UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS RURAIS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
CIENCIA E TECNOLOGIA DOS ALIMENTOS

ESTUDO DA VIABILIDADE DE MICRORGANISMO
PROBIOTICO (Bifidobacterium lactis) APLICADO EM
PRODUTO CARNEO COzIDO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Luiza Sawitzki Schossler

Santa Maria, RS, Brasil
2009



ESTUDO DA VIABILIDADE DE MICRORGANISMO
PROBIOTICO (Bifidobacterium lactis) APLICADO EM
PRODUTO CARNEO COzZIDO

por

Luiza Sawitzki Schossler

Dissertacao apresentada ao Curso de Mestrado do Programa de Pés-
Graduacéo em Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos, da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM, RS), como requisito parcial para
obtencéo do grau de
Mestre em Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos

Orientador: Prof®. Leadir Lucy Martins Fries, phD

Santa Maria, RS, Brasil
2009



Universidade Federal de Santa Maria
Centro de Ciéncias Rurais
Programa de Pés-Graduacao em
Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos

A Comissao Examinadora, Abaixo Assinada,
Aprova a Dissertagdo de Mestrado

ESTUDO DA VIABILIDADE DE MICRORGANISMO
PROBIOTICO (Bifidobacterium lactis) APLICADO EM
PRODUTO CARNEO COZIDO

elaborada por
Luiza Sawitzki Schossler

Como requisito parcial para a obtencéo do grau de
Mestre em Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos

COMISSAO EXAMINADORA

Leadir Lucy Martins Fries, phD
(Presidente/Orientador)

Maristela Cortez Sawitzki, Dr?. (UNIPAMPA)

Neila Silvia Pereira dos Santos Richards, Dr?. (UFSM)

Santa Maria, 20 de Marco de 2009.



Dedice este trabalhe a minka mae,
Silei Maria Sawitzhi, uma
mulhien batalbadera, incansduel,
admirduvel pelo seu cardter,
pewsistéencia e honestidade.



AGRADECIMENTOS

A Deus, que guia os meus passos por diversos caminhos, muitas vezes
considerados por mim intransponiveis, mas que estando presente em todos os

momentos de minha vida concede-me forga para vencer todos os obstaculos.

Ao Felipe Bohn Nedel, que tanto me faz feliz, pelo amor, carinho e paciéncia. Nos

momentos dificeis soube, com sabedoria, me apoiar.

Aos meus queridos irmaos Leonardo e Luiz Antonio por me incentivarem e torcerem

para que tudo desse certo sempre.

A minha querida tia Maria, que tanto me incentivou e apoiou durante a minha longa

jornada de estudos.

Aos meus queridos primos Glaucia, Graziela e Emanuel que tantas vezes me

acolheram durante as minhas viagens a Santa Maria.

As minhas queridas e grandes amigas Luciana de Abreu e Marlene Lovatto. Vocés
sao0 responsaveis por esta conquista, nossa amizade € um sentimento que o tempo

nunca ird apagar. Obrigada pela paciéncia em me ajudar e pelas valiosas conversas.

A minha orientadora Professora Leadir Lucy Martins Fries, pela orientagdo, amizade

e atencao dada nos momentos mais dificeis.

Ao meu co-orientador Prof. Ernesto Hashime Kubota pela dedicacao e pelas horas

incansaveis disponibilizadas durante a realizagao deste trabalho.

Ao meu co-orientador Prof Nelcindo Nascimento Terra pela disponibilidade em

transmitir seus conhecimentos.

A Prof? Neila Richards pela sua disponibilidade em me auxiliar na execugdo deste

trabalho.

A Prof® Luisa Helena Hecktheuer, pela atencdo e orientagdo na elaboragédo da

analise sensorial.



Ao Professor Volmir Anténio Polli e ao Dejanir do Colégio Politécnico da UFSM,
pelos conhecimentos repassados e pelo valioso auxilio na elaboracdo e

processamento do paté de presunto.
A Prof? Janete Amador pela amizade e auxilio na realizagdo da andlise estatistica.

A Liana Inés Guidolin Milani pela paciéncia, amizade e pelos ensinamentos

transmitidos.

A Marialene Manfio, pelo apoio, pelos seus valiosos conselhos, palavras de incentivo

e auxilio na realizagcdo das analises Fisico-quimicas.
A Bolsista Vanessa Sasso Padilha pela ajuda na realizacao deste trabalho.

A minha querida colega Ana Paula Rezer, pela amizade e pela ajuda na realizagéao

das analises.

Aos meus colegas Marlene Gomes Pereira, Vanessa Biasi, Thiffany Hautrive pela

amizade, companhia e horas de conversas.

As minhas colegas de laboratério, Carline, Suelem, Marina, Monique, Ana Paula,

Carlos, pela ajuda que me deram em todos os momentos.

Aos demais colegas, Professores e funcionarios do Departamento de Ciéncia e
Tecnologia dos Alimentos que colaboraram direta ou indiretamente na realizacao

deste trabalho.
A Sacco® Brasil pelo fornecimento da cultura probiética utilizada neste trabalho.

A Universidade Federal de Santa Maria e ao Curso de Pés Graduagédo em Ciéncia e
Tecnologia dos Alimentos pela oportunidade de realizar este trabalho.



RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de P6s-Graduacao em Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos
Universidade Federal de Santa Maria

ESTUDO DA VIABILIDADE DE MICRORGANISMO PRQBI()TICO
(BIFIDOBACTERIUM ssp lactis) APLICADO EM PRODUTO CARNEO COZIDO

AUTORA: LUIZA SAWITZKI SCHOSSLER
ORIENTADORA: LEADIR LUCY MARTINS FRIES
CO-ORIENTADORES: ERNESTO HASHIME KUBOTA

NELCINDO NASCIMENTO TERRA
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 20 de Margo de 2009.

O presente projeto foi desenvolvido com o objetivo de elaborar um produto carneo cozido, paté de
presunto, com propriedades probidticas, a partir da inoculagdo do microrganismo probidtico
Bifidobacterium lactis em concentragao capaz de garantir a sua viabilidade no produto. O paté de
presunto foi processado em dois diferentes tratamentos e um controle. Controle (C) — sem adigao de
microrganismo probiotico; tratamento 1 (T1) — com adicdo de mlcrorganlsmo probidtico,
B/f/dobacz‘er/um lactis, em uma concentragéo final esperada no produto de 10° UFC. g'; e, tratamento

2 (T2) — com adigao de mlcrorganlsmo probiético Bifidobacterium lactis, em uma concentragao final
esperada no produto de 10 UFC. g”. Testes preliminares de sensibilidade da cultura ao cloreto de
sddio (NaCl), e sal de cura (NaNO,) foram realizados. As conceniragbes de NaCl adicionadas ao
Agar MRS foram de 1,0%, 1,5% e 2,0%, e de NaNO, adicionada ao mesmo meio foram de 150, 200 e
250ppm. Testes com a combinacdo de NaCl e NaNO, também foram realizados para verificar o
comportamento da linhagem frente a combinagdo destes dois sais, utilizando as mesmas
concentragdes, porém combinadas. Foi observado um crescimento expressivo das Bifidobactérias em
todos os testes, 0 que ressaltou a sua resisténcia e possibilidade de utilizagao em produtos carneos
processados, que tém em suas formulagdes estes ingredientes. O produto desenvolvido foi avaliado
através de andlises fisico-quimicas (composigdo centesimal, pH e TBARS), microbioldgicas
(Coliformes a 45°C, Clostridium perfringes, Staphylococcus coagulase positiva, Salmonella sp. e
Bifidobacterium lactis) e sensoriais. Verificou-se através do resultado da andlise da composicdo
centesimal e do pH que o produto atendeu a todas as exigéncias estabelecidas pela legislagao. As
determinacdes de Oxidacdo Lipidica através da determinagdo das substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBARS) mostraram que o tratamento controle apresentou uma evolugao na oxidagéao
lipidica superior aos outros tratamentos (T1 e T2), sugerindo que os microrganismos probidticos
apresentaram uma influéncia na estabilidade do produto quanto a oxidacao dos lipidios. A est|mat|va
da populagao de Bifidobacterium lactis apresentou no T1 concentracdes iniciais de 5,6 x 10° UFC. g™,
a partir do 14° dia de armazenamento houve queda de um ciclo log. chegando ao 31° dia gom uma
populagao estimada de 4,3 x 10° UFC. g o T2 apresentou concentragao inicial de 8,4 x 108 UFC. g ,
sofrendo uma queda de 1 ciclo Iogar|tm|co no 312 dia, terminando com uma concentragdo de 1,5 x
10’ UFC. g"'. Portanto, pode-se constatar que o tratamento T1 apresentou viabilidade como alimento
probiético (contagem minima de 10°UFC.g™"), por 14 dias, enquanto que o tratamento T2 apresentou-
se viavel como probiético durante todo o perlodo de andlises, ou seja, por 31 dias. A analise sensorial
realizada demonstrou que nao houve diferenga significativa (p < 0,05) quanto a aceitagao global dos
tratamentos T1 e T2, tendo ambos uma boa aceitacdo quanto ao teste de intengdo de compra do
produto. Desta forma pode-se observar que existe a viabilidade de aplicagdo dos microrganismos
probiéticos em produtos carneos cozidos como o paté de presunto e que este possui aceitagao
podendo servir como alternativa no desenvolvimento de produtos carneos com propriedades
funcionais.

Palavras-chave: alimentos funcionais; probioticos; bifidobacterium lactis; produto carneo; paté de
presunto.
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This project was developed to prepare a cooked meat product, Ham Pate, with probiotic
properties from the inoculation of the Bifidobacterium lactis probiotic organism in a
concentration capable of ensuring its viability in the product. Ham paté was processed in two
different treatments and a control. Control (C) — without addition of probiotic microorganisms;
treatment 1, (T1) — with the addition of probiotic microorganisms, Bifidobacterium lactis, in a
final concentration expected in the product of 10° UFC. g™'; and, treatment 2 (T1) — with the
addition of probiotic microorganisms, Bifidobacterium lactis, in a final concentration expected
in the product of 108 UFC. g™'. Preliminary tests of culture sensitivity to the sodium chloride
(NaCl) and salt of curing (NaNO,) were performed. The concentrations of (NaCl) added to
MRS agar were 1.0%, 1.5% and 2.0%, and (NaNO,) was added in 150, 200 and 250ppm.
Tests with the combination of NaCl and (NaNO,) were also performed to verify the front line
to the combination of these two salts, using the same concentrations, but combined. It was
observed a growth of Bifidobacterium in all tests, that showed its resistance and suitability for
using it in processed meat products that have these ingredients in their formulations. The
developed product was tested by physical-chemical analysis (proximate composition, pH and
TBARS), microbiological (coliform at 45° C, Clostridium perfringes, Staphylococcus
coagulase positive, Salmonella sp. and Bifidobacterium lactis) and sensory. It was observed
through the result of proximate composition analysis and pH that the product met all the
requirements established by legislation. The determination of lipid oxidation by determination
of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) showed that the control treatment
resulted in lipid oxidation evolution much higher than other treatments (T1 and T2),
suggesting that the probiotic microorganisms had an influence on stability of the product on
the oxidation of lipids. The number of Bifidobacterium lactis viable cells showed in T1 initial
concentrations of 5.6 x 10°UFC. g, in the 14™ day of the analysis fell into a cycle log.
reaching in the 31st day a counting of viable cells of 4.3 x 10°UFC.g-1, the T2 had initial
concentration of 8.4 x 10°UFC.g™", suffering a dropping of 1 log cycle in the 31*' day, ending
with a concentration of 1.5 x 10’ CFU. g'. So, it's possible to conclude that treatment T1 was
viable as probiotic food (counting at least 10°UFC.g"), for 14 days, while the treatment T2
was viable as probiotic during the entire period of analysis, in other words, for 31 days. The
sensory analysis showed that there was no significant difference (p <0.05) for overall
acceptance of treatments T1 and T2, both having a good acceptance on the test of the
product purchase intention. Thus, it's possible to observe that there is a feasibility of probiotic
microorganisms’ application in cooked meat products, such as ham péaté, it has more
acceptance and it can be served alternative to the development of meat products with
functional properties.

