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RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos
Universidade Federal de Santa Maria

MICROCAPSULAS PROBIOTICAS APLICADAS A PRODUCAO DE
SALAME TIPO ITALIANO
AUTOR: PABLO TEIXEIRA DA SILVA
ORIENTADORA: LEADIR LUCY MARTINS FRIES
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 18 de dezembro de 2014.

O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver microcapsulas probioticas de Bifidobacterium
animalis e Lactobacillus acidophilus avaliando a sobrevivéncia dos probioticos
microencapsulados sob condi¢fes gastrointestinais simuladas e a viabilidade durante
armazenamento sob diferentes temperaturas, com posterior aplicacdo a producao de salames
tipo Italiano avaliando seus efeitos sobre as caracteristicas fisico-quimicas, microbiologicas e
sensoriais do salame. Ensaios de sobrevivéncia foram conduzidos para avaliar a resisténcia
dos probioticos microencapsulados as condigdes gastrointestinais simuladas e a viabilidade
durante 120 dias de armazenamento a 4°C e 25°C, além da andlise morfologica das
microcapsulas. As microcapsulas apresentaram forma esférica, com superficie continua
relativamente lisa e sem fissuras, protegendo os probidticos das condicdes gastrointestinais
simuladas quando comparado a probioticos livres, permanecendo com maior viabilidade apés
120 dias de armazenamento a 4°C, para ambos 0S micro-organismos. Ap0s, as microcapsulas
probidticas foram adicionadas a producdo de salame tipo Italiano, gerando trés tratamentos,
sendo T1 o controle e T2 e T3 com adicdo de microcapsulas de B. animalis e L. acidophilus,
respectivamente. Foram realizadas andlises de atividade de 4gua, pH, umidade, perda de peso,
contagem de coliformes a 45°C e Staphylococcus coagulase positiva e deteccdo de Salmonella
spp. e o acompanhamento das culturas probi6ticas microencapsuladas, todas as analises
ocorreram durante os 120 dias; além da analise sensorial do salame ap6s 30 dias e
mensalmente até 120 dias. Através dos resultados constatou-se que ndo houve diferenca
significativa (p>0,05) entre os tratamentos com relacdo as analises fisico-quimicas,
microbioldgicas e sensoriais. Os tratamentos T2 e T3 mantiveram contagens de B. animalis e
L. acidophilus acima de 6 log UFC-.g até 90 dias. Portanto, é possivel a producéo de salames
tipo Italiano com propriedades probidticas. No entanto, sugere-se que salames probioticos
devem ser projetados de tal forma que os micro-organismos possam manter sua viabilidade
até o final do prazo de validade do produto, seja alterando a estrutura da microcapsula ou
aumentando a carga microbiana inicial ou reduzindo a vida de prateleira do produto.

Palavras-chaves: Bifidobacterium animalis, Lactobacillus acidophilus, microencapsulacao.



ABSTRACT

Doctoral Thesis
Post Graduate Program in Food Science and Technology
Federal University of Santa Maria, RS, Brazil

PROBIOTIC MICROCAPSULES APPLIED TO PRODUCTION OF
ITALIAN SALAMI
AUTHOR: PABLO TEIXEIRA DA SILVA
ADVISER: LEADIR LUCY MARTINS FRIES
Place and Date of Defense: Santa Maria, December 18", 2014.

The aim of this study was to develop probiotic microcapsules of Bifidobacterium animalis and
Lactobacillus acidophilus evaluating the survival of the microencapsulated probiotics under
simulated gastrointestinal conditions and availability during storage at different temperatures,
with further application to the production of Italian salami evaluating their effects on the
physicochemical, microbiological and sensory characteristics of salami. Survival assays were
conducted to evaluate the resistance of the microencapsulated probiotic to simulated
gastrointestinal conditions and availability during 120 days of storage at 4°C and 25 ° C,
besides to morphological analysis of the microcapsules. The microcapsules showed spherical
shape with relatively smooth and continuous surface without cracks, protecting the probiotics
from simulated gastrointestinal conditions when compared to free probiotics, remained with
greater viability after 120 days of storage at 4°C for both microorganisms. After probiotic
microcapsules were added to the production of Italian salami, generating three treatments: T1
control and T2 and T3 with the addition of microcapsules of B. animalis and L. acidophilus,
respectively. Analyzes of water activity, pH, moisture, weight loss, coliform at 45°C,
Staphylococcus coagulase positive and Salmonella spp. detection were realized and
monitoring the microencapsulated probiotic cultures, all analyzes were conducted during 120
days; beyond sensory analysis of salami after 30 days and monthly up to 120 days. There
were no significant difference (p>0,05) between the treatments in relation to physicochemical,
microbiological and sensory analyses. The treatments T2 e T3 maintained counts of B.
animalis and L. acidophilus above 6 log CFU-g! to 90 days. Therefore, the production of
probiotic Italian salami is possible. However, it is suggested that probiotics salamis should be
designed such that the microorganisms can maintain their availability until the end of the shelf
life of the product, either by changing the structure of the microcapsule or increasing the
microorganism initial number or reducing the shelf life of the product.

Keywords: Bifidobacterium animalis, Lactobacillus acidophilus, microencapsulation.
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APRESENTACAO

Essa tese segue as normas estabelecidas na Estrutura e Apresentacdo de Monografias,
Dissertagdes e Teses — MDT da UFSM (UFSM, 2012). Os resultados estéo apresentados sob a
forma de dois artigos cientificos os quais se encontram no item “DESENVOLVIMENTO”,
assim com uma revisao bibliogréafica. As secbes Materiais e Métodos, Resultados e Discussao
e Referéncias encontram-se nos artigos cientificos e representam a integra desse trabalho. Os
itens DISCUSSAO e CONCLUSAO, encontrados no final desta tese, apresentam
interpretacbes e comentarios gerais a respeito dos resultados demonstrados nos artigos
cientificos contidos neste trabalho. As REFERENCIAS referem-se somente as citacdes que
aparecem nos itens INTRODUCAO e DISCUSSAQ desta tese.



1 INTRODUCAO

A microencapsulagdo pode ser definida como a tecnologia de empacotamento de
solidos, liquidos ou gases, com filmes poliméricos, formando pequenas particulas
denominadas microcapsulas (GHARSALLAOQUI et al., 2007). A microcapsula consiste em
uma camada de um agente encapsulante que atua como um material de parede, isolando a
substancia ativa (nucleo) e evitando o efeito de sua exposicao inadequada. Essa membrana se
desfaz através de estimulo especifico, liberando a substancia no local ou momento ideal
(SUAVE, 2006).

Dentre as inumeras aplicacbes da microencapsulacdo podemos destacar as areas
farmacéutica, de agrotoxicos, médica e o setor alimenticio, tais como: a encapsulacéo de 6leos
essenciais, corantes, aromatizantes, edulcorantes, acidulantes, vitaminas, minerais, sais, gases,
aminoacidos, enzimas, lipideos (AZEREDO, 2005) e nos ultimos tempos tem-se destacado a
encapsulacdo de micro-organismos. Os micro-organismos vém sendo microencapsulados para
uso em alimentos devido, principalmente, ao efeito bactericida do suco gastrico (OLIVEIRA
et al., 2007).

A sociedade carece de modificacdes no seu estilo de vida. Isso se deve em razéo do
exponencial crescimento dos custos medico-hospitalares, decorrente do envelhecimento da
populacdo e o consequente aumento na expectativa de vida (ROBERFROID, 2002; SAAD,
2006). A partir desse contexto e da conscientizacdo da populagdo quanto a necessidade do
consumo de alimentos mais saudaveis, surgiram os alimentos funcionais, 0s quais promovem
a salde e o bem-estar, além de sua funcdo de nutricdo (COSTA; ROSA, 2010; DOLINSKY,
2009; TYOPPONEN et al., 2003).

Os probidticos sdo alimentos funcionais definidos como micro-organismos vivos
capazes de melhorar o equilibrio microbiano intestinal, produzindo efeitos benéficos a satde
do individuo (BRASIL, 2002). Dentre os quais podemos destacar a prevencdo de cancer de
cblon; o aumento da resposta imune; o melhor transito intestinal dos alimentos; a reducéo dos
episodios de diarreia; a reducdo do colesterol sanguineo e o alivio dos sintomas de
intolerancia a lactose (WEICHERT et al., 2012).

Devido aos produtos carneos fermentados, como o salame, serem fabricados com
carne crua e consumidos sem prévio aguecimento, o uso de probio6ticos neste produto mostra-

se promissor, visto que, o aquecimento poderia reduzir consideravelmente a populagdo de
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probidticos (AMMOR; MAYO, 2007). Entretanto, os produtos carneos fermentados possuem
um ambiente ndo favoravel para a sobrevivéncia de probidticos devido as suas caracteristicas
de baixo pH (proximo a 5,0) e atividade de &gua (menor que 0,90), além da presenca de sais
de cura e de outros micro-organismos competidores, como Staphylococcus e Pediococcus
(LERQY et al., 2006), obstaculos que podem ser minimizados através da microencapsulacao.

Alguns autores, como Leroy et al. (2006), Muthukumarasamy e Holley (2006) e
Macedo et al. (2008) adicionaram probidticos na forma livre & produtos carneos fermentados,
buscando sua acdo como cultura starter ou inibicdo de determinados patdégenos, como a
Escherichia coli O157:H7 e Listeria monocytogenes ou influéncia sobre as caracteristicas
tecnoldgicas e sensoriais. Estes mesmos autores relatam que a adi¢do de culturas probidticas
livres acentua o gosto acido e aumenta a perda de peso do produto final, inviabilizando,
muitas vezes, a comercializacdo do produto.

A microencapsulacdo de probidticos em produtos carneos fermentados ainda €
incipiente, porém, eficaz na minimizagdo das caracteristicas negativas citadas anteriormente
(HEIDEBACH et al., 2012; POULIN et al., 2010; RIVERA-ESPINOZA; GALLARDO-
NAVARRO, 2010). Muthukumarasamy e Holley (2006) microencapsularam Lactobacillus
reuteri em alginato por extrusdo e emulsdo adicionando as microcapsulas a produtos carneos
fermentados avaliando sua influéncia nas caracteristicas fisico-quimicas, microbiolégicas e
sensoriais do produto fermentado. Ruiz (2011) avaliou os efeitos da incorporacdo dos micro-
organismos Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis livres e microencapsulados,
em matriz lipidica por spray cooling, sobre as caracteristicas fisico-quimicas, microbiologicas
e sensoriais do salame tipo Italiano, assim como a sensibilidade destas culturas frente a
diferentes tempos de armazenamento.

