2007) acrescentam a
viscosidade do meio; a presenca de componentes ativos de superficie; o total de
sélidos do meio de secagem; o tipo de atomizador e o didmetro do bocal.

Geralmente as capsulas podem ser classificadas de acordo com o seu
tamanho: macrocapsulas (>5,000 pm), microcapsulas (0,2 a 5,000 um) e
nanocapsulas (<0,2 um) (Da Silva, 2014). O mesmo autor em adaptacao de Favaro-

Trindade (2008) mostra alguns métodos aplicados de encapsulagdo com o tamanho
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das capsulas produzidas pelos mesmos, onde para atomizagao o valor encontra-se
de 5-150 ym.

A Tabela 9 apresenta o diametro maior e menor obtido por atomizagéo para
as particulas de cada ensaio efetuado para uma amostragem de 120 capsulas de

cada ensaio.

Tabela 9 - Diametro médio das microcapsulas de L. plantarum produzidas pelo processo de
atomizacao.

. Diametro Diametro D,'a.m etro
Ensaio x1 (X1%) x2 (X2%) . médio * DP
menor (um) Maior (um) (um)

1 -1(2,2) -1 (0,6) 1,09 11,79 3,71+£2,80
2 +1(7,8) -1 (0,6) 2,43 11,20 5,88+2,21
3 -1(2,2) +1(1,4) 0,97 10,00 4,26+2,55
4 +1(7,8) +1(1,4) 3,98 14,99 6,41+2,89
5 -1,41 (1,0) 0(1,0) 1,74 8,14 4,68+2,17
6 +1,41 (9,0) 0(1,0) 2,90 15,25 6,39+3,21
7 0(5,0) -1,41 (0,4) 2,29 7,23 4,41+1,00
8 0(5,0) +1,41 (1,6) 2,22 11,27 5,792, 77
9 0(5,0) 0(1,0) 1,96 9,94 4,34+2 .59
10 0(5,0) 0(1,0) 1,69 12,76 4,71+2,59
11 0(5,0) 0(1,0) 1,83 14,29 4,59+2,15
12 0,2 (6,4) 0(1,0) 2,35 11,08 6,28+2,34

Nota: x1, x2: valores codificados para as propor¢des de mistura das variaveis Acrycoat S100 e L.
plantarum, respetivamente; (X1%) e (X2%): valores reais da concentragédo (m.v'1) das respetivas
proporgdes adicionadas na mistura da suspensao.

O tamanho das particulas variou de 0,97 ym a 3,98 ym para o menor
diametro e 7,23 uym a 15,25 ym para o maior diametro. Com esta variagao verificou-
se que tanto a quantidade de CAM (Acrycoat® S100) como de L. plantarum pode ter
influenciado nos diferentes tamanhos obtidos. Por meio da andlise dos efeitos das
variaveis, verificaram-se efeitos positivos com significancia (p<0,05, R?=0,9179)
tanto para o termo linear (1,67) como quadratico (0,87) para variavel quantidade de
Acrycoat® S100 e para o termo linear (0,74) para a variavel quantidade de L.
plantarum na suspensao de atomizacdo. Indicando, para a faixa estudada, que o
aumento das quantidades de ambas as variaveis, proporcionou capsulas de maior
diametro. O que pode ser evidenciado nos ensaios 2, 4, 6 e 8, cujas misturas
levaram a producdo de emulsdes mais viscosas e formacao de particulas de maior
tamanho. Em contraste a reduzida quantidade revelou-se em aglomerados
deformados visualizados no ensaio 5. Podera também ter influenciado o didmetro do
bico escolhido do atomizador (0,7 mm) (OKURO, 2013). Carneiro et al. (2013),
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relataram que maior viscosidade do meio transportador resultou em maiores
goticulas formadas durante a atomizagédo e, consequentemente, particulas maiores
apos a secagem.

Segundo Heidebach et al. (2009) a adicdo de particulas na formulagao de
alimentos pode influenciar diretamente a parte sensorial destes sendo que em
tamanho reduzido evitam um impacto negativo.

Fang e Bhandari (2010) afirmaram que valores entre 10 a 100 um s&o os
esperados para microcapsulas obtidas pela secagem por atomizagdo. Para Hansen
et al. (2002) valores de tamanho inferiores a 100 ym s&o desejaveis a fim de evitar
uma influéncia negativa a nivel de textura e assim permitir a sua adicdo a varios
tipos de alimentos.

Em contra partida, Chandramouli et al. (2004) defenderam que se o tamanho
da particula for muito reduzido as matrizes encapsulantes podem nao conseguir ser
eficazes na protecdo exercida do seu conteudo, observando que em condi¢des
gastricas a viabilidade do micro-organismo Lactobacillus spp, era tanto maior quanto
maior o didmetro da capsula. Este elevado tamanho podera também influenciar nas
propriedades fisicas que as caracterizam, como € o caso da higroscopicidade. Como
relatado por Tonon et al. (2009), quanto maior for o tamanho de particula, menor a
area de superficie exposta e, por conseguinte, mais baixa é a adsorgdo de agua a
partir do ar ambiente.

Desta forma os valores obtidos estdo dentro do que se pode esperar na
aplicagdo de um processo de secagem para encapsulagao de micro-organismos

com formacéao de pds e assim aptos a ser aplicados em alimentos.

5.2.3 Propriedades fisicas

Na Tabela 10 sdo apresentadas as carcateristicas das microcapsulas quanto
a sua umidade, atividade de agua e higroscopicidade.

Na maioria dos casos relatados na literatura, a sobrevivéncia de culturas
probidticas secas por atomizagcdo a temperatura ambiente ou temperaturas mais
elevadas relaciona-se com a estabilidade limitada destas durante o armazenamento.

Normalmente, os probidticos sdo secos a altas temperaturas no processo de
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atomizagao, frequentemente acima de 100°C e 60°C, na entrada e saida de ar
quente, respectivamente, sendo a causa mais provavel da baixa sobrevivéncia,
assim como as rapidas taxas de secagem que produzem igual efeito de insatisfagéao
(LI et al., 2006). Tem sido demonstrada que variam entre as estirpes de probiodticos
Lactobacillus (GARDINER et al., 2000). Para Chavez e Ledeboer (2007) este parece
ser o desafio mais dificil a ser superado antes de aplicar os probiéticos secos em
alimentos industrializados. Os autores Ananta, Volkert e Knorr (2005) mencionaram
que quer para utilizagdo como um alimento complementar ou como um constituinte
de culturas de arranque, o elevado grau de viabilidade dos probi6ticos na saude
humana esta relacionado com a minimizacdo da morte celular e as propriedades
fisicas das microcapsulas obtidas durante o processo de secagem por atomizagéao.
As principais dizem respeito a umidade, atividade de agua e higroscopicidade.
Segundo Tonon et al., (2009) sdo essenciais para a estabilidade das microcapsulas

no armazenamento, e para a solubilidade na reconstituicao dos poés.