Key words: functional food; probiotics; Bifidobacterium lactis; meat products; ham paté.
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1 INTRODUCAO

Ha em todo o mundo um crescente interesse pelos alimentos que contém
componentes capazes de influenciar positivamente as atividades fisiolégicas ou
metabdlicas. Neste contexto, destaca-se a crescente busca do setor alimenticio em
desenvolver produtos com tais caracteristicas funcionais, buscando a promog¢ao da
saude, além da fung¢ao nutricional.

Para o setor carneo, os alimentos funcionais constituem uma excelente
oportunidade de diversificagdo da produgdo e posicionamento em um mercado
emergente. A possibilidade de dispor de derivados carneos funcionais passa por
condicionar a presenca de compostos que podem incrementar a propor¢cao daqueles
que exibem efeitos benéficos, ou limitar o conteudo daqueles que possuem
implicacdes negativas para a saude (COLMENERO, 2005).

Os processos de elaboracao dos produtos carneos permitem atuar de varias
formas para promover o efeito funcional. Alteracbes na composicao dos ingredientes
(carneos e nao carneos) utilizados em sua elaboragdo se manifestam como uma
oportunidade de modificar a composicdo dos derivados céarneos, e como
consequéncia na presenca de diversos compostos bioativos de carater endégeno e
exogeno (COLMENERO, 2005).

Carne e produtos carneos sdo essenciais na dieta. Seus principais
componentes, além da agua, sdo as proteinas e gorduras, com uma substancial
contribuicdo de vitaminas e minerais de alto grau de biodisponibilidade (GINES et
al., 2005). Considerando que o consumo de carne suina no Pais estd em um
patamar abaixo do esperado, a industria carnea possui grande interesse em agregar
valor a esta matéria-prima, com o desenvolvimento de novos produtos, buscando
atrair cada vez mais o consumidor.

A incorporacdo de microrganismos probioticos aos produtos carneos,
utilizando como matéria-prima a carne suina, surge como uma alternativa para
elaboracdo destes derivados com propriedades comprovadamente funcionais. O
género Bifidobacterium estd comumente envolvido na producdo de alimentos
probidticos e de acordo com BARBOSA et al. (2001), apresenta comprovada
prevencgao ou tratamento de disturbios intestinais infecciosos.
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Considerando que 0s microrganismos probidticos aparecem no trato
gastrointestinal do homem desde o seu nascimento, e que com o passar dos anos,
devido a fatores como dieta, ambiente e stress a medicagao, estas concentracdes
decrescem chegando a ser minimas, ocorrendo o favorecimento do crescimento de
bactérias patogénicas desequilibrando a flora intestinal (FULLER, 1994; HOOVER,
1993; CHR, 1997). De acordo com CHR HANSEN (1997); HUGHES et al. (1991) e
TAHRI et al. (1997) quando se assegura que a populacdo de microrganismos
probidticos se conserve ou volte a atingir niveis significativos no intestino, o ser
humano pode experimentar uma série de beneficios como o melhoramento da
tolerancia a lactose, reducdo de bactérias patogénicas, melhor resposta imune e
reducéo do colesterol sanguineo além de uma melhor resposta antitumoral.

Observando-se que a alimentacdo humana tem sofrido inUmeras
modificagdes nos ultimos anos devido a sua correlacdo cada vez maior com
enfermidades de origem alimentar, verifica-se o interesse cada vez maior do
consumidor pelos alimentos com propriedades funcionais. Desta forma a
suplementacdo da alimentagdo com microrganismos comprovadamente probiéticos
como as culturas do género Bifidobacterium lactis, constituem-se como uma
alternativa na elaboracgao de derivados carneos com caracteristicas funcionais.

No presente estudo, buscou-se o desenvolvimento de paté de presunto como
alimento a ser adicionado de cultura probiética, tal produto que de acordo com
GONGALVES et al. (1995) e MINOZZO et al., (2004) apresenta-se como um dos
produtos carneos com consumo em ascensdo nos ultimos anos, sendo um produto
cozido e com tradicbes gastrondbmicas importantes, apresentando caracteristicas
sensoriais bastante apreciadas. O paté de presunto, por ser um produto pronto,
consumido sem prévio aquecimento, possibilita a presenca de células viaveis de
microrganismos do género Bifidobacterium uma vez que estes ndo suportam

temperaturas de cozimento.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Verificar a viabilidade da elaboracdao de produto carneo cozido, paté de
presunto, com propriedades probidticas a partir da inoculagdo de Bifidobacterium

lactis.

2.2 Objetivos Especificos

|. Realizar a multiplicagdo dos microrganismos probidticos de modo a obter
namero viavel para inoculagao na formulagéo do Paté de Presunto;

Il. Testar da Sensibilidade da cultura probiotica frente a concentracao de cloreto
de sédio e sal de cura (nitrito de sodio) a ser utilizada na formulagao do paté de
presunto;

[ll. Producdo do paté de presunto com a inoculagdo de microrganismo
probiético;

IV. Estimar a populagao de microrganismos probiéticos de modo a acompanhar
0 seu respectivo desempenho no produto, determinando a sua funcionalidade
como probidtico, durante o armazenamento por 31 dias sob refrigeragao;

V. Avaliar a qualidade microbiol6égica do produto através da determinacao da
populacdo de coliformes a 45°C, Staphylococcus coagulase positiva,
Clostridium sulfito redutor e Salmonella sp.;

VI. Determinar a composi¢cao centesimal do paté de presunto;

VII. Analisar as caracteristicas fisico-quimicas importantes na conservacao do
paté de presunto como, pH e determinagado das substancias reativas ao acido
2-tiobarbitdrico (TBARS);
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VIII. Analisar sensorialmente o produto quanto ao seu grau de aceitabilidade e
intencdo de compra do produto, pelos consumidores, frente a adicdo de

probidtico no paté de presunto.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Alimentos Funcionais

Os alimentos funcionais sdo comumente descritos como produtos que
promovem adicionais beneficios a saude além dos seus nutrientes basicos
(TERATENAVAT & HOOKER, 2006).

Os consumidores estao cada vez mais atentos a relagao alimento/saude em
consequéncia do marketing dos produtos alimenticios com propriedades promotoras
a saude, ou seja, dos alimentos funcionais (NUTRITION BUSINESS JOURNAL apud
LEROQY & DE VUYST, 2004). Neste contexto entende-se que a definicdo dos termos
nutracéutico e alimento funcional deve ser considerada. A denominac¢ao nutracéutico
refere-se aos compostos bioativos, enquanto que alimentos funcionais referem-se
aqueles que possuem estes compostos bioativos e assim proporcionam beneficios a
satde (ANDLAUER & FURST, 2002).

O termo nutracéutico foi proposto em 1989 pela Fundation for Innovation in
Medicine (Nova York, EUA), para definir uma das &reas biomédicas de rapido
crescimento. Estes compostos possuem acao fisioldgica especifica, contribuindo
para a saude do consumidor. Seu apelo nutricional é referente a protecao efetiva no
desenvolvimento de doencas cardiovasculares e inflamatérias e melhoramento do
sistema imunolégico (ANDLAUER & FURST, 2002).

Os consumidores acreditam nos beneficios oferecidos por alimentos e por
bebidas com caracteristicas funcionais. Mais de 80% deles afirmam que,
atualmente, consomem ou teriam interesse em consumir alimentos ou bebidas
incrementados com tais beneficios. Ocasionalmente quando decidem sua compra,
uma parcela significativa de consumidores menciona a saude de um produto como
fator decisivo para compra (INTERNATIONAL FOODS INFORMATION COUCIL,
2007).

Com a demanda crescente por “alimentos saudaveis”, a pesquisa € 0
desenvolvimento de novas categorias de produtos tém sido estimulados na industria

de alimentos de todo o mundo. Nos ultimos anos, estes alimentos tém despertado o
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interesse da comunidade cientifica e das industrias de alimentos (SANDERS, 1998;
MATTILA-SANDHOLM et al., 2002; HALSTED, 20083).

Atualmente, o conceito que se tem sobre a microbiota intestinal dos seres
humanos leva a acreditar que a mesma possui um papel fundamental na saude,
podendo ser controlada através de uma alimentagédo equilibrada e especifica, pois
ela exerce funcdo consideravel sobre reacdes bioquimicas importantes no ser
humano. Quando em equilibrio, a microbiota impede a acao de microrganismos
potencialmente patogénicos, evitando que possam vir a causar doencas. Por outro
lado, quando em desequilibrio, a populagédo de bactérias benéficas no trato intestinal
diminui, bactérias potencialmente patogénicas encontram espaco para se multiplicar
podendo causar sérios danos a saude (ZIEMER & GIBSON, 1998).

Os probidticos s&o considerados alimentos funcionais, uma vez que ao serem
adicionados a determinados alimentos e, por diferentes mecanismos, sdo eficazes
na prevengao e no tratamento de algumas enfermidades como a diarréia causada
por rotavirus, Clostridium difficile ou a induzida pelo consumo de antibidticos e as
colites alérgicas (LORENTE & SERRA, 2001).

3.1.1 Probidticos

Os efeitos benéficos (hipocolesterolémicos, anticancerigenos e acoes
antagbnicas frente a patégenos entéricos) de alguns microrganismos presentes
tradicionalmente nos processos fermentativos s&o de interesse da industria carnea.
Assim, a inoculagdo de Bifidobacterium, Lactobacillus casei, Lactobacillus
acidophilus, tratados em condi¢gdes especificas sdo utilizadas para assegurar a
atividade microbiana (COLMENERO, 2005).

Conforme Saavedra et al. (1994); Barbosa et al. (2001), diferentes
preparacdes probiodticas tém mostrado sucesso no tratamento e prevencdo das
infecgdes intestinais, incluindo salmoneloses, shigeloses, diarréia induzida por
antibiéticos e causada por C. dificille, bem como dos disturbios associados ao
aumento da permeabilidade intestinal ou falha nas fungdes das barreiras da mucosa.
A tabela 1 apresenta alguns dos beneficios nutricionais de alimentos funcionais com

bactérias probidticas.
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Tabela 1 — Beneficios nutricionais de alimentos funcionais com microrganismos

probidticos.
Efeitos benéficos Possiveis causas e mecanismos

Melhora a digestibilidade - Quebra parcial de proteinas, gorduras e

Melhora o valor nutricional carboidratos. Eleva os niveis de vit.B e certos aa,
como metionina, lisina e triptofano;

Melhora utilizag&o da lactose - Reduz a lactose no produto e disponibiliza a
lactase.

Acéo antagbnica aos patogénicos - Desordens, como diarréia, colites, ulceras,

entéricos diverticulite e colites antibidticas controladas pela

acidificacao, inibidores micorbianos e prevencao
da adesao patogénica;

Colonizagao no intestino - Sobrevivéncia no acido gastrico, resisténcia a
lisozima e baixa tensao superficial do intestino,
aderéncia a mucosa, multiplicagdo no trato
intestinal, modulagdo do sistema imunolégico;

- Conversao pré-carcinégenos em compostos
inofensivos; agao inibitoria de alguns tipos de
cancer, em particular os do trato gastrointestinal
pela degradagao de pré-carcin6genos, redugao
das enzimas promotoras do cancer e estimulo do
sistema imune;

Efeito hipocolesterolémico - Produgao de inibidores da sintese do colesterol.
Uso do colesterol pela assimilagao e precipitacao
com desconjugacao de sais biliares;

Modulacao Imunoldgica - Interacdo na formagao de macrofagos,
estimulo da producao de células supressoras
de y-interferon.

Efeito anticarcinoaénico

GOMES & MALCATA (1999)

O potencial probio6tico pode diferir até mesmo para diferentes linhagens de
uma mesma espécie. Estas podem ter efeito imunolégico especifico e atuarem de
formas distintas sobre a mucosa saudavel ou inflamada (ISOLAURI et al., 2004).

Para a utilizacdo de culturas probidticas na tecnologia de fabricagdo de
produtos alimenticios, as culturas devem ser empregadas com base na sua selecao
e principalmente no seu desempenho tecnolégico. Culturas probiéticas com boas
propriedades tecnolégicas devem apresentar boa multiplicacdo no leite, promover
propriedades sensoriais adequadas no produto e ser estaveis e viaveis durante
armazenamento. Essas culturas podem ser manipuladas e incorporadas em
produtos alimenticios sem perder a viabilidade e a funcionalidade, resultando em
produtos com textura e aroma adequados (OLIVEIRA et al., 2002).