A crescente tendéncia mundial do consumo de alimentos funcionais probioticos aliada
a utilizacdo da microencapsulacdo em alimentos, estimulam o estudo de novos produtos, onde

o0 setor de carnes destaca-se como uma importante area de aplicacdo (AZEREDO, 2005).
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver microcapsulas probioticas de
Bifidobacterium animalis e Lactobacillus acidophilus avaliando a sobrevivéncia dos
probidticos microencapsulados sob condi¢cdes gastrointestinais simuladas e a viabilidade
durante armazenamento sob diferentes temperaturas; com posterior aplicacdo a producdo de
salame tipo Italiano avaliando seus efeitos sobre as caracteristicas fisico-quimicas,

microbioldgicas e sensoriais do salame.

1.1.2 Objetivos especificos

e Avaliar a sobrevivéncia dos probioticos microencapsulados sob diversas condic6es de
pH e atividade enzimatica simulando as condic¢des do trato gastrointestinal humano;

e Avaliar a viabilidade dos probidticos microencapsulados durante 120 dias de
armazenamento a 4°C e 25°C;

e Avaliar a forma e distribuicdo das microcapsulas probidticas mediante microscopia
eletronica de varredura;

e Acompanhar a evolucdo da atividade de adgua, pH, umidade e perda de peso durante a
etapa de processamento e armazenamento do salame tipo Italiano;

e Acompanhar a estabilidade microbiolégica do salame tipo Italiano durante a etapa de
processamento e armazenamento, através da contagem de coliformes a 45°C e
Staphylococcus coagulase positiva e deteccdo de Salmonella spp.;

e Acompanhar a evolucdo das culturas probidticas microencapsuladas de B. animalis e
L. acidophilus durante a etapa de processamento e armazenamento do salame tipo
Italiano;

e Avaliar sensorialmente o salame tipo Italiano apds 30 dias de processamento e durante

Seu armazenamento.
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2.1 Revisdo bibliografica
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Augusto Tasch Holkem, Carla Luisa Schwan, Evelin Francine Wigmann, Juliana de

Oliveira Bastos
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- REVIEW -

ABSTRACT

Microencapsulation is a process in which active
substances are coated by extremely small capsules. It is a new
technology that has been used in the cosmetics industry as well as in
the pharmaceutical, agrochemical and food industries, being used
in flavors, acids, oils, vitamins, microorganisms, among others.
The success of this technology is due to the correct choice of the
wall material, the core release form and the encapsulation method.
Therefore, in this review, some relevant microencapsulation
aspects, such as the capsule, wall material, core release forms,
encapsulation methods and their use in food technology will be
briefly discussed.

Key words: microcapsules, microencapsulation, controlled
release.

RESUMO

A microencapsulagdo €é wm processo em que
substdncias ativas sdo revestidas por cdpsulas extremamente
pequenas. E uma tecnologia nova, a qual tem sido empregada na
indiistria de cosméticos, farmacéutica, agrotoxicos e alimenticia
e, nesta, é utilizada em avomas, dcidos, dleos, vitaminas, micro-
organismos, entre outros. O éxito nessa tecnologia deve-se a
correta escolha do material encapsulante, da forma de liberagdo do
niicleo e do método de encapsulacdo. Dessa forma, nesta revisdo,
serdo abordados, sucintamente, alguns aspecfos relevantes da
microencapsulagdo, como a cdpsula, o material encapsulante, as
formas de liberagdo do micleo, os métodos de encapsulagdo, assim
como sua utilizagdo na tecnologia de alimentos.

Palavras-chave: microcdpsulas, microencapsula¢do, liberacdo
controlada.

INTRODUCTION

Microencapsulation may be defined as the
packaging technology of solids, liquid or gaseous

material with thin polymeric coatings, forming small
particles called microcapsules (GHARSALLAOUI
et al.. 2007). The polymer acts as a protective film,
isolating the core and avoiding the effect of its
inadequate exposure. This membrane dissolves itself
through a specific stimulus, releasing the core in the
ideal place or af the ideal time (SUAVE, 2006).

Microencapsulation  has numerous
applications in areas such as the pharmaceutical,
agricultural, medical and food indusiries, being
widely used in the encapsulation of essential oils,
colorings, flavorings, sweeteners. Iicroorganisins,
among others (AZEREDO, 2005).

Recently, the food industrty has
demonstrated increasingly complex formulations:
as microorganisms in fermented meat; the addition
of polyunsaturated fatty acids that are susceptible
to auto-oxidation in milk, yogurts or ice creams;
and the use of flavor compounds that are highly
volatile in instant foods. which often can only be
checked by microencapsulation (KHAN et al., 2011;
GHARSALLAOUI et al.. 2012).

Microencapsulation can serve as an
effective means of creating foods that are not only
a source of nutrients with sensory appeal but also
a source of well-being and health for individuals,
such as by increasing the level of calcium fo prevent
osteoporosis, using microorganism-produced lactic
acid to decrease cholesterol and adding phenolic
compounds to prevent heart problems (OLIVEIRA
et al., 2002: SANGUANSRI & AUGUSTIN. 2006).
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In this review, some relevant aspects
of microencapsulation. such as the capsule. wall
material, core release forms. encapsulation methods
and some of their uses in food technology will be
briefly discussed.

Capsule

Generally, capsules can be classified
according to their size: macrocapsules (>5.000pum).
microcapsules (0.2 to 5.000um) and nanocapsules
(<0.2um). In terms of their shape and construction.
capsules can be divided into two groups:
microcapsules and microspheres. Microcapsules are
particles consisting of an inner core. substantially
central. confaining the active substance. which
is covered with a polymer layer constituting the
capsule membrane. Mononuclear and polynuclear
microcapsules can be distinguished by whether the
core 15 divided (FAVARO-TRINDADE et al., 2008).

In confrast. microspheres are matrix
systems in which the core is uniformly dispersed and/
or dissolved in a polymer network. Microspheres
may be homogeneous or heterogeneous depending on
whether the core is in the molecular state (dissolved)
or in the form of particles (suspended). respectively
(SILVA et al., 2003).

Wall materials

The correct choice of the wall material is
very important because it influences the encapsulation
efficiency and stability of the microcapsule. The ideal
wall material should have the following characteristics:
not reactive with the core; ability to seal and maintain
the core inside the capsule; ability fo provide maxinmum
protection fo the core against adverse conditions: lack
an unpleasant taste in the case of food applicability and
economic viability (GHARSALLAOUT et al.. 2007:
NAZZAROet al., 2012).

According to FAVARO-TRINDADE
et al. (2008). most wall materials do not have all
the desired properties: a common practice involves
mixing two or more materials. Such materials can be
selected from a wide variety of natural and synthetic
polymers. including the following that we highlight:
carbohydrates: starch. modified starches. dextrins.
sucrose. cellulose and chitosan: gums: arabic gum,
alginate and carrageenan; lipids: wax, paraffin,
monoglycerides and diglycerides, hydrogenated oils
and fats: inorganic materials: calcium sulfate and
silicates; proteins: gluten, casein, gelatin and albumin.

Controlled core release
According to GOUIN (2004).
encapsulation should allow the core to be isolated

from the external environment until release is
desired. Therefore, the release at the appropriate time
and place is an extremely important property in the
encapsulation process, improving the effectiveness,
reducing the required dose of additives and expanding
the applications of compounds of interest. The main
factors affecting the release rates are related to
interactions between the wall material and the core.
Additionally, other factors influence the release. such
as the volatility of the core, ratio between the core and
wall material, particle size and viscosity grade of the
wall material (ROBERTS & TAYLOR. 2000).

The main mechanisms involved in the core
release are diffusion, degradation. use of solvent, pH.
temperature and pressure. In practice. a combination
of more than one mechanism is used (DESAI &
PARK. 2003). Diffusion occurs especially when
the microcapsule wall is intact; the release rate is
governed by the chemical properties of the core and
the wall material and some physical properties of
the wall. For example, some acids can be released
during a process step but protected by another step.
In some cases, some preservatives are required at the
product surface. but their spread to other parts must
be controlled (AZEREDO. 2005).

According to ROSEN (2006). degradation
release occurs when enzymes such as proteases
and lipases degrade proteins or lipids, respectively.
An example is reducing the time required for the
ripening of cheddar cheese by 50% compared with the
conventional ripening process (HICKEY et al., 2007).

In contact with a solvent, the wall material
can dissolve completely. quickly releasing the core
or start to expand, favoring release. For example,
microencapsulation of coffee flavors improves the
protection from light, heat and oxidation when in the
dry state, but the core is released upon contact with
water (FRASCARELI et al.. 2012).

The pH release occurs because pH changes
can result in alterations in the wall material solubility.
enabling the release of the core. For example.
probiotic microorganisms can be microencapsulated
to resist the acid pH of the stomach and only be
released in the alkaline pH of the intestine (TOLDRA
& REIG, 2011).

Changes in temperature can promote
core release. There are two different concepts:
temperature-sensitive release, reserved for materials
that expand or collapse when a critical temperature is
reached. and fusion-activated release, which involves
melting of the wall material due to temperature
increase. An example is the fat-encapsulated cheese
flavor used in microwave popcorn. resulting in the
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uniform distribution of the flavor: the flavor is
released when the temperature rises to 57-90°C
(PARK & MAGA. 2006).

Pressure release occurs when a pressure
is applied to the capsule wall, such as the release of
some flavors during the mastication of chewing gum
(WONG et al.. 2009). Some wall materials and the
possible mechanisms for the microcapsules release
are listed in table 1.

Some encapsulation methods

The choice of the most suitable method
depends on the type of core, the application for the
microcapsule, the size of the particles required.
the physical and chemical properties of the core
and the wall, the release mechanism required, the
production scale and the cost (SUAVE et al.. 2006).
According to CABALLERO et al. (2003). the main
encapsulation methods are: spray drying, spray
cooling. exfrusion. coacervation. Iyophilization and
emulsification.

Spray drying
This process involves the formation of
an emulsion, solution or suspension containing the

Table 1 - Wall materials and their potential release mechanisms.

core and wall material, followed by nebulization
in a drying chamber with circulating hot air. The
water evaporates instantly in confact with the
hot air, and the material encapsulates the core
(LAOHASONGKRAM, 2011). Atomization has some
advantages over other methods: large equipment
availability, possibility of employing a wide variety
of encapsulating agents, potentially large-scale
production, simple equipment. good efficiency.
reduced storage and transport costs and low process
cost. The main disadvantage of atomization is
the production of non-uniformly sized materials
(MADENE et al.. 2006).

The spray drying technique is the most
common microencapsulation method, has been used
for decades to encapsulate mainly flavors. lipids. and
pigments, but its use in thermo-sensitive products,
such as microorganisms and essential oils. can be
limited because the required high temperature causes
volatilization and/or destruction of the product
(GHARSALLAOUT et al.. 2007).

The sumac flavor has been successfully
encapsulated by spray drying in sodium chloride in
salted cookies. salads and crackers (BAYRAM et al..