Tabela 10 - Caracterizagdao das microcapsulas quanto a sua umidade, atividade de agua e
higroscopicidade.

Higroscopicidade

Ensaio X1 (X4%) X2 (X2%) (l;l 'T:;;% Atw;c;c;e de (9 :’gmuoas:r()a())g'1
1 -1(2,2) -1 (0,6) 493+0,06° 0,27 +0,01° 23,86 + 1,73°
2 +1(7,8) -1 (0,6) 2,89+0,07° 0,31+0,00% 7,64 +0,78°
3 -1(2,2) +1(1,4) 5,89+0,13° 0,32 +0,01° 18,16 + 0,00°
4 +1(7,8) +1(1,4) 2,86+0,14° 0,29+ 0,00’ 9,28 + 0,22°
5 -1,41 (1,0) 0(1,0) 4,93 +0,06° 0,25+ 0,019 32,65+ 0,19°
6 +1,41 (9,0) 0 (1,0) 3,51+0,10° 0,36 +0,01° 8,11+ 0,19°
7 0 (5,0) -1,41(0,4) 4,10+0,16" 0,34 +0,00° 12,56 + 0,03°
8 0 (5,0) +1,41(1,6) 4,46+0,11" 0,39+0,01° 12,94 + 0,28°
9 0 (5,0) 0 (1,0) 497 +0,15° 0,41 +0,01%®° 9,00 + 0,04°
10 0 (5,0) 0 (1,0) 5,01+0,08° 0,41+ 0,00° 9,30 + 0,20°
11 0 (5,0) 0 (1,0) 5,00 +0,10° 0,41+ 0,00° 8,99 + 0,29°

Nota: Médias + erro padrao seguidas por letras iguais, na mesma coluna, nao diferiram

significativamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade; x;, x,: valores codificados para as
proporgdes de mistura das variaveis Acrycoat® S100 e L. plantarum BG112, respetivamente; (X; %) e
(X2 %): valores reais da concentracdo (m/v) das respetivas proporgées adicionadas na mistura da
suspensao.

Na maioria dos casos relatados na literatura, a sobrevivéncia de culturas
probidticas secas por atomizagcdo a temperatura ambiente ou temperaturas mais
elevadas relaciona-se com a estabilidade limitada destas durante o armazenamento.
Normalmente, os probidticos sdo secos a altas temperaturas no processo de
atomizagao, frequentemente acima de 100°C e 60°C, na entrada e saida de ar
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quente, respectivamente, sendo a causa mais provavel da baixa sobrevivéncia,
assim como as rapidas taxas de secagem que produzem igual efeito de insatisfagéo
(LI et al., 2006). Tem sido demonstrada que variam entre as estirpes de probidticos
Lactobacillus (GARDINER et al., 2000). Para Chavez e Ledeboer (2007) este parece
ser o desafio mais dificil a ser superado antes de aplicar os probiéticos secos em
alimentos industrializados. Os autores Ananta, Volkert e Knorr (2005) mencionaram
que quer para utilizagdo como um alimento complementar ou como um constituinte
de culturas de arranque, o elevado grau de viabilidade dos probi6ticos na saude
humana esta relacionado com a minimizacdo da morte celular e as propriedades
fisicas das microcapsulas obtidas durante o processo de secagem por atomizagéao.
As principais dizem respeito a umidade, atividade de agua e higroscopicidade.
Segundo Tonon et al., (2009) sdo essenciais para a estabilidade das microcapsulas
no armazenamento, e para a solubilidade na reconstituicao dos poés.

Neste trabalho o valor de temperatura de entrada de ar na secagem foi
escolhido e fixado para utilizagdo na atomizagao de todos os ensaios com base em
testes preliminares e em dados obtidos da literatura. Foi possivel observar que
quando se empregavam temperaturas de processo muito altas (acima de 100 °C)
resultava em degradagé&o dos compostos de interesse que s&o termossensiveis. Por
outro lado, a temperaturas muito baixas (abaixo de 70 °C) o teor de umidade dos
pOs era consideravelmente alto pelo que se tornava dificil obter a coleta dos
mesmos, uma vez que a higroscopicidade aumentava proporcionalmente,
prejudicando a fluidez dentro do atomizador. Por conseguinte, essas caracteristicas
ao aumentarem a aderéncia as paredes do atomizador, grande parte do po era
retido na cadmara de secagem comprometendo assim a qualidade e quantidade
deste obtido na coleta. As caracteristicas dos ensaios podem ser observadas na
Tabela 10.

Para a propriedade fisica umidade, os valores obtidos variaram de 2,86% no
ensaio 4 a 5,89% no ensaio 3 estando de acordo com os trabalhos como de Cai e
Corke (2000) os quais encontraram valores de umidade entre 1,95% e 6,80%,
empregando 150 °C na temperatura de entrada de ar, para o estudo de pigmentos
de betacianina de Amaranthus com maltodextrina, verificarando que com o aumento
desta os valores da umidade do p6 caiam; no de Wang, Yu e Chou (2004) onde o pé
obtido pela secagem de extrato aquoso de soja contendo probidticos apresentou

umidade entre 4,2% e 10,6%, aumentando estes valores a medida que a
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temperatura aplicada diminuia; no estudo de Chavez e Ledeboer (2007) no qual o
teor de umidade foi compreendido entre 3,8% e 6,0% em microcapsulas produzidas
com proteina isolada de soja associada a carboidratos, como a maltodextrina
(temperatura de secagem de 80 °C); no mesmo ano (2007), Ersus e Yurdagel
obtiveram valores de umidade entre 2,74% e 3,42% ao encapsular antocianinas em
matrizes de maltodextrinas, empregando temperaturas de secagem de 160 °C e 200
°C, respectivamente; e Loksuwan (2007) encontrou valores de umidade entre 2,0%
e 6,0% ao encapsular B-caroteno com amido de mandioca; Behboudi-Jobbehdar et
al. (2013) obtiveram teores de umidade de 1,7% a 5,4% em microcapsulas
produzidas a partir de maltodextrina e proteina de leite concentrada (120 °C — 160
°C na temperatura); Ja para Tosoni e Rodrigues (2013) o teor de umidade das
amostras de propolis microencapsulada variou de no minimo 3,54% até no maximo
7,51% onde as condi¢gdes da secagem foram iguais para todos os ensaios, sendo a
umidade das microcapsulas de prépolis influenciada apenas pela caracteristica
hidrofilica/hidrofobica do material de parede.

Contudo, o teor de umidade nos pos deve ser abaixo de 5% para a
estabilidade de armazenamento segundo os autores Ananta et al. (2004) e Chavez;
Ledeboer (2007) verificando-se que os pods obtidos estdo de acordo com este
parametro para assegurar a estabilidade das microcapsulas a exceg¢ao do ensaio 3.