Alguns critérios considerados preferenciais para a selecao de bactérias
probidticas, conforme Collins et al. (1998); Saarela et al. (2000) sdo: o género ao

qual pertence, a bactéria ser de origem humana e apresentar estabilidade frente a
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acido e a bile; apresentar capacidade de adesdo a mucosa intestinal e de colonizar,
ao menos temporariamente, o trato gastrointestinal humano; possuir capacidade de
produzir compostos antimicrobianos e ser metabolicamente ativo no intestino. Outros
critérios fundamentais sdo: apresentar-se seguro para uso humano, apresentar
histérico de n&do patogenicidade e ndo estarem associadas a outras doencgas, tais
como endocardite, além da auséncia de genes resistentes a antibibticos.

A qualidade de um produto probio6tico € geralmente determinada pelo nivel,
viabilidade e quantidade das células do probidtico no alimento. Isto tem sido
proposto como a garantia dos efeitos benéficos a saude humana (LAHTINEN et al.,
2005). De acordo com Saad (2006), alteragbes favoraveis na composicdao da
microbiota intestinal foram observadas com doses de 100 g de produto alimenticio
contendo 10° unidades formadoras de col6nias (UFC) de microrganismos probiéticos
(10" UFC/g de produto), desta forma para serem de importancia fisiolégica ao
consumidor, os probiéticos devem alcancar populagdes acima de 10° a 10’ UFC/g
ou mL de bioproduto. A garantia de estimulo da multiplicacao de Bifidobactérias no
célon pode ser assegurada com doses didrias de 4 a 5g de inulina e/ou oligofrutose
(JELEN et al., 1998; CHARTERIS et al., 1998; NINESS, 1999; ROBERFROID,
1999).

Geralmente o requerido para a sobrevivéncia das bactérias probiéticas ao
trato gastrointestinal, de modo que atinjam a porcao distal do intestino, é o de
nimeros aproximados de 10’ células.g”’ de alimento para se alcangar os seus
efeitos benéficos (SAAD, 2006). A legislagdo que estabelece as normativas para
leites fermentados, determina uma populagdo de 10° células viaveis por grama de
alimento de Bifidobactérias, para se garantir a funcionalidade do alimento como
probiético (BRASIL, 2000).

E importante definir o periodo de tempo no qual os microrganismos
probidticos permanecem viaveis em quantidade necessaria para exercer funcao
benéfica ao organismo. Esta viabilidade no produto ira depender de fatores como, o
processo ao qual o microrganismo foi submetido, a manipulagéo do alimento e o seu
armazenamento. A possibilidade de se aplicar microrganismos probiéticos,
diretamente no produto, sem uma etapa prévia de fermentagcdo, como a exigida por
alguns alimentos, contribui para uma maior eficiéncia de processo, ao diminuir o
tempo de produgdo dos alimentos e também de minimizar o requerimento de

equipamentos especiais em algumas plantas de processamento, além de se
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minimizar a interferéncia no sabor do produto desenvolvido (CORRALES et al.
2007).

3.1.1.1 O Género Bifidobacterium

De acordo com Barbosa et al. (2001), o género Bifidobacterium constitui o
mais recente grupo de bactérias reconhecidas como adjuntos dietéticos.

Quanto as suas caracteristicas sdo iméveis, Gram-positivas, ndo esporuladas,
bastonete curvo, apresentando normalmente uma bifurcacdo em forma de Y (Holt,
1994; BARBOSA et al, 2001). Bifidobactérias fermentam acgucares produzindo
principalmente acido acético e latico, ndo formando gas carbbnico. Crescem a uma
temperatura étima de 37-41°C, ndo crescendo a 45°C. O pH inicial 6timo é de 6-7, e,
abaixo de 4,5 e acima de 8,5 ndo héa crescimento, sendo destruidas a 60°C (LAROIA
& MARTIN, 1990).

Dentre as bactérias pertencentes ao género Bifidobacterium, destacam-se B.
bifidum, B. breve, B. infantis, B. lactis, B. animalis, B. longum e B. thermophilum
(SAAD, 2006).

Sao habitantes naturais do trato intestinal humano, representando 3-10% do
microbiota do célon em adultos e até 91% em bebés lactantes (SGHIR et al., 2000),
cuja proliferagdo é estimulada por componentes glicoprotéicos de k-caseina no
colostro humano. O numero de bifidobactérias decresce com o aumento da idade e
torna-se, dependendo do individuo e/ou de sua dieta, o terceiro género mais
abundante ap0s os Bacteroides e Eubacterium. O final da idade adulta e inicio da
senilidade sao caracterizados por significante redu¢cao no numero de bifidobactérias,
enquanto bactérias contaminantes como clostridios e coliformes tendem a aumentar,
em geral, devido a diminuicdo da secrecado de suco gastrico nesta faixa etaria. Este
perfil de idade pode ser influenciado pela ingestao diaria de fatores bifidogénicos e
pela fisiologia do hospedeiro (VINDEROLA et al., 1999).

Ha crescente evidéncia na contribuicdo deste grupo bacteriano para a
manutengdo de um estado saudavel da microbiota intestinal. Isto conduziu a
exploracao difundida de algumas cepas como probidticas, principalmente na forma
de produtos lacteos funcionais (OUWEHAND et al., 2002). Estudos recentes



22

mostram que alimentos com altas concentragcdes de microrganismos do género
Bifidobacterium comprovadamente probiodticas, ndo apresentam nenhum risco de
toxicidade ou de desenvolvimento de enfermidades de origem alimentar (MEILE et
al. 2007).

Quanto a sua adicdo nos alimentos as bifidobactérias , ao contrario das
culturas starters, ndo possuem significativa influéncia na acidificacado do meio, e/ou
na formacdo de textura e flavor, principalmente de leites fermentados; sendo
aplicada quase que exclusivamente como promotora de salude para o consumidor
destes alimentos (LEAHY et al. 2005).

3.2 Derivados Carneos Funcionais

A possibilidade de desenvolver produtos carneos funcionais sao muitas, e
esta envolve a eliminacdo, incremento ou substituicdo de componentes com o
objetivo de se obter produtos de consumo frequiente, saudavel e funcional. Estes
carneos perseguem entre outros aspectos: melhora de crescimento e
desenvolvimento, regulacdo dos processos metabdlicos basicos, defesa contra o
stress oxidativo, atuacdo sobre a fisiologia cardiovascular e gastrintestinal, o
rendimento cognitivo e mental, e o rendimento e melhora do estado fisico do ser
humano (SANCHES-MUNIZ, 2005).

De acordo com Bortoluzzi (2008 apud TARRAGA, 2008, p.52), varios estudos
estdo sendo desenvolvidos seguindo o caminho dos produtos lacteos, tentando
adapta-los aos produtos carneos, como, por exemplo, a utilizagdo de fibras,
colageno, soja, microrganismos, fortificagdo com minerais, acidos graxos,
fitoquimicos, pré e probioticos, além do uso de antioxidantes naturais provenientes
de extratos de éleos essenciais de plantas ou frutos.

Para pesquisadores do setor carneo, acredita-se que no inicio as industrias
de alimentos do setor irdo atuar em campos especificos buscando agregar valor aos
seus produtos; mas, com a elevacgao do interesse do consumidor por estes produtos
carneos com alegacao de propriedades funcionais, ird ocorrer um estimulo para
producdo em maior escala o que tornara o preco destes produtos mais acessiveis
(JANUZZI, 2008 apud TARRAGA, 2008, p.52).
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De acordo com Sanches-Muniz (2005) atualmente trés correntes estao sendo
trabalhadas pela industria carnea na busca pelo desenvolvimento dos produtos com
propriedades funcionais sendo elas: atuagcdo sobre o genoma, a alimentacdo do

animal e sobre o processo de elaboracao dos produtos carneos.

3.3 Produtos Carneos

De acordo com Terra (1998) a industrializagdo da carne consiste basicamente
na sua transformacdo em produtos carneos; sendo que um dos seus objetivos
maiores € o aumento da sua vida util, desenvolvendo diferentes sabores e utilizando
partes da carcagca do animal que dificimente seriam comercializadas em estado
fresco. Por isso, a elaboragdo de produtos carneos deve ser entendida hoje, como
uma forma de se oferecer ao consumidor uma maior diversidade de alimentos com
processos de transformacao cada vez mais eficazes e capazes de elaborar produtos
de alta qualidade e bastante diferenciados (ORDONEZ, 2005).

Como definicdo, considera-se produtos e derivados carneos, os produtos
alimenticios preparados total ou parcialmente com carnes, miidos ou gorduras, e
subprodutos comestiveis procedentes de animais de abate ou outras espécies e
podendo se agregar eventualmente ingredientes de origem vegetal, além de
condimentos, especiarias e aditivos autorizados (ORDONEZ, 2005).

O que caracterizou e particularizou o desenvolvimento de produtos carneos,
foram as necessidades de cada zona geogréafica, onde costumes e condi¢coes
climaticas atuaram diretamente na diferenciacdo destes produtos que hoje séo
extensamente fabricados e alvos de pesquisas do setor carneo.

3.3.1 Produto Carneo Cozido — Paté de Presunto

Paté é definido como o produto carneo industrializado obtido a partir de
carnes e/ou produtos carneos e/ou miudos comestiveis, das diferentes espécies de

animais comercializados e transformados em pasta, adicionados de ingredientes e
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submetidos a um processo térmico adequado (BRASIL, 2000). De acordo com a
Associacao Brasileira das Industrias de Alimentos — ABIA (1997), o paté vem
ganhando aceitagdo no mercado consumidor, principalmente nos estados do Sul e
Sudeste, sendo os tipos mais consumidos o de presunto e galinha.

O paté de presunto € um produto industrializado que contém ingredientes,
como carnes, gorduras e especiarias, bem trituradas até se obter uma massa fina,
sendo facultativa a presenca de pedagos de presunto (SCHMELZER - NAGEL,
1999). Considerado um produto carneo emulsionado, como salsichas e mortadelas,
€ bastante popular, sendo largamente consumido em um mercado que exige cada
vez mais rapidez e praticidade (OLIVO & SHIMOKOMAKI, 2006).

Conforme sua estrutura basica, uma emulsdo carnea pode ser considerada
uma mistura na qual os constituintes da carne séo finamente divididos e dispersam-
se de forma semelhante a uma emulsdo de gordura em agua; sendo a fase
descontinua a gordura, e a fase continua uma solugdo aquosa de sais e proteinas
insoliveis em suspensao, contendo ainda porcdes de fibras musculares ainda dentro
do sarcolema e restos de tecido conjuntivo (ORDONEZ, 2005).

Os principais agentes emulsificantes sao as proteinas carneas sollveis em
solugdes salinas, sendo constituidas principalmente pelas proteinas miofibrilares. A
eficacia emulsificante das proteinas e também a estabilidade da emulsao carnea,
depende tanto do pH da carne como da quantidade de sal empregada na formulacéo
(ORDONEZ, 2005). A capacidade emulsificante e/ou estabilizante da proteina ocorre
por esta possuir uma porcao hidrofilica (polar), e outra hidrofébica (apolar), que atua
na interface entre gordura e agua, diminuindo a tensao interfacial entre as duas,
unindo-as e evitando a saida e coalescéncia da gordura. A agua interage com a
porcdo polar e a gordura com a porgdo apolar da proteina (OLIVO &
SHIMOKOMAKI, 2006).

Com o objetivo de reduzir o emprego de proteina carnea empregada, a
industria atua hoje na producdo de produtos carneos emulsionados, utilizando a
substituicdo de parte desta proteina por outras, de origem vegetal (soja), ou lactea
(lactossoro) (ORDONEZ, 2005). No Brasil utiliza-se em grande escala a proteina de
soja, pela sua funcionalidade, disponibilidade no mercado e custo relativamente
baixo se comparado com outras fontes, conseguindo-se assim a manutencado de
uma boa estabilidade das massas carneas, matendo a qualidade dos produtos
(OLIVO & SHIMOKOMAKI, 2006).
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Quanto aos ingredientes para a producao do paté, a gordura empregada é um
dos principais e segundo Schieffner et al. (1996) a quantidade 6tima de gordura em
paté deve estar compreendida entre 20 e 60%, e seus extremos influenciam na
qualidade final do produto. Um paté que possui teor de gordura inferior a 20% perde
sua untuosidade caracteristica e se resseca, apresentando um aspecto repulsivo ao
ser embutido, e ao ressecar-se forma uma capa externa acinzentada. Se este
contém gordura suficiente e bem distribuida evita-se a perda de agua aumentando a
resisténcia do paté a longos periodos de conservacao sem deterioracdo. A gordura a
ser empregada pode ser mole ou dura, e fresca, determinando o aroma do produto
final.