Wall Matesials Release Mechanisms
Mechanic Thermal Dissolution Chemical
Soluble in water
Alginate X X
Carrageenan X X
Caseinate X X
Chitosan X
Modified cellulose X X
Gelatin X
Xanthan gum X
Arabic gum X
Latex X X
Starch X X
Insoluble in water
Ethylcellulose X
Fatty alcohols X X X
Fatty acids X X X
Hydrocarbon resin X X
Mono, di and triacyl glycerol X X
Natural waxes X X
Polyethylene

Source: adapted from FAVARO-TRINDADE et al. (2008).
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2005). KRISHNAN et al. (2005) microencapsulated
cardamom oleoresin by spray drying in arabic gum,
maltodextrin and modified starch, the results showing
an increase in the oleoresin protection. ANEKELLA
& ORSAT (2013) optimized the microencapsulation
of probiotics in raspberry juice by spray drying in
91.15%. The encapsulation of lipids in potato starches,
tapioca and corn by spray drying has been successful.
with no interactions between the encapsulated and
wall materials (DRUSCH et al., 2006).

Spray cooling

According to CHAMPAGNE & FUSTIER
(2007). spray cooling microencapsulation is based on
the injection of cold air to allow solidification of the
particle. Microparticles are produced from a mixture
containing the core and wall material in droplets.
This mixture is nebulized by an atomizer and enters
a chamber in which air flows at low temperature. The
reduction of temperature results in the solidification
of the wall material. enabling the core to be
encapsulated.

Spray cooling microencapsulation is
considered the cheapest encapsulation technology
by employing lower temperatures and with a high
potential for scale-up. However, microparticles
can present some disadvantages. including low
encapsulation capacity and the expulsion of the
core during storage. Spray cooling has been used
to encapsulate mainly minerals and vitamins
(RATHORE et al., 2013).

GAMBOA et al. (2011) microencapsulated
tocopherols in a lipid matrix by the spray cooling with
ralues of encapsulation efficiency greater than 90%.
WEGMULLER et al. (2006) developed microcapsules
by spray cooling that contained iron. iodine and
vitamin A to fortify salt using oil hydrogenated palm.
The microcapsules obtained were highly stable and no
sensory differences were detected. The encapsulating
agent maltodextrin was shown to be efficient fo
prevent the oxidation of linseed oil by spray cooling
(GRATTARD et al., 2002).

Extrusion

This method is based on a polysaccharide
gel that immobilizes the core when in confact with
a multivalent ion. Extrusion involves incorporating
the core in a sodium alginate solution, followed by

the mixture undergoing drop-wise extrusion via a
reduced caliber pipette or syringe into a hardening
solution. such as calcium chloride (SWARBRICK.
2004).

The main advantage of this process is the
very long shelf life of flavor compounds due to the
provision of an almost impermeable barrier against
oxygen. One of the drawbacks of this technology is the
rather large particles formed by extrusion (typically
500-1.000mm). which limit the use in applications
where mouth-feel is a crucial factor. Additionally. a
very limited range of wall materials is available for
extrusion encapsulation (GOUIN, 2004).

MIRZAET et al. (2012) microencapsulated
L. acidophilus in a calcium alginate gel and resistant
starch by extrusion. resulting in an increased survival
rate of L. acidephilus in Iranian white-brined cheese
after 6 months of storage. YULIANI et al. (2006)
showed that the microencapsulation of limonene
with p-cyclodextrin by extrusion offered an effective
means against oxidation.

Coacervation

Coacervation is the technique that involves
the deposition of the polymer around the core by
altering the physicochemical characteristics of the
medium, such as the temperature. ionic strength, pH
and polarity (AZEREDO, 2005). It is called simple
coacervation when only a single macromolecule
is present. whereas when there are two or more
molecules of opposite charges is referred to as
complex coacervation (FREITAS et al.. 2005).

Coacervation is a relatively simple. low-
cost process that does not require high temperatures
or organic solvents. It is typically used to encapsulate
flavor oils (OLIVEIRA et al.. 2002). One of the main
disadvantages of the coacervation is that occurs only
within limited ranges of pH. colloid concentrations
and/or electrolyte concentrations (COMUNIAN et
al.. 2013).

JUN-XIA et al. (2011) microencapsulated
sweet orange oil by coacervation with soybean protein
isolate. indicating good protection for the core.
OLIVEIRA et al. (2007) microencapsulated B. lactis
and L. acidophilus by coacervation with pectin and
casein, demonstrating more resistance of the product
to gastric and intestinal juices. ROCHA-SELMI et
al. (2013) encapsulated aspartame by coacervation,
improving the protection even at 80°C.
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Lyophilization

Lyophilization is a method involving
the dehydration of frozen material under a vacuum
sublimation process. that is, compound water
removal occurs without submitting the sample to high
temperatures (CHEN & WANG. 2007).

This method provides excellent quality
products because it minimizes the changes associated
with high temperature. it is widely used in essences
or flavorings. However. its high cost and long
process time undermine its commercial applicability
(MARQUES et al., 2006). CALVO et al. (2012)
microencapsulated extra-virgin olive oil in the
presence of maltodextrin, carboxymethylcellulose
and lecithin by Iyophilization, demonstrating that the
oil was unaltered for 9 to 11 months, which increased
the shelflife. EZHIL ARAST et al. (2013) encapsulated
garcinia fruit extract in whey protein isolate and
maltodextrin by lyophilization and aplicated in bread
that exhibited higher volume. softer crumb texture,
desirable colour and sensory attributes.

Emulsification

According ZANETTI (2001), in the
microencapsulation by emulsification. first the core
is dispersed in an organic solvent where the wall
material is. Then, dispersion is emulsified in the water
or oil. which contains an emulsion stabilizer. The
organic solvent is then removed by evaporation under
stirring, providing the formation of compact polymer
globules in which the core is encapsulated.

Table 2 - Encapsulation methods and sizes of capsules.

This technique has been frequently
used because of the simplicity of the procedures
involved in producing the particle and the
choice of the components of the formulation and
preparation conditions. Emulsification has been
used to encapsulate mainly enzymes., minerals,
vitamins and microorganisms (AZEREDO,
2005). With the use of encapsulated enzymes by
emulsification in cheese production. there was an
increased rate of proteolysis compared with free
enzyme production (KAILASAPATHY & LAM.
2005). SONG et al. (2013) microencapsulated
probiotics by emulsification in alginate-chitosan.
demonstrating more resistance in simulated
gastrointestinal conditions. Some encapsulation
methods and their size ranges of the microcapsules
are shown in table 2.

CONCLUSION

Microencapsulation has been applied
in a wide variety of products from different areas.
and studies have shown an enormous potential
to provide the core with advantageous features.
resulting in superior quality products. including in
the food industry. However, much effort through
research and development is still needed to identify
and develop new wall materials and to improve and
optimize the existing methods of encapsulation for
the better use of microencapsulation and its potential
applications.

Encapsulation Methods Core Size (um)
Physical Methods

Spray drying Liquid/solid 5—150
Spray cooling Liquid/solid 20-200
Fluidized bed Solid =100
Co-crystallization Liquid/solid -
Lyophilization Liqud -
Physicochemical Methods

Siumple coacervation Liqud/solid 20—500
Complex coacervation Liqud/solid 1-500
Solvent evaporation Liquid/solid 1-5,000
Liposomes Liquid/solid 0.02-3

Source: adapted from FAVARO-TRINDADE et al. (2008).
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Microencapsulacdo de probioticos por spray drying: avaliacdo da sobrevivéncia sob
condicdes gastrointestinais simuladas e da viabilidade sob diferentes temperaturas de
armazenamento
Microencapsulation of probiotics by spray drying: evaluation of survival in simulated

gastrointestinal conditions and availability under different storage temperatures

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar microcapsulas contendo Bifidobacterium
animalis e Lactobacillus acidophilus produzida por spray drying. Ensaios de sobrevivéncia
foram conduzidos para avaliar a resisténcia dos probioticos a condigdes gastrointestinais
simuladas e a sua viabilidade durante 120 dias de armazenamento a 4°C e 25°C, além da
analise morfolégica das microcapsulas. A microencapsulacdo protegeu os probioticos das
condicBes gastrointestinais simuladas, os quais permaneceram vidveis apés 120 dias de
armazenamento a 4°C e 25°C, sendo mais vidveis a 4°C. As microcapsulas apresentaram
forma esférica, com superficie continua relativamente lisa e sem fissuras. O estudo indica que
microcapsulas de B. animalis e L. acidophilus produzidas por spray drying sobrevivem a
condicdes gastrointestinais simuladas e podem ser melhores armazenadas por 120 dias a 4°C.

Palavras-chave: Bifidobacterium animalis, Lactobacillus acidophilus, microcéapsulas.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate microcapsules containing Lactobacillus
acidophilus and Bifidobacterium animalis by spray drying. Survival assays were conducted
to evaluate the resistance of probiotics to simulated gastrointestinal conditions and its
availability during 120 days of storage at 4°C and 25°C, besides to morphological analysis of

the microcapsules. Microencapsulation protected the probiotics from simulated
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gastrointestinal conditions, which also remained viable after 120 days of storage at 4°C and
25°C, but more viable at 4°C. The microcapsules showed spherical shape with relatively
smooth continuous surface without cracks. The study indicates that microcapsules of B.
animalis or L. acidophilus by spray drying survive in simulated gastrointestinal conditions
and can be better stored for 120 days at 4°C.

Key words: Bifidobacterium animalis, Lactobacillus acidophilus, microcapsules.

INTRODUCAO

A conscientizagdo da populagdo quanto a necessidade do consumo de alimentos mais
saudaveis fez com que, nos altimos anos, houvesse um aumento no interesse do uso de
probidticos em alimentos (COSTA & ROSA, 2010).

Os probidticos sdo definidos como micro-organismos vivos capazes de melhorar o
equilibrio microbiano intestinal, produzindo efeitos benéficos a satde do individuo (BRASIL,
2002), dentre os quais podemos destacar a prevencdo de cancer de colon; o aumento da
resposta imune; o melhor transito intestinal; a reducdo de episodios de diarreia; a reducéo do
colesterol sanguineo e o alivio dos sintomas de intolerancia a lactose (WEICHERT et al.,
2012). Entretanto, para que os probidticos tenham sua acdo eficaz, tem sido sugerido que 0s
produtos devam conter pelo menos 6 log UFC-g™ de micro-organismos vivos no momento do
consumo (CHAVEZ & LEDEBOER, 2007). Diferentemente de BRASIL (2008), que
estabelece o limite minimo de 8 log UFC.g com base na porcdo diaria de alimento. Além
disso, 0s probidticos devem sobreviver a um ambiente totalmente adverso, o trato
gastrointestinal, tolerando acidos, sais biliares e enzimas. Dessa forma, a microencapsulacao
tem sido estudada como uma alternativa para manter a viabilidade destes micro-organismos

(YING et al., 2013).
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A microencapsulacdo é uma técnica de encapsulacdo de substéncias ativas através de
uma agente encapsulante, o qual as protege do ambiente adverso, evitando o efeito de sua
exposicdo inadequada. O agente encapsulante forma uma cépsula que se desfaz através de
estimulo especifico, liberando as substancias ativas no local ideal (SOHAIL et al., 2011).