De acordo com Koc et al. (2010) e Kumar e Mishra (2004) a atividade de agua
deve ter valores situados entre 0,11-0,23 para maioria das cepas de Lactobacillus, o
que néo se verifica em nenhum dos ensaios (Tabela 10). Teixeira et al. (1995) na
secagem de Lactobacillus delbrueckii ssp. e Bulgaricus com temperatura de entrada
de ar de 200 °C e saida de 70 °C, em todas as experiéncias, a sobrevivéncia as
taxas de atividade de agua utilizadas foram mais elevadas a temperatura mais baixa
de armazenamento (entre 4 e 20°C) as quais encontraram-se na faixa de 0,23; Para
Chavez e Ledeboer (2007) os valores de atividade de agua entre 0,11 e 0,23 finais
preveniram a morte celular durante armazenamento, e os valores mais elevados
estavam relacionados com acelerada mortalidade de L. delbruekii estudado; Kha et
al. (2010) obtiveram valores de 0,38 a 0,54 para o p6 do suco da fruta Gac
(Momordica cochinchiennsis) produzidos com diferentes concentragcdes de
maltodextrina; Silva et al. (2011), ao secar extrato de propolis por atomizagédo sem
auxilio de material de parede obteve valor de atividade de agua de 0,43. Este valor

foi superior ao determinado por Da Silva et al. (2013) (0,25 a 0,39), que estudou a
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importancia do material de parede na diminuigcdo da atividade agua, enfatizando-a
na manutencdo da estabilidade microbioldogica e fisico-quimica do produto;
Behboudi-Jobbehdar et al. (2013) também obteve o0 mesmo valor de 0,23 para
microcapsulas produzidas a partir de maltodextrina e proteina de leite concentrada;
os trabalhos de Tonon et al. (2009) indicam que os valores de atividade de agua
devem estar abaixo de 0,3 apds a secagem, desta forma é garantida a estabilidade
dos pods, visto que uma quantidade menor de agua livre estara disponivel para a
flora bacteriana contaminante e para reagdes bioquimicas. Para a atividade de agua
das microcapsulas, obteve-se neste trabalho variagdes entre 0,25 ensaio 5 e 0,41
ensaios 9, 10 e 11 (Tabela 10). Com isto as condigbes empregadas nao foram
adequadas para garantir que a atividade de agua estivesse dentro da faixa
recomendada, verificando-se apenas em trés desses ensaios um bom resultado.
Resultados similares foram obtidos por Fritzen-Freire et al. (2012) para
microcapsulas de bifidum bactéria em leite desnatado.

Em relacdo a propriedade higroscopicidade, uma vez que esta mede a
capacidade de adsorgdo de agua das particulas, ha autores que relacionam nos
seus estudos a reducdo da higroscopicidade com o aumento da concentragcdo de
agentes carreadores nos pos aplicados a alimentos. Tonon et al. (2008) observaram
resultado semelhante a redugdo da higroscopicidade com o aumento das
concentragdes de maltodextrina em agai em pd6 produzido por atomizagao; Cai e
Corke (2000) concluiram o mesmo aplicando a secagem de pigmentos de
betacianina em maltodextrina.

Neste trabalho, o valor mais baixo foi de 7,64 g de agua absorvida por 100 g
do p6 para ensaio 2 e 0 mais alto de 32,65 g de agua absorvida por 100 g do pé
para ensaio 5 (Tabela 10). Observa-se que no ensaio 3 e no ensaio 5 quando a
quantidade de CAM (Acrycoat® S100) estd muito préxima da quantidade de L.
plantarum BG112, este material torna-se muito higroscépico, ou seja, quanto menor
a quantidade de encapsulante mais higroscopica a microcapsula. Outra explicagéo
podera ser obtida se avaliarmos que a menor higroscopicidade das microcapsulas
obtidas estar relacionada com a menor hidrofobicidade do CAM que possui uma
cadeia hidrofobica. Este € um copolimero anidénico baseado em acido metacrilico e
metil metacrilato. Esta caracteristica esta proxima de bio polimeros naturais como
exemplo a maltodextrina comum e acetilada que apresenta os seus materiais

amilaceos de baixo valor de dextrose comportando-se mais proximo de amidos do
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que produtos altamente hidrolisados que naturalmente sdo mais higroscépicos. O
referido vai de encontro ao estudo feito por Tosoni e Rodrigues (2013) o qual mostra
que a higroscopicidade das amostras de propolis microencapsulada variou de 10,45
a 20,79 g de agua absorvida por 100 g do p6. Ja em trabalhos como Silva et al.
(2013) obtiveram valores de 27,4-29,3 e 13,8-15,8, respetivamente, ficando estes
valores distantes aos obtidos no estudo anterior.

Além disso, as diferengas na composi¢cdo dos componentes em causa,
influencia a higroscopicidade visto que esta relacionada também com a presenca de
compostos amorfos, como acgucares. Os acgucares, presentes nas frutas como a
sacarose, a glicose e a frutose, ou os presentes no meio em que cultura bacteriana
cresceu (caldo MRS), sdo responsaveis por fortes interagcbes com a molécula de
agua em razao dos terminais polares presentes nessas moléculas (JAYA; DAS,
2004). No caso do L. plantarum o meio (caldo MRS) em que se encontrava € muito
higroscopico onde a dextrose é a fonte de hidratos de carbono e energia
fermentavel. Moreira (2007), ao caracterizar extrato microencapsulado de residuo
agroindustrial de acerola, obteve valores para higroscopicidade de 34,72 g e 56,44 g
de agua absorvida por 100 g de po.

Também as diferencas de higroscopicidade das amostras podem ser
atribuidas ao tamanho das particulas produzidas com o agente de encapsulagéo.
Como relatado por Tonon et al. (2009), quanto maior for o tamanho de particula,
menor a area de superficie exposta e, por conseguinte, mais baixa € a adsor¢éo de
agua a partir do ar ambiente. Estes autores relataram também o aumento da
higroscopicidade em agentes veiculares com massa molar mais baixa e, por
conseguinte, com cadeias curtas como é o caso do CAM.