As operacgoes basicas de producao de paté consistem em: triturar a matéria-
prima em cutter, realizar a mistura com adicdo do sal de cura, posteriormente
adiciona-se a agua e os condimentos, realiza-se a adicao de toucinho, proceder-se
nova mistura (SILVA et al. 2000). Leva-se a massa carnea para 0 processo de
cozimento a temperatura inicial € de 60°C com posterior elevacao para 80-85°C, de
modo que a temperatura interna atinja 75°C, conforme o descrito por TERRA,
(1998). O embutimento do produto antes do cozimento ira depender da embalagem

a ser utilizada.

3.3.1.1 Oxidagéo Lipidica em Paté

Além da deterioragdo microbiana, a oxidagao lipidica é o maior fator redutor
da qualidade e aceitabilidade da carne e produtos carneos (MORRISSEY, et al.
1998). Segundo Sarantdpoulus et al. (2001) no processo de oxida¢ao ha a formagao
de perdxidos e sua decomposicdo origina compostos volateis, responsaveis pelo
sabor e odor rangosos caracteristicos.

Miller et al. (1994a) e Miller et al. (1994b) sugeriram que o cozimento ndo é o
mais importante, e sim, a subsequente refrigeracdo dos produtos carneos cozidos
que promovem a liberagdo do ferro ndo-heme (considerado como o principal
responsavel pela promogao da oxidacao da carne).

Varios sao os fatores que influenciam o nivel de gordura nas carnes, como a

espécie animal (bovino, suino, ovino, aves, etc.), a raca, o sexo, a idade e a dieta
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(BAGGIO, 2004). Os lipidios do tecido adiposo da carne constituem 2,0 a 4,0% do
total da gordura e compreendem alguns fosfolipidios contendo 25% e acima de 19%
de acidos graxos, respectivamente com duas, trés, quatro ou mais insaturacoes. Sao
esses 0s responsaveis pela rancidez, especialmente pelo fato de se encontrarem
préximo dos catalisadores (heme) (ARAUJO, 1999).

Como a oxidagao lipidica acarreta uma série de modificacées organolépticas
nos produtos carneos, além da diminuigdo do conteudo de &cidos graxos
poliinsaturados, cujo efeito para a saude é bem documentado (ALEXANDER, 1998;
BERRA et al., 2005; ROSE & CONOLLY, 1999). Sabe-se que alguns dos produtos
intermediérios e finais da reagdo de oxidagdo sao potencialmente toxicos a saude
humana, tal como os compostos da oxidacdo do colesterol (KUBOW, 1990;
PANIANGVAIT et al., 1995) e da polimerizacdo dos triglicerideos (ALEXANDER,
1978; CHANG et al., 1978); além dos aldeidos com a e B insaturagdes, incluindo o
malonaldeido que é reconhecido pelos seus efeitos tdxicos, carcinogénicos e
mutagénicos (NEWBURG & CONCON, 1980). Portanto, estabelecer um método de
controle da evolucdo da oxidacado lipidica é fundamental para o controle da
qualidade destes produtos.

A natureza e proporcoes relativas dos aldeidos provenientes de processos de
degradacao dependem muito do tipo de acido graxo oxidado e das condigbes de
oxidagao (JADHAV et al., 1996). Para o seu doseamento s&o freqlentemente
usados alguns métodos colorimétricos:

Um dos métodos utilizados para acompanhar a evolugao da oxidagao lipidica
em carnes e produtos carneos é o teste do Acido 2-Tiobarbitdrico (TBA), trata-se de
um teste baseado na reacdo do acido tiobarbiturico com os produtos de
decomposi¢cdo dos hidroperoxidos. Um dos principais produtos formados no
processo oxidativo € o malonaldeido (MA), um aldeido com 3 a&tomos de carbono
(ST. ANGELO, 1996).

Neste ensaio uma molécula de MA reage com duas moléculas de TBA para
formar um complexo de cor vermelha, o qual absorve a 532-535 nm e apresenta
maximos de absor¢ao secundarios a 245 e 305 nm (BERSET et al., 1996; SIMS et
al., 1980; KOSUGI et al., 1989). A reacdo ocorre em meio acido (pH 1-2) e a alta
temperatura (100°C), no sentido de aumentar a sua velocidade e sensibilidade
(BERSET et al., 1996).
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Os resultados sdo normalmente expressos em unidades de absorbancia por
unidade de peso da amostra ou em "valor TBA" ou “numero de TBA”, definido como
0 peso, em mg, de MA por kg de amostra (SILVA et al., 1999).

O teste tem sofrido modificacbes para aumentar a sensibilidade de deteccao
e eliminar interferéncias de outros constituintes da amostra. Paralelamente ao
método espectrofotométrico para quantificacdo do complexo MA-TBA, recorre-se
com freqiiéncia a cromatografia liquida de alta resolucédo e a cromatografia gasosa
(ST. ANGELO, 1996; FRANKEL, 1993; GUILLOT et al., 1996; WONG et al., 1995).

Apesar de freqUentemente usado, o teste do TBA apresenta limitacoes,
tornando necessdrias algumas precaug¢des quanto ao significado atribuido as
determinacgdes realizadas:

- o MA forma-se unicamente a partir dos acidos graxos possuindo pelo
menos trés duplas ligagdes. Na realidade, o teste TBA ndo entra em linha de conta
com os derivados do linoleato ou oleato;;

- 0 MA n&o é o unico produto de oxidagao dos lipidios que reage com o
TBA: os 4-hidroxialcenais, os 2,4-alcadienais e os 2-alcenais formam igualmente um
cromogénio. Por essa razao parece preferivel falar em "substancias que reagem
com o TBA" (TBARS), (JADHAV et al., 1996; BERSET et al., 1996; HAMILTON et al.
1983).

- a falta de especificidade do teste ndo se limita aos compostos
anteriormente referidos. Particularmente quando o teor de MA é baixo, outros
aldeidos nao provenientes do processo de degradacdo dos lipidios podem reagir
com o TBA (e.g. acetaldeido e compostos da reacdo de Maillard). Os agucares,
nomeadamente a sacarose e a glicose, interferem exercendo um forte efeito
sinérgico na formagdo de TBARS, superestimando dessa forma a extensdo da
oxidacdo. Por outro lado, o MA pode nao reagir com o TBA devido a sua
complexacgao com proteinas, aminas e outros compostos (FRANKEL, 1993; JADHAV
etal.,, 1996; BERSET et al., 1996; WONG et al., 1995).
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Na determinagcdo da oxidacao lipidica pelo teste das substancias reativas ao
acido 2-tiobarbiturico (TBARS), todas as andlises devem ser feitas através de um
Unico meio de extracdo. Desta forma, as mudancas dos valores de TBARS para uma
situagdo em particular ou um determinado tipo de produto carneo pode mostrar o
comportamento da oxidacao dos lipideos que ocorre durante todo o processamento
e/ou armazenamento (RHEE, 1989; RAHARJO & SOFQOS, 1993).



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Teste da sensibilidade da cultura probidtica frente a concentracao de
cloreto de sodio (NaCl) e nitrito de so6dio (NaNO,)

A linhagem do microrganismo foi testada frente a concentragdo de NaCl e
NaNO.. Primeiramente realizou-se a reativagdo dos microrganismos, conforme as
especificagbes do fabricante, sendo entdo retiradas aliquotas de 0,1% até a
concentragdo 10""UFC/mL. Posteriormente semeou-se 1mL de cada concentragdo
em placas de Petri e em seguida adicionou-se o Agar MRS adicionado de NaCl e
NaNO;. O Agar MRS foi suplementado com NaCl nas concentracdes de 1,0%, 1,5%
e 2,0%, concentragcdes normalmente utilizadas na elaboragdo de produtos carneos,
conforme o descrito por Carr, Chill e Maida, (2002). Os testes de resisténcia ao
nitrito de soédio foram realizados pelo mesmo procedimento, sendo adicionado o
nitrito de soédio nas quantidades de 150, 200 e 250ppm ao Agar MRS. As
concentragdes de nitrito de sodio utilizadas foram baseadas na Portaria n® 1004, de
11 de dezembro de 1998 que aprova o Regulamento Técnico: Atribuicdo de Funcao
de Aditivos, Aditivos e seus Limites Maximos de uso para a Categoria 8 - Carne e
Produtos Carneos, Brasil (1998), utilizou-se uma concentracdo acima de limite
estabelecido que é de 150ppm e uma concentragdo abaixo do limite estabelecido
com o objetivo de verificar o comportamento do microrganismo frente a estas
concentragcdes (ARIHARA e ITOH, 2000). Da mesma forma foram realizados testes
adicionando-se ao meio, Agar MRS, o NaCl + NaNO,, para verificacdo do
comportamento deste microrganismo frente a agdo combinada destes dois sais. As
concentragbes utilizadas foram: 1,0%NaCl + 150ppm de NaNO;; 1,0%NaCl +
200ppm de NaNO; 1,0%NaCl + 250ppm de NaNOy; 1,5%NaCl + 150ppm de
NaNO,; 1,5%NaCl + 200ppm de NaNO;; 1,5%NaCl + 250ppm de NaNO,; 2,0%NacCl
+ 150ppm de NaNOgy; 2,0%NaCl + 200ppm de NaNO; 2,0%NaCl + 250ppm de
NaNO;; paralelamente também foi realizado um teste controle, onde se semeou 1mL
do inéculo em Agar MRS puro para comparacgdo do crescimento da linhagem de

Bifidobacterium lactis com os demais testes realizados. Posteriormente as placas
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foram incubadas invertidas em estufa bacteriol6gica a 37°C por 72 horas e ap6s o

periodo de incubacao realizou-se a contagem das col6nias nas placas.

4.2 Elaboracao de paté de presunto adicionado de microrganismo probiotico

4.2.1 Matéria-prima

- Carne Suina.

O pernil suino resfriado, utilizado para a elaboracdo do paté de
presunto, foi adquirido no comércio do municipio de Santa Maria — RS, sendo
adquirido com 24 horas de antecedéncia a fabricagéo.

- Toucinho.
O toucinho congelado, utilizado na elaboracao do paté de presunto foi
adquirido no comércio do municipio de Santa Maria com 24 horas de antecedéncia a
fabricacao.
O pernil suino e o toucinho foram transportados sob refrigeragcdo até o
laboratério de processamento de produtos carneos do Colégio Politécnico da UFSM,
sendo o pernil armazenado em camara fria e o toucinho mantido sob congelamento

até o momento do processamento.

4.2.2 Ingredientes

Os ingredientes utilizados na formulacdo do paté de presunto sao
apresentados na tabela 2. As percentagens utilizadas de condimentos e aditivos s&o
baseadas em formulacbes comerciais, sendo apenas modificada a quantidade

adicionada de cloreto de sddio.
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Tabela 2 — Formulagao Padrao de paté de presunto.

Matéria - Prima Formulacao Padrao (%)
Pernil Suino 39
Toucinho 39

Ingredientes

Agua 16
Proteina Isolada de soja (PIS) 2,5
Condimento p/ Paté (pimenta, gengibre, mostarda, cravo, aglcar) 0,8
Tripolifosfato 04
Cura (NaCl, INS250, INS251) 0,25
Fixador (INS316) 0,25
Sal (NaCl) 1,8

Fonte: Industria local (2008)

4.2.3 Processamento do Paté de Presunto

4.2.3.1 Cultura Probidtica

Foi utilizada cultura liofilizada de Bifidobacterium lactis (BLC 1), gentiimente
cedida pela SACCO Brasil, localizada em Campinas — SP. As linhagens
encontravam-se armazenadas em envelopes de alu-foil com 10 doses, pesando
cerca de 5 gramas. Cada dose corresponde a um minimo de 100 bilhées de células
vivas, sendo recomendado o uso de uma dose, ou seja, 100 bilhdes de células

vivas, para 30 kg de produto.