Alguns métodos tém sido usados para encapsulacdo de probioticos, dentre eles pode-
se destacar 0 método por spray drying. Este método envolve a atomizacao de uma emulsdo ou
de uma suspensdo de probidticos e agentes de encapsulacdo em uma cdmara de secagem por
ar quente, resultando na rapida evaporacdo de dgua. As vantagens do método por spray drying
sdo a sua rapidez e custo relativamente baixo. A técnica é altamente reprodutivel e sua
caracteristica mais importante consiste na sua adequacdo para aplicacdes industriais
(BURGAIN et al., 2011).

O objetivo do presente trabalho foi encapsular B. animalis e L. acidophilus por spray
drying e avaliar a sobrevivéncia dos probidticos sob condi¢des gastrointestinais simuladas e a
viabilidade durante 120 dias de armazenamento a 4°C e 25°C, além da analise morfologica
das microcapsulas.
MATERIAIS E METODOS
Ativacéo e producdo do concentrado de micro-organismos probioticos

As culturas liofilizadas de B. animalis (BB12) e L. acidophilus (LAO05) (Christian
Hansen) foram ativadas, em caldo MRS e leite em po6 integral 10% esterilizado,
respectivamente, ambas a 37°C, por 24 horas. Os desenvolvimentos bacterianos foram
submetidos a centrifugacdo a 4670 g, a 4°C por 15 minutos e os precipitados foram lavados
em solucdo salina (0,85%) e centrifugados novamente por duas vezes (LISERRE et al. 2007).
Microencapsulacdo e contagem dos probioticos

Para a formulacdo do material de parede foram utilizados o0s seguintes agentes

encapsulantes: acetato ftalato de celulose, glicerol, leite em po6 integral, maltodextrina,
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trehalose, frutoligossacarideo, hi-maize 260 e Tween 80. Os agentes encapsulantes foram
dissolvidos em solugdo tampdo fosfato salino 0,05M pH 7,6, sob agitacdo. Ao final da
dissolucdo foi adicionado 1% dos probidticos ativados e centrifugados de B. animalis e L.
acidophilus, separadamente, obtendo duas formulagdes (FAVARO-TRINDADE &
GROSSO, 2000).

Para a microencapsulacéo foi utilizado um mini spray dryer LM, modelo MSD 1.0. As
formulacBes probidticas secas foram coletadas do ciclone, colocadas em frascos de vidro
hermeticamente fechados e armazenadas em dessecadores contendo solucdo saturada LiCl,
dentro de uma incubadora (25°C) e sob refrigeragéo (4°C).

A viabilidade das culturas de B. animalis e L. acidophilus foi determinada pela
contagem das microcapsulas. As microcapsulas foram desintegradas em solugdo tampéo
fosfato salino 0,06M pH 7,6, na propor¢ido de 0,01 gmL™. A solucido tampdo com as
microcapsulas foram submetidas a agitacdo de 150 rpm, a 37°C por 5 minutos. Apos a
desintegragdo, os micro-organismos foram liberados e enumerados (GROSSO & FAVARO-
TRINDADE, 2004). A enumeracdo foi realizada em agar MRS pela técnica de semeadura em
profundidade e incubagdo a 37°C, em anaerobiose (Gaspak™ EZ Anaerobe, BD), por 72
horas (VIDEROLA & REINHEIMER, 2000).

A avaliacdo da viabilidade dos probidticos durante o armazenamento foi realizada para
determinar o prazo de validade das microcapsulas obtidas. As contagens ocorreram apoés 1,
20, 40, 60, 80, 100 e 120 dias de armazenamento a 4°C e 25°C.

Sobrevivéncia dos probidticos as condic¢des gastrointestinais simuladas

A sobrevivéncia das microcapsulas de B. animalis e L. acidophilus submetida as
condicBes gastrointestinais simuladas foram avaliadas de acordo com método descrito por
LISERRE et al. (2007), com modificacBes. Separadamente, aliquotas de 5 g de microcapsulas

desidratadas de B. animalis e L. acidophilus foram adicionadas de HCI 1M até atingir pH de
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1,4-1,9 e de solugdes de pepsina (P7000, Sigma-Aldrich) e lipase (L3126, Sigma-Aldrich) até
a obtencdo de concentracdo de 3 gL e de 0,9 mg'L?, respectivamente. As amostras foram
incubadas a 37°C, sob agitacdo continua, durante 2 horas. Na etapa seguinte, o pH das
amostras foi aumentado para 4,3-5,2, usando uma solucdo alcalina (150 mL de NaOH 1M,
12,38 g de NaH:PO..H>O e agua destilada até 1 L). Bile (B8381, Sigma-Aldrich) e
pancreatina (P3292, Sigma-Aldrich) foram adicionadas até a obtencdo de uma concentracéo
de 10 gL e de 1 gL, respectivamente. As amostras foram incubadas novamente a 37°C por
2 horas, sob agitacdo continua. Na ultima etapa, o pH foi aumentado para 6,7-7,5 usando a
mesma solucdo alcalina descrita acima. As concentracbes de bile e pancreatina foram
ajustadas para 10 gL e 1 gL, respectivamente, e as amostras foram incubadas novamente a
37°C por 2 horas sob agitacdo continua, finalizando um total de 6 horas de andlise. As
contagens foram realizadas apds 30 minutos, 2 horas, 4 horas e 6 horas de incubacao.

Analise morfoldgica das microcapsulas

As amostras foram fixadas em suportes de aluminio, com auxilio de fita carbono dupla
face e metalizadas em metalizador de fluxo ibnico DENTON, modelo Desk Il. A analise
morfologica das microcapsulas foi obtida através de imagens de microscépio eletrénico de
varredura JEOL, modelo JSM 6360.
Anélise estatistica

Os dados foram avaliados através de Analise de Variancia (ANOVA), sendo que as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey, considerando o nivel de significancia de 5%
(p<0,05), utilizando o software SAS (Statistic Analysis System, versao 9).
RESULTADOS E DISCUSSAO
Avaliacado da viabilidade dos probidticos microencapsulados durante armazenamento

O dano celular e a perda de atividade podem ocorrer durante o processamento e/ou

armazenamento dos micro-organismos. Portanto, a microencapsulacdo adequada assegura que
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0S micro-organismos sobrevivam ao processamento e que permanecam Vvidveis durante o
armazenamento (OLIVEIRA et al., 2007).

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 1, houve diferenca significativa
tanto para B. animalis quanto para L. acidophilus armazenados a 4°C e 25°C, durante os 120
dias de analises, verificando um decréscimo nas contagens com o passar dos dias. 1sso pode
ser explicado, pois 0s micro-organismos sdo metabolicamente ativos dentro das
microcépsulas, produzindo &cidos metabolicos e bacteriocinas e/ou a perda de substratos
(PEDROQOSO et al., 2012). Entretanto, ao final dos 120 dias, as contagens foram superiores a 6
log UFC-g?, sendo este 0 minimo aceitavel para efeito probidtico em produtos (ROY, 2005).
Contrariamente a BRASIL (2008), que estabelece o limite minimo de 8 log UFC.g™ com base
na porgéo diaria de alimento. De acordo com RODRIGUES et al. (2011), a umidade relativa
elevada, a alta temperatura e longos periodos de armazenamento sdo prejudiciais para a
sobrevivéncia de probioticos.

Também pode ser verificado na Tabela 1, que houve diferenca significativa quando da
comparacdo de B. animalis e L. acidophilus armazenados a 4°C com 25°C. Resultados
semelhantes foram encontrados por OKURO et al. (2013). Estes resultados sugerem que a
estabilidade dos probio6ticos microencapsulados aumenta com a diminuicdo da temperatura.
Tal fenbmeno ocorre, pois 0s micro-organismos sdo mantidos num estado latente, evitando
rearranjos no material de parede, impedindo, dessa forma, a exposi¢do inadequada dos micro-
organismos, promovendo um aumento da vida uatil das microcdpsulas (ALBERTINI et al.,
2010). Temperaturas proximas a 0°C melhoram os indices de viabilidade celular, pois
temperaturas mais baixas reduzem as taxas de rea¢fes quimicas que sao prejudiciais para 0s
micro-organismos, tais como oxidacdo (NAG et al., 2011).

Sobrevivéncia dos probidticos as condic¢des gastrointestinais simuladas
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Um dos principais problemas dos probioticos é a baixa taxa de sobrevivéncia destes
em pH gastrico e altas concentracfes de sais biliares no intestino (SABIKHI et al., 2010), o
que pode ser verificado na Figura 1, onde B. animalis e L. acidophilus livres ndo resistiram
as condicdes gastrointestinais simuladas, ndo havendo contagem de ambos ap6s 120 e 240
minutos de incubac&o, respectivamente. PAEZ et al. (2012) e RANADHEERA et al. (2012)
obtiveram resultados semelhantes.

O mesmo ndo foi verificado nos micro-organismos B. animalis e L. acidophilus
encapsulados, Figura 1, onde ap6s 360 minutos de incubagdo possuiam 9,86 e 9,03 log UFC-g
! respectivamente, demonstrando que a microencapsulagio protege os micro-organismos das
condicdes gastrointestinais simuladas. A baixa contagem apds 30 minutos de incubacdo e
crescimento posterior deve-se a utilizacdo de acetato ftalato de celulose como material de
parede, o qual € gastrorresistente, ou seja, somente dissolve-se em pH acima de 6,0,
retardando a liberacdo dos micro-organismos probidticos. A liberacdo serd sempre no
intestino e ndo no estdmago, promovendo protecdo aos micro-organismos probidticos durante
0 transito gastrointestinal (HEIDEBACH et al., 2012). Estudos de GEBARA et al. (2013),
confirmam o aumento da resisténcia de probidticos microencapsulados quando expostos as
condicdes gastrointestinais simuladas, comparando com a sobrevivéncia de células livres.
Analise morfoldgica das microcapsulas

As imagens capturadas através de microscopia eletrénica de varredura, Figura 2,
demonstraram a forma esférica das microcapsulas, com superficie continua relativamente lisa,
sem fissuras ou poros pronunciados, o que facilita o escoamento e a dispersdo do material.
Microcapsulas semelhantes foram encontradas por FAVARO-TRINDADE & GROSSO
(2002).

CONCLUSAO
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O presente estudo mostrou que a microencapsulacao de B. animalis ou L. acidophilus
por spray drying, produziu microcapsulas esféricas e sem fissuras, que foram eficientes na
protecdo dos micro-organismos contra condi¢fes gastrointestinais simuladas. Além disso,
podendo ser armazenados, com melhores resultados, a 4°C por 120 dias.
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Tabela 1 — Viabilidade das microcapsulas (log UFC.g?) de B. animalis e L. acidophilus

armazenadas durante 120 dias sob diferentes temperaturas.