Desta forma, o conteudo em agua € um importante indicador de segurancga,
estabilidade e qualidade de produtos secos como pés liofilizados. A umidade torna-
se um fator critico que influencia nas propriedades farmacotécnicas do produto como
no grau de compressibilidade, a tendéncia de aglomeracéo das particulas, além de
sua estabilidade durante o armazenamento (SOUZA; OLIVEIRA, 2012; MENG et al.,
2008; SANTIVARANGKNA; KULOZIK; FOERST, 2007; WANG; YU; CHOU, 2004)
onde Chavez e Ledeboer (2007) lanca um valor de 5% desta como garantia.
Santivarangkna et al. (2008) defende também, que para manter a viabilidade e
sobrevivéncia das particulas probidticas, deve ser mantida a mais baixa possivel. A

higroscopicidade n&o afeta apenas o Rendimento do processo, mas também
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compromete a estabilidade microbiolégica do produto final (SANTOS, 2013). A
atividade de agua esta relacionada a outros fatores como: a temperatura, a
exposicao a luz e ao oxigénio, e estabilidade ao tempo de armazenamento de
alimentos. Em geral, valores acima de 0,6 favorecem diversas reacgdes indesejaveis
como oxidacao, reacao de Maillard, acdo de enzimas e, consequentemente, menor
vida util dos produtos (FENNEMA, 2010). Em contra-partida, o excesso de secagem
pode diminuir a viabilidade e a estabilidade dos micro-organismos (DE VALDEZ et
al.,, 1985a). Mortalidade de bactérias comega a ocorrer durante o processo de
secagem e continua durante o armazenamento. E um resultado combinado do
estresse e fatores a que os probidticos sao submetidos, ndo dependendo apenas da
selecdo dos melhores sobreviventes apds a secagem por esta técnica (CORCORAN
et al. 2004); LI et al. (2011) relata que o 6timo teor de umidade residual varia com a
composicéo do fluido no qual os micro-organismos sdo secos, com a atmosfera de
armazenamento, e com as especies utilizadas. Ja Behboudi-Jobbehdar et al. (2013)
indicam que é a temperatura de entrada do ar de secagem e a vazao de alimentagao
0s quais apresentam efeito significativo no teor de agua das microcapsulas. O
aumento nos valores do primeiro se aliados a redugédo do segundo, resultam em pos
com maior atividade de agua e umidade. Assim, nem toda agua presente no material
esta disponivel para crescimento microbiano pois dependera muito das condigdes do
meio, e reagdes quimicas ou enzimaticas (BALDIM; OLIVEIRA; SOUZA, 2015).

5.2.4 Analise de Comportamento Térmico

5.2.4.1 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) e Analise Termogravimétrica
(TGA)

A curva de DSC obtida para a amostra de L. plantarum BG112 néao
encapsulado (Figura 14) apresenta um pico endotérmico a temperatura de 127 °C,
que pode estar relacionado a ebulicdo da agua presente na amostra de micro-
organismo e aumento da mobilidade molecular. Para o CAM (Acrycoat® S100)
observa-se um pico discreto a temperatura de 220 °C, sugerindo sua temperatura de
fusdo cristalina (T,). Sharma et al. (2011) reportaram T, de 216,2 e 188,5 °C,
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respectivamente, para amostras de Eudragit® L100 e S100, polimeros similares ao
CAM e utilizados na encapsulacao de papaina. T, de 180 °C foi reportada por Silva-
Buzanello et al. (2015) para Eudragit® S100 utilizado na nanoencapsulagdo de
curcumina.

Nao foram observados eventos térmicos nos termogramas das amostras de L.
plantarum encapsulado, MP 10 e 5 (Figura 14). Picos de transigéo vitrea e de fusao
cristalina ndo foram identificados demonstrando a natureza amorfa das

microcapsulas.

MC 5

MC 10

Acrycoat

Endotérmico

R

Fluxo de calor (m.v?)
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N

100 150 200 250 300
Temperatura/ °C

Figura 14 — Curvas de DSC correspondentes as amostras de L. plantarum BG112 livre e
encapsulado (MC 10 e MC 5) e Acrycoat® $100.

As curvas termogravimétricas (TGA) apresentadas na Figura 15 permitem que
se observe o comportamento da perda de massa das amostras em funcdo do
aumento da temperatura. As curvas derivadas correspondentes as curvas TGA
também foram determinadas objetivando a melhor compreensdo dos eventos

térmicos. Para o L. plantarum BG112 livre observa-se perda de 10% de massa ja ao
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atingir 130 °C. Este comportamento é esperado em virtude da presenga de umidade
da amostra. Além disso, a perda de massa do micro-organismo ocorre
gradativamente, alcangando cerca de 25% a 190 °C; 45% a 285 °C e 70% a 478 °C,
caracterizando a degradagédo dos componentes da amostra sendo a intensidade das
mesmas visualizadas pela curva derivada. Ja para o Acrycoat® S100 a perda de
10% de massa ocorreu apenas a 345 °C, observando sua degradagéo a temperatura
de aproximadamente 428 °C. Nas amostras do micro-organismo encapsulado
observa-se para MC 10 um comportamento similar ao apresentado pelo polimero
puro, contudo, um pico largo foi obtido na curva derivada entre as temperaturas de
335 e 365 °C correspondente a perda de massa acentuada, indicando o rompimento
da microcapsula com degradagdo do encapsulante e encapsulado. Ja para MC 5
uma perda de massa de 20% ja é observada a 278 °C indicando a presenga do

micro-organismo na parte externa da microcapsula.
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Figura 15 - Curvas TGA (preto) e curvas derivadas correspondentes (azul) para as amostras de
L. plantarum livre (a), Acrycoat®S100 (b), L. plantarum encapsulado MC 10 (c) e MC 5 (d).

Dois eventos térmicos podem ser observados mediante a curva TGA derivada
para o L. plantarum livre (Figura 15a), um primeiro a temperatura de 128 °C e um

segundo a 188 °C. Estes mesmos eventos podem ser identificados na curva para
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MC 10 contudo, houve deslocamento da temperatura para 152 °C e 222 °C,
respectivamente. O mesmo comportamento néo foi observado para MC 5, uma vez
que o primeiro evento térmico caracteristico do microrganismo ocorre a 145 °C e na
sequéncia uma série de outros eventos sdo observados caracterizando a presenca
de microrganismo na parte externa da microcapsula e degradagéo dos constituintes.

Estes resultados confirmam a maior eficiéncia de encapsulagdo nas
condigdes experimentais das microcapsulas do ensaio 10 em comparagao as do

ensaio 5.

5.2.4.2 Analise de Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier —
(FTIR-UATR)

Os espectros de infravermelho do encapsulante copolimero do acido
metacrilico (Acrycoat® S100) e das células livres e encapsuladas de L. plantarum
BG112 correspondentes as microcapsulas (MC) de maior e menor Eficiéncia de
encapsulagdo — ensaios 10 e 5, respectivamente — est&do representadas na Figura
16.