4.2.3.2 Preparo do In6culo

Foram preparados dois inéculos diferentes levando em consideragdo a
concentracdo de microrganismos probidticos em cada tratamento. O calculo
realizado para a determinacdo das concentragdes de cada inoculo foi realizado a
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partir de regras de trés; primeiramente determinou-se 0 peso (em gramas) de cada
dose contida no envelope de alufoil, e posteriormente atribuiu-se a concentracao
esperada para os inoculos. :

- T1, com concentracdo final esperada de 10° UFC.g" de
Bifidobacterium lactis no paté de presunto;

- T2 com concentragdo final esperada de 10® UFC.g' de
Bifidobacterium lactis no paté de presunto;

Para este preparo seguiram-se as especificagdes do fornecedor das culturas

probidticas, sendo que estas foram dissolvidas em vidros com agua destilada e
esterilizada, cerca de 30 minutos antes da inoculagdo no produto.

4.2.3.3 Producao do Paté de Presunto

As etapas de processamento do paté de presunto estdo descritas a seguir.

4.2.3.4 Descricao das etapas de producao

O paté de presunto foi processado no Laboratério de Processamento de
Carnes do Colégio Politécnico da UFSM, de acordo com o fluxograma apresentado
na figura 1.

Primeiramente realizou-se o corte em cubos do pernil suino e do toucinho,
sendo ambos levados em recipientes separados, para cozimento em fogao industrial
por 20 minutos. Apds o cozimento a carne e a gordura foram trituradas em cutter
com capacidade minima de 5kg, afim de promover o rompimento dos tecidos das
células e a melhor distribuicdo da gordura. Em seguida, adicionou-se o sal de cura, 0
NaCl , a proteina isolada de soja a matéria-prima triturada, provocando uma
modificagcdo estrutural nas proteinas auxiliando na formacdo da massa. Apos a
etapa de emulsificacao realizou-se a adicdo do condimento para paté, responsavel
pelo flavor caracteristico do produto, adicionou-se o tripolifosfato, o caldo de

cozimento, proveniente do pernil, e o eritorbato. A massa carnea foi novamente
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misturada e adicionou-se 2,5mL de corante de carmin de coxonilha para conferir
coloracao résea ao produto final.

A massa do paté foi envasada em vidros de 100g com tampa de rosca,
rotulados, sendo imediatamente fechados e levados para o0 processo de
pasteurizacdo em banho-maria em recipientes fechados dispostos em fogao
industrial, com controle de temperatura. O controle de temperatura foi realizado com
a manutencdo de termdémetros em quatro vidros abertos dispostos em diferentes
pontos do banho-maria, ao atingirem a temperatura de 80°C, manteve-se os vidros
nesta temperatura por 30 minutos, até que o centro do produto atingisse os 75 °
(SCHMELZER-NAGEL, 1999).

Encerrando-se a etapa de cozimento, os vidros contendo o paté de presunto
foram resfriados a temperatura de 40°C com agua e gelo e levados para capela de
fluxo laminar para o procedimento de inoculagdo do microrganismo probiético. Os
Apéndices 1, 2 e 3 apresentam algumas ilustragdes das etapas de producao.

PERNIL + TOUCINHO
(CORTADOS EM CUBOS /| PRE-COZIDOS)

!

TRITURAGAO EM CUTTER

SAL+CURA+PIS P

EMULSIFICAGAQ EM
CUTTER

OMDIMENTO Pi PATE
TRIPOLIFOSFATO
-———— AGUA

FIXADOR

[ misTuRADAMASSA |

|

[ ENVASE EM VIDROS DE 100g |

|

PASTEURIZAGAO
80°CI30min

BE SR MERD ROTULAGEM (DIVISAD DOS
(BANHO DE AGUA+GELO) — TRATAMENTOS)

[ REFRIGERAGAD {4°C £ 1°C) |

Figura 1 — Fluxograma geral de processamento do paté de presunto adicionado de
Microrganismo Probiético.
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4.2.3.5 Inoculacao dos microrganismos probioticos (Bifidobacterium lactis)

A determinacao da temperatura de 40°C para inoculagcao dos microrganismos
probidticos no paté de presunto foi realizada a partir de testes preliminares de
resisténcia do microrganismo a diferentes temperaturas. Nestes testes uma
formulacéo de paté de presunto foi processada conforme descrito anteriormente e
realizou-se a inoculacao de Bifidobacterium lactis em diferentes temperaturas (40°C,
50°C e 60°C), onde se observou uma resisténcia destes microrganismos com maior
viabilidade na temperatura de 40°C (Apéndice 4).

Na capela de fluxo laminar, em condicbes assépticas, realizou-se o
procedimento de inoculagdo dos microrganismos, sendo que a massa contida em
cada vidro de cada tratamento recebeu 1mL de inéculo.

O experimento constou de dois tratamentos codificados como T1 e T2, e um
Controle, codificado como C, conforme descrito a seguir:

- Controle (C) = formulacao padrao de paté de presunto sem adi¢do de
Bifidobacterium lactis;

- T1 = formulagao padrao com adicao de microrganismo probi6tico com
concentragdo final esperada de 10° UFC.g"' de Bifidobacterium lactis no paté de
presunto;

- T2 = formulacao padrao com adicdo de microrganismo probidtico com
concentracdo final esperada de 10° UFC.g" de Bifidobacterium lactis no paté de
presunto.

Ap6s a inoculagdo os tratamentos foram submetidos a refrigeracdo onde
foram mantidos a 4°C £ 1°C para realiza¢ao posterior das analises.
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4.3 Avaliacao dos parametros fisico-quimicos, microbiolégicos esensoriais do
paté de presunto adicionado de microrganismo probiotico durante o seu

periodo de armazenamento

4.3.1 Amostras analisadas

As andlises foram realizadas nos dias 0, 7, 14, 21 e 31, correspondentes ao
periodo de armazenamento do produto, a temperatura de 4°C+ 1°C.

As analises microbiologicas foram realizadas em duplicata, sendo que cada
amostra da duplicata foi inoculada em duas placas totalizando quatro valores de

contagens. As analises fisico-quimicas foram realizadas em triplicata.

4.3.2 Analises fisico-quimicas

4.3.2.1 Composigao Centesimal do produto elaborado

Apés a elaboragao (tempo 0 de armazenamento) do paté de presunto
foram realizadas as analises para determinacdo da sua composicao centesimal,
conforme a Instru¢do Normativa n® 21, de 31 de Julho de 2000 - Regulamento
Técnico de Identidade e Qualidade de paté do Ministério da Agricultura (BRASIL,
2000).

Os procedimentos analiticos utilizados para a determinagéo de gordura
(Sohxlet), proteina (Kjehdal), umidade e cinzas, seguiram metodologias da AOAC
(2002).
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4.3.2.2 Determinacgao do pH

O pH foi determinado seguindo metodologia descrita na AOAC (2002), sendo
coletado 10g de amostra de Paté de Presunto que foi homogeneizada com 100mL
de agua destilada. A medida foi realizada utilizando pHmetro digital, da marca
Digimed®, com eletrodo de vidro combinado, sendo previamente calibrado com
tampaopH4epH 7.

4.3.2.3 Determinacédo da Oxidacgao Lipidica (TBARS)

O indice de TBARS (acido 2-tiobarbiturico) foi realizado seguindo metodologia
proposta por Raharjo et al(1992) realizando-se algumas modificacées conforme
Drehmer (2005). Duas amostras de cada tratamento de 10g cada foram coletadas e
adicionadas de 40mL de acido tricloroacético (TCA) a 5% , mais 1mL de antioxidante
Butil Hidroxitiobarbitdrico - BHT 0,15% e homogeneizadas por 1 minuto em Bag
mixer. Logo apods, realizou-se a filtracao e o volume foi ajustado para 50mL em
baldo volumétrico com TCA 5%. Destes balées foram retirados, com pipeta
volumétrica, aliquotas de 2mL e colocadas em tubo de ensaio (2 tubos para cada
baldo), onde adicionou-se 2mL do reagente de TBA 0,08M em &cido acético 50%
homogeneizando-se. Em seguida os tubos foram levados para banho-maria por 5
minutos em agua fervente.

Logo apds a saida das amostras do banho-maria realizaram-se as leituras
das absorbancias através de espectrofotdmetro a 531 nanémetros. Os valores foram
expressos em miligramas de malonaldeido por quilograma de amostra (mgMA/kQ),
através do caélculo: valor da absorbancia lida x 7,38 (fator de corregdo para as
leituras das absorbancias).
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4.3.3 Analises Microbiolégicas

Para a realizacdo das andlises microbiologicas foram coletadas duas
amostras de 25g do Controle (C) e dos tratamentos T1 e T2. As amostras de 25¢g de
paté de presunto foram transferidas para sacos estéreis coletores de amostra,
adicionados de 225mL de agua peptonada, exceto para analise de Salmonella sp.
onde a agua peptonada era substituida pela agua peptonada tamponada, as
amostras foram entdo levadas para Stomacker onde eram homogeneizadas por 60
segundos, a amostra diluida era entdo considerada como a diluicdo 10; a partir
desta diluigdo uma aliquota de 1mL foi transferida para um tubo contendo 9mL de
solucéo de 4gua peptonada estéril 0,1%. A partir desta diluicdo foram realizadas as
diluicbes subsequiientes conforme o0 necessario para analise do produto. Apds o
tempo de incubacao requerido para cada meio de cultura, a contagem foi realizada

em placas de Petri que apresentaram entre 25 e 250 coldnias.

4.3.3.1 Contagem de microrganismos deteriorantes

Foram realizadas contagens estimadas da populacdo de Coliformes
Termotolerantes, Staphylococcus coagulase positivo, Clostridium sulfito redutores e
Salmonella sp., seguindo exigéncias da Resolugdo n® 12, de 02 de Janeiro de 2001
da ANVISA, Brasil (2001); e metodologia descrita em Brasil (2003).

Para a enumeragdo dos Coliformes Termotolerantes (coliformes a 45°C),
realizou-se a semeadura das aliquotas das diluicbes das amostras em profundidade
nas placas de Petri. Adicionando-se o meio de cultura Agar Cristal Violeta Vermelho
Neutro Bile (VRB). Apos a solidificagdo da primeira camada, foi adicionada uma
sobre camada visando a prevengao do crescimento e espraiamento de coldnias na
superficie do Agar. As placas foram incubadas invertidas em estufa a 36°C + 1°C
/24h. Esta prova presuntiva de enumeragéo de coliformes revela a fermentacdo da
lactose pelos microrganismos presentes, através de um indicador de pH e a inibicao
das bactérias Gram-positivas ocorre pela presenca de sais biliares e cristal violeta do

Agar VRB. As provas confirmativas da presenca de Coliformes Termotolerantes s6
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sao realizadas se a prova presuntiva apresentar o crescimento de col6nias nas
placas, de acordo com metodologia descrita em Brasil (2003).

A contagem de Staphylococcus coagulase positiva foi realizada com
inoculacdo das diluicdes desejadas das amostras de paté em Agar Baird-Parker
(plagueamento em superficie), o qual evidencia a habilidade deste microrganismo
em crescer na presenca de Telurito de Potassio combinado com Cloreto de Litio e
Glicina. Nesta contagem verifica-se a redugcdo anaerdbica e aerdbica pelo
Staphylococcus do Telurito de Potassio a telurio, produzindo colénias negras; a
suplementacdo do meio de cultura com gema de ovo possibilita a verificacdo das
atividades proteoliticas e lipoliticas do Staphylococcus, por meio do aparecimento de
um halo de transparéncia e um de precipitagdo ao redor da colénia. Caso seja
verificada a presenca destas coldnias tipicas nas placas incubadas invertidas a 36°C
+ 1°C /48h, realiza-se além da contagem das colbnias, a prova da coagulase, onde
se verifica a capacidade do microrganismo coagular o plasma de coelho pela agéao
da enzima coagulase produzida por este microrganismo BRASIL (2003).

A contagem de Clostridium Sulfito Redutores foi realizada através da
inoculacdo, em profundidade, das diluigdes desejadas (10" a 10°) das amostras em
placas de Petri, as quais foram adicionadas de cerca de 15mL do meio Agar SPS.
Em seguida foi adicionado mais uma sobrecamada de meio SPS e realizou-se a
colocacdo das placas em jarras de anaerobiose a 36°C + 1°C, por 24horas. Nas
condicoes de anaerobiose o Clostridium forma colénias negras devido a reacao de
reducéo de sulfito a sulfeto, que reage com citrato de aménio e ferro Ill, formando
um precipitado negro. Selecionam-se placas contendo de 20 a 200 coldnias para
contagem BRASIL (20083).

A andlise para deteccdo de Salmonella sp. foi realizada conforme a
metodologia descrita por Brasil (2003), onde realiza-se as etapas de pré-
enriquecimento da amostra através da incubagdo da mesma a 36°C = 1°C, por
20horas, adicionada de &gua peptonada tamponada, visando a recuperagdao de
células do microrganismo que possam estar injuriadas devido ao processamento do
alimento. Para o enriquecimento seletivo, segunda etapa, utilizou-se meios que
contém substancias que impedem o crescimento da maioria dos microrganismos
interferentes. Para tanto, foram utilizados o caldo Rappaport Vassiliadis e caldo
Selenito-cistina, além do caldo Tetrationato. Os tubos contendo a amostra foram

incubados a 41°C + 0,5°C, por 24horas. Em placas contendo o Agar Rambach e
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Agar SS foi realizado a etapa de Isolamento e Selecdo de colénias de Salmonella.
Caso haja o crescimento de colénias nestes meios de cultura realizam-se os testes
bioquimicos, de identificacdo bioquimica, onde se verifica e evidencia as
propriedades fisiolégicas e metabdlicas das culturas suspeitas. Para confirmacao
final em caso de duvida, realizam-se outras provas complementares, baseadas na
inoculagdo das culturas suspeitas em uma bateria miniaturizada de testes

padronizados.

4.3.3.2 Contagem estimada da populacao de Bifidobacterium sp.

A contagem estimada da populacao de Bifidobacterium sp., foi determinada e
expressa em unidades formadoras de col6nia por grama de amostra (UFC.g™).

Utilizou-se o meio de cultura Agar De Man Rogosa & Sharp — MRS-IM com
glicose adicionado de solugdo de dicloxacilina, cloreto de litio e cloridrato de
cisteina. A técnica utilizada foi a de semeadura em profundidade. Foram feitas
semeaduras em duplicata para cada diluicdo, sendo a superficie das placas
recoberta com uma sobre camada do meio MRS-IM, para geracao de uma atmosfera
microaerofila. Apos a inoculacdo nas placas, estas foram incubadas invertidas em
jarras contendo gerador de anaerobiose Anaerobac (Probac), a 37°C por 72 horas.
(CHRISTIAN HANSEN, 1999).

4.3.4 Analise Sensorial

A avaliagdo sensorial foi realizada no Laboratério de Analise Sensorial no
Departamento de Tecnologia e Ciéncia dos Alimentos, do Centro de Ciéncias
Rurais, na UFSM, contando com a participacdo de 62 provadores nao-treinados,
sendo estes alunos de graduacdo, pds-graduacgdo, funcionarios e docentes da
UFSM. A metodologia utilizada baseou-se na norma técnica NBR 12994 da ABNT
(1993), que estabelece os métodos de analise sensorial dos alimentos e bebidas.

Para tanto foram utilizados os métodos subjetivos utilizando escala hedénica, para
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expressar o0 grau de aceitacdo, e escala de atitude para expressar atitudes ou
opinides dos avaliadores (ABNT, 1993).

4.3.4.1 Teste Afetivo de Aceitacao

Na anadlise sensorial foi aplicado o teste de aceitacdo nas duas amostras
tratadas com Bifidobacterium lactis, sendo servidas em cabines individuais.
Amostras de aproximadamente 10 gramas do produto foram servidas em recipientes
de porcelana branca, codificados com trés digitos, acompanhadas da ficha de
avaliagao sensorial. Além disso, foram oferecidos faca descartavel, prato descartavel
com bolacha do tipo agua e sal e um copo de 4gua para serem utilizados pelos
provadores entre as amostras. A aplicacdo do Teste Afetivo de Aceitacdo foi
realizada no periodo da manha, das 9h30min as 11h30min, a partir do segundo dia
apos o processamento do paté de presunto adicionado de Bifidobacterium lactis.
Para o Teste Afetivo de Aceitacdo (Apéndice 5), utilizou-se a escala hedbénica
estruturada de sete (7) pontos, em que as avaliagbes variaram de desgostei
muitissimo (valor 1) e gostei muitissimo (valor 7), sendo que o valor de avaliacéo 4

representava (Indiferente — nao gostei nem desgostei).

4.3.4.2 Teste de Intencao de Compra

O teste de Intencdo de Compra do produto foi realizado juntamente com o
teste afetivo de aceitacdo (Apéndice 5) e incluiu 5 op¢des de compra. Foi utilizada
uma escala de atitude de cinco pontos, na qual as avaliagdes variaram de
certamente eu nao compraria (valor 1) a certamente eu compraria (valor 5), sendo o

valor 3 indicativo da opc¢éo (talvez eu compraria/talvez ndo compraria).
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4.3.5 Andlise Estatistica

Para verificar se existe efeito dos tratamentos ao longo do periodo estudado,
foi realizada andlise estatistica através da andlise de varidncia com parcelas
subdivididas no tempo. Para andlise sensorial foi realizado o Teste de Aceitacao e
Intencdo de Compra nas duas amostras tratadas e depois aplicado o teste t de
Student. Foi utilizado para tanto o pacote estatistico SAS 9.1.3 Institute Inc., Cary,

NC, USA. O nivel de significancia utilizado para o tratamento dos dados foi de 5%.



5 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

5.1 Teste da sensibilidade da cultura probidtica frente a concentracdao de
cloreto de sodio (NaCl) e sal de cura (NaNO,)

A linhagem de Bifidobacterium lactis, testada frente as concentragéo de NaCl
de 1,0%, 1,5% e 2,0%, adicionadas ao Agar MRS, apresentaram crescimento em
todos os testes realizados. As contagens de células viaveis foram expressivas
conforme o0 que pode ser observado na tabela 3. Para o teste de sensibilidade ao sal
de cura (NaNO;) nas concentragées de 150ppm, 200ppm e 250ppm, também se
observou crescimento da linhagem de Bifidobacterium lactis em todos os testes
(tabela 4), concordando com os resultados encontrados por MACEDO et al., 2005,
que testaram linhagens de bactérias lacticas com propriedades probiédticas frente a
concentracées de Cloreto de Sédio e Sal de Cura, para serem aplicadas em
produtos carneos fermentados e encontraram valores de 7 x 102 UFC.g" e 3,1 x 10°
UFC.g 'para espécies probidticas de Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei e
Lactobacillus ramnosus. O teste de resisténcia dos microrganismos realizado com a
adicdo da combinacdo destes dois sais adicionados ao Agar MRS, apresentaram
crescimento de células viaveis em todas as concentracdes adicionadas conforme o
observado na tabela 5. Os resultados destes testes de resisténcia da cultura
probidtica frente a combinagcdo destes dois sais de cura utilizados em muitos
produtos carneos, permitiram avaliar que a linhagem de Bifidobacterium lactis pode
ser aplicada em produtos carneos nestas concentragdes.

Tabela 3 — Populagdo microbiana de Bifidobacterium lactis (Log UFC.g™"), submetida
a diferentes concentracdes de NaCl.

Concentracoes (NaCl)
1,0% 1,5% 2,0%

Log UFC.g™ 11 9,2 9
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Tabela 4 — Populacdo microbiana de Bifidobacterium lactis (Log UFC.g™"), submetida
a diferentes concentragdes de NaNO,.

Concentracoes (NaNO,)

150 ppm 200 ppm 250 ppm

Log UFC.g™ 10 9 9

Tabela 5 — Populagéo microbiana de Bifidobacterium lactis (Log UFC.g™), submetida
a combinacao de diferentes concentragdes de NaCl e NaNO..

__Combinagio dos Sais Log UFC.g-1
1,0%NaCl + 150ppm de NaNO, 10,2
1,0%NaCl + 200ppm de NaNO, 10
1,0%NaCl + 250ppm de NaNO, 9,5
1,5%NaCl + 150ppm de NaNO, 9,3
1,5%NaCl + 200ppm de NaNO, 9
1,5%NaCl + 250ppm de NaNO, 9
2,0%NaCl + 150ppm de NaNO- 8,9
2,0%NaCl + 200ppm de NaNO- 8,4
2,0%NaCl + 250ppm de NaNO, 8,5

5.2 Caracterizacao Fisico-quimica do produto

5.2.1 Determinacao da Composicao Centesimal

A determinacado da composicao centesimal do paté de presunto apresentou
resultados que demonstram que o produto elaborado encontra-se em conformidade
com o estabelecido pela Instrucdo Normativa n® 21 de 31 de Julho de 2000, do
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento — MAPA, Brasil (2000). As

andlises realizadas em triplicata apresentaram valores para umidade, proteina,
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gorduras e cinzas que nao diferiram significativamente pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de significancia, indicando que a adicdo de Bifidobacterium lactis nos
tratamentos T1 e T2 n&o influenciou significativamente na composi¢ao centesimal do

produto elaborado (tabela 6).

Tabela 6 - Composicao Centesimal média do paté de presunto adicionado de
microrganismo probidtico.

g % (valores médios)

Valores
Determinacao Tratamentos** estabelecidos
c T+ . pela legislacao
Umidade 50,1 50,2 50,2 Max. 70%
Proteina 18 18,2 18 Min. 8%
Gordura 26,2 26 26,3 Max. 32%
Cinzas 3,7 3,7 3,6

* C — Controle, sem adigao de probidtico

** T1 — Tratamento com adi¢do de 10° UFC.g'de Bifidobacterium lactis

*** T2 — Tratamento com adicéo de 108 UFC.g'de Bifidobacterium lactis

# as médias das determinagbes da composicdo centesimal do paté de presunto nao
apresentaram diferenca significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05)

5.2.2 Determinacao de pH

Na determinacao do valor do pH durante a estocagem do paté de presunto,
buscou-se avaliar se existiu efeito nos tratamentos ao longo do periodo de
armazenamento.

A evolucao do pH pode ser observada na figura 2 e Apéndice 6, onde estdo
demonstradas as curvas de regressao ajustadas para o pH. Observa-se que todos
os tratamentos (C, T1 eT2) apresentaram elevagcdo nos valores de pH, partindo os
tratamentos T1 e T2 de um mesmo patamar, encontrando-se o controle com valores
um pouco abaixo de T1 e T2 nos sete primeiros dias.

O valor do pH para o Controle, o T1 e T2 apresentou um comportamento

crescente linear. O Controle apresentou uma variagdo nos seus valores de pH de
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6,1 £0,1 26,5 % 0,01, ja o tratamento T1 apresentou uma variacao nos seus valores
de pH de 6,2 £ 0,01 a 6,6 £ 0,01; e 0 T2 apresentou uma variacdo de pH de 6,2 +
0,01 a 6,5 + 0,01. Portanto verificou-se que existiu efeito significativo na interagao
entre os tratamentos T1, T2 e o controle com os dias de armazenamento, ocorrendo
elevagcdo nos valores de pH para todos no periodo avaliado de 31 dias de
armazenamento.

Estes valores finais de pH do tratamentoT1 e T2, girando em torno de 6,5,
sao fatores que favorecem a manutencgao da viabilidade celular dos microrganismos
probiodticos como as do género Bifidobacterium, de acordo com Corrales et al., 2007
valores de pH proximos a (6,5+1), permitem um periodo de vida Gtil maior em
relacdo a outros alimentos probio6ticos originados por fermentagéao, nos quais o pH
baixo influencia diretamente na sobrevivéncia deste tipo de microrganismo
probidtico. Considerando que os valores de pH caracteristicos para o produto paté
séo de 6,2 a 6,5 £ 1 (Brasil, 2000); verifica-se que a linhagem de Bifidobacterium
lactis inoculada no T1 e T2 nao interferiu nas caracteristicas do produto durante os
31 dias de armazenamento avaliados, sendo este um substrato viavel para a
manutencao destes microrganismos. No estudo realizado por Vermeiren et al (2006),
no qual foi inoculado uma concentragdo de 10° UFC.g" de Lactobacillus sakei 10A
em paté, para verificar a influéncia do microrganismo na alteracdo das
caracteristicas sensoriais do produto, verificou-se que a producdo de acido lactico
pela linhagem de Lactobacillus sakei 10A, provocou alteragdes no valor de pH do
produto variando seus valores de pH 6,43 para 6,09 com 24 dias de
armazenamento, esta queda nos valores do pH foi detectado pelos avaliadores, na
avaliacdo sensorial, sendo o produto considerado por eles inapto para consumo
devido ao excesso de sabor 4cido ndo caracteristico do paté.