Micro-organismos

Temperatura de armazenamento

Tempo (dias)

4°C 25°C

1 11,87 + 0,06%* 11,87 + 0,06"

20 10,92 + 0,08%* 10,68 + 0,07%°

40 10,04 + 0,15 9,61 + 0,11

B. animalis 60 9,24 +0,09°® 8,65+ 0,10
80 8,50 + 0,12%% 7,78 + 0,15

100 7,82 + 0,077 7,00 + 0,127

120 7,20 + 0,09%2 6,30 + 0,11°°

1 11,52 + 0,09%% 11,52 + 0,09/

20 10,60 + 0,118 10,37 + 0,065

40 9,75+0,08°® 9,33 +0,10

L. acidophilus 60 8,97 + 0,112 8,40 + 0,080
80 8,25 + 0,09 7,56 + 0,115

100 7,59 + 0,10 6,80 + 0,137

120 7,04+0,08%% 6,12 +0,10%

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna e mindscula na

linha, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de

significancia.
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Figura 1 — Sobrevivéncia dos micro-organismos B. animalis (BA) e L. acidophilus (LA)

livres e encapsulados as condic¢Oes gastrointestinais simuladas.
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Figura 2 — Imagens do microscopio eletrobnico de varredura para microcapsulas de B.

animalis (A, 2000x) e L. acidophilus (B, 2000x).



41

2.3 Artigo 2

AVALIACAO DO EFEITO DA ADICAO DE MICROCAPSULAS PROBIOTICAS AS
CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS, MICROBIOLOGICAS E SENSORIAIS
DE SALAME TIPO ITALIANO

Pablo Teixeira da Silva'", Leadir Lucy Martins Fries', Cristiano Ragagnin de Menezes',
Juliana de Oliveira Bastos', Cristiane de Bona da Silva'', Daniele Jucara Kleovan

Lang"!, Janaina de Borba Braga'"
Artigo submetido a Revista Ciéncia Rural, em 01/05/14.

Ciencia Rural - Manuscript ID CR-2014-0668 ™4 ox

vagner.neujahr@gmail.com  Adicionar aos contatos 01/05/2014
Para: pabloteixeiras@hotmail.com
Ce: pabloteixeiras@ hotmail.com, lucymicro@yahoo.com.br, cristiano.ufsm@gmail.com, cristie.bona@gmail.com, dani-kl@hotmail.com, borba.bra... ¥

01-May-2014

Dear Prof. Silva:

Your manuscript entitled "Avaliacdo do efeito da adi¢do de microcapsulas probidticas as caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas e
sensoriais de salame tipo Italiano” has been successfully submitted online and is presently being given full consideration for publication in the
Ciéncia Rural.

Your manuscript ID is CR-2014-0668.

Please mention the above manuscript ID in all future correspondence or when calling the office for questions. If there are any changes in your

street address or e-mail address, please log in to ScholarOne Manuscripts at http://mc04.manuscriptcentral.com/cr-scielo and edit your user
information as appropriate.

You can also view the status of your manuscript at any time by checking your Author Center after logging in to
http://mc04.manuscriptcentral.com/cr-scielo.

Thank you for submitting your manuscript to the Ciéncia Rural.

() Departamento de Tecnologia e Ciéncia dos Alimentos, Universidade Federal de Santa Maria (UFSM),
Avenida Roraima, n°® 1000, CEP: 97105-900, Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil. E-mail:
pabloteixeiras@hotmail.com. * Autor para correspondéncia.

() Departamento de Farmécia Industrial, Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Avenida Roraima, n°
1000, CEP: 97105-900, Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil.

(" Colégio Agricola de Frederico Westphalen, Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Linha Sete de
Setembro, s/n, CEP: 98400-000, Frederico Westphalen, Rio Grande do Sul, Brasil.



mailto:pabloteixeiras@hotmail.com

42
Avaliacdo do efeito da adicdo de microcépsulas probidticas as caracteristicas fisico-quimicas,
microbioldgicas e sensoriais de salame tipo Italiano
Evaluation the effect of the addition of probiotic microcapsules to the physicochemical,

microbiological and sensory characteristics of Italian salami

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi adicionar microcapsulas de Bifidobacterium animalis e
Lactobacillus acidophilus a producdo de salame tipo Italiano, avaliando seus efeitos sobre as
caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas e sensoriais do salame. Foram produzidos trés
tratamentos, sendo T1 o controle e T2 e T3 com adigdo de microcapsulas de B. animalis e L.
acidophilus, respectivamente. Através dos resultados constatou-se que ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos com relacdo as analises de atividade de agua, umidade,
perda de peso, pH, coliformes a 45°C, Staphylococcus coagulase positiva, Salmonella spp.,
anélise sensorial de comparacdo multipla e intencdo de compra. Os tratamentos T2 e T3
mantiveram contagens de B. animalis e L. acidophilus acima de 6 log UFC-g* até 90 dias de
producdo. O estudo indica que a adicdo de microcapsulas de B. animalis ou L. acidophilus a
producdo de salame tipo Italiano ndo altera as caracteristicas fisico-quimicas, microbiologicas
e sensoriais do salame probidtico, sendo viavel durante 90 dias.

Palavras-chave: Bifidobacterium animalis, Lactobacillus acidophilus, microencapsulagéo.

ABSTRACT

The aim of this study was to added microcapsules of Bifidobacterium animalis and
Lactobacillus acidophilus to the production of Italian salami, evaluating its effects on the
physicochemical, microbiological and sensory characteristics of salami. Three treatments
were produced, T1 control and T2 and T3 with the addition of microcapsules of B. animalis

and L. acidophilus, respectively. There were no significant difference between treatments in
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relation to water activity, moisture, weight loss, pH, coliform to 45°C, Staphylococcus
coagulase positive, Salmonella spp., multiple comparisons test and purchase intention. The
treatments T1 e T2 maintained counts of B. animalis and L. acidophilus above 6 log CFUg
within 90 days of production. The study indicates that the addition of microcapsules of B.
animalis or L. acidophilus to the production of Italian salami not alter the physicochemical,
microbiological and sensory characteristics of the probiotic salami, being viable for 90 days.

Key words: Bifidobacterium animalis, Lactobacillus acidophilus, microencapsulation.

INTRODUCAO

A microencapsulacdo pode ser definida como a tecnologia de empacotamento de
solidos, liquidos ou gases, com filmes poliméricos, formando pequenas particulas
denominadas microcapsulas (GHARSALLAOUI et al., 2007). Dentre as inumeras aplicagdes
da microencapsulagdo podemos destacar a de micro-organismos (AZEREDO, 2005).

Os micro-organismos tém sido microencapsulados em alimentos devido ao efeito
bactericida do suco gastrico, aumentando, assim, sua viabilidade ao longo do trato
gastrointestinal (OLIVEIRA et al., 2007).

Devido ao fato de que os produtos carneos fermentados sdo fabricados com carne crua
e consumidos sem prévio aquecimento, o uso de probiéticos mostra-se promissor (AMMOR
& MAYO, 2007). Dessa forma, através da adicdo de probioticos ao salame seria desenvolvido
um novo produto funcional, o qual traria beneficios a satde do individuo, podendo destacar a
prevencdo de cancer de colon; o aumento da resposta imune; o melhor transito intestinal e a
reducdo do colesterol sanguineo (WEICHERT et al., 2012).

O objetivo do presente trabalho foi aplicar microcapsulas de Bifidobacterium

animalis e Lactobacillus acidophilus & produgdo de salame tipo Italiano, avaliando seus
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efeitos sobre as caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas e sensoriais do salame
probiotico.

MATERIAIS E METODOS
Elaboracdo das microcdpsulas

As culturas liofilizadas de B. animalis (BB12) e L. acidophilus (LAO5) (Christian
Hansen) foram ativadas, em caldo MRS e leite em p6 integral 10% esterilizado,
respectivamente, ambas a 37°C, por 24 horas. Os desenvolvimentos bacterianos foram
submetidos a centrifugacdo a 4670 g, a 4°C por 15 minutos e os precipitados foram lavados
em solucdo salina (0,85%) e centrifugados novamente por duas vezes (LISERRE et al. 2007).

Para a formulacdo do material de parede foram utilizados os seguintes agentes
encapsulantes: acetato ftalato de celulose (5%), glicerol (3,5%), leite em po integral (3%),
maltodextrina (2%), trehalose (2%), frutoligossacarideo (1%), hi-maize 260 (1%) e Tween 80
(0,1%). Os agentes encapsulantes foram dissolvidos em 100 mL solucéo tampao fosfato, sob
agitacdo. Ao final da dissolucdo foi adicionado 1% dos probidticos ativados e centrifugados
de B. animalis, 13,34 log UFCg®, e L. acidophilus, 12,89 log UFC.g?, separadamente,
obtendo duas formulacdes (FAVARO-TRINDADE & GROSSO, 2000).

Para a microencapsulacéo foi utilizado um mini spray dryer LM, modelo MSD 1.0. As
formulacdes probidticas secas foram coletadas do ciclone, colocadas em frascos de vidro
hermeticamente fechados e armazenadas a temperatura ambiente até a utilizacéo.

Elaboracéo do salame tipo Italiano

Os salames controles (T1) foram elaborados conforme a seguinte formulacéo: pernil
suino (80%); toucinho (20%); sal (3%); acucar (0,7%); vinho tinto (0,7%); sal de cura (0,5%);
alho em pé (0,5%); pimenta preta moida (0,04%) e cultura starter Bactoferm T-SPX -

Staphylococcus xylosus e Pediococcus pentosaceus (0,15%). Para o tratamento 1 (T2) e
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tratamento 2 (T3) foram adicionados 1% de microcépsulas de B. animalis e L. acidophilus,
11,87 log UFCg™ e 11,52 log UFC-g*, respectivamente.

O pernil suino e o toucinho foram moidos em disco de 10 mm. Em misturadeira foi
adicionado, primeiramente, o pernil suino e parte do sal, para promocéo de liga na massa.
Posteriormente, foram adicionados o toucinho, o restante do sal e os demais ingredientes; a
cultura starter, pré-hidratada 30 minutos antes de sua incorporacdo a massa, em agua nado
clorada, e os probidticos microencapsulados foram os ultimos a serem adicionados.

A quantidade de cultura starter utilizada baseou-se no nimero de células viaveis
presentes na cultura comercial liofilizada necessarias para atingir, na massa do embutido,
valor minimo de 108 UFC-g.

O embutimento foi realizado em tripas de colageno reconstituido, calibre 45 mm.
Posteriormente ao embutimento, as pecas de salame foram levadas a cAmara de defumacéo,
onde permaneceram por 6 horas. Apés a defumacdo, os salames foram para camara
climatizada com temperatura, velocidade do ar e umidade controladas, conforme TERRA
(1998). Ao final do 30° dia, os salames foram acondicionados em embalagem plastica, selados
a vacuo e armazenados a temperatura ambiente.