Bandas de absorgdo em 1725 e 1150 cm™ foram observadas no espectro
FTIR-UATR na amostra de Acrycoat® S100 sendo estas, respectivamente,
caracteristicas das vibragdes C=0 dos grupos carbonila esterificados e das
vibragbes éster (C-O) (MEHTA et al. 2013). Estas duas bandas sao caracteristicas
para o material de parede e também foram identificadas nos espectros MC 10 e MC
5, sugerindo a presenga do polimero encapsulante na regido externa da
microparticula. Contudo, apesar de se ter observado um efeito hipocromico em
relagdo ao material de parede puro, a intensidade das bandas foi superior na MC 10,
em relacdo a MC 5. No espectro FTIR-UATR das células viaveis de L. plantarum
observa-se uma banda de absor¢do a 1580 cm™, correspondente & faixa da banda
amida Il. As mesmas, também foram identificadas nas amostras do microrganismo
encapsulado, contudo, mais efeito hipocrémico foi observado na MC 10 sugerindo
maior efeito protetor do polimero nas condicbes deste ensaio. Neste caso, a
quantidade de polimero foi suficiente para aprisionar o micro-organismo, diferente do
observado para o MC 5 onde registou-se banda mais intensa, sugerindo a presenca
do micro-organismo na parte externa da microcapsula. Estes resultados corroboram

com o fato de que a bactéria foi encapsulada com Acrycoat® S100 e com os
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resultados de eficiéncia de encapsulacédo, tendo um processo mais eficiente no

ensaio 10 (86,8%) do que no ensaio 5 (6,1%).

1150cm”’

1725cm” 1580cm’’

Absorbancia

| L. plantarum :

0,0
Acrycoat

T T T T T
2000 1800 1600 1400 1200 1000

’ -1
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Figura 16 - Espectros de infravermelho (FTIR-UATR) das amostras de Acrycoat® S100 e das
células livres e encapsuladas de L. plantarum correspondentes as microcapsulas dos ensaios

10 e 5.

5.2.4.3 Analise para ponto 6timo

O espectro FTIR-UATR (Figura 17) correspondente ao ensaio de L. plantarum
BG112 encapsulado 6timo apresentou caracteristicas similares as ja reportadas para
as MC 10, onde bandas de absorg&o caracteristicas do polimero encapsulante (1725
cm” e 1145 cm'1) foram observadas em maior intensidade e a banda caracteristica

para o microrganismo em 1580 cm™ em menor intensidade, confirmando a Eficiéncia

de encapsulagao obtida.
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Figura 17 - Espectros de infravermelho (FTIR-UATR) da amostra de L. plantarum encapsulado
correspondentes as microcapsulas do ensaio 6timo.

Com o termograma (Figura 18a) obtido para MC correspondente ao ensaio
otimo também foi possivel identificar a estrutura amorfa das microcapsulas obtidas,
assim como observado para MC 5 e MC 10, ndo havendo eventos de transigao
vitrea e nem mesmo de fusdo cristalina. Nas analises termogravimétricas (TGA) as
curvas obtidas (Figura 18b) foram similares as apresentadas para MC 10, havendo
da mesma forma um deslocamento para os dois eventos térmicos iniciais
caracteristicos para o micro-organismo, sendo nas microcapsulas apresentados em
152 °C e em 222 °C, respectivamente, o que confirma a Eficiéncia de encapsulagao

do processo.
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Figura 18 — Curva DSC (a) e TGA (preto) e curvas derivadas correspondentes (azul) (b) da
amostra de L. plantarum encapsulado correspondente ao ensaio 6timo.

5.3 APLICAGAO DO L. plantarum BG112 ENCAPSULADO NA PRODUGAO DE
SALAME TIPO MILANO

5.3.1 Determinacgao das Curvas de pH e Perdas de Peso Durante a Maturacao

Os salames foram maturados por 30 dias (KRUMMENEAUR, 2015), tempo
suficiente para que o processo de fermentagdo microbiana viabilizasse a obtengéo
dos nutrientes, atributos sensoriais tipicos desses produtos e alto poder de
conservagao contra micro-organismos deteriorantes. Esse tempo foi superior ao
reportado por Campagnol et al. (2007) ao elaborarem de salames utilizando como
cultura starter Lactobacillus plantarum fermentado em meio de plasma de suino com
apenas 21 dias de maturacédo, Degenhardt e San’'tanna (2007) ao desenvolverem
salames tipo Italiano de modo avaliar a sobrevivéncia de Listeria monocytogenes
apresentando um tempo de maturacdo de 28 dias, e Macedo et al. (2008) ao
produzirem salame tipo Italiano fermentado por cultura de Lactobacillus probioticos
maturado durante 25 dias.

A redugao do pH em salames é ocasionada pela acdo de bactérias acido-
laticas sobre os agucares com consequente produgao de acido lactico resultante da
metabolizagdo dos carboidratos (LUCKE, 2000). As curvas de pH representadas na
Figura 19 indicam que o pH variou de 5,5-5,3 desde o inicio do processo de
maturacao até ao final deste (30 dias), e dentro dessa faixa as oscilagdes entre os

valores mantiveram-se muito proximas entre si para ambos os salames.
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Figura 19 - Curva de decréscimo do pH dos salames.

Porém, a partir do vigésimo sétimo dia de fermentagdo, para ambos os
salames, ocorreu um aumento nos valores do pH. Essa elevacdo no valor do pH
durante a etapa de maturacdo esta de acordo com o encontrado em varios outros
salames fermentados (GRECO et al., 2005; GARDINI et al., 2002;SAMELIS et al.,
1994). A razao apresenta-se pelo provavel aumento da atividade proteolitica, com a
formacdo de peptideos, aminoacidos e compostos nitrogenados nao protéicos
(DURA; FLORES; TOLDRA, 2004; FRANCO et al., 2002; SANZ et al., 1997).

De modo geral, o resultado foi similar ao encontrado no trabalho de autores
como Sameshima et al. (1998) com valores de 5,0-5,2 em salames adicionados de
Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus paracasei para o mesmo tempo de
maturacdo. Estas variagbes podem ter sido decorrentes da matéria-prima e
formulagdes utilizadas.

Em alguns paises, o valor do pH dos salames € um dos critérios utilizados
para o controle de sua qualidade (BOZKURT; ERKMEN, 2002), entretanto, no Brasil,
o Regulamento Técnico de ldentidade e Qualidade de Salame (BRASIL, 2000) n&o

utiliza o valor do pH como parametro de controle.
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Além da variagdo do pH, a perda de peso (Tabela 11) também é um fator
decorrente da desidratacdo dos salames, resultando numa consequéncia natural do

seu processo de maturagao.

Tabela 11 - Perda de peso das amostras de salame.

Amostras Perda de peso* (%)
SLPE 38,952 +1,37
SC 37,73% 0,66

Nota: * Médias * desvio padrao seguidos de letras iguais na mesma coluna indicam que as amostras
nao diferem estaticamente (p>0,05, teste t); SC: Salame Controle; SLPE: Salame L. plantarum
Encapsulado

Os resultados indicam que as amostras nao diferiram estaticamente entre si
(p>0,05). CAMPOS (2002) verificou perda de peso ao final do processamento em
salame tipo Italiano entre 37,9% e 40,7%. MACEDO (2005) encontrou valores de
perda de peso entre 30,46% e 38,18% em salames elaborados com cultura
probidtica. Dalla Santa (2008) observou diferentes perdas de peso dos salames em
que 37,60% foi no controle, 40,41% para L. plantarum 503 e 37,55% L. plantarum
341; e com os de Krummenauer (2015) ao conseguirem percentuais de perda de
peso proximas de 41% em amostras de salame tipo Milano com substituicdo parcial
do toucinho por queijo mussarela. Dessa forma, os resultados encontrados neste

trabalho sido semelhantes aos citados anteriormente.

5.3.2 Determinagao da Composi¢ao Centesimal e das Propriedades Fisico-Quimicas

As duas amostras de salame elaboradas apresentaram-se dentro dos
padrbées exigidos pela Legislacdo Brasileira, em todos os parametros, considerando
a Instrugcdo Normativa n°® 22 de 31/07/2000 — MAPA — Regulamento Técnico de
Salame tipo Milano (BRASIL, 2000) (Tabela 12).
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Tabela 12 - Resultados da composi¢ao centesimal e actividade de agua das amostras de
Salame Controle e Salame com L. plantarum BG112 encapsulado.

Determinagdes Legislagao* SC** SLPE***
Umidade (g.100 g™ Max. 35 30,9+ 0,7 30,37+ 0,5
Proteina (g.100 g”) Min. 23 31,3+ 0,5 30,6°+ 0,6
Lipidios (g.100 g™ Max. 35 295%+1,7 28,9°+0,4

Cinzas (g.100 g™ - 6,9°+0,2 6,57+ 0,1
Atividade de agua Méax. 0,90 0,86°% + 0,00 0,84% £ 0,00

Nota: * Instru¢do Normativa n° 22 de 31/07/2000 — MAPA — Regulamento Técnico de Salame tipo
Milano; **SC: Salame Controle; ***SLPE: Salame L. plantarum Encapsulado; Médias + desvio padrao
com letras diferentes sobrescritas na mesma linha indicam que ndo houve diferenga entre os
tratamentos (p=0,05, teste t).

A reducdo da umidade e consequentemente da atividade de agua durante a
etapa de maturagdo permite o desenvolvimento da textura e do flavor,
caracteristicos deste tipo de produtos (FERNANDEZ et al., 2000). Neste estudo,
apresentaram valores de 30,9 g.100 g no SC e 30 g.100 g™ no SLPE, o que indica
que a umidade durante a maturacdo diminuiu, uma vez que depende de fatores
internos e externos, bem como de uma fermentacao latica eficiente e do tempo
necessario de cura (COMI et al., 2005; SOYER; ERTAS; UZUMCUOGLU, 2005).
Macedo (2005) obteve teores de umidade entre 36,55 g.100 g e 42,54 g.100 g
para salames elaborados com cultura probidtica.

Sendo a atividade de agua um dos fatores mais relevantes para a
multiplicagcdo microbiana e desta forma influenciadora para a estabilidade dos
alimentos, os valores observados para o salame controle foram ligeiramente mais
altos que para o salame com o probidtico inserido (Tabela 12) (p<0,05), mas em
ambos os casos atenderam ao determinado pelo Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade de Salame (BRASIL, 2000). Estes resultados determinam a
estabilidade dos mesmos relativamente as alteragcbes microbianas indesejaveis.
Desta forma os produtos com tais caracteristicas n&do necessitam de
armazenamento sob

refrigeragdo. A vida utii de salames classificados como estaveis é
determinada principalmente por deterioracbes quimicas e fisicas, como a
rancificagao e a descoloragdao (AMBROSIADIS et al., 2004).

Sendo assim, essa desidratacdo contribuiu também para o aumento do teor
de proteinas e lipideos (SOYER; ERTAS; UZUMCUOGLU, 2005), importantes tanto
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pelo aspecto nutricional como por suas propriedades tecnoldgicas (IBANEZ et al.,
1997).

Uma vez que a quantidade minima esperada para o parametro proteina era
de 23 g.100 g'1, as amostras corresponderam adequadamente (31,3 g.100 g'1 para o
SC; 30,6 g.100 g para o SLPE). Em seu trabalho, Macedo (2005) obteve salames
com teores de proteinas entre 21,81 g.100 g e 24,78 g.100 g™ e teores de gordura
entre 28,77 g.100 g'1 e 33,17 g.100 g'1, apos 28 dias de processamento. Outros
estudos relatam a utilizagcado de diferentes quantidades de gordura na producao de
salames e o efeito direto sobre as caracteristicas fisicas, a composi¢cdo quimica e a
aceitagdo sensorial dos salames (SOYER; ERTAS; UzZUMCUOGLU, 2005;
AMBROSIADIS et al., 2004; NASSU; GONCALVES; BESERRA, 2002). Quanto ao
teor de gordura ambas as amostras atenderam ao especificado na legislagéo
(Tabela 12) ndo havendo diferenga significativa entre as elas (p>0,05). Em relagao
ao teor de cinzas os valores obtidos (Tabela 12) para ambas as amostras foram
similares a valores obtidos por Krummenauer et al. (2015) na analise de amostras
comerciais, nas quais observaram valores de 5,9 e 6,4%.

Portanto, no geral as amostras avaliadas apresentaram resultados coerentes
e adequados para as determinacdes efetuados em relagdo aos valores de umidade,
proteina, lipideos, cinzas e atividade de agua.

Considerando os parametros de cor e forga de cisalhamento observados nos
salames maturados, verificou-se auséncia de diferengas significativas (p>0,05) entre

o salame com cultura probiotica (SLPE) e o de controle (SC) (Tabela 13).

Tabela 13 - Resultados das medidas instrumentais de cor e textura (forca de cisalhamento)
para as amostras de salame.

Determinagdes *SC *SLPE
L* 45,60° + 1,48 42,93% + 3,39
a* 12,09% + 0,82 10,62% £ 1,43
b* 8,77%+ 0,63 9,75+ 0,80
Forca de cisalhamento (N) 27,8°+ 114 29,8°+95

Nota: Médias + desvio padréo seguido de letras iguais sobrescritas na mesma linha indicam que néo
houve diferenga significativa entre as amostras (p>0,05, teste t) ; *SC: Salame Controle; **SLPE:
Salame L. plantarum Encapsulado

O processo de secagem e maturagao dos salames esta relacionado com a

medida L* onde os valores representam a cor atingida pela concentragdo de sélidos
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aumentar pelo efeito da desidratagdo, ou seja, os salames tendem a escurecer no
decorrer do processo de cura (PEREZ-ALVAREZ et al., 1999). Os valores obtidos
foram inferiores aos observados por Cavenaghi (1999) em salames Italianos com
valores de 47,6 e 49,6 para a luminosidade (L*) e superiores ao encontrados por
Garcia, Gagleazzi e Sobral (2000) em salame tipo Italiano apdés 20 dias de
processamento. Macedo (2005) obteve valores de luminosidade (L*) que variaram
de 41,98 a 47,76 no final do processamento (28 dias) ao elaborar salames com
culturas lacticas probidticas.

Com relacédo a intensidade de vermelho (a*) observaram-se valores de 12,09
e 10,62 para SC e SLPE, respectivamente. Este valor a* também esta relacionado
ao processo de cura e maturagdo dos salames. O principal pigmento carneo,
mioglobina, interage com o 6éxido nitrico formando um composto denominado de
nitrosomioglobina, representativo de carnes curadas e susceptivel de sofrer
oxidacao (ZANARDI et al., 2002). Resultados obtidos foram inferiores aos do estudo
de Dalla Santa (2008) para os valores 18,85 e 20,74 no indice a* (cor vermelha) e
superiores ao indice de cor amarela, b*, com valores entre 6,89 e 7,88. Campagnol
(2007) conseguiu valores entre 11,00 a 24,04 em a* e 6,89 a 12,95 para b*
corroborando os resultados uma vez que se encontram dentro destas faixas.

O parametro b* (intensidade de amarelo) representa o consumo de oxigénio
realizado pelos micro-organismos das culturas inseridas, tanto a cultura starter como
a cultura probiética durante a sua fase de crescimento exponencial (PEREZ-
ALVAREZ et al., 1999). De acordo com os resultados € possivel afirmar que o L.

plantarum nao interferiu nas medidas instrumentais do salame.

5.3.3 Determinagdes Microbiolégicas

Os resultados das analises microbiologicas das amostras de salames estao
apresentados na Tabela 14.



93

Tabela 14 - Resultados da qualidade microbiologica dos salames.

Determinagdes Legislagao* *SC **SLPE

Salmonella spp. (em 25 g) Auséncia Auséncia Auséncia
Staphylococcus coagulase positiva (UFC.g™) 5x10° <10° <10?
Coliformes a 45°C (UFC.g™") 10° <10’ <10’
Clostridium sulfito redutor a 46° C (UFC.g™") - <10’ <10’

Bactérias acido-laticas totais (UFC.g™") - 1,48x10° 2,45x10°

Bactérias aerobicas mesofilicas (UFC.g™) - 8,57x10° 4,60x10°

Nota: * RDC n° 12 de 02/01/01 (BRASIL, 2001); **SC: Salame Controle; ***SLPE: Salame L.
plantarum Encapsulado; Os resultados para bactérias aerébicas mesofilicas, bactérias lacticas totais,
Clostridium sulfito redutor a 46° C, Coliformes a 45°C e Staphylococcus coagulase positiva sédo
expressos em log unidades formadoras de coldnias por grama de amostra (log UFC.g-1).

Sabe-se que a qualidade microbiolégica da matéria-prima é um fator
fundamental, bem como a capacidade de acdo e transformagado que a microflora
nativa exerce na transformagéo da matéria-prima em produto final.

Todas as amostras analisadas atenderam aos critérios estabelecidos pela
legislacdo brasileira (BRASIL, 2001), a citar a pesquisa de Salmonella spp.,
contagem de Staphylococcus coagulase positiva, contagem de Coliformes a 45 °C e
contagem de Clostridium sulfito redutora 46 °C, sendo consideradas aptas para o
consumo. O resultado das bactérias aerobicas mesofilicas apresentou contagem 8
log UFC.g" para ambas as amostras. Ambrosiadis et al. (2004) avaliando 67
amostras de salame tradicionais da Grécia, encontraram valores médios para
aerobios mesdfilos de 8 log UFC.g™", com um minimo de 5 log UFC.g™ e um maximo
préximo a 9 log UFC.g™, corroborando o resultado obtido. Em estudos de Moretti et
al., (2004); Comi et al., (2005) a contagem total durante a maturag&o traduziu-se em
valores entre 7 log UFC.g-1 a 9 log UFC.g-1 no produto final ao caracterizar salames
fermentados tipicos lItalianos. Da mesma forma, Rubio et al. (2014) obteve 8 log
UFC.g'1 ao final do tempo de maturacdo em embutidos fermentados de baixa acidez
(designados de fuets) ao utilizar cepas de Lactobacillus probidticos.

A concentracdo de bactérias lacticas presentes no inicio da fermentacao é
bastante variavel. Vai influenciar a diminuicdo do pH dependendo do rapido
desenvolvimento das mesmas com a metabolizacdo de carboidrato que leva a
formacgao de acidos organicos, principalmente o acido lactico, e direta descida do pH
(COMI et al., 2005). Neste estudo constatou-se que o SLPE apresentou contagem 8
log UFC.g'1, sendo 3 log superior ao SC. Este resultado esta de acordo com o que a
ANVISA estipula para quantidade minima viavel por por¢do para ser considerado
probiotico. Autores como Coman et al. (2012) demonstraram que a combinagao de
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duas cepas de probidticos teve uma agao mais benéfica (L. rhamnosus IMC 501 e L.
paracasei IMC 502) em salame italiano e salame suigo capazes de dominar as LAB
enddgenas durante o processo inteiro, atingindo niveis de 10® UFC.g" que
permaneceram até um maximo prazo de validade indicado pelo produtor.

Ja os autores Soyer; Ertas; Uzimclioglu (2005) defendem que a
concentracdo de BAL ¢é influenciada pela temperatura de maturacdo e o teor de
gordura, sendo que os salames destes produzidos com 10% de gordura tiveram
contagens maiores, seguidos daqueles com 20% e 30% de gordura.

Por norma, as quantidades elevadas de BAL contribuem com a seguranga e a
estabilidade microbiolégica dos salames, devido a producdo de substancias
denominadas de bacteriocinas, capazes de inibir o crescimento de algumas
espécies de bactérias patogénicas e também da flora microbiana deteriorante (DE
VUYST; FALONY; LEROY, 2008; TERRA, 2003; DE MARTINS et al., 2002; ROSA et
al., 2002; HANSEN, 2002; HOLZAPFEL, 2002). Uma solugdo para aumentar a
concentragdo de BAL podera ser possivel pela elaboragao de uma nova formulagao
de salames em que haja aplicagdo de mais de uma cepa de Lactobacillus, ou
melhorar as condi¢des de maturacéo.

5.3.4 Analise Sensorial

A analise sensorial das amostras de salame com diferentes formulagdes
(Tabela 15) foi realizada apdés uma semana do término do processo de maturagéo e
ap6s obtencdo dos resultados da analise microbiolégica, verificando que todas as
formulacdes estavam dentro dos padrdes estabelecidos.

Realizada por uma equipe montada (141 provadores) para analisar as
caracteristicas sensoriais do produto, a analise mostrou que os avaliadores foram
predominantemente do sexo feminino (55,3%), com idade inferior a 26 anos (80,9%).
O perfil de instrucdo revelou que a grande maioria dos consumidores (87,2%)
apresentaram escolaridade ao nivel de ensino médio completo e/ou superior
incompleto, seguido com 8,5% de superior completo e/ou poés-graduados incompleto
e 4,3% de pos-graduados completo. Em relagdo a situagao profissional, a maioria
(67,4%) dos consumidores foram os universitarios e os demais (32,6%) afirmaram

desempenhar outras atividades profissionais. A maioria dos participantes é
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consumidor de produtos carneos (99,3%) equilibrando os diferentes tipos de
produtos consumidos (salame, presunto e apresuntado, hamburguer, empanado,
mortadela e linguica). A frequéncia de consumo destacou-se com 58,9% para o
parametro “Ocasionalmente”, 22,0% uma vez por semana, 11.3% de trés vezes por
semana e 7,8% todos os dias.