Comparando as variagdes ocorridas nos valores de pH do controle (C) de 6,1
+ 0,1 a6,5+0,01; com os do tratamento controle do estudo de Silva et al. (2003), o
qual avaliou valores de pH em patés de presunto adicionados de diferentes
emulsionantes em fungdo do tempo de armazenamento, pode-se verificar um
comportamento semelhante. Silva et al. (2003) encontrou valores para o pH do
controle que variaram de 6,45 a 6,61 em 45 dias de armazenamento de paté de
presunto sob refrigeracao. Farber et al. (1995), em seu estudo para avaliagcdo dos
efeitos de diversos parametros no crescimento de Listeria monocytogenes em paté

de figado, encontrou valores inferiores de pH que variaram de pH 6,00 a 6,15
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durante avaliacdo da estocagem do paté sob refrigeracdo a 4°C; valores estes
considerados normais para paté de figado. Desta forma verifica-se a importancia da
manutencao dos valores de pH caracteristicos para cada produto especifico

auxiliando na manutencao das suas caracteristicas.
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Figura 2 - Curvas de regressao ajustadas para o pH, conforme o modelo estimado,
para cada tratamento.

5.2.3 Determinacao da Oxidacgao Lipidica (TBARS)

Observando a figura 3 e Apéndice 7, verifica-se que dentre as trés amostras
analisadas, a oxidagao lipidica foi mais acentuada para o controle (C), que atingiu
um valor de 0,044mg apds 31 dias de armazenamento. Os tratamentos T1 e T2
apresentam um comportamento muito semelhante com pouca variagdo ao longo do
periodo de armazenamento, apresentando valores para TBARS de 0,013 a 0,017mg
de malonaldeido/kg. Observando as variagbes nas determinagcdées de TBARS ao
longo do periodo de armazenamento pode-se verificar que houve uma interacao
significativa entre as amostras de paté de presunto avaliadas e os 31 dias de
armazenamento.

Considerando que a diferenga entre os tratamentos controle, T1 e T2 esta na
presenca de Bifidobacterium lactis, pode-se sugerir uma influéncia deste

microrganismo na estabilizacao da oxidacao lipidica nos tratamentos T1 e T2.
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Comparando o controle com o estudo de Silva et al. (2003), que avaliou a
adicao de diferentes emulsificantes em paté de presunto, os valores para TBARS
encontrados pelo autor foram bem superiores (0,2 a 0,8 mg de malonaldeido por kg
de amostra — mgMAL/kg) durante um periodo de 45 dias de armazenamento sob
refrigeragcdo. Da mesma forma, Estévez et al. (2006), estudando o emprego de
antioxidantes em paté de figado, encontrou valores superiores (0,35 mgMAL/kg para
suinos ibéricos e 0,83 mgMAL/kg para suinos brancos) no produto armazenado sob
refrigeracdo a 4°C, mesmo apds a aplicacao de diferentes antioxidantes sintéticos e
naturais. Bote et al. (2005), sugere que a evolugao da oxidagdo lipidica em carne e
produtos carneos suinos sofre muitas variagées, podendo algumas vezes alcangar
valores de 1,5 a 2 mg de malonaldeido/kg em poucos dias, e, algumas vezes a
oxidacdo pode ocorrer tdo lentamente que ndo chega a ser considerada um
problema. O autor ressalta ainda que alguns fatores de variagdo e suas interagdes
ndo sao muito conhecidos, existem informagdes que demonstram que a
suscetibilidade dos tecidos de sofrer processos de oxidacdo depende da
alimentagéo recebida pelo animal, fundamentalmente do tipo de &cido graxo e da
presenca de agentes antioxidantes nos tecidos, portanto, pode se considerar que o
tratamento recebido pelo animal que originou a matéria-prima para o processamento

do paté, pode ter influenciado no retardamento da oxidacao lipidica do produto.
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Figura 3 - Curvas de regressao ajustadas para TBARS, conforme o modelo estimado,
para cada tratamento.
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5.3 Caracteristicas microbioldgicas do produto

5.3.1 Contagem de microrganismos contaminantes

Os resultados das contagens de microrganismos contaminantes no
paté de presunto apresentaram-se bastante satisfatorias (tabela 7). Todas as
analises realizadas para Staphylococcus coagulase positiva, Coliformes a 45°C e
Clostridium sulfito redutor tiveram resultados que se enquadram dentro do
estabelecido na RDC n®12 da ANVISA, Brasil, (2001) a qual determina para este tipo
de alimento padrées microbioldgicos para Staphylococcus coagulase positiva de no
maximo 3 x 10° UFC.g™", para Coliformes a 45°C de no maximo 10° UFC.g' e
Clostridium sulfito redutor de no maximo 5 x 10 UFC. g™

A analise de Salmonella sp. realizada nos trés tratamentos apresentou
resultados em conformidade com a RDC n? 12 da ANVISA, Brasil, 2001), que
determina a auséncia deste microrganismo em 259 do alimento.

Como o produto apresentou em suas andlises microbioldgicas, valores
muito inferiores aos estabelecidos pela legislacdo para contagem de microrganismos
contaminantes, demonstra que € um produto apto para consumo, seguindo os
padroes de higiene e manipulacdo adequados durante o seu processamento e

armazenamento refrigerado a 4°C.
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Tabela 7 - Andlises microbiolégicas (log UFC.g") realizadas durante o periodo de
armazenamento do paté de presunto inoculado com. Bifidobacterium lactis.

Staphylococcus Coliformes Clostridium
Dias Trat.” coagulase a sulfito
positiva 45°C redutor
C < 1,00 <1,00 <1,00
0 T1 < 1,00 < 1,00 < 1,00
T2 < 1,00 < 1,00 < 1,00
C <1,00 <1,00 <1,00
7 T1 < 1,00 < 1,00 < 1,00
T2 < 1,00 < 1,00 < 1,00
C < 1,00 <1,00 <1,00
14 T1 < 1,00 < 1,00 < 1,00
T2 < 1,00 < 1,00 < 1,00
C < 1,00 <1,00 <1,00
21 T1 < 1,00 < 1,00 < 1,00
T2 < 1,00 < 1,00 < 1,00
C < 1,00 < 1,00 <1,00
31 T1 < 1,00 < 1,00 < 1,00
T2 < 1,00 < 1,00 < 1,00

* C — Controle, sem adicao de probidtico
T1 — Tratamento com adicéo de 10° UFC.g'de Bifidobacterium lactis
T2 — Tratamento com adicéo de 10° UFC.g'de Bifidobacterium lactis

5.3.2 Estimativa da populagao de Bifidobacterium lactis

Observa-se na tabela 8, que no tratamento T1 os valores da estimativa da
populacao de Bifidobacterium lactis se mantém estaveis do 12 ao 142 dia, ou seja,
apresentando contagens de 10° UFC.g™. A partir do 21 dia, ocorreu um decréscimo
de um ciclo logaritmico, permanecendo o produto com uma concentragdo de 10°
UFC.g" até o 31° dia de armazenamento. O tratamento T2 apresentou uma
estimativa de populacéo inicial de 108 UFC. g no paté de presunto, sendo mantida
esta concentracao logaritmica até o 212 dia. No entanto, apresentou uma diminuicao
de um ciclo logaritmico ap6s o 21° dia, chegando ao 31° dia de armazenamento com
uma estimativa de populagéo de Bifidobacterium lactis de 10’ UFC. g™. De acordo
com Gomes e Malcata (1999) trabalhar em condi¢6es higiénicas adequadas e usar
fatores promotores de crescimento sdo pré-requisitos para altas contagens iniciais
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de células viaveis de probiodticos. O uso destes fatores se faz necessario devido a
baixa velocidade de multiplicacdo dos probidticos em relagcdo, por exemplo, as
bactérias lacticas.

A legislacdo suica de alimentos estipula que a concentracdo minima para um
alimento ser considerado probiético é de 10°UFC de Bifidobacterium.g” no final do
prazo de validade do produto que os contém (ANON, 2002). Para Llcke, (2000);
Tharmaraj & Shah, (2003) os alimentos com propriedades probidticas devem conter
um ndmero minimo de populagdo microbiana estimada em 10°UFC por grama do
produto para obtencéo de efeitos benéficos e colonizagdo do intestino. Desta forma
o tratamento T1 apresentou sua viabilidade como probiético mantendo-se com 10°
UFC. g até o 14° dia de armazenamento, enquanto que o tratamento T2 manteve-
se viavel como alimento probidtico durante os 31¢ dias de armazenamento. Urnau
(2008) encontrou resultados de viabilidade de Bifidobacterium sp. em produto carneo
fermentado por um periodo de 30 dias, atingindo uma concentragéo final de 6,96
Log UFC.g™" no produto.

Tabela 8 — Estimativa da populagdo de Bifidobacterium lactis durante periodo de
armazenamento do paté de presunto (UFC.g™").

Dias Controle T1* T 2**
0 0 5,6 x 10° 8,4 x 10°
7 0 2,4 x 10° 5,2 x 10°
14 0 4,4 x 10° 2,6 x 10°
21 0 6,8 x 10° 1,3 x 10°
31 0 4,3 x10° 1,5 x 107

*T1 — Tratamento com adicéo de 10° UFC.g'de Bifidobacterium lactis
“*T2 — Tratamento com adicéo de 102 UFC.g'de Bifidobacterium lactis
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5.4 Analise Sensorial

Com o objetivo de verificar se existe diferengca entre as médias dos
tratamentos conforme o atributo (cor, aroma, sabor e textura) avaliado, realizou-se o
teste t de Student. Na tabela 9, pode se verificar de maneira geral, que os
parametros analisados variaram entre gostei moderadamente (valor 5) a gostei
muito (valor 6), observando-se que existe diferengca significativa apenas para o
atributo aroma ao nivel de 5% de significancia. Verificou-se também que o atributo
sabor foi 0 que apresentou maiores notas destacando-se o tratamento T1; segundo
Orddinez (2005); o sabor € uma caracteristica organoléptica que possui grande

influéncia na aceitacao e escolha de um produto para consumo.

Tabela 9 - Teste de aceitabilidade para amostras de Paté de Presunto adicionado de
Bifidobacterium lactis quanto aos atributos de cor, aroma, sabor e textura.

Atributos
Tratamento Cor
Média Valor do teste “'P-valor
1 5,52
’ -0,1 ,87
2 5,55 0,16 0.8
Aroma
1 5,56
2 5.23 1,89 0,048
Sabor
1 6,13
2 5.95 1,16 0,25
Textura
1 5,85
2 5.81 0,25 0,80

*T1 — Tratamento com adicéo de 10° UFC.g 'de Bifidobacterium lactis

“*T2 — Tratamento com adicéo de 108 UFC.g"'de Bifidobacterium lactis

***Valor de probabilidade. em negrito as médias podem ser consideradas estatisticamente
diferentes ao nivel de 0,05%.

Observando os valores médios de cada atributo (cor, aroma, sabor e textura),
apresentados na tabela 9 e na figura 4, que apresenta o grafico com as médias de
cada tratamento por atributo; observou-se que nado existiu diferenca significativa



52

quanto a aceitacdo global do paté de presunto; ocorrendo apenas uma maior
distincdo quanto ao aroma do produto. Considerando que o tratamento T1 e T2
receberam a adicdo de diferentes concentragdes (10° UFC.g' e 10® UFC.g"
respectivamente), de Bifidobacterium lactis, verificou-se que a aceitagdao do produto
nao foi influenciada pela adicdo de diferentes concentragdes do microrganismo
probidtico, mantendo as caracteristicas globais do mesmo inalteradas. Urnau, 2008;
encontrou resultados semelhantes para produto carneo fermentado com
microrganismo probi6tico, onde a aceitagdo do produto elaborado também néo foi
afetada pela adicao de probiético, apresentando inclusive valores superiores quanto
comparados ao produto fermentado controle.
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Figura 4 — Médias dos atributos de cor, aroma, sabor e textura em amostras
de paté de presunto adicionado de Bifidobacterium lactis.

Quanto ao teste de intencdo de compra realizado concomitantemente com o
teste de aceitacdo. Observando-se o valor atribuido pelos avaliadores na figura 5

que representa o teste de intencdo de compra com o comportamento dos
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avaliadores frente ao tratamento T1 e a figura 6 que representa o teste de intencao
de compra e o comportamento dos avaliadores frente ao tratamento T2, verifica-se
que ambos os tratamentos foram aceitos pelos avaliadores recebendo o maior
percentual das notas na escala de atitude de cinco pontos, correspondendo as
avaliagcbes: Certamente comprariam (valor 5) e provavelmente comprariam (valor 4).
Desta forma, indicando que, para estes consumidores, o produto paté de presunto

elaborado com a adigao de Bifidobacterium lactis teria boa aceitagdo no mercado.

Teste de Intencao de Compra - Comportamento dos
Avaliadores frente ao Tratamento 1 (T1)
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15% W — QY m Provavelmente

comprariam

44% ]
0O Talvez comprariam/talvez
nao comprariam

O Provavelmente nao
comprariam

m Certamente nao
comprariam

Figura 5 — Teste de Intencdo de Compra — Comportamento dos Avaliadores frente
ao Tratamento (T1).

Teste de Intencao de Compra - Comportamento dos
Avaliadores frente ao Tratamento 2 (T2)

@ Certamente comprariam

0%
13% [ 0%

m Provavelmente
43% comprariam

O Talvez comprariam/talvez
n&o comprariam

O Provavelmente nao
comprariam

m Certamente nao
comprariam

Figura 6 — Teste de Intencdo de Compra — Comportamento dos Avaliadores frente
ao Tratamento (T2).



CONCLUSAO

Com o presente trabalho pode-se concluir que:

- Existe resisténcia da linhagem de Bifidobacterium lactis a diferentes
concentracoes de sal de cura e de cloreto de sédio, o que facilita a sua aplicagao em
produtos carneos;

- E possivel produzir o Paté de Presunto realizando todas as etapas
tradicionais do processamento e adicionar os microrganismos probioticos apos o
término destas sem causar danos ao produto;

- As avaliagbes de composi¢do centesimal do produto elaborado,
mostraram que este se enquadrou em todos o0s requisitos estabelecidos pela
legislagéo vigente;

- As determinacdes fisico-quimicas de pH demonstraram que o controle
e os tratamentos T1 e T2, apresentaram comportamento que viabilizou a
manutencao das caracteristicas do produto paté de presunto. Nos tratamentos T1 e
T2 os valores de pH auxiliaram na manutengao de células viaveis de Bifidobactérias
e estas nao influenciaram nas caracteristicas do produto;

- A andlise de oxidagao lipidica por TBARS, permitiu avaliar um
comportamento diferenciado entre o controle, e os tratamentos T1 e T2. A pequena
evolucao da oxidacdo lipidica nos tratamentos T1 e T2 demonstrou que a linhagem
de Bifidobacterium lactis auxiliou retardando a oxidagao lipidica.

- Quanto a avaliacdo microbiolégica de coliformes a 45°C,
Staphylococcus coagulase positiva, Clostridium sulfito redutor e Salmonella sp.
foram obtidos resultados que permitiram classificar o Paté de Presunto como seguro
do ponto de vista microbiolégico;

- Na contagem de células viaveis de Bifidobacterium lactis foi
observado que o tratamento T1 apresentou viabilidade como probiotico (contagem
minima de 10° UFC) por 14 dias, enquanto que o tratamento T2 apresentou-se
viavel por todo o periodo de armazenamento avaliado, de 31 dias.

- A analise sensorial mostrou para o teste de aceitagdo, que nao houve
diferenga significativa entre as amostras tratadas com Bifidobacterium lactis para a

aceitacao global do produto elaborado.
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- Para o teste de intencdo de compra, verificou-se que ambos os
tratamentos foram aceitos pelos avaliadores recebendo o maior percentual das
notas correspondendo as avaliacbes: Certamente comprariam (valor 5) e
provavelmente comprariam (valor 4). Indicando desta forma, que para estes
consumidores, o produto paté de presunto elaborado com a adigdo de
Bifidobacterium lactis teria boa aceitacdo no mercado.

Considerando as caracteristicas fisico-quimicas, microbiologicas e sensoriais
avaliadas, permite-se dizer que o paté de presunto, elaborado com a inoculagdo do
microrganismo probibtico Bifidobacterium lactis apresentou-se como um produto
carneo com caracteristicas funcionais viavel. O tratamento T2 (inoculado com 10°
UFC.g"' de Bifidobacterium lactis) apresentou-se como um produto carneo cozido
com viabilidade para ser consumido como probiético durante todo o periodo de
armazenamento avaliado, portanto, podendo ser apresentado como uma alternativa

e inovagao de consumo para o setor carneo.



SUGESTOES

Sugere-se a realizagdo de pesquisas futuras dando continuidade a este
trabalho, avaliando diferentes formulagdes para o Paté de Presunto e a extenséo do
seu shelf-life, avaliar formas diferenciadas para a inoculagdo dos microrganismos
probidticos; verificar a influéncia destes microrganismos na oxidagao lipidica; além

de se testar embalagens e diferentes maneiras de armazenamento deste produto.
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APENDICE 1

Etapas de processamento do paté de presunto: adicao da matéria-prima no

cutter / trituracao e emulsificacao

Adicéo da matéria—prim no cutter

Matéria-prima triturada sendo emulsificada no cutter

67



APENDICE 2

Etapas de processamento do paté de presunto: adicao dos ingredientes /

mistura da massa carnea

Adigéo dos Ingredietes

Etapa de mistura da massa carnea

68



APENDICE 3

Etapas de processamento do paté de presunto: adicao do corante a massa
carnea / inoculacao de Bifidobacterium lactis

Massa Carnea apos adicao do corante
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APENDICE 4

Crescimento de microrganismo probioético - Bifidobacterium lactis inoculado
no paté de presunto nas temperaturas de 40, 50 e 602C

Concentracao Bifidobacterium
lactis inoculada /

Temperatura de Inoculacao (2C) Crescimento (Log UFC/g.™)

10° 10° 10"
40 7,2 9,9 10,3
50 5,6 58 7,2
60 2,3 3,7 3,9

* Os valores de Log UFC/g. 'apresentados correspondem as médias das duplicatas
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Ficha Avaliacao Sensorial para Teste Afetivo de Aceitacao e de Intencao de

Compra

ANALISE SENSORIAL — PRODUTO PATE DE PRESUNTO

Nome

Data /[

Vocé esta recebendo uma amostra de Paté de Presunto, por favor, avalie a amostra de paté
utilizando a escala abaixo indicando qual o seu grau de aceitacdo avaliando os atributos:

cor, aroma, sabor e textura.

AMOSTRA __216

ESCALA COR
Desgostei muitissimo
Desgostei muito
Desgostei regularmente
Indiferente (ndo gostei nem desgostei)
Gostei moderadamente
Gostei muito
Gostei muitissimo

AROMA  SABOR TEXTURA

Vocé compraria este produto:

Certamente eu compraria

Provavelmente eu compraria

Provavelmente eu ndo compraria
Certamente eu ndo compraria

Comentarios

()
()
( ) Talvez eu compraria/ talvez ndo compraria
()
()
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APENDICE 6

Variavel pH - analise de variancia univarida em esquema de parcelas
subdivididas no tempo

Analise de Variancia em esquema de parcelas subdivididas no tempo e teste de

esfericidade.
Causas de Variacao GL SQ QM F Pr>F
Tratamento 2 0,09377 0,04688667 12,93 <0,0001
Erro(a) 9 0,04186 0,00465111
Dias 4 0,94932 0,23733083 65,43 <0,0001
Tratamento*Dias 8 0,09613 0,01201583 3,31 0,0062
Erro(b) 36 1,31167 0,0036275

Teste de esfericidade: Critério de Mauchly=0,1672481
Aproximagao Qui-Quadrado=13,2630
Graus de liberadade= 9
Probabilidade >Qui-Quadrado = 0,1511

Verifica-se que a interagdo Tratamento*Dias foi significativa indicando um
comportamento diferenciado dos tratamentos conforme o periodo avaliado sendo
assim para estudar este comportamento estimou-se um modelo de regressao para
cada tratamento.

Modelos de regresséao ajustados para cada tratamento em fungéo dos dias.

Tratamentos
Parametros Testemunha (Controle)
valor Erro Padrdo Valor-t  Prslt| R®  R?ajustado
intercepto 6,221 0,04049 153,63 <0,0001
dias 0,067 0,01368 49 0,0002 0.82 0.79
dias? -0,003 0,00114 -0,279 <0,0001 ’ ’
dias® 0,00004425 0,00002427 1,82 0,087
Tratamento 1
intercepto 6,37156 0,03622 175,91 <0,0001
dias 0,07595 0,01224 6,21 <0,0001 0.80 078
dias? -0,00498 0,00102 -4,88 0,0002 ’ ’
___dias® ___ 0,00009138 _0,00002171_ __421 00007 _______________
Tratamento 2
intercepto 6,44334 0,03408 189,09 <0,0001
dias 0,0592 0,01151 5,14  <0,0001 088 0.84
dias? -0,00403 0,00096041 -4,2 <0,0001 ’ ’

dias® 0,00007372  0,00002042 3,61 0,0024
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O modelo de melhor ajuste para descrever o comportamento do pH para os trés

tratamentos foi o cubico, conforme o observado logo abaixo.

g,7

GG

6,3

5,4

6,3

G2

valores te PH

5,1

— -
- —+— Controle
m_ - T wTratamentol

J; r,;jI}W - o — Tratamento 2
T
F . . . .
0 7 14 21 28 35

Dias

Curvas de regressao ajustadas, conforme o modelo estimado, para cada tratamento.
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APENDICE 7

Variavel TBARS - anadlise de variancia univarida em esquema de parcelas
subdivididas no tempo

Anadlise de Variancia em esquema de parcelas subdivididas no tempo e teste de
esfericidade.

Causas de Variacao GL SQ QM F Pr>F
Tratamento 2 0,0002290 0,00011452 24,15 <0,0001
Erro(a) 9 0,0000336 0,00000373
Dias 4 0,0015642 0,00039106 82,47 <0,0001
Tratamento*Dias 8 0,0003135 0,00003918 8,26  <0,0001
- _FEmo) ____._ 36_ _ _ 00001707 _ 0,00000474_ _ _ _ _ _ _ ___.

Teste de esfericidade: Critério de Mauchly=0,4132468
Aproximagao Qui-Quadrado=6,5541847
Graus de liberadade= 9
Probabilidade >Qui-Quadrado = 0,6834

Para a variavel TBARS também se verifica que a interacdo Tratamento*Dias foi
significativa indicando um comportamento diferenciado dos tratamentos conforme o
periodo avaliado sendo assim para estudar este comportamento estimou-se um

modelo de regressao para cada tratamento.

Modelos de regresséao ajustados para cada tratamento em fungéo dos dias.

Tratamentos
Parametros Testemunha (Controle)
valor Erro Padrdo Valor-t  Pr>t| R?  R2-ajustado
intercepto 1,40E-02 1,53E-03 9,16  <0,0001
dias 1,22E-03 2,32E-04 5,25  <0,0001 0,86 0,83
dias® -2,50E-04 7,00E-06 -3,5 0,0027

Tratamento 1

intercepto 1,39E-02 9,56E-04 14,57  <0,0001
dias 6,06E-05 1,46E-04 0,42 0,6827 0,91 0,90
dias® 1,51E-05 4,47E-06 3,38 0,0035

Tratamento 2

intercepto 1,44E-02 8,52E-04 16,9  <0,0001
dias 2,37E-05 1,30E-04 0,18 0,8571 0,89 0,88
dias® 1,32E-05 3,98E-06 3,31 0,004 1

Para a variavel TBARS o modelo de melhor ajuste para descrever o comportamento
desta variavel em relagdo ao tempo foi o cubico. Abaixo encontram-se

representadas as curvas ajustada aos dados conforme o tratamento. Observa-se
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que o tratamento testemunha obteve os maiores valores de TBAR e estes vao tendo
um grande acréscimo a medida que o os dias vao passando. Ja para o tratamento

T1 e T2 o comportamento é praticamente igual ndo havendo grandes acréscimos

com os dias.
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Curvas de regressao ajustadas, conforme o modelo estimado, para cada tratamento.