Analises fisico-quimicas, microbiologicas e sensoriais

As analises fisico-quimicas e microbiologicas foram realizadas nos dias 1, 7, 14, 21 e
30 de producdo e 60, 90 e 120 de armazenamento. As analises fisico-quimicas realizadas
foram: atividade de agua (aparelho Testo 400 CE), umidade (AOAC, 2012), perda de peso e
pH (TERRA & BRUM, 1988). As analises microbioldgicas realizadas foram: enumeracéo de
coliformes a 45°C e Staphylococcus coagulase positiva, deteccdo de Salmonella spp.
(BRASIL, 2003) e enumeracao de B. animalis e L. acidophilus (LISERRE et al., 2007).

Os salames foram submetidos a anélise sensorial de comparagdo multipla, avaliando

os atributos sensoriais de aparéncia, aroma, cor, sabor e textura, com escala variando de



46
extremamente pior que o controle (escore 9) a extremamente melhor que o controle (escore
1), além da intencdo de compra, com escala variando de certamente compraria (escore 5) a
certamente ndo compraria (escore 1), segundo DUTCOSKY (2011). As analises foram
realizadas no salame pronto para consumo, ap6s 30 dias, e nos salames armazenados por 60,
90 e 120 dias. Foram selecionados 50 provadores ndo treinados, porém consumidores de
salame. Este estudo obteve aprovagio junto ao Comité de Etica e Pesquisa da Universidade
Federal de Santa Maria, com protocolo sob o n® 0125.0.243.000-10.

Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, realizado em triplicata, e
todos os dados foram avaliados atraves de Analise de Variancia (ANOVA), sendo que as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey, considerando o nivel de significancia de 5%
(p<0,05), utilizando o software SAS (Statistic Analysis System, verséo 9).
RESULTADOS E DISCUSSAO
Analises fisico-quimicas

Considerando os resultados observados na Figura 1, verificou-se que ndo houve
diferencas significativas entre as medias do pH, atividade de 4gua, umidade e perda de peso,
entre o controle e os tratamentos, durante os 120 dias de andlise. Tal constatacdo pode ser
explicada pelo fato de que os micro-organismos encapsulados estavam aprisionados na
microcapsula e, portanto, sem contato com nutrientes para promoverem a fermentacdo, o que
influenciaria diretamente nos valores de pH e consequentemente, na atividade de &agua,
umidade e perda de peso (RUIZ, 2011).

A queda do pH para valores préximos a 5,0 nos primeiros dias de fermentacao, reflete
no efeito protetor contra micro-organismos indesejaveis, conversao e estabilizacdo da cor,
formacdo de compostos desejaveis de sabor e aroma (TYOPPONEN et al., 2003); além de

alcangar o ponto isoelétrico das proteinas miofibrilares da carne, provocando perda de agua e
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obtencdo de textura no produto (CAMPOS, 2002). De acordo com TERRA et al. (2004), a
partir do sétimo dia de fabricacdo, os valores de pH sofrem aumento devido as reagdes de
descarboxilacdo e desaminagdo de aminoécidos, liberando aménia no meio, alcalinizando-o.

A umidade e a atividade de agua sdo determinac@es utilizadas para medir o teor de
agua nos alimentos e estdo relacionadas entre si. A atividade de dgua indica a quantidade de
agua disponivel para as reacfes bioguimicas, fisico-quimicas e enzimaticas necessarias para o
desenvolvimento de micro-organismos (JAY, 2005). Dessa forma, o teor de agua do produto
constitui um importante fator para sua conservacao, pois a reducdo no teor de agua torna o
ambiente desfavoravel ao crescimento e a multiplicacdo de micro-organismos deteriorantes e
patogénicos (FRANCO & LANDGRAF, 2008).

Para a atividade de agua foram encontrados valores abaixo do valor maximo de 0,90,
recomendado pela legislacdo brasileira para o salame tipo Italiano (BRASIL, 2000). A
reducdo inicial é desejavel sendo decorrente do processo de secagem onde a adgua essencial
para a multiplicacdo de micro-organismos € retirada da massa do salame (TYOPPONEN et
al., 2003). Segundo MAURIELLO et al. (2004) quando o pH se aproxima do ponto isoelétrico
das proteinas ocorre uma diminuicdo na capacidade de retencdo de agua, facilitando a
desidratacdo e consequentemente a reducao na atividade de dgua dos salames.

A determinacdo da perda de peso € uma medida que mostra indiretamente a
guantidade de &gua eliminada pelo embutido durante o periodo de secagem e depende da
temperatura, umidade relativa no interior da cédmara de maturacdo e do tempo de
processamento (PELEGRINI et al, 2008). MACEDO et al. (2008) citam que o salame tipo
Italiano pode perder até 40% de seu peso durante o processamento.

A diminuicdo da quantidade de agua dos salames & um dos principais fatores
responsaveis pela textura do produto final (FRANCOIS et al., 2009). Durante a maturacdo

também ocorre o desenvolvimento do flavour dos salames, por uma série de reagdes quimicas
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e bioquimicas envolvendo as proteinas, as gorduras e os carboidratos (SAWITZKI et al.,
2008).
Anélises microbioldgicas

As analises microbiol6gicas mostraram que ndo foi detectada em nenhum tratamento
durante todo o periodo de producao dos salames a presenca de Salmonella spp. e contagens
<1 log UFC.g* de coliformes a 45°C e Staphylococcus coagulase positiva, resultados estes de
acordo com Brasil (2001). O processo fermentativo provocado pelas bactérias laticas,
ocorrido durante o periodo de fabricacdo, favoreceu a acidificacdo intensa do meio carneo e
facilitou a eliminagdo da microbiota contaminante (JAY, 2005). Em decorréncia destes
resultados, as amostras foram consideradas em condicGes apropriadas para o consumo do
ponto de vista sanitario.

Conforme resultados observados na Figura 2, houve diferenca significativa tanto para
B. animalis quanto para L. acidophilus, durante os 120 dias de analises, verificando um
decréscimo nas contagens com o passar dos dias. 1sso pode ser explicado, pois 0s micro-
organismos sdo metabolicamente ativos dentro das microcapsulas, produzindo acidos
metabolicos e bacteriocinas e/ou a perda de substratos (PEDROSO et al., 2012). Ao final de
90 dias, as contagens foram superiores a 6 log UFC-g?, sendo este 0 minimo aceitavel para o
efeito probidtico em produtos (ROY, 2005). Porém, atualmente, a recomendacdo €
estabelecida com base na porcdo diaria de alimento, pela legislacdo brasileira, que o minimo
estipulado seja de 8 log UFC-g'dia® (BRASIL, 2008).
Andlise sensorial

De acordo com os resultados visualizados, na Tabela 1, ndo houve diferencas
significativas entre os tratamentos e o controle quanto aos atributos sensoriais de aparéncia,

aroma, cor, sabor e textura, verificando que as microcapsulas ndo alteraram sensorialmente o
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salame. Quanto a intencdo de compra, os indices de aceitagdo foram superiores a 95%,
demonstrando a viabilidade comercial dos salames.
CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que a aplicacdo de microcdpsulas de B. animalis e L.
acidophilus & produgdo de salame tipo Italiano, ndo alterou suas caracteristicas fisico-
quimicas, microbioldgicas e sensoriais, € que ao final de 90 dias as contagens de B. animalis
e L. acidophilus foram superiores a 6 log UFC-g™, demonstrando o potencial probidtico do
salame.
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Figura 1 — Valores de atividade de agua, pH, umidade e perda de peso dos salames durante os
120 dias de andlises. Tratamento 1: controle; Tratamento 2: adicdo de microcapsulas de B.

animalis e Tratamento 3: adicdo de microcapsulas de L. acidophilus.



55

12

=
o
|

log UFC gt
(o]

4 T T T T T T 1
1 7 14 21 30 60 90 120

Tempo (dias)

-3 Tratamento 2 =s=Tratamento 3

Figura 2 — Contagens de B. animalis e L. acidophilus nos salames durante os 120 dias de
analises. Tratamento 2: adicdo de microcapsulas de B. animalis e Tratamento 3: adi¢do de

microcapsulas de L. acidophilus.
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Tabela 1 — Perfil sensorial e intencdo de compra dos salames tipo Italiano adicionados de

microcapsulas de B. animalis (T2) e L. acidophilus (T3) aos 30, 60, 90 e 120 dias de

armazenamento.

Atributos sensoriais /
Intencdo de compra

Tempo (dias)

30 60 90 120
Aparéncia T2 5,01+0,14% 4,97 +0,03% 4,97+0,07% 502+0,11*
T3 4,99+0,13" 4,96 +0,08"* 5,00+ 0,05 4,99 + 0,04
Aroma T2 4,98+0,07"% 4,98+0,03"* 5,00+0,06" 4,99+ 0,14
T3 5,00+0,12”% 500+0,05"® 5,01+0,03% 4,99 + 0,06"
Cor T2 5,00+0,12”% 502 +0,10" 4,98 + 0,04 4,99 + 0,09"
T3 5,01+0,05% 5,02+0,04" 4,99+0,12”°% 4,98 +0,13"
Sabor T2 4,98+0,09°% 500+0,09 4,99 +0,13" 4,98 + 0,15
T3 4,97 +0,08"* 5,00+0,02% 501+0,16"* 5,02+ 0,09°
Textura T2 4,99+0,14"* 4,98 +0,08"* 5,00+0,12"% 5,01 +0,13"
T3 4,98+0,094 501+0,07°% 4,99 +0,04" 5,01+0,14"
Intengdo de compra T2 4,84 +0,13% 4,85+ 0,06 4,79 +0,04% 4,80 + 0,09
T3 4,98+0,077% 4,87 +0,12”% 4,83+0,10"* 4,81 +0,14"

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na coluna e mindscula na linha, ndo diferem

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia.



3 DISCUSSAO

Neste trabalho foram microencapsulados B. animalis e L. acidophilus avaliando a
sobrevivéncia destes sob condic¢des gastrointestinais simuladas e a viabilidade durante 120
dias de armazenamento a 4°C e 25°C, além da anélise morfol6gica das microcapsulas.

Na avaliacdo da sobrevivéncia dos probidticos as condicBes gastrointestinais
simuladas, tanto B. animalis e L. acidophilus livres ndo resistiram as condicdes
gastrointestinais simuladas, com contagem <1 log UFC-g™ de ambos ap6s 120 e 240 minutos
de incubacdo, respectivamente. Um dos principais problemas dos probidticos é a baixa taxa de
sobrevivéncia destes em pH gastrico e a altas concentracGes de sais biliares no intestino
(SABIKHI et al., 2010). O mesmo ndo foi verificado para B. animalis e L. acidophilus
microencapsulados, onde ap6s 360 minutos de incubagdo possuiam 9,86 e 9,03 log UFCg?,
respectivamente, demonstrando que a microencapsulacdo protege os micro-organismos das
condicdes gastrointestinais simuladas. A reducdo da contagem até 30 minutos de incubacéo e
crescimento posterior deve-se a utilizacdo de acetato ftalato de celulose como material de
parede, o qual € gastrorresistente, ou seja, somente dissolve-se em pH acima de 6,0,
retardando a liberacdo dos micro-organismos probidticos, para que a mesma ndo ocorra no
estdmago e sim no intestino (HEIDEBACH et al., 2012).