Conforme observado na Tabela 15 os valores médios obtidos na avaliagao
sensorial relativo ao perfil de caracteristicas das amostras mostraram nao diferir
estatisticamente entre si (p>0,05) quando avaliadas pelo teste afetivo da escala
hedbnica de 10 pontos para os atributos cor, aroma, sabor, textura, e intencdo de
compra, revelando que nao houve uma amostra mais aceita em relagdo a outra.

Os resultados da sensorial sobressaem aos encontrados no trabalho de Dalla
Santa, (2008) ao avaliar a qualidade de salames artesanais e selecionar culturas
starter (L. plantarum 503, L. plantarum 341 e L. plantarum 341 + pdlen) para a

produgao de salame tipo Italiano.

Tabela 15 - Resultados da analise sensorial dos salames.

Parametros sensoriais SC SLPE
Teste de preferéncia
Soma de julgamentos 59° 82°
Escala hedbnica
Cor 7,02+20 6,8°+1,7
Aroma 7,00+£20 72°+18
Sabor 7619 7.6°+17
Textura 7.77+17 76°+£17
Aceitagdo global 7,77+ 1,6 76°+£15
Intengé&o de compra 74219 74°+19
Indice de aceitabilidade
Cor 70% 68%
Aroma 70% 72%
Sabor 76% 76%
Textura 7% 76%
Aceitacéo global 77% 76%
Intencéo de compra 74% 74%

Nota: Teste de preferéncia: somas com letras diferentes sobrescritas na mesma linha diferiram entre
si (n = 141; p<0,05); Escala hedbnica: médias dos valores sensoriais + desvio padrdo (n = 141);
medias com letras iguais sobrescritas na mesma linha nao diferiram entre si (p>0,05).

Os indices de aceitabilidade (IA) calculados para as amostras em analise em
relacdo aos quatro atributos analisados pelos julgadores (Tabela 15), mostraram boa
aceitagdo. Considerado como limite minimo de 70% para um produto ser
sensorialmente aceitavel (TEIXEIRA; MEINERT; BARBETTA, 1987) os resultados
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correspondem as expectativas, concluindo-se que a substituicdo da cultura starter
comercial por L.plantarum BG112 nao influenciou os atributos sensoriais avaliados.

Em salames elaborados com diferentes cepas de Lactobacillus (plantarum,
rhamnosus, sakei) e uma de P. pentosaceus dos autores Erkkila et al., (2001) n&o
foram observadas diferengas significativas no perfil do flavor entre os salames nos
diferentes tratamentos. A cor € a caracteristica sensorial mais apreciada e mais
influenciadora sobre o julgador como primeiro parametro a ser avaliado. Estes
valores podem estar relacionados com os valores de umidade conseguidos com
consequente concentragdo dos pigmentos responsaveis pela cor vermelha A
umidade também incide sobre a textura devido a desidratacdo no processo de
maturacdo, a qual neste trabalho nado teve influencia. Campagnol et al. (2007) ao
elaborarem salames com a inoculagdo de L. plantarum e S. xylosus nao foram
observadas alteracbes sensoriais perceptiveis na cor, aroma e textura. Porém, o
sabor desses salames foi agradavelmente superior aos salames produzidos sem a
adicao de culturas starter ou aqueles produzidos com a adi¢cdo de starter comercial,
contendo Pediococcus pentosaceus e S. xylosus.

No teste pareado-preferéncia, dos 141 provadores, 82 preferiram a amostra
de SLPE, contra 59, que preferiram o SC. Conforme Roessler et al. (1978) s&o
necessarios 83 julgamentos minimos para uma das amostras ser considerada
preferida (p<0,05). Portanto, o teste pareado-preferéncia confirmou nao haver
preferéncia entre o salame probidtico e a amostra controle (p>0,05).

Assim, a cepa de L. plantarum BG112 isolada e aplicada no salame pode ser
utilizada como cultura starter na produgéo de salames com caracteristicas sensoriais

semelhantes aos produzidos com a utilizagao de culturas starter comerciais.
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5 CONCLUSAO

A otimizagdo do processo com Acrycoat® S100 seguido de secagem por
atomizacdo (spray drying) utilizando um planejamento experimental permitiu a
obtencdo de microcapsulas com alta concentracdo de células viaveis de L.
plantarum BG112. Os valores de Rendimento e Eficiéncia foram adequados, uma
vez que as modificacbes nas porpor¢cdes das variaveis de processo afetaram
significativamente estas respostas. Os dados demonstraram a capacidade do
Acrycoat® S100 como uma opgdo interessante de material de suporte para a
microencapsulagdo de probidticos, visto que aumentara as chances de serem
liberados no local pretendido.

As microcapsulas apresentaram caracteristicas semelhantes ao esperado em
processo de microencapsulagao onde atividade de agua, higroscopicidade, umidade
e tamanho foram adequadas. As analises do comportamento térmico e de FTIR-
UATR indicaram uma possivel interacdo entre o copolimero do acido metacrilico
(encapsulante) e o micro-organismo (material ativo), pela formacao de estruturas
com propriedades térmicas e caracteristicas diferentes nos diversos ensaios. As
curvas de DSC e TGA sugeriram ainda que as microcapsulas sao estaveis as
temperaturas de processamento de alimentos.

Foi possivel desenvolver uma formulacdo de salame tipo Milano fermentado
com L. plantarum estavel em relacdo ao pH, uma vez que néo apresentou diferenca
significativa quando comparado com a formulagao controle. Em relagdo aos demais
parametros fisico-quimicos a amostra com L. plantarum encapsulado atendeu a
legislagao vigente.

N&o houve desenvolvimento de Salmonella spp, € 0s micro-organismos
Staphylococcus coagulase positiva, Coliformes a 45 °C e Clostridium sulfito redutor a
46 °C mostraram-se com valores abaixo do permitido pela legislagdo vigente
qualificando-se em termos microbiolégicos aptos para consumo. A contagem das
bactérias acido-laticas atendeu ao exigido pela legislagdo brasileira de alimentos,
para que um alimento tenha alegagdes de propriedades funcionais e/ou de saude

utilizando o L. plantarum na sua constituicao.
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O produto teve boa aceitagdo sensorial e boa intengdo de compra por parte
dos provadores, para além das caracteristicas fisico-quimicas serem semelhantes

aos salames fermentados vendidos no Brasil com categoria de Milano.
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