Na avaliacho da viabilidade dos probioticos microencapsulados durante
armazenamento, houve diferenca significativa (p<0,05) tanto para B. animalis quanto para L.
acidophilus armazenados a 4°C e 25°C, durante os 120 dias de analises, verificando um
decréscimo nas contagens com o passar dos dias. Isso pode ser explicado, pois 0s micro-
organismos sdo metabolicamente ativos dentro das microcapsulas, produzindo acidos
metabolicos e bacteriocinas e/ou a perda de substratos (PEDROSO et al., 2012). Entretanto,
ao final dos 120 dias, as contagens foram superiores a 6 log UFC-g?, sendo este 0 minimo
aceitavel para efeito probidtico em produtos alimenticios (ROY, 2005; SABIKHI et al.,
2010). Porém, a legislacdo brasileira (BRASIL, 2008), estabelece o limite minimo de 8 log
UFC-gdia® com base na porcio diaria de alimento, o que reduziria a viabilidade tanto do B.
animalis como do L. acidophilus para 80 dias a 4°C e 60 dias a 25°C. Também houve
diferenca significativa (p<0,05) quando da comparacdo de B. animalis e L. acidophilus
armazenados a 4°C e 25°C. Estes resultados sugerem que a estabilidade dos probioticos

microencapsulados aumenta com a diminui¢do da temperatura. Tal fenbmeno ocorre, pois 0s
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micro-organismos sdo mantidos num estado latente, evitando rearranjos no material de
parede, impedindo, dessa forma, a exposic¢ao inadequada dos micro-organismos, promovendo
um aumento da vida uatil das microcdpsulas (ALBERTINI et al., 2010). Temperaturas
préximas a 0°C melhoram os indices de viabilidade celular, pois reduzem as taxas de reacfes
quimicas que sdo prejudiciais para 0s micro-organismos, tais como a oxidacdo (NAG et al.,
2011).

Na analise morfolégica das microcapsulas, as imagens capturadas atraves de
microscopia eletrdnica de varredura, demonstraram a forma esférica das microcapsulas, com
superficie continua relativamente lisa, sem fissuras ou poros pronunciados, o que facilita o
escoamento e a dispersdo do material (OKURO, et al., 2013).

As microcapsulas produzidas de B. animalis e L. acidophilus foram aplicadas a
producdo de salame tipo Italiano, avaliando seus efeitos sobre as caracteristicas fisico-
quimicas, microbioldgicas e sensoriais do salame probidtico. Foram produzidos salames sem
adicdo de microcapsulas probioticas (controle — T1) e com adicdo de microcapsulas de B.
animalis (T2) e L. acidophilus (T3).

Levando em consideracao os resultados obtidos, verificou-se que ndo houve diferengas
significativas (p>0,05) entre as médias do pH, atividade de agua, umidade e perda de peso,
entre o controle (T1) e os tratamentos (T2 e T3), durante os 120 dias de andlise. Tal
constatacdo pode ser explicada pelo fato de que os micro-organismos encapsulados estavam
aprisionados na microcapsula e, portanto, sem contato com nutrientes para promoverem a
fermentacdo, o que influenciaria diretamente nos valores de pH, e consequentemente, na
atividade de agua, umidade e perda de peso (RUIZ, 2011).

Foi observado durante o periodo de producdo dos salames que em todos os
tratamentos, os valores de pH diminuiram até o sétimo dia de elaboracdo, de
aproximadamente 5,8 para 5,0. Essa queda ocorreu provavelmente devido ao acumulo de
acido lactico, formado pela acdo das bactérias acido lacticas sobre os carboidratos presentes
na massa carnea (TERRA, 1998). O declinio no valor de pH durante os primeiros dias de
fermentacdo é muito importante para a producao de salames de alta qualidade e seguranca
estabilizacdo da cor (mioglobina nitrosa) e formacdo de compostos desejaveis de sabor e
aroma (TERRA, 2004).

Durante a fermentacdo, trés grandes grupos de substancias presentes influenciam os

valores de pH: os &cidos orgénicos oriundos da fermentagdo dos agucares, 0S compostos



59

béasicos resultantes da protedlise gerada pelos micro-organismos ou pelas proprias enzimas
tissulares e os &cidos organicos procedentes da hidrolise das gorduras (MACEDO, 2005).

Apds o sétimo dia, foi observado um aumento dos valores de pH em todos os
tratamentos, para 5,3, devido ao aumento da atividade proteolitica, com a formacgdo de
peptideos, aminoacidos e compostos nitrogenados ndo protéicos durante a maturacéo
(GRECO et al., 2005; OLESEN, 2004). Os valores finais de pH variaram entre 5,1 e 5,2 para
os salames tipo Italiano do presente estudo, coerentes aos valores encontrados por
Ambrosiadis et al. (2004), Cavenaghi, (2005) e Korel e Acton (2002). Valores de pH
inferiores a 6,2 tornam o0s produtos carneos mais protegidos contra a acdo de micro-
organismos indesejaveis (DURA et al., 2004).

A atividade de agua diminuiu em todos os tratamentos durante o processamento,
atingindo valores abaixo do nivel maximo de 0,90, recomendado pela legislacdo brasileira
para os salames tipo Italiano (BRASIL, 2000). Esta reducéo pode ser atribuida ao decréscimo
nos valores de pH, pois a capacidade de retencdo de agua das proteinas da carne é diminuida
quando o pH se aproxima do seu ponto isoelétrico, acelerando a desidratacdo e
consequentemente reduzindo a atividade de &gua (MAURIELLO et al., 2004). Tyoppdnen et
al. (2003) comentaram que a atividade de agua constitui 0 mais importante fator para a
multiplicacdo microbiana e por isso sua diminuicao torna-se o obstaculo de maior efeito sobre
a multiplicacdo de micro-organismos indesejaveis no salame.

A perda de peso foi de aproximadamente 32% tanto para o controle como para 0s
salames adicionados de B. animalis e L. acidophilus, ndo sendo observada diferenca
significativa (p>0,05) entre os tratamentos. Esses valores permaneceram dentro da faixa de 30
a 40%, considerada ideal para produtos fermentados secos, uma vez que perdas de peso
maiores que esses valores dificultam a viabilidade econémica dos embutidos fermentados
(RECH, 2010). A perda de peso esta relacionada a acidificacdo da massa. Por sua vez, esta
condicao esta relacionada ao valor de pH, que quanto menor ocasiona uma maior perda de
agua durante o processamento, haja vista que o pH € um dos principais fatores que
influenciam na difusdo da dgua do interior para a superficie do salame (RUIZ, 2011). Apds o
periodo de producdo, os salames foram armazenados em embalagem a vacuo, ndo permitindo
trocas gasosas com 0 exterior e, por esta razdo, a perda de peso permaneceu estavel.
(ANSELMO et al., 2008).

As analises microbiol6gicas mostraram que ndo foi detectada em nenhum tratamento
durante todo o periodo de producéo dos salames a presenga de Salmonella spp. e contagens

<1 log UFC-g! de coliformes a 45°C e Staphylococcus coagulase positiva, resultados estes de
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acordo com Brasil (2001). O processo fermentativo provocado pelas bactérias laticas,
ocorrido durante o periodo de fabricacdo, favoreceu a acidificagdo intensa do meio carneo e
facilitou a eliminacdo da microbiota contaminante (JAY, 2005). Em decorréncia destes
resultados, as amostras foram consideradas em condicOes apropriadas para o consumo do
ponto de vista sanitario.

Com relac&o a contagem de B. animalis e L. acidophilus, houve diferenga significativa
(p<0,05) para ambos, durante os 120 dias de analises, verificando um decréscimo nas
contagens com o passar dos dias. Pedroso (2011) comenta que a perda da viabilidade durante
0 armazenamento pode estar relacionada a uma série de fatores, incluindo formacdo de
radicais livres na presenca de oxigénio, oxidacdo de &cidos graxos e danos no DNA das
células. Ao final de 90 dias, as contagens foram superiores a 6 log UFC-g?, sendo este o
minimo aceitavel para o efeito probidtico em produtos alimenticios (KRASAEKOOPT et al.,
2003; LUCKE, 2000; THARMARAJ e SHAH, 2003). Porém, atualmente, a recomendagcéo é
estabelecida com base na porcédo diaria de alimento, pela legislacdo brasileira, que 0 minimo
estipulado seja de 8 log UFC.gdia® (BRASIL, 2008). O que, reduziria para em torno de 53
dias a viabilidade do salame tipo Italiano com adicdo de B. animalis e para 48 dias com
adicdo de L. acidophilus. Uma alternativa para garantir maior viabilidade do que a alcangada
neste trabalho seria um maior enriquecimento das microcapsulas com nutrientes ou aumento
da resisténcia das microcapsulas ou aumentando a carga microbiana inicial ou reducdo do
prazo de validade dos salames probioticos.

Durante o periodo de armazenamento, os salames foram analisados sensorialmente a
cada 30 dias. Na analise sensorial por comparacdo multipla foi observado que ndo houve
diferenca significativa (p>0,05) entre os tratamentos, onde os atributos de aparéncia, aroma,
cor, sabor e textura variaram entre nenhuma diferenca do controle e ligeiramente melhor que
o0 controle, sugerindo que todos os tratamentos podem ser considerados aceitaveis até os 120
dias de armazenamento em temperatura ambiente, demonstrando que as microcapsulas nao
alteraram sensorialmente o salame. Quanto a inten¢do de compra, 0s valores variaram entre
provavelmente compraria e certamente compraria, também ndo havendo diferenca
significativa (p>0,05) entre os tratamentos, demonstrando a aceitacdo dos salames pelos
provadores e um grande potencial de venda no mercado. Provavelmente a intencdo de compra
aumentaria ainda mais se os consumidores fossem informados das vantagens e beneficios que

os alimentos probioticos trazem a salde.



4 CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que a microencapsulacdo de B. animalis ou L. acidophilus
produziu microcépsulas esféricas, com superficie continua, relativamente lisa, sem fissuras ou
poros pronunciados, que foram eficientes na protecdo dos micro-organismos
microencapsulados contra as condigdes gastrointestinais simuladas. Além disso, podem ser
armazenadas, com melhores resultados, a 4°C por 120 dias. A aplicacdo das microcapsulas de
B. animalis e L. acidophilus a producdo de salame tipo Italiano, ndo alterou suas
caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas e sensoriais, € que ao final de 90 dias, as
contagens de B. animalis e L. acidophilus foram superiores a 6 log UFC-g™.

Portanto, é possivel a producdo de salames tipo Italiano com propriedades probidticas.
No entanto, sugere-se que salames probioticos devem ser projetados de tal forma que os
micro-organismos possam manter sua viabilidade até o final do prazo de validade do produto,
seja alterando a estrutura da microcapsula ou aumentando a carga microbiana inicial ou

reduzindo a vida de prateleira do produto.



REFERENCIAS

ALBERTINI, B. et al. Development of microparticulate systems for intestinal delivery of
Lactobacillus acidophilus and Bifidobacterium lactis. European Journal of Pharmaceutical
Sciences, v.40, n.4, p.359-366, 2010.

ANSELMO, G.C.S.; MATA, M.E.R.M.; RODRIGUES, E. Comportamento higroscépico do
extrato seco de urucum (Bixa Orellana L.). Ciéncia e Agrotecnologia, v.32, n.6, p.1888-
1892, 2008.

AMBROSIADIS, J. et al. Physicochemical, microbiological and sensory attributes for the
characterization of Greek traditional sausages. Meat Science, v.66, n.2, p.279-287, 2004.

AMMOR, M.; MAYO, B. Selection criteria for lactic acid bacteria to be used as functional
starter cultures in dry sausage production. An update. Meat Science, v.76, n.1, p.138-146,
2007.

AZEREDO, H.M.C. Encapsulacdo: aplicacdo a tecnologia de alimentos. Alimentos e
Nutricéo, v.16, n.1, p.89-97, 2005.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Secretaria de Defesa
Agropecudria. Instrucdo Normativa n° 22, de 31 de julho de 2000. Aprova os Regulamentos
Técnicos de ldentidade e Qualidade de Copa, de Jerked Beef, de Presunto tipo Parma, de
Presunto Cru, de Salame, de Salaminho, de Salame tipo Alemé&o, de Salame tipo Calabrés, de
Salame tipo Friolano, de Salame tipo Napolitano, de Salame tipo Hamburgués, de Salame tipo
Italiano, de Salame tipo Milano, de Linguica Colonial e Pepperoni. Diario Oficial da Uniéo,
Brasilia, 03 de agosto de 2000.

BRASIL. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolucdo RDC n°
2, de 07 de janeiro de 2002. Aprova o Regulamento Técnico de Substancias Bioativas e
Probidticos Isolados com Alegacao de Propriedades Funcional e ou de Saude. Diario Oficial
da Uniao, Brasilia, 09 de janeiro de 2002.

BRASIL. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Alimentos com
alegacGes de propriedades funcionais e ou de salude, novos alimentos/ingredientes,
substancias bioativas e probioticos: lista de alegacdes de propriedade funcional aprovadas.
Atualizado em julho, 2008. Disponivel em:
<http://www.anvisa.gov.br/alimentos/comissoes/tecno_lista_alega.htm>. Acesso em: 29 mai.
2014.



http://www.anvisa.gov.br/alimentos/comissoes/tecno_lista_alega.htm

63

CAVENAGHI, A.D. Elaboragéo de embutidos fermentados cozidos com carne de coxa de
frango. 2005. 181f. Tese (Doutorado em Tecnologia de Alimentos) — Faculdade de
Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas, Campinas, 2005.

COSTA, N.M.B.; ROSA, C.0.B. Alimentos funcionais. Componentes biotivos e efeitos
fisioldgicos. Rio de Janeiro: Editora Rubio, 2010.

DOLINSKY, M. Nutrigdo funcional. Sdo Paulo: Editora Roca, 2009.

DURA, M.A; FLORES, M.; TOLDRA, F. Effect of Debaryomyces spp. On the proteolysis of
dry-fermented sausages. Meat Science, v.68, n.2, p.319-328, 2004.

GHARSALLAOUI, A. et al. Applications of spray-drying in microencapsulation of food
ingredients: an overview. Food Research International, v.40, n.9, p.1107-1121, 2007.

GRECO, M. et al. Evolution and identification of lactic acid bacteria isolated during the
ripening of Sardinian sausages. Meat Science, v.69, n.4, p.33-739, 2005.

HEIDEBACH, T. et al. Microencapsulation of probiotic cells for food applications. Critical
Reviews in Food Science and Nutrition, v.52, n.4, p.291-311, 2012

KOREL, F.; ACTON, J. Composition of fermented sausages in the USA retail market.
Fleischwirtschaft International, n.4, p.35-38, 2002.

KRASAEKOOPT, W.; BHANDARI, B.; DEETH, H. Evaluation of encapsulation techniques
of probiotics for yoghurt. International Dairy Journal, v.13, n.1, p.3-13, 2003.

LEROY, F. et al. Functional meat starter cultures for improved sausage fermentation.
International Journal of Food Microbiology, v.106, n.3, p.270-285, 2006.

LUCKE, F.K. Utilization of microbes to process and preserve meat. Meat Science, v.56, n.2,
p.105-115, 2000.

MACEDO, R.E.F. Utilizacdo de culturas lacticas probidticas no processamento de
produto carneo fermentado. 2005. 193f. Tese (Doutorado em Tecnologia de Alimentos) -
Universidade Federal do Parana, Curitiba, 2005.



64

MACEDO, R.E.F. et al. Desenvolvimento de embutido fermentado por Lactobacillus
probioticos: caracteristicas de qualidade. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v.28, n.3,
p.509-519, 2008.

MAURIELLO, G. et al. Isolation and technological properties of coagulase negative
staphylococci from fermented sausages of Southern Italy. Meat Science, v.67, n.1, p.149-158,
2004,

MUTHUKUMARASAMY, P.; HOLLEY, R.A. Microbiological and sensory quality of dry
fermented sausages containing alginate-microencapsulated Lactobacillus  reuteri.
International Journal of Food Microbiology, v.111, n.2, p.164-169, 2006.

NAG, A. et al. Microencapsulation of probiotic bacteria using pH-induced gelation of sodium
caseinate and gellan gum. International Dairy Journal, v.21, n.4, p.247-253, 2011.

OKURO, P.K. et al. Co-encapsulation of Lactobacillus acidophilus with inulin or
polydextrose in solid lipid microparticles provides protection and improves stability. Food
Research International, v.53, n.1, p.96-103, 2013.

OLESEN, P.T.; MEYER, A.S.; STAHNKE, L.H. Generation of flavour compounds in
fermented sausages — the influence of curing ingredients, Staphylococcus starter culture and
ripening time. Meat Science, v.66, n.3, p.675-687, 2004.

OLIVEIRA, A.C. et al. Stability of microencapsulated B. lactis (Bl 01) and L. acidophilus
(LAC 4) by complex coacervation followed by spray drying. Journal of
Microencapsulation, v.24, n.7, p.685-693, 2007.

PEDROSO, D.L. Producdo e avaliacdo de microparticulas lipidicas contendo
Lactobacillus acidophilus ou Bifidobacterium lactis produzidas por spray chilling.
Pirassununga, 2011. 77f. Dissertacao (Mestrado em Engenharia de Alimentos) - Faculdade de
Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de Séo Paulo, 2011.

PEDROSO, D.L. et al. Protection of Bifidobacterium lactis and Lactobacillus acidophilus by
microencapsulation using spray-chilling. International Dairy Journal, v.26, n.2, p.127-132,
2012.

POULIN, J.F. et al. B-lactoglobulin tablets as a suitable vehicle for protection and intestinal
delivery of probiotic bacteria. International Journal of Pharmaceutics, v.405, n.1-2, p.47-
54, 2010.



65

RIVERA-ESPINOZA, Y.; GALLARDO-NAVARRO, Y. Non-dairy probiotic products. Food
Microbiology, v.27, n.1, p.1-11, 2010.

ROBERFROID, M.B. Functional food concept and its application to prebiotics. Digestive
Liver Disease, v.34, n.2, p.105-110, 2002.

ROY, D. Technological aspects related to the use of bifidobacteria in dairy products. Lait,
v.85, n.1-2, p.39-56, 2005.

RUIZ, JN. Aplicagio de microrganismos probidticos nas formas livre e
microencapsulada em salame tipo Italiano. 2011. 125f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia
e Tecnologia de Alimentos) - Universidade de Séo Paulo, Piracicaba, 2011.

RECH, G.A. Produgéo de salame tipo italiano com teor de sédio reduzido. 2010. 70f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos) - Universidade Federal de
Santa Maria, Santa Maria, 2010.

SAAD, S.M.I. Probioticos e prebioticos: o estado da arte. Revista Brasileira de Ciéncias
Farmacéuticas, v.42, n.1, p.1-16, 2006.

SUAVE, J. et al. Microencapsulacdo: inovacdo em diferentes areas. Revista Saude e
Ambiente, v.7, n.2, p.12-20, 2006.

TERRA, N.N. Apontamentos de tecnologia de carnes. Sdo Leopoldo: UNISINOS, 1998.

TERRA, A.B.M.; FRIES, L.L.M.; TERRA, N.N. Particularidades na fabricacdo de salame.
Sdo Paulo: Varela, 2004.

THARMARAJ, N.; SHAH, N.P. Selective enumeration of Lactobacillus delbrueckii ssp.
Bulgaricus, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacteria,
lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus, and Propionibacterium. Journal of Dairy
Science, v.86, n.7, p.2288-2296, 2003.

TYOPPONEN, S. et al. Bioprotectives and probiotics for dry sausages. International
Journal of Food Microbiology, v.83, n.3, p.233-244, 2003.

UFSM. Universidade Federal de Santa Maria. Estrutura e apresentacdo de monografias,
dissertacdes e teses: MDT. 8 ed. Santa Maria: Editora da UFSM, 2012.



66

WEICHERT, S. et al. The role of prebiotics and probiotics in prevention and treatment of
childhood infectious diseases. Pediatric Infectious Disease Journal, v.31, n.8, p.859-862.
2012.



ANEXOS



68

ANEXO A - Ficha sensorial utilizada para aplicacdo do teste de comparacao multipla e

intencdo de compra dos salames tipo Italiano com probioticos.

TESTE DE COMPARACAO MULTIPLA

NOME:

DATA:

Vocé esta recebendo uma amostra controle (C) e 2 amostras codificadas. Compare cada amostra com o

controle e identifique se ¢ melhor, igual ou pior que o controle em rela¢do a aparéncia, aroma, cor, sabor e

textura. Em seguida, assinale, nos quadros, o grau de diferenca de acordo com a escala:

1 - Extremamente melhor que o controle
2 - Muito melhor que o controle

3 - Regularmente melhor que o controle
4 - Ligeiramente melhor que o controle

5 - Nenhuma diferenca do controle

6 - Ligeiramente pior que o controle

7 - Regularmente pior que o controle

8 - Muito pior que o controle

9 - Extremamente pior que o controle

AMOSTRA:

Aparéncia:
Aroma:
Cor:
Sabor:

Textura:

AMOSTRA:

Aparéncia:
Aroma:
Cor:
Sabor:

Textura:

TESTE DE INTENCAO DE COMPRA

Indique, utilizando a escala abaixo, qual sua atitude se vocé encontrasse esta amostra a venda:

5 - Certamente compraria

4 - Provavelmente compraria

a2 - /- i -

3 - Talvez comprasse/talvez nao comprasse
2 - Provavelmente ndo compraria

1 - Certamente nao compraria

AMOSTRA:

Valor:

AMOSTRA:

Valor:




