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RESUMO

Este estudo teve como objetivo obter compostos fendlicos a partir de plantas do género
Salicornia através de extracdo utilizando plasma a frio (PF) como pré-tratamento e avaliar
0 potencial de aplicacdo do extrato de S. neei (ES) no processamento de salame como
aditivo natural, em substituicdo parcial de nitrato e nitrito de sodio, cujo consumo tem sido
associado a efeitos carcinogénicos. As plantas de Salicornia neei foram expostas ao PF
antes de serem moidas e submetidas ao processo de extracdo por dois métodos: maceragdo
com uso de orbital shaker (método convencional) e ultrassom (método ndo-convencional),
utilizando como solvente o etanol 80% (v/v) em &gua destilada. O PF como pré-tratamento
nos parametros de operac&o de P = 14 W, p = 2 x 10 mbar, t = 5 min, seguido da extrac&o
por ultrassom aumentou em 34% a atividade antioxidante determinada pelo método de
sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH"), com relacdo a extracdo
somente por ultrassom. O ES (0,1 g mL™) apresentou alta atividade antioxidante (90% de
sequestro de radical DPPH", 68% de sequestro de radical catidnico ABTS e 28 uM ET g*
ms na capacidade de reducdo do ferro - FRAP) e baixa atividade antimicrobiana (halo de
inibicdo de 4 mm frente a Escherichia coli pelo método de disco-difusdo). Esse ES foi
adicionado na concentragdo de 1% (m/m) em salame tipo Italiano, com reducéo de 50% e
25% do teor de nitrato e nitrito de sodio e sem adicdo de eritorbato de soédio e comparados
com formulagdes utilizando diretamente o pd de S. neei na concentracao de 1,4% (m/m) ao
invés do ES, com reducdo de 50% e 25% do teor de nitrato e nitrito de sédio, sem adi¢édo
de eritorbato de sodio e também com reducdo de 1% do teor de NaCl. As formulagGes com
ES mantiveram a qualidade microbiolégica, o pH, os niveis de oxidacdo lipidica,
verificado pela determinacdo de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), e a
atividade antioxidante, avaliada pelo sequestro do radical DPPH’, em comparacdo a
formulacdo controle. As formulagGes com pd de S. neei ndo desenvolveram a cor e textura
caracteristica tipica do produto, além de apresentarem menores valores de pH. A
formulacdo com ES, reducdo de 25% do teor de nitrato e nitrito de sddio e sem adicdo de
eritorbato se apresenta como uma alternativa viavel para reducdo do uso de conservantes
quimicos em salames, apesar de ligeira reducdo no parametro a* de cor vermelha, pois
também manteve a caracteristica de textura e o teor de NaCl comparavel ao controle dentro
das condic0es testadas neste estudo.

Palavras-chave: Halofita. Plasma a frio. Ultrassom. Antioxidante. Antimicrobiano.
Compostos fendlicos.






ABSTRACT

APPLICATION OF GREEN TECHNOLOGY FOR BIOACTIVE COMPOUNDS
EXTRACTION FROM SEA ASPARAGUS (Salicornia neei) IN ITALIAN SALAMI
PROCESSING

The aim of this study was the extraction of phenolic compounds from halophyte plants of
genus Salicornia using Cold Plasma (CP) technology to enhance the extraction process,
and the application of the Salicornia neei extract (SE) in Italian salami as a natural
additive, which could partially substitute the use of sodium nitrate and nitrite, synthetic
conservatives that have been associated to carcinogenic effects. S. neei plants were
exposed to CP before grinding and submitted to phenolic compounds extraction by two
methods: maceration using orbital shaker (conventional method) and ultrasound (non-
conventional method), using 80% ethanol (v/v) diluted in distilled water. The SE obtained
by ultrasound extraction using CP as pretreatment (operation parameters of the CP
chamber of P = 14 W, p = 2 x 10 mbar, t = 5 min) showed higher values for antioxidant
activity, measured by the 2.2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH) radical scavenge,
comparing to the ultrasound method (up to 34%). The SE (0.1 g mL™) showed a strong
antioxidant activity (DPPH radical scavenge of 90%, ABTS " radical scavenge of 68% and
ferric reducing antioxidant power (FRAP) of 28 uM ET g* dw) and low antibacterial
activity (4 mm of inhibition zone against Escherichia coli determined by disk diffusion
method). 1% (w/w) of the SE was added in Italian salami formulations with 50% and 25%
of the sodium nitrate and nitrite content reduction and without the addition of sodium
erythorbate. They were compared to Italian salami formulated with S. neei powder instead
of the SE. The salami formulations with SE maintained the microbiology quality, without
impact on pH, lipid oxidation values, measured by TBARS (thiobarbituric acid reactive
substances), and antioxidant activity, measured by DPPH" radical scavenge, compared to
the control. However, the addition of S. neei powder had a great impact on the
development of this product’s characteristic color and texture. The formulation with 25%
of the sodium nitrate and nitrite content reduction and without the addition of sodium
erythorbate displayed as a viable alternative to the use of chemical conservatives in Italian
salami, even with a slight reduction of the a* parameter related to the red color, because it
could also maintain the texture parameter and NaCl content compared to the control, under
the processing conditions used in this work.

Keywords: Halophyte. Cold Plasma. Ultrasound. Antioxidant. Antimicrobial. Phenolic
compounds.
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1 INTRODUCAO

As haldfitas sdo plantas que apresentam tolerancia ao sal, pois conseguem se
reproduzir em ambientes com elevada concentracdo salina (200 mmol L™ de NaCl ou mais) e
constituem aproximadamente 1% da flora mundial (FLOWERS; COLMER, 2008). Dentre as
haléfitas, se destacam as plantas do género Salicornia, também conhecida como “sea
asparagus” e “samphire” (VENTURA; SAGI, 2013), cujos brotos sdo suculentos e
apreciados na cozinha gourmet pelo sabor salgado (VENTURA et al.,, 2011), sendo
consumida diretamente em salada ou processada, como pickles e em bebidas fermentadas
(PATEL, 2016).

Algumas espécies sdo bem conhecidas e possuem varios estudos associados aos
beneficios, os quais podem contribuir para a manutencdo da salde, tais como: Salicornia
herbacea como antioxidante e neuroprotetor (KIM et al., 2017b); Salicornia europaea como
anti-obesidade (RAHMAN et al., 2018); Salicornia bigelovii como antioxidante e anti-
obesidade (LIM et al., 2017); Salicornia brachiata como antimicrobiano (AYAZ AHMED et
al., 2014) e Salicornia freitagii como anticancerigeno (ALTAY et al., 2017).

Porém, ainda sdo poucos o0s estudos com relacdo a espécie nativa de mais ampla
distribuicdo na América do Sul denominada Salicornia neei, encontrada na costa do Brasil,
Uruguai, Argentina e Chile (COSTA; KADEREIT; FREITAS, 2019). Esta espécie tem
demonstrado alta produtividade e grande potencial como fitorremediador, em cultivo sob
irrigacdo de efluente salino de aquicultura de camardo (COSTA et al., 2018; D’OCA et al.,
2012; SOUZA et al., 2018a), como antioxidante, associado a presenca de vitaminas e
compostos fenolicos (SOUZA et al., 2018a), além de ser rica em &cidos graxos (COSTA et
al., 2014) e minerais (BERTIN et al., 2016).

Os compostos fendlicos sdo produtos do metabolismo secundario das plantas,
considerados como benéficos a saude humana pelos efeitos que proporcionam como
antioxidante, antimicrobiano, anticarcinogénico e anti-inflamatério (GAO et al., 2017), e
podem ser utilizados para prolongar a vida util de carnes e produtos carneos, uma vez que
inibem a degradacdo oxidativa de lipideos e proteinas, melhorando a estabilidade de cor e
sabor desses produtos, além de retardar o crescimento microbiano (PAPUC et al., 2017).

A extracdo desses compostos fendlicos pelos métodos convencionais (e.g.
maceracdo com orbital shaker e Soxhlet) apresentam riscos de seguranga, como a toxicidade
dos solventes utilizados e a presenca de residuos destes nos extratos, juntamente com o baixo

rendimento dos processos, o que estimulou o desenvolvimento de tecnologias limpas ou
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verdes, que podem minimizar ou eliminar o uso de solventes organicos (TIWARI, 2015), e.g.
extracdo assistida por microondas, ultrassom, enzimas e fluido supercritico, liquido
pressurizado ou pela combinacdo desses métodos (ALTEMIMI et al., 2015; DRANCA,
OROIAN, 2016; LI et al., 2017; VINATORU; MASON; CALINESCU, 2017; WANG et al.,
2017a).

Cada tecnologia verde apresenta vantagens, como a redugdo do tempo de extracéo
e do volume de solvente gasto, e desvantagens, como alto custo do equipamento e restricao a
pequena escala, por isso a necessidade constante de otimizar os métodos existentes e
desenvolver novos métodos de extracdo para melhorar a recuperacdo dos compostos bioativos
(WANG et al., 2017a), como a utilizagdo da tecnologia de plasma a frio, que ocasionou maior
biodisponibilidade de compostos fitoquimicos como os glicosideos de esteviol presentes nas
folhas de Stevia rebaudiana, melhorando o processo de extracdo, provavelmente em funcgéo
da interacdo dos compostos reativos gerados pelo plasma a frio com a parede celular da planta
(BURSAC KOVACEVIC et al., 2018). Apesar de ndo ter sido encontrado nenhum estudo
com a aplicacdo do plasma a frio para melhorar especificamente o processo de extracao de
compostos fendlicos, € possivel que o mesmo efeito seja obtido em condicBes de processo
adequados.

A aplicagdo de plasma a frio em alimentos tem se mostrado promissora, Como nos
processos de pasteurizacdo e esterilizacdo, uma vez que: (1) mantém suas propriedades
nutricionais, funcionais e sensoriais, principalmente de produtos sensiveis ao calor, por ser
efetiva a temperatura ambiente (MIR; SHAH; MIR, 2016); (2) tem baixo custo operacional,
pois pode ser gerada a partir de eletricidade e ar atmosférico; (3) requer em geral curtos
tempos de aplicacdo e simples sistemas de manutencdo e sanitizacdo (LOPEZ et al., 2019;
MISRA; SCHLUTER; CULLEN, 2016); e (4) sua natureza ndo-toxica aliada ao menor
consumo de agua, energia e solventes quimicos é benéfico sob o ponto de vista econémico e
ambiental (LOPEZ et al., 2019).

Neste contexto, o presente estudo busca avaliar a extracdo de compostos fenolicos
presentes em S. neei com auxilio da tecnologia de plasma a frio, e aplicar o extrato no
processamento de salame tipo Italiano, como antioxidante e antimicrobiano natural, em
substituicdo parcial de nitrito e nitrato de sdédio, seguindo uma das linhas de pesquisa do
Laboratorio de Tecnologia de Alimentos (LTA), da Escola de Quimica e Alimentos (EQA),
da Universidade Federal do Rio Grande (FURG), para a valoragdo de recursos agropecuarios

de forma sustentavel.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obter compostos bioativos a partir da planta haléfita Salicornia neei por extracéo
assistida por plasma a frio, para avaliar o potencial de aplica¢cdo no processamento de salame

como aditivo natural.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito da aplicagdo de plasma a frio e seus parametros de processo (presséo,
poténcia e tempo) na extragdo dos compostos fendlicos a partir de S. neei por dois
métodos: maceracdo com orbital shaker (método convencional) e ultrassom (método néo-
convencional);

e Caracterizar o extrato de S. neei quanto a sua atividade antioxidante e antimicrobiana
para potencial aplicacdo no processamento de salame tipo Italiano, em substitui¢do
parcial de nitrato de sddio, mantendo sua qualidade fisico-quimica e microbioldgica.

e Comparar os salames tipo Italiano formulados com extrato e com o p6 de S. neei quanto

as suas caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Salicornia

3.1.1 Consideragdes gerais e aspectos taxondmicos

Plantas halofitas dos géneros Salicornia L. e Sarcocornia A. J. Scott
(Salicornioideae, Amaranthaceae) sdo pequenos arbustos suculentos com caules e galhos sem
folhas, comumente chamados de aspargos do mar, glasswort, samphire, sea asparagus e
encontrados nas diversas localidades geogréficas, sendo as espécies mais estudadas:
Salicornia europaea na Gra Bretanha, Franca e Irlanda; Salicornia bigelovii nos Estados
Unidos da América (EUA) e México; Salicornia brachiata na India; Salicornia virginica no
Canada, EUA e México; Salicornia maritima no Canada, EUA e Meéxico; Salicornia
ramosissima na Franga e Ibéria; Salicornia herbacea na Coréia do Sul e Salicornia persica no
Ird (PATEL, 2016).

As plantas do género Salicornia podem ser cultivadas usando a irrigagdo com
aguas salinas em terras estéreis, aridas, salinas e costeiras, ou seja, podem ser consideradas
para a agricultura com agua do mar (KATSCHNIG; BROEKMAN; ROZEMA, 2013). Com 0
aquecimento global e ameaca de submersdo de mais terras devido ao aumento do nivel do
mar, além da reducdo da disponibilidade de 4&gua doce com o aumento da populacdo mundial,
uma mudanca para cultura salina pode ser uma opcao sustentavel viavel (SINGH et al., 2014).

Algumas espécies de Salicornia sdo cultivadas em escala comercial com sucesso,
como a S. bigelovii para producdo de biodiesel, racdo animal, extracdo de sal e Oleo
(CYBULSKA et al., 2014). Varias espécies de Salicornia sdo utilizadas para o consumo
humano: no mercado europeu como vegetais com brotos sem folhas, parecidos como aspargos
verdes; na Italia e na Franca como ingrediente em vinagre; e na Coréia como vegetais
temperados, salada e alimentos fermentados (KIM et al., 2011). O consumo dessas espécies
estd associada aos beneficios a salde que elas proporcionam, sendo ricas em metabdlitos
como &cidos graxos insaturados, minerais, compostos fenélicos e flavonoides, com acédo anti-
inflamatdria, antiviral, antimicrobiana e quelante de metais (GARGOURI et al., 2017).

A espécie Salicornia neei Lag. (Salicornioideae, Amaranthaceae) ¢ uma planta
nativa da América do Sul (Figura 1), presente na regido sul do Brasil e at¢ 0 momento nao
explorada comercialmente, sendo designada anteriormente em outros estudos com 0s nomes

Salicornia gaudichaudiana Mog. e Salicornia ambigua (=Sarcocornia ambigua) Michx.
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M.A.Alonso & M.B.Crespo (COSTA; KADEREIT; FREITAS, 2019). Tem ciclo de vida
perene, capaz de sobreviver por varios anos, propagando-se através de sementes ou por
crescimento vegetativo, uma vez que os caules sdo capazes de rebrotamento apds a poda.
Apresenta-se na forma de haste (caule) suculenta, com altura maxima de 50 cm, ereta ou
decumbente, de forma cilindrica e segmentada, de cores verde e avermelhadas, estas Ultimas
devido a presenga de betacianina (ALONSO; CRESPO, 2008; BERTIN, 2014; COSTA,;
NEVES, 2006).

S&o poucos os estudos encontrados desta espécie S. neei encontrada no Brasil,
mas que apontam a sua potencialidade de utilizacdo pelo alto valor nutricional, sendo rica em
minerais, fibras dietéticas, proteinas, compostos bioativos com atividade antioxidante (com
destaque aos compostos fendlicos) e lipidios (com destaque aos acidos graxos insaturados)
(BERTIN et al., 2014; COSTA et al., 2019; SOUZA et al., 2018a, 2018b), inclusive com
potencial uso como biodiesel (D’OCA et al., 2012).

Figura 1 — Aspargo marinho Salicornia neei Lag.

SECCAO TRANSVERSAL
(FOLHA + CAULE)

PARTE AEREA
(FOLHA + CAULE)

Fonte: Bertin, (2014). Aspecto geral de S. neei (esquerda), com detalhe de se¢do transversal da parte aérea (folha
contornando o caule), e representacdo esquematica da estrutura da planta (direita).

O Laboratorio de Biotecnologia de Halofitas (BTH) do Instituto de Oceanografia
da Universidade Federal do Rio Grande (FURG), RS, Brasil, iniciou um programa de
melhoramento de S. neei em 2010, identificando e realizando o cruzamento de diferentes
biotipos em populagdes naturais do sul do Brasil. Este programa gerou duas linhagens puras, a
partir de plantas selvagens do estuario da Lagoa dos Patos (30 °S) no Rio Grande do Sul, RS,
Brasil, morfologicamente distintas dessa espécie denominadas BTH1 (fenétipo vermelho na

maturidade, de crescimento prostrado) e BTH2 (fenétipo verde na maturidade, de crescimento
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decumbente) (COSTA; KADEREIT; FREITAS, 2019; DONCATO; COSTA, 2018a; SOUZA
etal., 2018a).

Além da coloracdo avermelhada distinta, plantas BTH1 maduras apresentaram
concentragdes minerais nos caules significativamente maiores do que as plantas BTH2,
particularmente microminerais tais como Fe, Mn, Zn e Cu (até 25-50% maiores) (COSTA;
HERRERA, 2016) e sua ingestdo diaria foi calculada em 20, 200 e 5 g de caules secos na
dieta de humanos, ovelhas e peixes, respectivamente (DONCATO; COSTA, 2018b).

Ja a linhagem BTH2 produziu maiores quantidades de metabdlitos (e.g. fenolicos
totais, flavonoides livres totais, quercetina e &cido protocatecuico), apresentou maior atividade
antioxidante, com coeficiente de inibicdo 1Cs, = 5,41 mg massa seca mL™ se comparado a
linhagem BTH1 (ICso = 14,3 mg massa seca mL™), cresceram mais, tendo maior rendimento
de biomassa e maior suculéncia (SOUZA et al., 2018a), sendo a linhagem de S. neei utilizada

no presente estudo.
3.1.2 Aspectos nutricionais e compostos bioativos

As halofitas em geral apresentam um alto teor de umidade, fibras dietéticas e
cinzas, sendo este ultimo relacionado a concentragdo total de minerais, provavelmente
relacionado ao ambiente salino no qual elas crescem e na habilidade de reter minerais (DIAZ;
BENES; GRATTAN, 2013). No caso especifico da Salicornia neei, foi relatada a seguinte
composicao proximal: 88,2% de umidade; 2,8% de fibras; 3,0% de cinzas; 1,9% de proteinas,
0,2% de lipideos, 3,6% de carboidratos, 10,2 mg g™ de sddio, 2,9 mg g™ de potassio, 0,9 mg
g™ de magnésio e 0,5 mg g™ de calcio (BERTIN et al., 2014).

Em relacdo ao teor de lipideos, destaca-se a presenca no caule de S. neei de acidos
graxos insaturados, principalmente acido linolénico (C18:3) e linoléico (C18:2), cujos
beneficios para a saide humana sdo bem conhecidos (BERTIN et al., 2014; COSTA et al.,
2014; VENTURA et al., 2011). No estudo realizado por D’oca et al. (2012) foi verificado que
o0 6leo da semente de S. neei é composto predominantemente por Aacidos graxos
poliinsaturados (68%), dentre os quais 43% correspondem ao &cido linoléico e 4% ao &acido
linolénico.

A composicdo quimica e a atividade antioxidante pode variar até dentro da mesma
espécie devido as condigdes de estresse ambiental sob as quais as hal6fitas crescem
(temperatura, salinidade, disponibilidade de agua, luminosidade, deficiéncia de nutrientes,

estresse idnico, frequéncia e duracdo da inundacdo pela agua salgada e presenca de plantas de
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pantano salino). Em funcdo dessas condi¢des de estresse ambiental, ha redugdo na troca de
gases, limitando o suprimento de gas carbdnico (CO,) para as folhas, levando a reducdo da
cadeia de transporte de elétrons fotossintéticos e a producéo de espécies reativas ao oxigénio
(ERO). Em resposta a este tipo de dano oxidativo em halofitas, a sintese de antioxidantes
como ascorbato, glutationa, carotenoides e compostos polifendlicos é induzida (BUHMANN;
PAPENBROCK, 2013; SOUZA et al., 2018a).

Em estudo realizado por Bertin et al. (2014) foram identificados 15 compostos
fenolicos em plantas de S. neei, coletadas em Santa Catarina: uma cumarina (escopoletina),
um aldeido fendlico (siringaldeido), oito &cidos fendlicos (p-cumarico, cindmico, vanilico,
ferdlico, cafeico, siringico, sindpico, clorogénico) e cinco flavonoides (galangina, quercetina,
naringina, kaempferol e isoquercitrina), sendo quantificados em maior teor o acido ferulico,
acido cafeico, acido vanilico, acido p-cumarico, kaempferol e galangina. Para a mesma
espécie, porém cultivada no Rio Grande do Sul, os principais compostos fenolicos
encontrados foram kaempferol e &cido galico, seguido por acido hidroxibenzoico e quercetina
(COSTA et al., 2018).

Altay et al. (2017) verificaram em cinco espécies diferentes de Salicornia e trés
subespécies alto conteido mineral e atividade antioxidante associada particularmente ao alto
teor de acidos fendlicos (vanilico e p-cumarico). O extrato da espécie Salicornia freitagii
apresentou maior atividade antioxidante na determinagdo por DPPH" (coeficiente de inibicédo
ICso = 2,54 mg mL™) e uma atividade antiproliferativa contra linhagens de células tumorais
humanas Caco-2 (ICso = 3,03 mg mL™) e HT-29 (ICso = 1,67 mg mL™) por 72 h. Outras
bioatividades foram associadas ao extrato de Salicornia conforme Tabela 1.

Essaidi et al. (2013) atribuiram a atividade antioxidante e antimicrobiana no
extrato metandlico de S. herbacea a presenca de &cidos fendlicos (acidos salicilico, p-
cumarico, ferulico, cafeico) e flavonoides (quercetina, acacetina), juntamente com outros
compostos como 0s acidos graxos e 0s compostos osmoticos como a betaina. As bactérias
Gram-positivas foram mais susceptiveis ao extrato (diametro de inibicdo de 10 mm a 100 mg
mL™ com Staphylococcus aureus) se comparado as Gram-negativas (diametro de inibicao de
7 mm na mesma concentracdo com Salmonella enteretidis). O mecanismo da atividade
antioxidante sugerido pelos autores para os fenois (acido cafeico e acido ferulico) é de que
ocorre inibicdo direta relacionada a capacidade de doacio de H* do fenol.

Segundo Kumar et al., (2009), a atividade antibacteriana identificada no extrato de
Salicornia herbacea esta relacionada com a presenca de polissacarideos e de fenois (flavonas

e flavonoides relacionados), que tendem a ser sollveis em agua, uma vez que eles sdo mais
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freqlientemente combinados com aglcar como glicosideos e geralmente estdo localizados no

vacuolo celular.

Tabela 1 — Bioatividades identificadas em diferentes espécies de Salicornia.

Espécie Bioatividade Observagoes Referéncias
Salicornia Anti- No po dessalgado foi identificado o acido ~ Rahman et
europaea obesidade trans-feralico como principal composto al. (2018)

responsavel nas propriedades bioativas.
Salicornia  Antioxidante O extrato em sua fracdo de cloreto de Kim et al.

herbacea e metileno mostrou forte efeito protetor (2017)

neuroprotetor  contra a morte induzida por glutamato em
células HT22 de hipocampo murino.
Sarcocornia  Antioxidante O extrato melhorou os danos hepatorrenais  Gargouri et

perennis e imunomodu  causados pelo chumbo sem nenhum efeito al. (2017)

latoria colateral.
Salicornia  Antioxidante O extrato etanolico de plantas cultivadas Souza et al.
neei no campo apresentaram atividade (2018Db)

antioxidante contra radicais DPPH"
(ICso = 5,41 mg mL™).

A atividade antioxidante geralmente é maior quando ha maior quantidade de

grupos hidroxilas nos compostos fendlicos (CHUNG et al., 2005) e pode ser expressa por
diferentes parametros: capacidade de reducdo de metais (método de poder de reducdo do ferro
- FRAP) e capacidade de sequestro de radicais organicos (métodos de sequestro de radical
2,2—difenil-1—picrilhidrazila - DPPH’

sulfonico) - ABTS ™). A combinagéo desses métodos fornece um resultado mais confiavel de

e de 2,2°-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido

atividade antioxidante em produtos alimenticios (RUFINO et al., 2010).
Apesar dos varios estudos que mostram o forte potencial de varias espécies de
Salicornia como fonte de compostos bioativos, e inclusive de sua utilizagdo na medicina

tradicional e culinaria local onde sdo encontrados, ainda sdo poucos os estudos de aplicacdo
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dessas plantas (KSOURI et al., 2012), seja in natura, em forma de pé ou extrato, em produtos

alimenticios.

3.1.3 AplicacBes em produtos alimenticios

Além do consumo de Salicornia diretamente em saladas, ou processadas em
conserva como pickles, em bebidas ou em vinagre, alguns estudos mostraram a aplicabilidade
da Salicornia em p6 como substituto ao sal de cozinha em pdes (LOPES; CAVALEIRO;
RAMOS, 2017), salsichas (KIM et al., 2014) e presuntos (PIL-NAM et al., 2017), seguindo
uma tendéncia de consumo de produtos naturais e benéficos para a satde. O pé de Salicornia
brachiata foi patenteada na Alemanha (DE60208082T2) como sal herbal e é comercializado
como um produto nutracéutico, por ser similar ao NaCl e conter outros minerais e menor teor
de sédio (BUHMANN; PAPENBROCK, 2013).

Lee, (2011) desenvolveu um substituto de sal com baixo teor de sodio a partir do
extrato aquoso de trés plantas, incluindo Salicornia herbacea. Este substituto apresentou
salinidade relativa de 0,65 comparado com cloreto de sédio (NaCl). Com valores equivalentes
de salinidade, este substituto do sal contém 43% menos sodio que o sal comum, podendo ser
utilizado em alimentos, reduzindo o teor de sédio, mas mantendo o mesmo sabor salgado
possivelmente devido a presenga de outros minerais como Mg, Ca, Fe e K.

Kim et al. (2014) verificaram que a substituicdo de 50% de NaCl por 1% do pé de
S. herbacea aumentou a solubilidade proteica, viscosidade aparente, melhorou a estabilidade
da emulséo e a textura em salsichas cozidas. A cor apresentou diferenga significativa na
espécie verde, mas ndo na espécie vermelha.

No entanto, sdo escassos 0s estudos de aplicacdo do extrato de Salicornia, rico em
compostos bioativos como os compostos fendlicos, em produtos alimenticios, sendo
encontrado somente o de Padalino et al. (2019), onde o extrato de S. europaea foi adicionado
em massa fresca de trigo duro, e obtiveram um produto com maior teor de compostos
fenodlicos e flavondides (21% e 140% maior que o controle, respectivamente), além de maior
atividade antioxidante (148% maior que o controle) das fragcBes biocessiveis das amostras
digeridas, sem afetar a qualidade microbiologica, propriedades sensoriais e de cozimento da
massa.

O extrato de Salicornia poderia ser utilizado na industria de carnes, incluindo a
charcutaria, que esta se concentrando no desenvolvimento de substitutos naturais de nitratos e

nitritos, uma vez que a demanda dos consumidores para produtos de carnes organicas e
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naturais aumentou, uma vez que consumo do nitrato e nitrito de sdédio (sais de cura) em
excesso estd associado a efeitos adversos a salide humana, como o efeito carcinogénico
(ALAHAKOON et al., 2015). O consumo diario de carnes processadas (por¢cdes de 50 g) foi
associado a um aumento de 18% no risco de cancer colorretal humano (IARC, 2015).

Ainda se faz necessario 0 uso dos sais de cura em produtos carneos, uma vez que
ndo se tem até hoje um Unico aditivo natural capaz de suprir todas as suas funcdes, no
desenvolvimento das caracteristicas de cor e sabor, e no efeito antioxidante e antimicrobiano
(SEBRANEK et al., 2012). Assim, a aplicacdo do extrato de Salicornia como um substituto
parcial dos sais de cura, poderia ser uma opcdo viavel para elaboracdo de produtos carneos
funcionais, sem afetar significativamente suas caracteristicas fisico-quimicas e

microbiologicas.

3.2 PLASMA A FRIO

3.2.1 Definicdo e aplicacdo na industria de alimentos

O plasma pode ser definido como o quarto estado da matéria, um gas ionizado
contendo uma série de espécies ativas, como elétrons, radicais livres, ions, etc (EKEZIE;
SUN; CHENG, 2017), sendo classificado em plasma equilibrado e ndo-equilibrado. Quando
ions, moléculas e elétrons que compdem o plasma estdio em completo equilibrio
termodinamico, eles sdo descritos como plasma térmico ou quente. Quando a transferéncia de
quantidade de movimento entre ions e elétrons € tal que a temperatura global do gas é perto da
temperatura ambiente, € comum denominar de plasma a frio (PF), ndo-térmico ou nao-
equilibrado, que pode ser descrito como estado do gas parcialmente ionizado com ions,
elétrons e moléculas livres e algumas emissdes de fotons. Essas espécies quimicas ativas de
PF sdo capazes de inativar micro-organismos rapidamente, sendo apropriadas para o
tratamento de diversos materiais bioldgicos sensiveis, como os alimentos (MISRA et al.,
2017).

O PF pode ser gerado por descarga elétrica a pressdo atmosférica, baixa pressao
OU VAcuo em um gas ou mistura de gases, sendo os mais comumente utilizados: gas inerte,
nitrogénio, oxigénio e ar atmosferico. A composic¢ao do gas ou mistura de gases € responsavel
pela formagdo de radicais livres que determinardo a eficiéncia do plasma contra micro-
organismos, esporos de micro-organismos e reacdes de oxidagdo (MOREAU; ORANGE;

FEUILLOLEY, 2008). S&o varias as fontes de descarga elétrica, sendo as mais utilizadas para
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aplicacdo em alimentos a descarga corona, barreira dielétrica (DBD - Dieletric Barrier
Discharge), luminescente, de radiofrequéncia, jato de plasma e de arco deslizante
(MANDAL; SINGH; PRATAP SINGH, 2018; MISRA et al., 2014).

O PF gerado por descarga elétrica a baixa pressdo ou vacuo apresenta algumas
vantagens com relagdo a gerada a pressdo atmosférica, como uma expansdo mais facil,
permitindo maiores volumes de produto tratado, a possibilidade de usar um Unico gas ou uma
combinacdo de dois ou mais gases injetados na camara de plasma e descargas mais uniformes,
além de melhor reprodutibilidade (PAIXAO et al., 2019).

Pesquisas recentes mostraram que a tecnologia de PF é eficiente para diferentes
aplicagdes como: tratamento ndo-térmico na descontaminacdo de alimentos, incluindo
organismos esporulantes e patogénicos (MA et al., 2015); tratamento para melhorar as
propriedades de barreira de embalagens (OH; ROH; MIN, 2016; ROMANI et al., 2019a,
2019b); modificacdo de propriedades funcionais de alimentos (SARANGAPANI et al.,
2017a); degradacdo de residuos agroquimicos (SARANGAPANI et al., 2017b); e na
inativacdo de fatores anti-nutricionais e controle de alérgenos alimentares (MOHAMED et al.,
2016). Algumas pesquisas também indicaram o potencial de aplicacdo do PF para melhoria na
extracdo de compostos bioativos (KUJUNDZIC et al., 2017; RODRIGUEZ et al., 2017;
ZHANG et al., 2019), como os compostos fendlicos.

Os compostos fenolicos hidrofilicos podem ser divididos em extraiveis (livres e
conjugados) e ndo-extraiveis (ligados ou insollveis), sendo esses ultimos principalmente
ligados a polissacarideos da parede celular (NACZK; SHAHIDI, 2004). A aplicacdo do PF
antes do processo de extracdo poderia facilitar a liberacdo dos compostos fenolicos nédo-
extraiveis, por meio de abertura de poros na parede celular em funcdo da interagdo das
espécies reativas do plasma a frio na superficie da mesma.

A capacidade do PF e de suas espécies reativas de penetrar em alimentos sélidos
depende de varios fatores, principalmente da sua composicdo, do teor de agua e de
porosidade. Varios estudos, relacionados a profundidade de penetra¢do do PF, mostraram que
espécies reativas, incluindo espécies reativas de oxigénio (ERO), espécies reativas de
nitrogénio (ERN), o0z6nio e radiacdo UV s6 podem penetrar alguns pm de profundidade em
biofilmes (MISRA; SCHLUTER; CULLEN, 2016).

As principais vantagens da aplicacdo do PF em alimentos sdo: (1) aumento da
vida atil de produtos; (2) retencdo da qualidade e menor perda por processamento e
armazenamento dos alimentos; (3) menor consumo de energia, sendo mais “verde” com

relacdo as tecnologias convencionais; (4) baixo custo operacional e de manutencdo com
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necessidade de simples sistemas de manutencéo e sanitizacdo; (5) melhor seguranca quimica
dos alimentos, com a remogdo de pesticidas e residuos quimicos e (6) trata-se de uma
tecnologia verde e sustentavel, uma vez que o plasma pode ser gerado por aplicacdo de
eletricidade e ar atmosférico (MISRA; SCHLUTER; CULLEN, 2016).

Porém, alguns efeitos observados na aplicagdo da tecnologia de PF em alimentos
devem ser considerados, como aumento na oxidacdo de lipidios em amendoim e nozes,
possivelmente devido os radicais livres gerados no processamento (THIRUMDAS;
SARANGAPANI; ANNAPURE, 2014), descoloracdo de folhas de espinafre (KLOCKOW,
2008) e aumento na acidez em leite (KIM et al., 2015). Esses efeitos poderiam ser evitados
com estudos de otimizacdo dos pardmetros criticos de controle dos equipamentos de plasma a
frio, ressaltando que estes equipamentos sdo de facil implantacdo para utilizacdo em larga
escala (AWAD et al., 2012; PRIYADARSHINI et al., 2018).

O PF é uma é&rea de pesquisa de tendéncia crescente, com um numero
significativo de estudos realizados nos Gltimos dois anos; trata-se de uma tecnologia nova,
que ndo foi totalmente explorada na inddstria de alimentos, por isso deve-se encorajar mais
pesquisas e a adogdo desta tecnologia verde também pelas agéncias regulatérias do ramo
alimenticio a fim de promover sua aceitabilidade pelo mercado e industrias (CHIZOBA
EKEZIE; SUN; CHENG, 2017).

3.2.2 Extracdo de compostos fenolicos

A maceracdo € um dos principais processos de extragdo convencional de
compostos fendlicos e consiste em moer a amostra em pequenas particulas, a fim de aumentar
a superficie de contato para uma boa mistura com o solvente. A agitacdo geralmente com o
uso de um agitador ou orbital shaker tem como objetivo facilitar a extracdo, aumentando a
difusdo e removendo a solucéo concentrada da superficie da amostra. Porém, a toxicidade dos
solventes, presenca de residuos do solvente no extrato, e o baixo rendimento dos processos
convencionais, tem estimulado o desenvolvimento de novas tecnologias de extracdo desses
compostos (AZMIR et al., 2013).

Um novo conceito de “processamento de alimentos verdes” que utiliza técnicas
inovadoras para 0 processamento, preservacdo e procedimentos de extragdo alternativos aos
convencionais tem sido bastante estudado e pode aumentar a eficiéncia da producdo, além de
contribuir para a preservacdo ambiental (CHEMAT et al., 2017). Dentre essas técnicas

alternativas ou também chamadas de ndo-convencionais estdo a extracdo por ultrassom, fluido
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supercritico, liquido pressurizado, micro-ondas, campo elétrico pulsado, descarga elétrica de
alta voltagem e alta pressdo hidrostatica (SOQUETTA,; TERRA; BASTOS, 2018).

Utilizando a extracdo por ultrassom, Souza et al. (2018a) obtiveram teor de
fenélicos totais para S. neei de 24,4 mg de Equivalente de Acido Galico (EAG) g™ de massa
seca (ms) nas condic¢des otimizadas: tempo de processo (t) = 30 min e poténcia (P) = 275 W.
Este resultado € maior do que o teor que obtiveram no processo de extracdo convencional de
maceracdo com orbital shaker (18,8 mg EAG g* ms), possivelmente pelo fenémeno de
cavitacdo gerado pelas ondas ultrassdnicas que permite a maior liberacdo dos fenois ligados a
matriz vegetal devido a ruptura da parede celular.

Apesar dos métodos ndo-convencionais citados anteriormente fornecerem bons
resultados em varios casos, os seus efeitos variam, e 0 uso de alguns desses métodos é restrito
devido a incompatibilidade com tratamentos em linha (e.g. alta pressdo hidrostatica),
incompatibilidade no tratamento de sélidos inteiros (e.g. campo elétrico pulsado), dificuldade
no desenvolvimento de equipamentos para escala industrial (e.g. ultrassom), eficacia limitada,
e implicacdes de custo (CHEMAT et al., 2017; MISRA et al., 2016).

Neste contexto, apds revisdo da literatura, verifica-se a potencialidade de
aplicacdo do PF como um pré-tratamento, de forma a melhorar o rendimento no processo de
extracdo, como reportado por Kujundzi¢ et al., (2017), na extracdo de glicosideos de esteviol
a partir de Stevia reubadiana utilizando agua destilada como solvente e exposicao prévia ao
plasma a frio gerado a partir de argdnio em pressdo atmosférica e vazdo do gas a 1,5 dm?
min™ durante 20 min. O rendimento de extracdo ap6s pré-tratamento com PF foi 43% maior
do que o processo convencional por Soxhlet, com duracdo de 6 h. Os autores avaliaram
também a utilizacdo do ultrassom na extracdo dos glicosideos de esteviol, também utilizando
agua destilada como solvente, e obtiveram um rendimento 59% maior do que 0 processo
convencional por Soxhlet, utilizando o sonicador na poténcia de 600 W por 30 min.

Segundo Zocher et al. (2019), o uso do PF também se mostrou eficaz na extracéo
de proteinas com modificagfes quimicas desejaveis em fungdo da desintegracdo das paredes
celulares de microalgas (Chlorella vulgaris), como proteinas fotossintéticas e histonas.
Considerando que o plasma gera espécies reativas ao oxigénio e nitrogénio, € possivel a
ocorréncia de modificagdes dos compostos extraidos, segundo relatado pelos autores do
estudo.

Alves Filho et al. (2019) observaram um aumento no teor de acidos graxos
insaturados e acido anacardico, um de seus principais compostos bioativos, ao estudar o efeito

do PF gerado por descarga luminescente de gas atmosférico sintético a baixa pressdo na
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composigdo e alergenicidade de castanhas de caju (Anacardium occidentale). Kodama;
Thawatchaipracha; Sekiguchi, (2014) verificaram pelas imagens de microscopia eletronica de
varredura a formacao de fissuras e depressdes na superficie de casca de limao ap0s exposicao
ao plasma a frio, o que levou a maior difusdo de 6leo essencial para o exterior e melhor
rendimento na extracéo.

N&o foram encontrados estudos relatando a aplicagdo de PF com o objetivo de
melhorar especificamente a extracdo de compostos fendlicos hidrofilicos. Porém, a partir dos
estudos de extracdo assistida por PF anteriormente citados e avaliando outros estudos de
tratamento ndo-térmico de pasteurizacdo com PF (Tabela 2), nos quais verifica-se uma maior
disponibilizagdo de compostos fendlicos na matriz alimenticia apds o tratamento, pode-se
inferir que a aplicacdo de PF como pré-tratamento ao processo de extracdo de compostos

fenolicos possibilite uma maior recuperacao desses compostos.

Tabela 2 — Efeito do tratamento por plasma a frio em diferentes matrizes alimenticias.

Matéria- A B .
) Parametros Observacao Referéncias
prima

Sucodecaju  Gas Np; vazdo 30 mL  Maior recuperacgdo de fendlicos, Rodriguez et
e magé min™; 10 min; 80 kHz; flavonoides, vitamina C, al. (2017)
30 kPa sacarose e maior atividade
antioxidante.
Casca de Gas Np; 1000 mL min;  Maior recuperacéo de fendlicos ~ Won; Lee e
tangerina 10 min; 900 W; 0,7 kPa e maior atividade antioxidante. ~ Min (2017)

Mirtilo Gas atmosférico; 1 min;  Maior recuperacdo de fendlicos  Sarangapani
50 Hz; 80 kv e flavonoides, com alteracbes et al. (2017)
aceitaveis de cor e firmeza.
Suco de Argonio; 3 min; 4 W; Maior recuperacéo de fenolicos Elez
cereja 2,5 kv e antocianinas. Garofulic et
al. (2015)

Diversos sdo o0s estudos sobre a tecnologia de PF e focados na inativacao
microbioldgica, mas poucos com relacdo as reagdes quimicas associadas e aos efeitos nos
componentes dos alimentos, talvez pela complexidade das interacdes de espécies reativas do

plasma com os varios compostos bioativos. A quimica de reacdo na modificacdo de
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componentes funcionais dos alimentos é influenciada pelas condi¢cdes de processo como
voltagem, vazdo de gés e tempo de tratamento (MUHAMMAD et al., 2018).

Por esse motivo € necessario chegar nas condi¢bes adequadas de processo para
conseguir a liberacdo dos compostos bioativos, sem a sua degradacdo (no caso de exposicao
ao plasma a frio em condi¢bes mais severas, por exemplo), como ocorrido no estudo de
Grzegorzewski et al. (2011), em que amostras de alface-de-cordeiro (Valerianella locusta)
tratadas com PF tiveram um pequeno aumento na quantidade dos compostos fenolicos
diosmetina, acido protocatecuico e luteolina, enquanto os demais compostos foram
degradados. Os autores sugeriram que interagcdes combinadas de argonio e ERO como OHe, O
e O, presentes no PF podem ter levado a erosdo das camadas de tecido epidérmico, pelas
quais os flavonoides e outros compostos acumulados nos vacuolos centrais de células guardas
e epidérmicas foram ndo somente liberadas, mas também degradadas.

Alguns estudos avaliaram maior recuperacdo de compostos bioativos e maior
atividade antioxidante combinando diferentes métodos de extragcdo, como por exemplo o
ultrassom e o micro-ondas. Pongmalai et al. (2015) verificaram maior teor de compostos
bioativos extraiveis (glucosinolatos, sulforafano, acido ascorbico e fendlicos) e maior
atividade antioxidante de extrato de folhas de repolho devido aos efeitos da cavitagdo acustica
promovidos pelo ultrassom e subsequente aquecimento interno dentro das células da planta
por irradiacdo de micro-ondas, que resultaram em maiores danos estruturais e, portanto, maior
liberacdo dos compostos, se comparado ao efeito de cada técnica separadamente.

A combinacdo das tecnologias verdes PF e ultrassom mostraram resultados
positivos na inativacdo de micro-organismos, como no estudo de Liao et al. (2018), em que a
exposicao do plasma a frio e a aplicagdo do ultrassom acelerou a morte microbiana. Contudo,
ndo foi encontrado até o0 momento um estudo combinando a aplicacdo de PF e ultrassom na
extracdo de compostos fendlicos, o que poderia também ocasionar maiores alteracfes nas
paredes celulares de plantas como a Salicornia e consequentemente liberar um maior teor

desses compostos, aumentando a eficiéncia do processo de extracéo.

3.3 SALAME TIPO ITALIANO

3.3.1 Processamento, legislacéo e tendéncias

A Instrugdo Normativa (IN) n°® 22 de 31 de julho de 2000 do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), alterada pela IN n° 55 de 07 de Julho de
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2003, fixa a identidade e estabelece as caracteristicas minimas de qualidade para os diferentes
tipos de salames elaborados no Brasil. Pelo anexo V desta IN, o salame é definido como
“produto carneo industrializado, obtido de carne suina ou suina e bovina, adicionado de
toucinho, ingredientes, embutido em envoltorios naturais e/ou artificiais, curado, fermentado,
maturado, defumado ou ndo e dessecado”. Para o salame tipo Italiano, especificamente, o
produto final devera apresentar caracteristicas fisico-quimicas conforme anexo XII da mesma
IN, sendo alguns apresentados na Tabela 3 (BRASIL, 2003).

Produtos carneos fermentados como o salame podem ser divididos em dois
grandes grupos de acordo com o pH e a atividade de dgua (Aw) final do produto. O primeiro
grupo compreende os salames ditos acidos e semi-secos, cujo periodo de fermentacéo é curto.
O produto final apresenta valores de pH inferiores ou iguais a 5,3 e valores de Aw inferiores a
0,95. O outro grupo € formado pelos salames ditos de baixa acidez e secos, como resultado de
um longo periodo de fermentacdo. O pH final do produto € ao redor de 6,0 e a Aw geralmente
menor do que 0,88 (PEARSON; GILLET, 1999). Em teoria, os salames brasileiros encaixam-
se no grupo dito seco e de baixa acidez; a maturagdo é em torno de 30 dias, seu aroma e sabor
sdo suaves e valores de pH estdo em torno de 5,4 (TERRA; FRIES; TERRA, 2004).

Tabela 3 — Parametros fisico-quimicos legais para salame e salame tipo Italiano.

Parametros Limite Salame Salame o
Italiano
Umidade (%) Maximo 40 35
Proteinas (%) Minimo 20 25
Gorduras (%) Maximo 35 32
Carboidratos (%) Maximo 4 4
Atividade de agua Maximo 0,92 0,90

Fonte: Brasil, (2003)

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabelece os limites para
atendimento do padrdo microbiol6gico de salames de diferentes tipos no Brasil (Coliformes a
45 °C no maximo de 10® N(mero Mais Provavel - NMP g, Staphylococcus coagulase
positiva no maximo de 5 x 10% Unidades Formadoras de Colénia - UFC g™ e auséncia de
Salmonella sp em 25 g), assim como os limites para a utilizagdo de conservantes quimicos,
sendo que a quantidade de maxima residual (soma dos nitritos e nitratos) ndo deve superar
0,015 g 100 g™, expressa como nitrito de sédio (BRASIL, 2003).

Diversos estudos com o objetivo de melhorar a qualidade nutricional dos salames

tém sido desenvolvidos, como a incluséo de pescado de baixo valor comercial, mas alto teor
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proteico como a corvina (Micropogonias furnieri) (GUEVARA, 2014); a inclusdo de pélen de
abelha (ZHANG et al., 2016) e de propolis (KUNRATH et al., 2017) como antioxidantes
naturais; aplicacdo do ultrassom para fins de conservacdo e melhoria das caracteristicas
sensoriais (ALVES et al., 2018); inclusdo de bactérias probidticas (BLAIOTTA et al., 2017;
PEREZ-BURILLO et al., 2019); inclusdo de fibras dietéticas (PEREZ-BURILLO et al.,
2019); inclusdo de dleos vegetais (BOZKURT, 2006); e inclusdo de extrato de plantas
(KHARRAT et al., 2018; PIL-NAM et al., 2016; SUCU; TURP, 2018; ZHANG et al., 2016).

No que tange a conservacao de produtos carneos como o salame, o maior desafio
é a prevencdo da oxidacdo lipidica, que ocasiona descoloracdo e aromas indesejaveis, também
descritos como rangosos, que podem trazer sérios problemas de salde e risco para oS
consumidores (LORENZO; GOMEZ, 2012).

O cloreto de sodio (NaCl) é um dos principais ingredientes no processamento de
salames, e esta relacionado a estabilidade microbiol6gica, sabor e textura, sendo adicionado
na faixa de 2 a 4% na massa carnea, que apos a etapa de secagem sua concentracdo final é
aumentada. O sodio pode estar presente também nos conservantes nitrito, nitrato, ascorbato ou
eritorbato, elevando ainda mais o teor do mesmo no produto final (ZANARDI et al., 2010). O
consumo excessivo de sddio aumenta a pressdo arterial, risco de infarto, doengas
cardiovasculares e renais, e por isso a Organizacdo Mundial da Saude recomendou em 2012 a
reducdo do consumo de sédio através da alimentacdo em adultos até 2 g por dia ou mais (0
que equivale a um total de 5 g por dia de ingestdo ou menos) (WHO, 2012).

Diversos estudos estdo direcionados no desenvolvimento de produtos com teor
reduzido de sodio, utilizando: outros sais como o cloreto de potéssio (KCI); realcadores de
sabor como o glutamato monossodico; extrato de leveduras e de plantas; além da aplicacdo de
novas tecnologias como alta pressdo hidrostatica e ultrassom para garantir a seguranca
microbioldgica, sem afetar a qualidade nutricional e sensorial desses produtos (INGUGLIA et
al., 2017).

O uso de nitrato e nitrito de sdédio (sais de cura) também estdo relacionados ao
desenvolvimento de cor, sabor e textura, além da seguranca microbiolégica de embutidos
como os salames. Porém, seu consumo tem sido associado a efeitos carcinogénicos em funcéo
da formacédo de produtos de sua reacdo com aminas secundarias (nitrosaminas), favorecida
pelas condi¢Bes acidas (como no estdbmago) e pelo calor (como no cozimento em altas
temperaturas, em frituras). Neste contexto, a industria de carnes tem buscado desenvolver

alternativas ao uso de nitrito, como 0s extratos vegetais para atender a demanda dos
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consumidores cada vez mais exigentes por produtos naturais (ALAHAKOON et al., 2015;
BEDALE; SINDELAR; MILKOWSKI, 2016).

3.3.2 Uso de extratos vegetais como aditivo natural

O salame é considerado em geral um alimento ndo balanceado do ponto de vista
nutricional por conter alto teor de sal e lipideos, além da falta de moléculas bioativas como
compostos fendlicos e outros fitoquimicos (MARTINEZ; NIETO; ROS, 2014), mas é muito
consumido em varios paises do mundo (BLAIOTTA et al.,, 2017). Por isso o crescente
interesse em melhorar a qualidade nutricional do salame pelas inddstrias alimenticias,
utilizando fontes naturais como 0s extratos vegetais.

O uso desses extratos ricos em compostos bioativos obtidos a partir da extracéo
com solvente etanol, sdo reconhecidos como GRAS (Generally Recognized As Safe) pelo
FDA (Food and Drugs Administration) (NIKMARAM et al., 2018; OROIAN; ESCRICHE,
2015); ndo devem afetar negativamente a cor, 0 odor ou o sabor; devem ser eficazes em
baixas concentracdes e compativeis com os alimentos com facilidade de aplicacdo; devem
reter estabilidade durante o processamento e prazo de validade; além de ser econémico
(LORENZO et al., 2018). A adigdo de extratos de plantas com atividade antioxidante
estabiliza os niveis de colesterol, inibe a formacdo de produtos de oxidacdo do colesterol e
reduz a formacdo de amina heterociclica em carne cozida, além de reduzir o risco de doencas
degenerativas relacionadas aos danos nos tecidos ocasionados pelo estresse oxidativo e ROS
(Reactive Oxygen Species). (FALOWO; FAYEMI; MUCHENJE, 2014).

Kharrat et al. (2018) avaliaram a substituicdo parcial de aditivos sintéticos por
extrato natural da planta péra espinhosa vermelha (Opuntia stricta) em salames estocados a
4 °C por 30 dias e verificaram que a adi¢do de 2,5% desse extrato natural foi efetivo como
corante, antioxidante e antimicrobiano (concentracdo minima inibitéria de 15,6 a 62,5 ug
mL, comparavel ao nitrito de sodio), sem afetar as caracteristicas sensoriais, inclusive sendo
mais apreciado pelos provadores em fungdo da diminuigdo da dureza e mastigabilidade dos
mesmos. Os efeitos observados foram atribuidos pelos autores & presenca de compostos
bioativos como o pigmento betalaina, polissacarideos e compostos fenolicos.

Kurc¢ubi¢ et al. (2014) verificaram que o extrato etanolico da planta Kitaibelia
vitifolia (10% m/v) na concentracdo de 12,5 g kg™ de massa carnea de salame apresentou alta
atividade antioxidante (ICso = 15,6 pg mL™ pela atividade de sequestro de radical DPPH") e

moderada atividade antimicrobiana contra Escherichia coli (concentragdo minima inibitoria =
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15,63 pug mL™Y), sem interferéncia na aceitacdo sensorial e  composicdo proximal quando
comparado ao produto convencional.

Martinez et al. (2019) caracterizaram diferentes extratos de frutas e vegetais
quanto a atividade antioxidante e antimicrobiana e adicionaram em produto carneo seco e
curado (chourico espanhol) como aditivo natural e verificaram que o extrato combinado da
parte ndo-comestivel de laranja (Citrus sinensis L.) e alecrim (Rosemarinus officinalis L.)
apresentou um efeito sinérgico, com maior atividade antioxidante e antimicrobiana se
comparado a aplicacdo dos mesmos individualmente. O efeito foi explicado pelo aumento no
teor de vitamina C (presente em grande quantidade em citrus como acerola), que age como
doador de préton aos compostos fenodlicos, cujo grupos hidroxila sdo responsaveis pela acao
antioxidante e antimicrobiana.

Apos revisdo da literatura, ndo encontramos estudos de inclusdo de extrato de
Salicornia em produtos de charcutaria, mas verifica-se grande potencial de utilizacdo desse
extrato rico em compostos bioativos como substituto aos conservantes quimicos como o

nitrato e nitrito de sodio.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DESENVOLVIMENTO GERAL

A Figura 2 apresenta o esquema de trabalho com as etapas que foram realizadas,
desde a coleta de Salicornia neei até a aplicacdo de seu extrato em salame tipo Italiano.

Figura 2 — Esquema de trabalho proposto para obtencdo e aplicacdo do extrato de Salicornia
neei.

Tratamento prévio
com plasma a frio

Lavagem e secagem ]
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i
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Os seguintes metodos de extracdo foram avaliados quanto o teor de fendlicos
conjugados e atividade antioxidante: (1) por maceracdo com orbital shaker; (2) por ultrassom;
(3) por maceracdo com orbital shaker apos pre-tratamento com PF e (4) por ultrassom apos
pré-tratamento com PF. Apds verificacdo do potencial de aplicacdo do PF como pré-
tratamento seguido da extragdo por ultrassom, foram testados mais oito parametros de
aplicacdo de PF, até a escolha do método de extracdo (P = 14 W, p = 2 x 10 mbar, t = 5
min).

Para analise de atividade antimicrobiana e aplicacdo no processamento de salame
tipo Italiano, foi obtido um extrato de salicornia (ES) a partir do método de extracdo
escolhido, porém em maior concentracdo (0,1 g mL™ ao invés de 0,01 g mL™), e sem o
tratamento posterior de clarificacdo com hidrdxido de bario e sulfato de zinco para a retirada
de proteinas precipitadas, procedimento efetuado somente para reduzir os interferentes nas
analises quimicas realizadas na avaliacdo dos métodos de extracdo. A concentracdo do ES foi
aumentada com base em testes preliminares efetuados de analise antimicrobiana.

Todas as analises e procedimentos experimentais foram realizadas no Laboratério
de Tecnologia de Alimentos (LTA) da EQA (Escola de Quimica e Alimentos), com excecao
da aplicacdo do PF, que foi efetuada no Laboratério de Plasma do Instituto de Matematica,
Estatistica e Fisica (IMEF), e da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), que foi
efetuada no Centro de Microscopia Eletronica do Sul (CEME - Sul), todos na Universidade
Federal do Rio Grande (FURG), Rio Grande, RS.

4.2 MATERIA-PRIMA

As plantas frescas de Salicornia neei Lag. pertencentes a linhagem BTH2
desenvolvidas pelo Laboratério de Biotecnologia de Haldfitas (BTH) do Instituto de
Oceanografia (I0) da Universidade Federal do Rio Grande (FURG), Rio Grande, RS, Brasil
(32°04° S, 52° 09’ W) foram gentilmente cedidas para a realiza¢ao deste trabalho.

A carne suina e o toucinho para elaboracdo de salames tipo Italiano foram
adquiridas no mercado local de Rio Grande, RS, Brasil, sob condicdes de refrigeragéo a 4 °C.
Os seguintes materiais e ingredientes foram gentilmente cedidos: envoltorios de colageno
com calibre de 50 mm da fabricante Viscofan pela Comercial SC (Pinhalzinho, SC, Brasil);
cultura starter Bactoflavor® BFL-F04 (composto pelos micro-organismos Pediococcus

pentosaceus e Staphylococcus xylosus) pela Chr. Hansen (Valinhos, SP, Brasil); além de
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eritorbato de sodio, condimento para salame italiano, sacarose, nitrato e nitrito de sodio (sal
de cura) pela Kienast & Kratschmer (Séo Paulo, SP, Brasil).

4.3MICRO-ORGANISMOS E REAGENTES

Os micro-organismos utilizados para analise de atividade antimicrobiana foram
cepas padrdo das espécies de bactérias Escherichia coli O157:H7 (ATCC 43895) e
Staphylococcus aureus (ATCC10832), incubadas em caldo infusdo de coracdo e cérebro —
Brain Heart Infusion (BHI) (Kasvi Imp. E Dist., Curitiba, PR). Os reagentes quimicos
utilizados nas anéalises foram todos de grau analitico reconhecido.

4.4AMETODOS

4.4.1 Cultivo e coleta das plantas Salicornia neei

As plantas de S. neei foram obtidas através da propagacdo vegetativa a partir de
fragmentos de caule (“estacas”) de individuos adultos disponiveis no germoplasma do BTH,
conforme protocolo de Costa & Herrera, (2016). Todas as plantas cresceram por 3 meses em
vasos de 1500 cm3® preenchidos com uma mistura 1:1 (m/m) de composto organico
(Humosolo Vida®©) e areia fina de praia, previamente peneirado em malha de 5 mm, em
estufa ndo climatizada do BTH (Figura 3). Os vasos com plantas foram colocados em

bandejas com &gua, sendo os solos mantidos saturados e a agua trocada semanalmente.

Figura 3 — Coleta das plantas Salicornia neei utilizadas no presente estudo
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O cultivo foi realizado de 23/12/2018 a 22/01/2019 dentro de estufa n&o climatizada e
com irrigacdo das plantas com &gua doce de torneira (condutividade elétrica e pH,
respectivamente, de 2,10 dS m™ e 6,7). A estufa foi recoberta com filme transparente com
tratamento anti radiacdo UV e espessura de 0,125 mm, responsavel pela atenuacdo da
radiacéo solar de 57% da radiacdo solar incidente.

A coleta da biomassa foi realizada em 22/01/2019, sendo utilizado tesoura de poda
para corte das partes aereas (caule e folhas) das plantas, de comprimento em torno de 20 cm.
As mesmas foram colocadas em caixas de isopor e imediatamente transportadas para o
Laboratério de Tecnologia de Alimentos (LTA) da FURG.

4.4.2 Lavagem, secagem e moagem das plantas Salicornia neei

As partes aéreas (folhas e caule) de S. neei foram lavadas com é&gua destilada,
secas em papel toalha e colocadas em estufa (G.Paniz FTE 150, Caxias do Sul, Brasil) com

circulacéo de ar a 50 °C por 24 h (Figura 4).

Figura 4 — Tratamento das plantas de Salicornia neei logo ap0s a coleta.

A - Selecdo e retirada das sujidades e caules lignificados, B — Detalhe da lavagem em agua destilada, C —
Detalhe das plantas antes de serem colocadas nas bandejas, D — Disposicdo das plantas em bandejas para
secagem em estufa.

Apds esse periodo, as plantas secas das quatro bandejas foram misturadas antes de
serem armazenadas em sacos plasticos de polietileno ao abrigo de luz e em temperatura
ambiente. Parte das amostras secas foi submetida ao PF antes da extracdo dos compostos

fendlicos (por maceracdo com orbital shaker e por ultrassom) e posteriormente todas as
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amostras, submetidas e ndo submetidas ao PF, foram moidas em moedor de cozinha
(Cuisinart®, S3o Paulo, Brasil) e peneiradas para uma granulometria de no maximo 1,18 mm
(Bertel, Caieiras, Brasil). O po de S. neei foi armazenado a temperatura ambiente em sacos de

polietileno ao abrigo de luz até a realizacdo das analises e extracdo dos compostos fendlicos.

4.4.3 Caracterizagao das plantas de salicornia

A composicdo proximal das plantas S. neei foi avaliada segundo método descrito
pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2000): umidade (método n° 935.29);
cinzas (método n° 923.03); lipideos totais (método n° 920.85); proteina bruta (método de
Kjeldahl, n® 920.87, usando fator de conversdo de 6,25) e fibra bruta (método 962.09), sendo
esta Ultima determinacdo realizada no Laboratério CBO (Valinhos, SP). O teor de
carboidratos foi calculado pela diferenca, considerando 100 g a menos da soma (g) de

umidade, proteinas, lipideos, cinzas e fibras.

4.4.4 Extracdo por maceracdo com orbital shaker

Os compostos fendlicos foram extraidos conforme descrito por Souza et al.
(2018a). As amostras de p6 de S. neei (250 mg) foram adicionadas de 10 mL de etanol 80%
(v/v) em agua destilada e submetidas a extracdo por maceracdo com orbital shaker (Tecnal,
Piracicaba, Brasil) a 180 rpm, 25 °C, por 60 min. A agitacdo foi interrompida por 15 min,
foram adicionados mais 5 mL de etanol 80% (v/v) em &gua destilada e a agitacdo recomecada
por mais 90 min. Os extratos foram clarificados com 2,5 mL de hidréxido de bario 0,1 M e
2,5 mL de sulfato de zinco 5%, diluidos em agua destilada, centrifugados a 2990xg por 5
minutos e filtrados em papel de filtro Prolab (poros de até 12 um). Ao filtrado foi adicionado
etanol 80% (v/v) em agua destilada até completar o volume final de 25 mL. O extrato obtido

foi armazenado a 4 °C, na auséncia de luz, até a realizacéo das analises.

4.4.5 Extragdo por ultrassom

Os compostos fenolicos foram extraidos conforme descrito por Souza et al.,
(2018a), com adaptacdes. As amostras de pé de S. neei (250 mg) foram adicionadas de 15 mL
de etanol 80% (v/v) em agua destilada, colocadas em tubo para centrifuga sob banho de gelo

para a extra¢do por ultrassom (Desruptor ultrassénico, Ecosonics, QR750, 60 Hz, 20 kHz, 750
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W, Brasil), sendo a poténcia ajustada no visor do equipamento para 35% (equivalente a 275
W) por 30 min. A microponta de titdnio (4 mm) do desruptor foi introduzida até imerséo de
aproximadamente 0,5 cm. O extrato obtido foi clarificado com 2,5 mL de hidroxido de bario
0,1 M e 2,5 mL de sulfato de zinco 5% (m/v) em agua destilada, centrifugado (Centrifuga
Eppendorf 5804 R, Alemanha) a 2990xg e filtrado, sendo o volume final de 25 mL. O extrato
obtido foi armazenado a 4 °C, na auséncia de luz, até a realizagdo das anélises.

4.4.6 Pré-tratamento com plasma a frio

As plantas de salicornia (400 g) foram submetidas a aplicacdo de plasma a frio
(PF) apos a etapa de secagem em estufa, antes de serem moidas, conforme descrito por
Romani et al. (2019b) com adaptacdes, em uma camara de plasma a vacuo, alimentado por
gas atmosférico seco e uma fonte de corrente alternada (60 Hz) entre dois eletrodos, sendo um
deles aterrado, gerando a descarga incandescente (Figura 5).

Figura 5 — Esquema do equipamento para aplica¢do do plasma a frio.

12 11

Fonte: Romani et al. (2019b). (1) Camara de plasma a vacuo, (2) Eletrodos, (3) Amostra, (4) Sonda de alta
voltagem, (5) Fonte de energia (0-15kV), (6) Cilindro de ar seco, (7) Resistor de desvio (8) Medidor de vacuo,
(9) Osciloscépio, (10) Bomba mecanica de vacuo, (11) Vacuo turbo molecular, (12) Medidor de vacuo.

As plantas secas foram quebradas manualmente em pequenas hastes de
comprimento aproximado de 1 cm, espalhadas em uma placa redonda de vidro suspensa por
um suporte plastico, e entdo colocadas no interior da camara sem que uma estivesse
sobreposta a outra para maior contato das superficies das plantas com o PF (Figura 6). Apds
fechamento da camara de plasma a vacuo com tampo de vidro, a voltagem e a pressdao de
vacuo do sistema foram ajustados até a geracdo da descarga luminescente. A poténcia foi

calculada posteriormente a partir dos dados gravados no osciloscépio.
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Figura 6 — Equipamento para aplicacdo de plasma a frio instalado no IMEF/FURG.

Os parametros de pressao, poténcia e tempo de exposi¢do da amostra ao PF foram
testados dentro das seguintes faixas de operacdo, respectivamente: de 2 x 107 a 2,66 x 107
mbar, de 5 a 15 W e de 5 a 60 min. Apds a aplicacdo do PF, uma parte das amostras foi
submetida a extracdo convencional (por maceracdo com orbital shaker, conforme descrito no
item 4.3.2) e a outra parte submetida a extragdo ndo-convencional (por ultrassom, conforme
descrito no item 4.3.3).

Para cada método de extragdo foi avaliado o teor de fenodlicos conjugados e
atividade antioxidante pelos métodos (1) - capacidade de sequestro de radical 2,2-difenil-1-
picril-hidrazila (DPPH"); (2) - capacidade de captura do radical catibnico ABTS™ (2,2—
azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)) e (3) - capacidade de reducdo do ferro

(FRAP); além da atividade antimicrobiana.
4.4.7 Determinacdo de compostos fendlicos conjugados

A determinacg&o do teor de compostos fendlicos conjugados nos extratos de S. neei
tratados e ndo-tratados com plasma a frio foi efetuada pelo método descrito por Singleton;
Orthofer; Lamuela-Raventos, (1999), com modificacbes de Souza et al. (2018a). Aliquotas de
0,5 mL do extrato etandlico de S. neei (0,01 gmL™ e 0,1 g mL™) foram adicionados em tubos
de teste com 0,5 mL de agua destilada e 4,5 mL de solugdo alcalina (Na,COs3 a 4% (m/v),
CuSO,4 a 2% (m/v), e de tartarato de sodio e potassio a 4% (m/v) em agua destilada, na
propor¢do 100:1:1) e agitados por 1 min. Os tubos foram incubados durante 15 min em
banho-maria a 40 °C. As misturas foram agitadas por 30 s em banho ultrassom com 0,5 mL do
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reagente de Folin-Ciocalteu diluido em &gua destilada (1:2). Apés 10 min foi medida a
absorbancia das amostras no comprimento de onda de 750 nm em espectrofotdmetro
(Biospectro, SP-22, Curitiba, Brasil) e o teor de fenois conjugados foi calculado com base em
uma curva analitica construida (Apéndice 1) com uma solucdo padrdo de acido galico (0-29
ng mL™). Os resultados foram expressos em pg de equivalente de 4cido galico (EAG) g™ de

massa seca (ms).

4.4.8 Atividade antioxidante

4.4.8.1 Capacidade de sequestro de radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH")

A capacidade de sequestro de radical DPPH" foi efetuado para cada extrato de S.
neei (0,01 e 0,1 g mL™) conforme Brand-Williams; Cuvelier; Berset, (1995), com
modificacBes de Souza et al. (2018b). 10 uL de solugo etanélica de DPPH" (0,80 mg mL™)
foram adicionados a 190 uL do extrato em microplaca de 96 pocos e ficaram sob lenta
agitacdo em orbital shaker (Tecnal, Piracicaba, Brasil) a 37 rpm, por 60 min, a 25 °C, sob
abrigo de luz. A absorbéncia a 515 nm foi medida em leitora de microplacas (Polaris, Belo
Horizonte, Brasil).

O sequestro de radical livre (SRL) foi calculado em % com base nas medidas de
absorbancia dos reagentes (ABScontrole) € absorbancia das amostras de extrato de Salicornia
(ABSamostra), Segundo a Equacéo 1:

(ABScontrole —ABSamostra)
ABScontrole

SRLpppy =

x 100 1)

Para melhor andlise dos diferentes tratamentos de plasma a frio, também foi
calculado a inibicdo especifica (IE), através da razdo entre o percentual de SRL calculado pela
Equacdo 1 (SRLpppH) € a concentragdo dos compostos fenolicos (Crengis), Sendo expressa em

% de inibicdo de radical DPPH" / mg de fendlicos, segundo a Equacdo 2:

SRL
IEpppy = ———— (2)
Ctenois
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4.4.8.2 Capacidade de captura de radical catidnico 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfonico) (ABTS™)

A capacidade de captura do radical cationico ABTS™ (2,2’-azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)) pelos extratos de S. neei (concentragdes de 0,01 e 0,1 g
mL™) foi avaliada segundo método descrito por Re et al. (1999), com modificaces. Aliquotas
de 50 pL do extrato (0,01 e 0,1 g mL™) foram homogeneizadas em 150 uL da solugdo de
trabalho do radical ABTS™. A absorbancia a 734 nm foi avaliada em leitora de microplacas
(Polaris, Belo Horizonte, Brasil), ap6s a incubagdo das mesmas sob agitacdo em orbital shaker
(Tecnal, Piracicaba, Brasil) a 37 rpm por 6 min a 30 °C. Os resultados foram expressos em %
com base nas medidas de absorbancia dos reagentes (ABScontrole) € absorbancia das amostras

de extrato de S. neei (ABSamostra), S€gundo a Equacao 3:

_ (ABScontrole_ABSamostra)
SRLapTs = e x 100 3)
controle

Para melhor andlise dos diferentes tratamentos de plasma a frio, também foi
calculado a inibicéo especifica (IE), através da razéo entre o percentual de SRL calculado pela
Equacdo 3 e a concentracdo dos compostos fendlicos (Crensis), sendo expressa em % de
inibicdo de radical ABTS ™ / mg de fendlicos, segundo a Equagéo 4:

[EppTs = SRLapTs (4)

Cfenois
4.4.8.3 Capacidade de reducdo do ferro (FRAP)

A capacidade de reduzir o fon férrico (Fe**) dos extratos de S. neei (0,01 e 0,1 g
mL™) foi determinada segundo método descrito por Pulido; Bravo e Saura-Calixto (2000).
Aliquotas de 30 uL do extrato foram homogeneizadas em 90 pL de agua destilada e 900 puL
da solucdo de trabalho, elaborada atraves da homogeneizacéo de 100 mL de tampé&o acetato —
pH 3,6 (0,2 M), 2,5 mL da solucdo TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina) 10 mM e 2,5 mL de
cloreto férrico - FeCl; (20 mM). A solugéo foi homogeneizada e armazenada a 37 °C durante
30 min. A absorbancia a 630 nm foi mensurada em leitora microplacas (Polaris, Belo

Horizonte, Brasil). Os resultados foram expressos como equivalente de Trolox (6-hidroxi-
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2,5,7,8-tetrametilcromo-2-4cido carboxilico), com base na curva padrdo de Trolox (0 a 15 ug
mL™) (Apéndice 2).

4.4.9 Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana do extrato de salicornia (ES) foi efetuada pelo método
de disco difusdo frente a uma cepa de micro-organismo Gram-positiva (Staphylococcus
aureus - ATCC 25923) e outra cepa Gram-negativa (Escherichia coli - ATCC 25922),
conforme metodologia descrita por NCCLS, (2003). Nas placas de Petri estéreis contendo
agar Brain Heart Infusion (BHI) foram inoculados 100 uL de suspensdo microbiana (padrdo
McFarland 0,5), espalhados uniformemente. Em seguida, 10 uL do ES (concentragdes de 0,01
e 0,1 g mL™) foram colocados em discos estéreis de papel filtro (0,5 cm de didmetro). Estes
foram colocados no agar inoculado possibilitando a difusdo do composto e as placas foram
mantidas incubadas a 37 °C por 24 h. Ao final da incubacdo, as zonas de inibi¢cdo foram
medidas em quatro pontos diferentes com auxilio de uma régua e avaliadas com relagdo ao

controles negativo, preparado com o respectivo solvente sem a adi¢éo do extrato.
4.4.10 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Estudos da microestrutura do p6 de S. neei antes e apds exposicao ao plasma a
frio, foram realizados em microscopio eletronico de varredura (Jeol, JSSM - 6610LV, Toquio,
Japédo) operando a 15 kV. As amostras do p6 de S. neei foram depositadas em suportes de
aluminio (stubs) revestidos com uma fita condutora de carbono. Em seguida, as mesmas
foram recobertas com uma fina camada de ouro em Spputering (Desk, Denton Vacuum,
Estados Unidos) durante 120 s. A morfologia das amostras foi observada em 1500x, 5000x e

10000x de ampliacao.
4.4.11 Obtencéo do extrato de salicornia (ES) para aplicagdo em salame tipo Italiano

Apls o estudo dos metodos de extracdo foi escolhido para aplicagdo no
processamento de salame tipo Italiano o metodo de extracdo por ultrassom apods pre-
tratamento com PF (pardmetros de operacdo de P =14 W, p =2 x 10 mbar, t = 5 min). As

plantas de S. neei (4,8 g) foram expostas ao PF (12 bateladas com 400 mg cada uma) e ap0s
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moagem foram submetidas a extracdo por ultrassom (P =275 W, t = 30 min), em 2 bateladas
com 2,4 g e 25 mL de etanol a 80% (v/v) em &gua destilada para cada uma. Os extratos ndo-
clarificados das duas bateladas foram centrifugados (Centrifuga Eppendorf 5804 R,
Alemanha) a 2990xg, filtrados e misturados, sendo o volume final de 50 mL e a concentracdo
final de 0,1 g mL™. O extrato foi armazenado a 4 °C, na auséncia de luz, até a adic&o direta a

massa carnea juntamente com os demais ingredientes na etapa de mistura.

4.4.12 Obtencéo de po de salicornia para aplicacdo em salame tipo Italiano

Somente para fins de comparacdo com o ES, o p6 de salicornia também foi
aplicado diretamente na formulacdo de salame tipo Italiano. Plantas secas de S. neei foram
moidas e peneiradas (granulometria menor que 0,355 mm), resultando em p6 de salicornia.
Este p6é foi armazenado em pote plastico ao abrigo de luz e a temperatura ambiente até a
aplicacdo nos salames, quando foi adicionado diretamente a massa carnea juntamente com 0s

demais ingredientes na etapa de mistura.

4.4.13 Processamento do salame tipo Italiano

A formulagédo controle foi preparada conforme proposto por Alves et al., (2018)
com adapta¢des, uma vez que os autores utilizaram 1% de sal (NaCl) e dois tipos de carne, a
suina (60%) e a bovina (30%); e neste estudo foi utilizado uma concentracdo maior de sal
(2%) e somente carne suina (85%).

Para o processamento de salame tipo Italiano, cinco formulagdes foram elaboradas
da seguinte maneira: uma formulacdo controle (F1), duas formulacdes de salame com adi¢édo
de ES, sem adicdo de eritorbato de s6dio e com teores reduzidos de sais de cura (nitrito e
nitrato de sodio na proporcdo de 1:2) em 50% e 25%, (F2 e F3, respectivamente), e duas
formulacBes com adicdo direta do po de salicornia sem adicdo de eritorbato de sédio, com
teores reduzidos de sal em 50% e com teores reduzidos de sais de cura em 50% e 25% (F4 e
F5, respectivamente) (Tabela 4).

A metodologia seguida para a producdo de salame tipo Italiano, segue o esquema
representado na Figura 7, sendo que a primeira etapa de moagem da carne suina foi efetuada

nas instalagdes do fornecedor local.
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Tabela 4 — Formulagdes utilizadas para elaboracdo de salame tipo Italiano com adicao de po e
extrato de Salicornia neei (ES).

Ingredientes F1(%) F2(%) F3(%) F4(%) F5 (%)
Carne suina - pernil 85,425 84,825 84,750 85,425 85,350
Toucinho 10 10 10 10 10
Condimento para salame italiano 1 1 1 1 1
Cultura starter 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025
Sacarose 1 1 1 1 1
Sais de cura 0,300 0,150 0,225 0,150 0,225
Eritorbato de sodio 0,250 0 0 0 0
Cloreto de sodio 2 2 2 1 1
Extrato de Salicornia 0 1 1 0 0
P¢ de Salicornia 0 0 0 1,4 1,4
Total 100 100 100 100 100

F1 - Formulagdo controle; F2 - Formulagdo com substituicdo de 50% dos sais de cura e 100% de eritorbato de
s6dio por ES (0,1 g mL™); F3 - Formulagdo com substituicdo de 25% dos sais de cura e 100% de eritorbato de
s6dio por ES (0,1 g mL™); F4 - Formulagdo com substituicdo de 50% de sais de cura, 100% de eritorbato de
sodio e 50% de cloreto de sédio por p6 de S. neei; F5 - Formulagdo com substituicdo de 25% de sais de cura,
100% de eritorbato de sddio e 50% de cloreto de sddio por p6 de S. neei.

No Laboratério de Tecnologia de Alimentos (LTA), foram efetuados os seguintes
passos: (1) recebimento da carne suina (pernil) moida; (2) corte do toucinho em cubos de
aproximadamente 1 cms3; (3) mistura manual em bacias plasticas da carne suina, do toucinho e
dos ingredientes que foram adicionados na seguinte ordem a massa carnea: mistura de cloreto
de sddio, sacarose, condimentos para salame tipo Italiano e pé de S. neei (este Ultimo somente
para as formulagdes F4 e F5), eritorbato de sddio (somente F1), cultura starter diluida em
pequena quantidade de agua destilada, ES (somente para as formulagdes F2 e F3) e por Gltimo
0s sais de cura; (4) embutimento da massa carnea em envoltdrios de colageno de calibre 50
mm, previamente imersas em solucéo salina 17% (m/v) em agua destilada a 32 °C por 30 min,
utilizando uma embutideira manual de 2 kg de capacidade, seguido pelo fechamento das
tripas com barbante de forma manual e com grampos metélicos utilizando uma grampeadora
manual; (5) Pendura em suporte de ferro para defumac&o por um periodo total de 5 h dividido
em 3 dias, utilizando-se carvao e serragem de macieira sob bandeja de aluminio com areia,
dentro da capela, sendo o sistema de exaustdo ligado de tempos em tempos para que a
temperatura média atingida fosse de no méximo 27 °C (Figura 8); (6) fermentacdo a uma
temperatura média de 24 °C e umidade relativa média de 79% nos primeiros 5 dias; (7)

maturacdo a uma temperatura média de 17 °C e umidade relativa média de 68%, em uma
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camara incubadora de tipo Biochemical Oxygen Demand - B.O.D (Marconi, MA415,
Piracicaba, Brasil) (Figura 9); (8) embalagem a vacuo (TecMaq, AP 450, S&o Paulo, Brasil) e
por fim a armazenamento sob refrigeracdo (4 °C) até a realizacdo das analises. Os salames
tipo Italiano ficaram prontos ao final de 14 dias, verificado pela perda de peso e aspecto visual

dos mesmos.

Figura 7 — Esquema do processamento de salame tipo Italiano.
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Figura 8 — Etapas do processamento de salame tipo Italiano.

A — Embutimento da massa carnea nas tripas de colageno; B — Fechamento dos salames com grampeadora
manual; C — Pendura dos salames e defumacdo em capela; D — detalhe do carvéo e serragem utilizados para
gerar a fumaca.

Figura 9 — Salames tipo Italiano com e sem extrato de Salicornia neei (ES) pendurados na
camara incubadora para o processo de fermentacdo e maturacéo.

Salames pendurados na cdmara incubadora (tempo 0), da esquerda para direita: F1 - Formulacéo controle; F2 -
Formulagéo com substituicdo de 50% dos sais de cura e 100% de eritorbato de sédio por ES (0,1 g mL™); F3 -
Formulagdo com substituicdo de 25% dos sais de cura e 100% de eritorbato de sédio por ES (0,1 g mL™); F4 -
Formulacdo com substituicdo de 50% de sais de cura, 100% de eritorbato de s6dio e 50% de cloreto de sédio por
po de S. neei; F5 - Formulagdo com substituicdo de 25% de sais de cura, 100% de eritorbato de sodio e 50% de
cloreto de sédio por p6 de S. neei.
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4.4.14 Caracterizagao do salame tipo Italiano

Nas amostras de cada formulacdo de salame tipo Italiano foram determinados: perda
de massa, pH, substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) e atividade antioxidante
pela medicdo da capacidade de sequestro de radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH") nos
tempos 0, 7 e 14 dias, para avaliar o poder de acidificacdo das culturas e a oxidag&o lipidica,
durante o periodo de fermentacdo e maturacdo dos salames; além de cor e textura ao final do
processamento no tempo 14 dias. A composicdo proximal, determinacdo de NaCl e analise
microbioldgica (Salmonella sp, Staphylococcus Coagulase Positiva e Coliformes a 45°) foram
também foram avaliados no tempo 14 dias, porém somente para as formulages F1(controle),

F2 e F3 (com extrato de S. neei).

4.4.14.1 Determinacéo de pH

O pH dos extratos de salame foi determinados conforme Association of Official
Analytical Chemists - AOAC (2000). As amostras de salame (5 g) foram homogeneizadas em
agua destilada (50 mL) com auxilio de um mixer (Toastmaster 1740, Missouri, EUA). No
sobrenadante foram determinados o pH potenciometricamente, utilizando-se um pHmetro
(Quimis Q400AS, Séao Paulo, Brasil).

4.4.14.2 Perda de massa

A perda de massa foi determinada pelo método gravimétrico, conforme descrito
por Liaros; Katsanidis; Bloukas, (2009), mediante a pesagem dos salames imediatamente ap0s
o embutimento (tempo 0), nos periodos de fermentacdo (tempo 7 dias) e maturacdo (tempo 14

dias), sendo expressa como porcentagem do peso inicial.

4.4.14.3 Determinacéo de cor

Os parametros de cor dos salames foram determinados em colorimetro (Minolta,
CR-400, Osaka, Japéo) utilizando o sistema de escala de cor da Comissao Internacional de
lluminagdo (CIEL*a*b*), segundo método descrito pela CIE Lab (CIE, 1986). As medigdes
foram efetuadas na superficie das amostras de salames cortadas transversalmente. Foram

determinadas as coordenadas desse sistema tridimensional: luminosidade (L*), que ¢é
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acromatica e varia de 0 (preto) a 100 (branco); e as coordenadas a* e b* onde a*=coordenada
do verde-vermelho (-a*: verde, +a*: vermelho); e b*=coordenada azul-amarelo (-b*:azul,

+b*:amarelo).
4.4.14.4 Determinacgéo de textura

A andlise de textura foi realizada em temperatura ambiente com analisador TA-
XT Plus (Stable Micro Systems Ltd., Surrey, England), equipado com uma lamina de corte
Warner-Bratzler de 1 mm de espessura, conforme descrito por Ferreira et al. (2013). As
amostras foram retiradas de trés pontos distintos dos salames, que foram cortados
perpendicularmente ao seu sentido horizontal, em rodelas de 2 cm de altura. A curva de
deformacdo com o tempo foi obtida com velocidade de compressdo de 5 mm/s, a partir do

qual foi avaliado o parametro de dureza (N/mm.s).
4.4.14.5 Determinacdo de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS)

As substancias reativas ao acido tiobarbitarico foram determinadas segundo a
metodologia descrita por Crackel et al. (1988). As amostras de salame (10 g) foram trituradas
com auxilio de um mixer (Toastmaster 1740, Missouri, EUA) e homogeneizadas em 50 mL
de &cido tricloroacético (TCA) a 7,5% (m/v) em &gua destilada por 1 min com agitador
magnético (Fisatom 752A, Séo Paulo, Brasil). Os extratos de salame foram centrifugados por
5 min a 8694 x g e o sobrenadante filtrado em papel filtro Prolab. O &cido tiobarbitirico
(TBA) 0,02 M (5 mL) foi colocado com 5 mL do filtrado em um tubo de ensaio, em banho-
maria por 30 min a 80 °C, sendo utilizado 5 mL de TCA e 5 mL de TBA como branco. Apds
resfriamento dos tubos em agua corrente, foi efetuada a leitura da absorbancia a 538 nm em
espectrofotdmetro UV/VIS (Kasuaki, IL-592, Sdo Paulo, Brasil). Os valores foram expressos
em mg de malonaldeido por kg de salame com base na curva padrdo de 1,1,3,3 -
tetraetoxipropano (TEP) diluida em agua destilada, variando a concentracio de 10 a 10 mol
TEP mL™* (Apéndice 3).

4.4.14.6 Capacidade de sequestro de radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH")

A determinacdo da capacidade de sequestro de radical DPPH" foi efetuada para

cada amostra de salame tipo Italiano conforme Brand-Williams; Cuvelier; Berset, (1995), com
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modificacdes de Souza et al. (2018b). 10 uL de solugo etandlica de DPPH" (0,80 mg mL™)
foram adicionados a 190 uL do extrato de salame obtido a partir da homogeneizacao de 5 g de
salame em 50 mL de agua destilada e posterior filtracdo, em microplaca de 96 pocos e ficaram
sob lenta agitagdo em orbital shaker (Tecnal, Piracicaba, Brasil) a 37 rpm, por 60 min, a 25
°C, sob abrigo de luz. A absorbancia a 515 nm foi medida em leitora de microplacas (Polaris,
Belo Horizonte, Brasil). O sequestro de radical livre (SRL) foi calculado em percentual com
base nas medidas de absorbancia dos reagentes (ABSconirole) € absorbéncia das amostras de
salame (ABSamostra) descontado da absorbancia da amostra sem o radical DPPH" (ABSpranco),

segundo a Equacao 5:

— (ABScontrole_(ABSamostra_ABSbranco))
SRLpppy = e x 100 (5)
controle

4.4.14.7 Composigdo proximal

A composicdo proximal dos salames foi determinada segundo a metodologia
descrita pela Association of Official Analytical Chemists - AOAC (2000): teor de umidade em
estufa a 105 °C (método 950.46); cinzas com incineracdo em mufla a 550 °C (método
920.153); lipideos totais em extrator de Soxhlet (método 960.39) e teor de proteina bruta pelo

método de Kjeldahl, usando um fator de conversao de 6,25 (método 928.08).

4.4.14.8 Determinacéo de cloreto de sédio (NaCl)

A determinacdo do teor de cloreto de sodio (NaCl) foi realizada pelo método
volumétrico de precipitacdo (método 935.47) da Association of Official Analytical Chemists -
AOAC (2000), com base na titulacdo com uma solucao padronizada de nitrato de prata 0,1 N
preparada conforme descrito por Morita; Assumpcao, (1972), até o aparecimento de uma

coloragédo marrom-avermelhada, seguindo o procedimento descrito por Binici; Kaya, (2018).

4.4.14.9 Analise microbioldgica

Para as determinacBes microbioldgicas, forma realizadas as andlises de

Staphylococcus coagulase positiva, Salmonella sp. e Coliformes a 45 °C, com base no padrao
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da legislacdo brasileira da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria Resolugdo - RDC n° 12,
de 2 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001). As analises microbioldgicas foram realizadas apos
0s 14 dias de processamento dos salames no Laboratério CBO (Valinhos, SP), seguindo as
metodologias da International Organization for Standardization (ISO, 1999), método 6888-
1:1999 para andlise de Staphylococcus coagulase positiva e da Association of Official
Analytical Chemists (AOAC, 2012): método 998.08 para Coliformes a 45 °C e método
2011.03 para Salmonella sp.

4.4.15 Tratamento dos dados

Todas as determinacbGes foram realizadas em triplicatas e a significancia das
diferencas dos resultados foram estimadas estatisticamente por ANOVA (Analise de
Variancia), a 5% de significancia, seguido por teste de médias conforme Tukey utilizando o
software STATISTICA 7.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA

O resultado da composicédo proximal das plantas de salicornia do presente estudo
acompanham a faixa encontrada em outros estudos com salicornia (Tabela 5), com excecéo
do teor de proteinas que esta bem abaixo das demais. O resultado do teor de fibras consta no

Anexo 1.

Tabela 5 — Composicao proximal de S. neei do presente estudo em comparagao a outros
estudos com Salicornia.

C - S. neei
;::)i?:z?o S.neei ™ S.bigelovii ® S. herbacea™ ramosis.sima @ (presente

estudo)
Umidade (%) 88,2 88,4 73,9 84,5 88,8
Cinzas (%) 3,0 4,4 6,1 2,9 4,3
Proteina bruta (%) 1,9 1,5 2,0 5,2 0,8
Fibra bruta (%) 3,2 0,8 4,3 2,3 2,7
Lipideos (%) 0,2 0,4 0,3 1,9 0,2
Carboidratos (%) 3,6 4,5 13,4 3,3 3,2

Dados expressos em base Umida. (1) - Bertin et al., (2014); (2) - Lu et al., (2010); (3) - Min et al., (2002); (4) -
Barreira et al., (2017).

As plantas de S. neei deste estudo apresentaram um alto teor de umidade, assim
como as haléfitas em geral, o que esté relacionado a suculéncia caracteristica dessas plantas e
também um alto teor de cinzas, relacionado a sua habilidade de retencdo de minerais (DIAZ;
BENES; GRATTAN, 2013; REDONDO-GOMEZ et al., 2010).

O teor de lipideos estd de acordo com o obtido por Bertin et al. (2014) para a
mesma espécie, mesmo em diferentes locais e condi¢Ges de cultivo. Segundo os autores, as
plantas de S. neei (denominada no estudo por S. ambigua) sdo adequadas para 0 consumo
humano como vegetais folhosos em funcdo do baixo teor de lipideos, sendo que
aproximadamente 65% do teor é referente a acidos graxos insaturados.

O menor teor de proteina bruta nas plantas de S. neei utilizadas neste estudo pode
estar associado a forma de cultivo que foi efetuado com agua potavel, ou seja, sem condicdes
de stress salino da agua de irrigacdo. Segundo Lee et al. (2016), o aumento na concentragdo
de sal na irrigacdo de plantas de Salicornia herbacea ativou enzimas de defesa as espécies

reativas ao oxigénio (ERQO) como catalase, peroxidase e ascorbato peroxidase, resultando em
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maior acumulo de metabdlitos secundarios como agucares, proteinas, aminoécidos e prolinas
livres.

De acordo com Buhmann; Papenbrock, (2013), a composicdo nutricional e a
atividade antioxidante pode variar até dentro da mesma espécie devido as condicdes de
estresse ambiental sob as quais as hal6fitas crescem, ndo somente de salinidade, mas também
de temperatura, disponibilidade de &gua, luminosidade, deficiéncia de nutrientes, estresse
ibnico, frequéncia e duracdo da inundacdo pela agua salgada e presenca de plantas de pantano

salino.
5.2 EXTRAQAO APOS PRE-TRATAMENTO COM PLASMA A FRIO
5.2.1 Avaliacdo dos métodos de extragdo

A aplicacdo de plasma a frio (PF) foi realizada como pré-tratamento no processo
de extracdo utilizando-se uma presséo de 2,66 x 10 mbar obtida a partir de uma bomba turbo
molecular com uma poténcia de 6 W por 30 min. Os resultados de fenolicos conjugados e

atividade antioxidante estdo demonstrados na Tabela 6.

Tabela 6 — Teores de compostos fendlicos e atividade antioxidante para os diferentes métodos
de extracéo.

Fendlicos PPH IE_ DPPH ABTS IE_ ABTS FRAP
Extragdo (mg EAG g™ %) (% inibicao = = (% inibicdo (M ET g
(o] 0
ms) mg'1 fendis) mg'1 fenois) ms)

S 5,58 +0,49° 37,9 +0,5° 68  628+19* 113  558+0,06°
PS  524+1,30° 415+37 79  572+27° 109  6,22+055°
U 9,11 +0,64° 38,623 42  61,1+12** 67  816+041°
PU 8,26 + 0,49 51,6 +0,9° 6,2 65,5+ 1,2° 7,9 7,61 +0,09°

Valores expressos como média * desvio. S - Extracdo por maceracdo com orbital shaker; PS - Extracdo por
maceragdo com orbital shaker apds pré-tratamento com plasma a frio; U — Extracdo por ultrassom; PU - Extracdo
por ultrassom ap6s pré-tratamento com plasma a frio; IE — Inibic8o especifica; EAG — Equivalente de acido
galico; ms — massa seca; ET — Equivalente de trolox. Letras diferentes na mesma coluna apés cada valor
significam diferenca significativa (p<0,05) de acordo com o Teste de Tukey.

O maior teor de compostos fendlicos obtido neste estudo (9,11 + 0,64 mg EAG g*
ms) foi aproximadamente 63% menor do que o teor obtido por Souza et al., (2018a) (18,8

0,17 mg EAG g™ ms) para a mesma espécie S. neei e mesmo método de extracdo. Essa
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diferenca pode ser em funcdo da forma de cultivo das plantas, que no estudo citado foi
efetuado na cidade de Aracati, CE, Brasil, irrigado com efluente salino (40 g NaCl L™) de
tanque de camardo (Litopenaeus vannamei), ou seja, sob condi¢cdes mais severas de
temperatura e salinidade da agua.

Mesmo assim, o teor obtido ainda € maior do que 0 encontrado em outros extratos
de plantas bastante utilizadas como fonte de compostos bioativos como: espinafre (Spinacia
oleracea) e alcachofra (Cynara scolymus), com teores de 0,06 mg EAG g* ms e 0,84 mg
EAG g™ ms, respectivamente, em extracdo com metanol (ALARCON-FLORES et al., 2014);
macela (Achyrolcine satureioides) com teor de 0,34 mg EAG g™ ms, em extracéo com etanol
(GOLTZ et al., 2018); cebola com teor de 2,27 mg EAG g™ ms, em extragdo com metanol
(SOUZA et al., 2010); e aspargo verde (Asparagus officinalis L.) com teor de 0,42 mg EAG
g™ ms, em extracdo com etanol (CHEN et al., 2017).

Além disso, a capacidade antioxidante de compostos fendlicos é determinada ndo
somente pela quantidade, mas também por sua estrutura quimica. Assim, a atividade
antioxidante de um extrato ndo pode ser explicada simplesmente com base no teor de
fenolicos, mas requer caracterizacdo apropriada (HEINONEN; LEHTONEN; HOPIA, 1998;
KIM et al., 2013). No presente estudo verifica-se uma alta inibi¢do especifica pelo sequestro
de radical DPPH" e ABTS'", indicando alta atividade antioxidante do extrato mesmo com
baixo teor de fendlicos conjugados.

Neste estudo foram observadas diferentes tendéncias ao usar os mecanismos de
avaliacdo de atividade antioxidante, assim como por Rodriguez et al. (2017), que também
avaliaram pelos métodos DPPH", ABTS * e FRAP 0 efeito do tratamento de suco de caju com
PF no processo de pasteurizagdo, denotando que os compostos bioativos que respondem
melhor a certos tipos de anélise sdo afetados diferentemente pela aplicacdo do PF e tempo de
exposicao.

Apesar da maior inibicdo especifica apresentada pelo extrato obtido pelo método
de extracdo por maceracdo com shaker (S), foram considerados os resultados de sequestro de
radical DPPH", ABTS ™ e FRAP para escolha do método de extracdo, uma vez que o objetivo
da obtencdo do extrato de S. neei € a aplicacdo direta no processamento de salames e ndo a
identificacdo ou purificacdo dos principais compostos bioativos responsaveis pela atividade
antioxidante e antimicrobiana.

Avaliando o efeito do PF, verifica-se o potencial de aplicacdo desta tecnologia
como pré-tratamento a extracdo por ultrassom, pelo resultado obtido na determinacdo de

sequestro de radical DPPH’, em que a atividade antioxidante aumentou significativamente
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(p<0,05) de 38,6 £ 2,3 (%) (extracdo U) para 51,6 + 0,9 (%) (extracdo PU), o que equivale a
um aumento aproximado de 34%. Este resultado poderia ser explicado pela acéo de diferentes
compostos reativos gerados pelo PF que, em contato com a parede celular, possibilitaria uma
maior biodisponibilidade desses fitoquimicos (BURSAC KOVACEVIC et al., 2016).

Em funcdo do resultado positivo verificado na extracdo por ultrassom apos pré-
tratamento com plasma a frio (PU), com obtengdo de um extrato com alta atividade
antioxidante de 51,6 £ 0,9 (%), medida pelo sequestro de radical DPPH", foram testados mais

oito parametros de aplicacdo do PF para entdo escolher as melhores condicdes de processo.

5.2.2 Avaliacéo dos parametros de aplicacéo do plasma a frio

Para avaliacdo dos parametros de aplicacdo do PF, foi denominado de PU1 as
condicOes de aplicagdo do plasma a frio realizadas inicialmente (poténcia de 6 W, pressdo de
2,66 x 102 mbar e tempo de aplicacdo de 30 min) e de PU2 a PU9 0s novos pardmetros
testados. Para melhor avaliar os diferentes parametros de aplicacdo de PF testados, também
foi calculado o percentual de inibico especifica dos radicais DPPH" e ABTS " (Tabela 7).

As variagOes observadas nos resultados do presente estudo com os diferentes
parametros de PF aplicados podem ser em funcdo da alteracdo da estrutura dos compostos
fendlicos, mostrando assim, o potencial de aplicacdo da tecnologia de PF na extracdo de
compostos de forma seletiva, a fim de aumentar a bioatividade dos alimentos.

O PF gera espécies reativas que interagem com as moléculas do substrato. Um
aumento na concentracdo de cargas transmite uma forca eletrostatica que promove uma
ruptura da parede celular e a liberacdo de fendlicos localizados nos vacutolos ou ligados a
pectina, celulose, e tracos de lignina (FRIDOVICH, 1995; MENDIS; ROSENBERG; AZAM,
2000; PAIXAO et al., 2019; THIRUMDAS; SARANGAPANI; ANNAPURE, 2014;
TOMADONI et al., 2017). Outros estudos atribuiram o aumento do contetdo de fendlicos e
flavonoides em matrizes alimentares apds processamento por PF pela despolimerizacdo e
dissolugdo da parede celular de polissacarideos, o que facilita maior extragdo dos compostos
fenolicos conjugados (SARANGAPANI et al., 2017b).

Kim et al. (2017b) sugerem que espécies reativas moleculares e radicais livres
podem ter sido produzidos na aplicacdo de PF gerado por DBD por 20 min em solucéo
metandlica de quercetina, sendo capazes de hidratar e quebrar ligagbes quimicas de
quercetina, resultando na geracdo de trés compostos fendlicos de menor massa molecular:

alfitonina, éster metilico do acido protocatecuico e acido protocatectico. Apds a exposicao ao
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plasma DBD por 20 min, a atividade antioxidante teve um pequeno aumento (ICsp passou de
14,4 pg mL™ para 11,5 ug mL™ com relagdo a quercetina padrdo), sendo que a alfitonina
mostrou maior poder de atividade antioxidante dentre os trés compostos gerados. Os autores
deste estudo também constataram o aumento na atividade inibitoria da a-glucosidase, que esta
relacionada ao controle de nivel de glicose e prevencao de diabetes mellitus (ICso passou de

47,7 ng mL™ para 20,4 pg mL™ com relacéo a quercetina padréo).

Tabela 7 — Resultado consolidado de teor de compostos fendlicos e atividade antioxidante
para os diferentes parametros aplicados de plasma a frio.

Fendlicos FRAP
Trata P p t 4 DPPH ABTS 4
mento (W) (mbar) (min) (M9EAGE (%) (%) (WM ETg

PUL 6 266x10° 30 826+049° 516+09° 655+12* 761009

PU2 14 2x1072 2 2249+137° 338+06°"° 682+25 1968+0,12°
PU3 14 2x102 5 2362119 380+0,6" 662 +22*° 1412 +0,29°
PU4 14 2x102 10 19,14+127° 376+06°" 69,0+0,2% 1570+ 0,62°
PU5 14 2x102 30 457+007% 430424 677+16% 14,62+ 0,96"°
PU6 14 2x10% 60 324+082° 371+48% 560+6,0° 11,88+0,99°
PU7 30 1x102 1  1041+026° 290+0,0° 60,7+ 1,4*"¢ 961+0,74%
PUS 30 1x102 2  968+160° 332+08% 586+1,3" 1059 +0,46%°
PU9 30 1x10%2 3 757+053%¢ 411+05 674+30%° 8,62+0719"

Valores expressos como media + desvio. P — Poténcia; p — pressdo; t — tempo; EAG — Equivalente de acido
gélico; ms — massa seca; ET — Equivalente de Trolox. Letras diferentes na mesma coluna ap6s cada valor
significam diferenca significativa (p<0,05) de acordo com o Teste de Tukey.

Porém, para a mesma poténcia aplicada de 14 W (pardmetros PU2 a PU6) e de
30 W (parametros PU7 a PU9), o teor de fenolicos conjugados é reduzido conforme o tempo
de aplicacdo do PF aumenta, sendo que essa relacdo (tempo de aplicagdo de PF x degradacdo
de fenolicos) também foi relatado por Grzegorzewski et al. (2011). A interacdo das espécies
reativas geradas pelo PF na superficie da salicornia possivelmente promoveu ndo sé uma
degradacdo dos compostos fenolicos presentes, mas também a liberacdo de outros compostos
antioxidantes e uma modificacdo quimica nos compostos existentes, uma vez que a atividade
antioxidante ndo seguiu essa tendéncia de queda.

Os extratos de S. neei dos tratamentos PU5 (P = 14 W, p = 2 x 10 mbar, t = 30
min) e PU6 (P = 14 W, p = 2 x 10 mbar, t = 60 min) apresentaram maior inibicao especifica
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com relacdo aos demais (PU5: inibicdo especifica por DPPH = 9,4% mg™ fenéis e inibicéo
especifica por ABTS = 14,8% mg™ fendis; PUG6: inibicéo especifica por DPPH = 11,5% mg™
fendis e inibicdo especifica por ABTS = 17,3% mg™ fendis) e poderiam ser avaliados melhor
em trabalhos futuros com a identificacdo dos compostos fenolicos responsaveis por essa alta
atividade antioxidante especifica. Porém, como o objetivo deste trabalho é a aplicacdo do
extrato diretamente no processamento de salames tipo Italiano, o extrato obtido pelo
tratamento PU3 (P = 14 W, p = 2 x 10 mbar, t = 5 min), que apresentou em geral maior teor

de fendlicos e maior atividade antioxidante, foi escolhido para continuidade deste trabalho.

5.2.3 Extrato de salicornia (ES) para analise de atividade antimicrobiana e aplicacdo no

processamento de salame tipo Italiano

Para possibilitar a aplicacdo do ES como aditivo natural em salames tipo Italiano,
verificou-se a necessidade de aumentar a concentracéo do extrato de 0,01 g mL™ para 0,1 g
mL™, pois na concentracdo de 0,01 g mL™ o ES ndo apresentou atividade antimicrobiana
(como relatado no item a seguir 5.3). E ainda, como o ES seria aplicado em um produto
alimenticio, o mesmo ndo foi clarificado logo ap6s a extragdo por ultrassom, etapa que
consiste na adicdo dos compostos quimicos hidréxido de bario e sulfato de zinco para
precipitacdo e retirada de proteinas, possiveis interferentes na realizacdo de analises. O extrato
de S. neei (0,1 g mL™) ndo-clarificado apresentou alta atividade antioxidante, apesar do menor

teor de fendlicos conjugados, conforme apresentado na Tabela 8.

Tabela 8 — Teor de compostos fendlicos conjugados e atividade antioxidante do extrato de S.
neei (0,1 g mL™) obtido por ultrassom assistida por plasma a frio (sem clarificacao).

Fenolicos DPPH IE_DPPH ABTS IE_ABTS FRAP
Extracdo (mg EAGg* (%) (% inibicdo %) (% inibicgo (M ET g
ms) mg " fendis) mg* fenodis) ms)

PU SC 6,78 +0,49 90,0 +0,0 13,2 68,4 +1,2 10,1 28,45 + 0,37

Valores expressos como média + desvio. PU_SC — Extracdo por ultrassom apés aplicacdo do plasma a frio (P =
14 W, p = 2 x 10-2 mbar, t = 5 min) sem clarificacdo posterior. IE — Inibicao especifica; EAG — Equivalente de
acido galico; ms — massa seca; ET — Equivalente de Trolox.

A eficacia dos compostos fendlicos como antioxidantes estd relacionada a
variagdes estruturais entre os grupos desses compostos, que incluem o nimero e disposi¢do

dos grupos hidroxila na molécula, os diferentes graus de liga¢fes duplas nos aneis, bem como
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a natureza e extensdo da alquilacdo e/ou glicosilagdo (OSWELL; THIPPAREDDI; PEGG,
2018; RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996).

5.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Em testes preliminares ndo houve formacdo de halos de inibicdo em nenhum dos
extratos etandlicos de S. neei obtidos pelos diferentes métodos de extracdo (maceracdo com
orbital shaker, ultrassom, maceracdo com orbital shaker apo6s pré-tratamento com PF e
ultrassom apds pré-tratamento com PF), possivelmente em funcdo da baixa concentracdo
(0,01 g mL™). Também verificou-se que o solvente etanol 80% (v/v) em &gua destilada ndo
apresentou atividade antimicrobiana com relacdo as duas bactérias testadas (S. aureus e E.
coli). Porém, ao aumentar a concentracdo do ES para 0,1 g mL™, verificou-se um halo de
inibicdo de 4 mm contra E.coli (ATCC 25922), e nenhum halo de inibi¢do contra S.aureus
(ATCC 25923) (Figura 10), ao contrario do que se esperava inicialmente, pois no estudo de
Essaidi et al. (2013) , o extrato metanélico na concentracdo de 0,1 g mL™ obtido a partir de
Salicornia herbacea foi mais efetivo frente as bactérias Gram-positivas, como S. aureus (halo
de inibicdo = 10 mm), em comparagdo as bactérias Gram-negativas, como E.coli (halo de
inibicdo = 3 mm). Esses autores sugerem que a atividade antimicrobiana observada € devido a
presenca dos compostos fenolicos e seu efeito sinérgico com &cidos graxos e outros

compostos osmaticos como a betaina.

Figura 10 — Formacéo de halos de inibic&o em placas com extrato de salicornia (0,1 g mL™)

Efeito do extrato de S.neei na concentragdo de 0,1 g mL™ frente a: A — Staphylococcus aureus e B — Escherichia
coli.
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Ja em estudo realizado por Padalino et al. (2019), a massa fresca de trigo duro
com extrato de Salicornia europaea (na concentracdo de 0,02 g mL™, obtido a partir do
método de ultrassom com solvente etanol 40% (v/v) em &gua destilada) adicionado na
proporcdo de 0,8 g de extrato para cada 100 g de massa ndo apresentou atividade
antimicrobiana, mas apresentou atividade antioxidante, inclusive maior ap6s digestdo in vitro,
provavelmente em funcdo das condi¢des de pH e a presenca de enzimas proteoliticas que
favoreceram a liberacdo dos compostos bioativos.

Algumas evidéncias apontam que componentes minoritarios ttm um papel critico
na atividade antimicrobiana, provavelmente por produzir um efeito sinérgico com outros
componentes (BURT, 2004), como os &cidos cafeico, ferdlico e p-cumérico que inibiram
E.coli (HERALD; DAVIDSON, 1983). Esses compostos foram identificados em extrato de S.
neei (BERTIN et al., 2014) e podem estar associados a atividade antimicrobiana frente a E.
coli observada no presente estudo.

A atividade antimicrobiana pode ser produzida por diferentes mecanismos,
afetando a estrutura da membrana citoplasmatica, bloqueando a sintese proteica, afetando
qualquer uma das fases deste processo (ativagdo, iniciacdo, ligacdo do complexo de
aminoacidos do RNAt aos ribossomos), afetando o metabolismo de acidos nucleicos, e/ou
bloqueando qualquer uma das vias metabdlicas bacterianas (MARTINEZ et al., 2019). Os
compostos fendlicos parecem atuar principalmente como permeabilizadores da membrana
citoplasmatica (BURT, 2004). Em funcdo dessa complexidade, é necessario um estudo mais
aprofundado relacionando a atividade antimicrobiana com a estrutura de cada composto

fendlico do extrato de S. neei para melhor entendimento do mecanismo de ag&o envolvido.
5.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As imagens de MEV do po de salicornia que foi exposto ao PF (nos parametros de
operacdo da cAmara de PF de P = 14 W, p = 2 x 10 mbar, t = 5 min) mostraram uma
superficie mais suave, com menos estruturas granulares em comparagdo ao po de salicornia
gue néo foi exposto ao PF (Figura 11).

Pesquisas sobre o tratamento de plasma na superficie de plantas é limitado e ainda
utilizam diferentes fontes de plasma (MISRA; SCHLUTER; CULLEN, 2016), mas alguns
estudos indicam que pode causar alteracfes nas propriedades da superficie fisica do produto
que leva a porosidade (MIR; SHAH; MIR, 2016).
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Figura 11 —Imagens de microscopia eletrénica de varredura de po de salicornia sem e com
aplicacdo de plasma a frio (PF).

WD14mm SS25 x1,500 10pm  — SEI WD13mm 5525

SEl 15kV WD14mm SS25 [ — SEI WD13mm  S825

SEl  15kV WD14mm 8825 x10,000 1pm — SEI WD13mm 5825 x10,000 1pm —

A — Ampliacdo 1500x, amostra sem aplicagdo de PF; B - Ampliacdo 1500x, amostra com aplicacéo de PF; C -
Ampliacdo 5000x, amostra sem aplicacdo de PF; D - Ampliacdo 5000x, amostra com aplicacdo de PF; E -
Ampliacdo 10000x, amostra sem aplicagdo de PF; F - Ampliacdo 10000x, amostra com aplicacdo de PF.

O mesmo efeito foi observado por Kim et al. (2017a) em pé de cebola tratado com
PF induzido por microondas, utilizando gas hélio, nas condi¢cfes de P = 400 a 900 W, p =7
mbar, t = 10 a 40 min) para inativacdo dos micro-organismos Bacillus cereus, Aspergillus

brasiliensis e Escherichia coli. Os autores relataram que a superficie das amostras de cebola
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em po tratadas com ar quente ficaram com rachaduras e a superficie das tratadas com PF sob
vacuo ficaram lisas, sendo que este Ultimo tratamento ndo afetou a cor, atividade antioxidante
e a concentracdo de quercetina, ou seja, recomendavel para descontaminacdo nao-térmica de
po de cebola.

Grzegorzewski et al., (2011) analisaram a morfologia da superficie de alface de
cordeiro tratada com plasma por MEV e as folhas de alface ndo tratadas exibiram amplas
areas com plaquetas grossas e pequenas estruturas granulares, sendo que, na superficie das
folhas tratadas com PF, as estruturas granulares desapareceram com o0 aumento do tempo de
exposicao. Os autores relatam duas hipoteses para o efeito observado, uma de que o aumento
no teor de flavondides é causado pela sua biossintese estimulada por UV-B gerado pelo PF, e
outra de que houve uma melhoria na extracdo de substancias do citosol da folha,
principalmente devido a degradacdo induzida de ceras epicuticulares e a matriz cutina.

As imagens do presente estudo também corroboram com o estudo de Yodpitak et
al. (2019), no tratamento com PF (DBD), utilizando gas argbnio, dentro das condicGes
testadas de P = 100 W a 200 W, t = 25 a 300 s, que melhorou os parametros referentes a
germinacdo e aumentou o teor de fitoquimicos bioativos em arroz integral germinado. Neste
estudo, as amostras sem tratamento do PF apresentaram superficies com erosdes e as amostras
com o tratamento do PF apresentaram estrutura mais suave, possivelmente em funcdo do
efeito denominado de corroséo por plasma (plasma etching).

As imagens de MEV de castanhas de caju tratadas com PF (P = 80 W, p = 300
mbar, t = 30 min) também ndo apresentaram ruptura da parede celular, mas foi observado que
0 contetdo citoplasmatico das células cotiledonares estavam mais evidentes em comparagao
ao controle (ALVES FILHO et al., 2019). Os autores sugerem que essas mudancas estruturais
poderiam ser o motivo do aumento no teor de acidos graxos insaturados e de acidos
anacardicos extraidos, assim como relatado em outros estudos que demonstraram aumento na
eficiéncia de germinagdo de sementes pelo uso do PF, devido a corrosdo do revestimento da
superficie (efeito etching) e aumento da molhabilidade (decréscimo do angulo de contato),
permitindo a incorporacdo de 4gua pelas sementes (LOS et al., 2019; WANG et al., 2017D).

A partir das imagens obtidas por MEV neste estudo e apds extensa revisdo da
literatura, pode-se inferir que o efeito etching por PF nas plantas de S. neei aumentou a
atividade antioxidante, ndo somente pela liberacdo de compostos antioxidantes como 0s
fendlicos acumulados no vacuolo celular das plantas, mas também pela modificagdo quimica

provocada nesses compostos devido a interacdo das diversas particulas geradas pelo PF.
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5.5 PROCESSAMENTO DO SALAME TIPO ITALIANO

5.5.1 Caracterizacdo dos salames tipo Italiano

5.5.1.1 pH

Os valores de pH dimimuem nos primeiros 7 dias do processamento de salames
devido ao processo de fermentacdo e producdo de acido latico, mas aumentam posteriormente
no periodo de maturacdo, devido a reacfes de descarboxilacdo e desaminacdo de aminoacidos
que liberam aménia (MARANGONI; MOURA, 2011).

Os resultados de pH das formulacGes F1 (controle), F4 e F5 (com po de S. neei)
no presente estudo segue essa tendéncia de queda inicial e posterior aumento (Tabela 9).
Porém, os valores finais de pH das formulagdes F4 e F5 (com p6 de S. neei) foram abaixo da
faixa relativa as condicOes gerais de cura em carnes de 5,0 a 6,0 (MAJOU; CHRISTIEANS,
2018), o que pode ter sido ocasionado pela rapida acidificacdo no processo de fermentacéo
pelo teor reduzido de sal (NaCl) nessas formulag6es, assim como relatado por Stahnke, (1995)

em seu trabalho de processamento de salames com teor reduzido de sal.

Tabela 9 — Valores de pH dos salames tipo Italiano durante o periodo de processamento.

Tempo (dias)

Formulacéo 0 7 14
F1 6,23"* 560°* 5,66°°
F2 6,04 511%° 5115
F3 6,11"° 530%" 526°°
F4 6,06™" 4,32°°  4,44%°
F5 6,08™" 4,41°% 4,48°°

Formulagdes: F1 - Controle; F2 — Com substituicdo de 50% dos sais de cura e 100% de eritorbato de sodio por
extrato de S. neei (0,1 g mL™); F3 - Com substituicdo de 25% dos sais de cura e 100% de eritorbato de s6dio por
extrato de S. neei (0,1 g mL™); F4 - Com substituicdo de 50% de sais de cura, 100% de eritorbato de sédio e 50%
de cloreto de sodio por pé de S. neei (1,4%); F5 - Com substituicdo de 25% de sais de cura, 100% de eritorbato
de sddio e 50% de cloreto de s6dio por pé de S. neei (1,4%). Letras maiusculas diferentes na mesma linha ap6s
cada valor significam diferenca significativa (p<0,05) de acordo com o Teste de Tukey. Letras minusculas
diferentes na mesma coluna apds cada valor significam diferenca significativa (p<0,05) de acordo com o Teste
de Tukey.

A legislacéo brasileira ndo estipula uma faixa de pH como parametro de qualidade

em salames, porém valores proximos ao ponto isoelétrico das proteinas é recomendado, uma
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vez que ird contribuir para a perda de massa e atividade de 4gua do produto (MENDES et al.,
2014). O pH do produto final pode ser afetado por diferentes fatores como as caracteristicas
do produto, processo de producéo, tipo e quantidade de aditivos (SUCU; TURP, 2018).

As formulacdes F4 e F5 (com po de S. neei) que apresentaram baixos valores de
pH, se enquandram nas caracteristicas de outros produtos similares como as linguicas
fermentadas e secas do norte da Europa, em que h& maior acidificacdo e o pH é menor do que
5 (DEMEYER et al., 2004), e também em linguicas fermentadas e secas da Grécia, em que 0
pH fica na faixa de 4,78 a 5,10 (DROSINOS et al., 2005).

Jé& para as formulagdes F2 e F3 (com ES) o pH é mais proximo do controle, dentro
da faixa (5,0 a 6,0) anteriormente mencionada e da faixa obtida por Marangoni; Moura,
(2011) de 4,9 a 5,3 para as formulacGes de salame tipo Italiano padrdo e com adicdo de
extrato de coentro (Coriandrum Sativum L.) e também bem préximo a faixa obtida de 5,41 a
6,24 por Kurkéubi¢ et al. (2014), para formulagGes de salames com extrato de hisbisco russo
(Kitaibelia vitifolia).

5.5.1.2 Perda de massa
As cinco formulacdes apresentaram perda de massa bem préxima (Tabela 10),
sendo as formulacdes F1 (controle), F4 e F5 (com pd de S. neei) em torno de 44% e as
formulacbes F2 e F3 (com ES) um pouco abaixo, em torno de 42% e 41%, respectivamente,

associado a maior capacidade de retencdo de agua nessas duas formulaces.

Tabela 10 - Perda de massa dos salames durante o periodo de processamento.

Tempo (dias)
Formulacéo 2 7 10 14
F1 21%*  33%*"  39%°  44%*°
F2 19%*°  31%°°  36%°¢  429°°
F3 179%°  29%°  36%°  41%°
F4 18%°  31%°°  38%™"  449%*°
F5 21%°  33%°  39%%  44%°

Formulages: F1 - Controle; F2 — Com substituicdo de 50% dos sais de cura e 100% de eritorbato de sédio por
extrato de S. neei (0,1 g mL™); F3 - Com substituicdo de 25% dos sais de cura e 100% de eritorbato de sédio por
extrato de S. neei (0,1 g mL™); F4 - Com substituicio de 50% de sais de cura, 100% de eritorbato de sédio e 50%
de cloreto de s6dio por pd de S. neei (1,4%); F5 - Com substituicdo de 25% de sais de cura, 100% de eritorbato
de s6dio e 50% de cloreto de sddio por pd de S. neei (1,4%). Letras mindsculas diferentes na mesma coluna ap6s
cada valor significam diferenca significativa (p<0,05) de acordo com o Teste de Tukey.
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A capacidade de retencdo de &gua da proteina carnea é maior no ponto isoelétrico,
por isso, um dos principais motivos do alto teor de umidade e baixa perda de massa das
amostras é o pH (EKICI et al., 2015). A perda de massa reflete a quantidade de agua perdida
pelo embutido durante a secagem, e hd uma grande variacdo dos percentuais encontrados na
literatura, uma vez que depende da formulacdo, matéria-prima, processamento, entre outros
fatores (RUIZ et al., 2014).

No estudo de Mendes et al. (2014), por exemplo, também foi verificado maior
perda de massa em formulacdes de salame tipo Milano adicionados de farinha obtida do
subproduto de vinho (rico em fibras e com alta atividade antioxidante), com percentuais
variando de 30 a 40%, sendo que maiores adi¢cdes de farinha induziram maiores perda de
massa nos produtos acabados, associadas pelos baixos valores e rapida queda de pH nos
produtos adicionados de farinha.

No presente estudo as formulagdes de salame tipo Italiano adicionadas de p6 de S.
neei (F4 e F5), também ricas em fibras e com alta atividade antioxidante, apresentaram baixos
valores de pH, porém a perda de massa nao teve diferenca significativa (p>0,05) com relagédo
ao controle (F1), o que pode estar relacionado a outros fatores que influenciam na perda de
massa de produtos fermentados como a temperatura, umidade relativa, velocidade do ar na
camara de maturacdo, tamanho das particulas na mistura carnea, formulacdo e tipo de
envoltério utilizada (BLOUKAS; PANERAS; FOURNITZIS, 1997; EKICI et al., 2015).

5.5.1.3 Cor

O aspecto visual dos salames tipo Italiano produzidos neste estudo podem ser
verificados na Figura 12, sendo que as formulacGes com ES (F2 e F3) se aproximam mais do
controle (F1) do que as formulag6es com pé de S. neei (F4 e F5).

Pelos resultados apresentados na Tabela 11, verificou-se a reducéo significativa
(p<0,05) no parametro a* em todas as formulacdes com S.neei em comparacdo a formulacao
controle (F1), indicando menor saturacdo da cor vermelha, porém de uma forma pouco
acentuada nas formulacfes com ES (F2 e F3) e muito acentuada nas formula¢ées com po de
S. neei (F4 e F5). Essa descoloracdo também ocorreu em outros estudos, como o de Chen et
al. (2008) que reportaram que a mistura comercial de oleorresina de alecrim, tocoferois e
citrato de sodio na concentracdo de 625 ppm ndo preservaram a cor vermelha da carne de
porco moida durante o armazenamento sob refrigeracdo no escuro em condicgdes aerdbicas por
10 dias.
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Figura 12 — Aspecto visual de cada formulacao de salame inteiro nos diferentes tempos de
processamento.

A — Tempo 0; B — Tempo 7 dias; C — Tempo 14 dias. Da esquerda para direita nas fotos, formulacdes: F1 -
Controle; F2 — Com substituicdo de 50% dos sais de cura e 100% de eritorbato de sodio por extrato de S. neei
(0,1 g mL™); F3 - Com substituicdo de 25% dos sais de cura e 100% de eritorbato de sédio por extrato de S. neei
(0,1 g mL™); F4 - Com substituicdo de 50% de sais de cura, 100% de eritorbato de sodio e 50% de cloreto de
sodio por p6 de S. neei (1,4%); F5 - Com substituicdo de 25% de sais de cura, 100% de eritorbato de sodio e
50% de cloreto de sodio por pé de S. neei (1,4%).

Para as formulagfes com pé de S. neei poderiam ser testadas a adicdo de corantes
naturais vermelhos, adicdo de menor quantidade de p6 de S.neei ou adi¢cdo do pd de S. neei
com uma granulometria maior, uma vez que em testes preliminares foi verificado que a adicao
do p6 de S. neei em concentracdo um pouco menor (1% ao invés de 1,4%), e granulometria
maior (méximo de 1,18 mm ao invés de 0,355 mm) ndo ocasionou essa descoloracdo

acentuada do produto final (Apéndice 3).

Tabela 11 — Parametros de cromaticidade dos salames tipo Italiano ao final do processamento
(tempo 14 dias).

Formulacéo
Parametro F1 F2 F3 F4 F5
L* 41,18 +0,89° 46,71 +0,59° 50,38 +1,29*° 41,64 +1,17° 45,44 +0,53"
a* 18,81+ 0,23 15,96+ 0,42° 1594 +0,61° 6,99+0,12° 7,34 + 0,44°
b* 11,71+0,14° 7,44+045° 9,67+0,24° 998+0,09° 11,27 +0,10°

Valores expressos como média + desvio. L* luminosidade (branco - valores positivos; preto - valores
negativos), a* cromaticidade no espectro do vermelho (+) e verde (-), b*cromaticidade no espectro amarelo (+) e
azul (-). Formulagdes: F1 - Controle; F2 — Com substituicdo de 50% dos sais de cura e 100% de eritorbato de
sodio por extrato de S. neei (0,1 g mL™); F3 - Com substituicdo de 25% dos sais de cura e 100% de eritorbato de
sodio por extrato de S. neei (0,1 g mL™); F4 - Com substituicdo de 50% de sais de cura, 100% de eritorbato de
sodio e 50% de cloreto de sédio por po de S. neei (1,4%); F5 - Com substituicdo de 25% de sais de cura, 100%
de eritorbato de sddio e 50% de cloreto de sodio por p6 de S. neei (1,4%). Letras minusculas diferentes na
mesma linha apds cada valor significam diferenca significativa (p<0,05) de acordo com o Teste de Tukey.

Nas formulacBes com ES (F2 e F3), também houve uma reducdo significativa nos
valores do pardmetro b* (mais azulado), que pode ter sido afetado pela coloragdo do proprio

extrato adicionado, mas um aumento no parametro de luminosidade L* (p<0,05), o que pode
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estar associado a presenca de outros sais, além do NaCl no ES, ocasionando um menor
escurecimento dos salames, como pode-se observar na Figura 13.

O aumento no valor de L* e na capacidade de retencdo de agua também foi
reportado por Gimeno; Astiasaran; Bello, (1998) em salames formulados com uma mistura de
sais (NaCl, KCI e CaCl,), em comparacdo com a formulagdo controle somente com NacCl; e
por Alifio et al., (2010) em presuntos secos e curados formulados com a mistura dos sais KCl,
MgCl, e CaCl, em diferentes proporc¢des, em comparacao com a formulacdo controle somente
com NaCl, em funcdo da maior dificuldade de penetracdo dos cations calcio e magnésio no
masculo, ficando em maior concentracao na salmoura formada durante o processo de salga.

O ES pode ter inibido a formacdo de metamioglobina (MetMb) que €é responsavel
pela cor marrom da carne, inibindo a formacdo de produtos de oxidacédo lipidica primaria e
secundaria que sdo conhecidos por acelerar a oxidacdo de mioglobina (Mb), assim como
reportado por Schilling et al. (2018), no processamento de linguica adicionada de extrato de
alecrim e ché verde.

Mudangas na coloracgdo estdo relacionadas a aceitacao do produto, pois oxidacéo e
isomerizacdo sdo as principais reacfes envolvidas na degradacdo do pigmento. Como
pigmentos séo fortemente relacionado a vitaminas e compostos antioxidantes, sua degradacéao
indica perda de qualidade do produto e afeta a aceitagdo do consumidor (PAIXAO et al.,
2019).

Figura 13 — Aspecto visual do corte transversal dos salames tipo Italiano, nos diferentes
tempos de processamento.

LSRR F9  F4 S

Formulagdes: F1 - Controle; F2 — Com substituicdo de 50% dos sais de cura e 100% de eritorbato de sédio por
extrato de S. neei (0,1 g mL™); F3 - Com substituic&o de 25% dos sais de cura e 100% de eritorbato de sédio por
extrato de S. neei (0,1 g mL™); F4 - Com substituicio de 50% de sais de cura, 100% de eritorbato de sédio e 50%
de cloreto de sédio por p6 de S. neei (1,4%); F5 - Com substituicdo de 25% de sais de cura, 100% de eritorbato
de sddio e 50% de cloreto de sodio por p6 de S. neei (1,4%).
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Dessa forma, as formulagbes com ES (F2 e F3) provavelmente teriam uma
aceitacdo maior do que as formulagbes com pé de S. neei (F4 e F5), pois apresentaram ao

final do processamento (tempo 14 dias) caracteristicas de cor mais proximas ao controle (F1).

5.5.1.4 Dureza

Verificou-se pelos resultados demonstrados na Figura 14, maior dureza nos
salames correspondentes as formulagdes com p6 de S. neei com teor reduzido de sal (F4 e
F5), o que provavelmente esta relacionado a uma réapida acidificagdo no processo
fermentativo, também relatado por Fieira et al. (2018) em que os salames tipo Italiano com
teor reduzido de cloreto de sodio (NaCl) e adicdo de outros tipos de sal (cloreto de potassio -
KCI, cloreto de calcio - CaCl, e cloreto de magnésio - MgCl,) tiveram rapida acidificacdo e

menor pH final.

Figura 14 — Valores de dureza avaliada nas diferentes formulagdes de salame tipo

Italiano.
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Formulagfes: F1 - Controle; F2 — Com substituicdo de 50% dos sais de cura e 100% de eritorbato de sédio por
extrato de S. neei (0,1 g mL™); F3 - Com substituicdo de 25% dos sais de cura e 100% de eritorbato de sodio por
extrato de S. neei (0,1 g mL™); F4 - Com substituicio de 50% de sais de cura, 100% de eritorbato de sodio e 50%
de cloreto de sddio por po de S. neei (1,4%); F5 - Com substituicdo de 25% de sais de cura, 100% de eritorbato
de sodio e 50% de cloreto de sodio por pé de S. neei (1,4%).

A consisténcia do salame aumentou devido a acidificagdo e secagem. Durante a
fermentacdo, o pH diminui e as proteinas miofibrilares se agregam para formar um gel. Apds
a gelificacdo, a secagem € o principal fator que afeta as propriedades reologicas e de ligacdo.
Proteinas ndo-carneas e carne liofilizada também pode aumentar a consisténcia. Quanto mais

rapido o pH diminui, mais firme fica o salame. Portanto, a adicdo de culturas iniciadoras de
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acidificacdo rapida e a presenca de microelementos, como o fon manganés (Mn*?), poderia
encurtar o tempo de producdo porque eles endurecem os salames (ARNAU et al., 2007).

A dureza foi afetada significativamente em alguns estudos pela adicdo de grande
quantidade de aditivos (SUCU; TURP, 2018), como na adicdo de 2% de concentrado de
cenoura preta com 150 mg kg™ de nitrato de sédio no processamento de salame turco que
resultou em decréscimo nos parametros de textura (dureza, elasticidade, coesdo, adesividade,
gomosidade e mastigabilidade) (EKICI et al., 2015) e pela adicdo de fibras dietéticas, como
na adicdo de fibras de trigo, aveia e inulina de 3,5% a 7% no processamento de linguica
chinesa, que reduziu a capacidade de retencdo de agua e aumentou a dureza, sendo maior o
efeito observado nas formulagdes com maior adicdo de fibras (HUANG; TSAI; CHEN,
2011).

A formulacdo F2 com ES em maior propor¢do (50%) apresentou menor dureza
(p<0,05) do que a formulagdo F3 com ES adicionado na formulagdo dos salames em menor
proporcdo (25%). Este resultado pode estar relacionado com a menor perda de massa dessas
formulagGes com relacdo ao controle, como discutido anteriormente. A adi¢cdo do ES
melhorou a capacidade de retencdo de agua, sendo este efeito também observado por por
Kharrat et al. (2018), que constataram menor dureza nos salames adicionados de extrato do
cacto de péra espinhosa vermelha (Opuntia stricta).

As formulagbes com ES (F2 e F3) apresentaram caracteristicas bem proximas ao
controle (F1), o que ndo ocorreu com as formulacdes com pd de S. neei (F4 e F5) que
apresentaram maiores valores de dureza (p<0,05), ndo se enquadrando a textura caracteristica

de salames tipo Italiano.
5.5.1.5 Substéncias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS)

O aumento nos valores de TBARS no periodo de fermentacéo (até o tempo 7 dias)
e depois uma reducdo ao final do processamento (tempo 14 dias) observado na Tabela 12 para
as formulagGes F2 e F4 (com extrato e po de S. neei, respectivamente, e substituicdo de 50%
dos sais de cura) também foi relatado por Cichoski et al., (2011) no estudo realizado com
adicdo de oleo essencial de manjericdo em salame tipo Italiano. Segundo os autores, o
aumento inicial se deve a exposicdo da carne em contato com o oxigénio a uma temperatura
de 20 °C, que na presenca de ions ferro Fe?*, associada a formacgéo de metamioglobina,

inicialmente promovida pelo nitrito de sodio, acelerou a oxidacéo lipidica. J& o decréscimo
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posterior nos valores de TBARS pode ter sido em fungdo de reacdes entre malonaldeido e
proteinas produzindo bases Schiff e outros compostos carbonilicos.

Tabela 12 — Valores de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) nos salames

tipo Italiano
Tempo (dias)
Formulacéo 0 7 14
F1 0,36 +0,03**  0,34+0,00* 0,18 +0,01°°
F2 0,14 +0,05°° 0,43 +0,11"* 0,22 +0,07*B°
F3 0,38+ 0,08"*  0,38+0,08™ 0,19 +0,00%°
F4 0,17 +0,03%*°  0,47+0,13** 0,34 +0,02*B"
F5 0,29 +0,05™*°  0,31+0,00"* 0,38 +0,01*?

Valores expressos em mg de malonaldeido — MDA por kg de salame. Formulagdes: F1 - Controle; F2 — Com
substituicio de 50% dos sais de cura e 100% de eritorbato de sodio por extrato de S. neei (0,1 g mL™); F3 - Com
substituicio de 25% dos sais de cura e 100% de eritorbato de sodio por extrato de S. neei (0,1 g mL™); F4 - Com
substituicdo de 50% de sais de cura, 100% de eritorbato de sodio e 50% de cloreto de sodio por pd de S. neei
(1,4%); F5 - Com substitui¢do de 25% de sais de cura, 100% de eritorbato de sédio e 50% de cloreto de s6dio
por pé de S. neei (1,4%). Letras mailsculas diferentes na mesma linha apds cada valor significam diferenca
significativa (p<0,05) de acordo com o Teste de Tukey. Letras mindsculas diferentes na mesma coluna apds cada
valor significam diferenca significativa (p<0,05) de acordo com o Teste de Tukey.

O resultado obtido no presente estudo com ES (F2 e F3) esteve de acordo com
outros estudos com uso de extrato de plantas em produtos carneos para retardar a oxidagdo
lipidica, como extrato de rosa em linguica fermentada (ZHANG et al., 2017); extrato de folha
de cassis (Ribes nisgrum L.) em linguica frescal (NOWAK et al., 2016); e extrato de acacia
branca (Moringa oleifera L.) em carne moida bovina (FALOWO et al., 2017).

As formulagbes com p6 de salicornia (F4 e F5) tiveram o teor de NaCl reduzido
em 50%, o que pode ter levado a maior oxidacao lipidica, assim como constatado por Zanardi
et al., (2010), em que a substituicdo parcial de NaCl por outros sais como KClI, CaCl, e MgCl,
em salames tipo Cacciatore aumentou a oxidacdo lipidica medida pelos valores de TBARS,
sendo 0,35 mg MDA kg™ (controle) e 0,56 mg kg™ (com substituicéo de NaCl).

Ao final do processamento (tempo 14 dias) todas as formulacGes apresentaram
valores de TBARS dentro do limite considerado seguro (menores que 1 mg de MDA kg™ de
salame) (ERGEZER; KAYA; SIMSEK, 2018). As formulac¢bes adicionadas de ES (F2 e F3)
apresentaram efeito de protecdo contra oxidacdo lipidica comparével a formulacdo controle
(F1). Ou seja, a adicdo de ES se mostrou efetivo como aditivo natural na prevencdo da
oxidacéo lipidica dos salames tipo Italiano, ao substituir o teor de nitrato e nitrito de sodio em
25% e 50%.
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5.5.1.6 Capacidade de sequestro de radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH")

As formulacGes adicionadas de extrato e pO de salicornia (F2 e F5,
respectivamente) apresentaram maior atividade antioxidante se comparado a formulacédo
controle (F1) (p<0,05), sendo que o resultado apresentado ao final do processamento (tempo
14 dias) ndo teve diferenca significativa (p<0,05) com relacdo ao obtido no inicio (tempo 0),
permanecendo praticamente estavel (Tabela 13).

Avaliando as formulagbes com ES (F2 e F3), verifica-se maior atividade
antioxidante na formulacdo F2, na qual houve uma maior reducdo do teor de nitrato e nitrito
de sédio (50%), ao contréario do que se esperava, uma vez que 0s sais de cura também agem
como antioxidantes, e o percentual adicionado de ES foi a mesma (1%) nessas duas
formulagoes.

O ES foi efetivo ao conferir maior atividade antioxidante em salames tipo
Italiano, mesmo reduzindo pela metade o teor de nitrato e nitrito de sddio. O resultado obtido
para a formulacdo F2 também é maior do que o encontrado no estudo de Ekici et al. (2015)
em que esta determinacao de sequestro de radical DPPH" para salames tipo Sukuk (tradicional

na Turquia) com adicdo de 2% (m/m) de pd de cenoura preta na massa carnea foi de 65%.

Tabela 13 —Valores de sequestro de radical DPPH" dos salames tipo Italiano.

Tempo (dias)
Formulagéo 0 7 14
F1 52,1 +1,2°° 74,7+0,0™ 64,3+0,65°
F2 72,9+0,0™ 61,9 +12°° 758+0,6™°
F3 76,5+ 05 67,3 +0,6%° 67,8 +0,3%°°
F4 713+ 4,7 656+1,1°B" 583 +228¢
F5 718+ 14" 756+0,0™ 712+1,9%°

Valores expressos como média + desvio. Formulagdes: F1 - Controle; F2 — Com substituicdo de 50% dos sais de
cura e 100% de eritorbato de sédio por extrato de S. neei (0,1 g mL™); F3 - Com substituicdo de 25% dos sais de
cura e 100% de eritorbato de sédio por extrato de S. neei (0,1 g mL™); F4 - Com substituicdo de 50% de sais de
cura, 100% de eritorbato de sodio e 50% de cloreto de sodio por p6 de S. neei (1,4%); F5 - Com substitui¢do de
25% de sais de cura, 100% de eritorbato de sddio e 50% de cloreto de sodio por p6 de S. neei (1,4%). Letras
maiusculas diferentes na mesma linha apds cada valor significam diferenca significativa (p<0,05) de acordo com
0 Teste de Tukey. Letras minusculas diferentes na mesma coluna ap6s cada valor significam diferenca
significativa (p<0,05) de acordo com o Teste de Tukey.

Ainda sdo poucos os estudos que avaliam a atividade antioxidante do produto
final adicionado com extrato de plantas rico em compostos bioativos, a fim de evidenciar os
efeitos benéficos que o mesmo pode promover (MARTINEZ; NIETO; ROS, 2014; PEREZ-
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BURILLO et al., 2019). Além disso, a atividade antioxidante depende do método de extracdo
adotado e da metodologia de determinacédo escolhida pelos autores, o que dificulta ainda mais

a comparacao dos resultados obtidos com outros estudos na literatura.

5.5.1.7 Composicao quimica

A partir das determinagOes de pH, cor, textura, TBARS e DPPH, as formulages
controle (F1) e com extrato de salicornia (F2 e F3) foram escolhidas para as determinacdes
posteriores de composi¢do quimica (umidade, cinzas, lipideos, proteinas e NaCl) e anélise
microbiolodgica. Ja as formulacGes F4 e F5 com po6 de S. neei foram descartadas, pois estdo
fora das caracteristicas padréo de salame tipo Italiano.

Os salames tipo Italiano com e sem ES do presente estudo mostram que 0S
mesmos se enquadram conforme limites estipulados pela legislacdo (BRASIL, 2003) para
esse tipo de produto com relacéo ao teor de umidade (< 35%), sendo 30%, 34% e 28%, e ao
teor de lipideos (< 32%), sendo 14%, 18% e 23%, para as formulagdes F1, F2 e F3,
respectivamente.

O maior teor de umidade (p<0,05) apresentado pela formulacdo F2 (com ES e
reducdo de 50% dos sais de cura e sem adicdo de eritorbato de sodio) se relaciona com a
textura do produto, uma vez que esta formulacdo apresentou menor dureza e menor perda de
massa com relacdo ao controle conforme dados mostrados anteriormente.

J& o maior teor de lipideos nas formulagdes F2 e F3 (p<0,5) com ES pode ser em
funcdo das amostras coletadas conterem glébulos de gordura animal (toucinho) com maiores
diametros, que refletem a luz, uma vez que essas amostras também apresentaram maior valor
de L* (luminosidade) na determinacdo de cor em relacdo ao controle. Com relagéo ao teor de
cinzas, as trés formulacdes ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05), sendo 7,6%,
6,7% e 5,9%, os resultados obtidos para F1, F2 e F3, respectivamente.

N&o foi possivel determinar o teor de proteinas, devido a grande variagdo dos
resultados obtidos. Possivelmente a metodologia utilizada no presente estudo (micro-
Kjeldahl) ndo é adequada para o produto em questdo, devido alto teor de lipideos, o que
dificulta a homogeneizacdo da amostra. Segundo Mcgill, 1980; Saez-Plaza et al. (2013), a
determinacdo do teor de proteinas em carnes e produtos carneos costumam ter alguns
problemas como a falta de homogeneidade da amostra, varias composi¢des de carne, tempo

limitado de armazenamento antes do inicio da deterioracdo, alto teor de lipideos que podem
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ocasionar a formacdo de espuma durante a fase de digestdo e o alto teor de fibras, que pode
dificultar a trituracéo.

A presenca de cloreto de sédio (NaCl) tem a funcdo de extrair as proteinas
miofibrilares, influenciando na textura do produto, pois aumenta a capacidade de retencdo de
agua e por isso ndo pode ser retirado completamente de produtos carneos (BLESA et al.,
2008; RAYBAUDI-MASSILIA et al., 2019). O maior teor de NaCl (p<0,05), obtido na
formulacdo F2 (4,9%) com relacdo as formulacdes F1 (4,1%) e F3 (4,3%), confirma essa
relacdo, uma vez que essa formulacdo F2 foi a que apresentou menor dureza, conforme dados
apresentados anteriormente (item 5.4.2.4).

A Organizacao Mundial de Saude (OMS) possui um plano de acéo global de 2013
a 2020 focado em quatro doencas cronicas ndo-transmissiveis (DCNT): doencas
cardiovasculares, diabetes, cancer e doencas respiratorias cronicas, reconhecidas como as
principais causas de mortalidade e morbidade no mundo. Entre as agdes propostas estdo:
reduzir em 30% o consumo de sddio na populagdo, parar o crescimento da obesidade e do
diabetes e reduzir a prevaléncia de pressao alta (WHO, 2013).

No Brasil, o consumo médio de sédio excede em mais de duas vezes a ingestao
maxima recomendada pela OMS — de 2 g por dia. Considerando a crescente participacdo de
alimentos industrializados na alimentacdo da populacdo brasileira, é evidente a necessidade de
reduzir a quantidade de sodio desses produtos. Algumas a¢des para a reducao do consumo de
sodio estdo incluidas no plano de acGes estratégicas para o enfrentamento de DCNT,
incluindo a reducdo voluntaria de s6dio em alimentos processados, o aumento da oferta de
alimentos saudaveis, a rotulagem e informagdo ao consumidor e a educacdo e sensibilizacdo
para consumidores, industria e profissionais de saude (BRASIL, 2012; MARTINS, 2014).

O po6 de salicornia, também denominado de sal verde ou biosal, € mais rico em
minerais como calcio e magnésio do que outras espécies do mesmo género e comparado com
0 sal comercial, e seu teor de cloreto de sédio foi aproximadamente de 3 vezes menor
(DONCATO; COSTA, 2018a, 2018b). Além disso, Zhang et al. (2015) investigaram 0s
efeitos de sal obtido de Salicornia bigelovii Torr na pressao sanguinea de ratos. Os resultados
mostraram que o sal de S. bigelovii Torr ndo induziu a hipertensdo, como ocorreu com o sal
comercial. A ingestdo do sal de S. bigelovii Torr também poderia proteger os rins e o figado
contra danos induzida pelo estresse oxidativo e prevenir a hipertenséo.

O ES contém diferentes sais em sua composicdo, além do NaCl, uma vez que sdo

sollveis em agua. Pelo resultado obtido, poderia ser testado em trabalhos futuros a reducdo do
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teor de NaCl na formulacdo de salames com extrato de S. neei, além da redugdo dos sais de

cura em 50%, tornando o produto ainda mais atrativo do ponto de vista nutricional.

5.5.1.8 Analise microbiolégica

Os resultados obtidos para as formulages de salame tipo Italiano F1, F2 e F3

(Anexo 2), resumidos na Tabela 14.

Tabela 14 — Analise microbioldgica dos salames tipo Italiano com e sem extrato de
salicornia.

Staphylococcus Coliformes a

Formulacéo coagulase positiva 45°C Salmonella sp.
F1 <10 UFC g* <10 UFC g* Ausente em 25 g
F2 <10 UFC g* <lI0UFCg!  Ausenteem25g
F3 <10 UFC ¢ <lI0UFCg?  Ausenteem?25g

Formulages: F1 - Controle; F2 — Com substituicdo de 50% dos sais de cura e 100% de eritorbato de sédio por
extrato de S. neei (0,1 g mL™); F3 - Com substituicio de 25% dos sais de cura e 100% de eritorbato de sodio por
extrato de S. neei (0,1 g mL™). UFC — Unidade Formadora de Col6nias.

Os resultados para as trés formulacGes estdo de acordo com os limites maximos
estabelecidos pela legislacdo brasileira da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
Resolucdo (ANVISA) - RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001): Staphylococcus
coagulase positiva (maximo de 5 x 103 UFC g™?), auséncia de Salmonella sp e Coliformes a
45 °C (maximo de 10® UFC g™) em 25 gramas de amostra, em produtos carneos maturados,
como o salame. A substituicdo parcial de nitrato e nitrito de sédio em 25% e 50% na
formulagdo de salame tipo Italiano por extrato de salicornia na concentracio de 0,1 g mL™ foi

efetivo na manutencdo da qualidade microbiolégica do produto ao final do processamento.
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6 CONCLUSAO

No presente estudo melhorou-se a extracdo de compostos fendlicos a partir de
plantas de Salicornia neei, aplicando o plasma a frio (PF) como pre-tratamento a extracdo por
ultrassom, resultando no aumento da atividade antioxidante em 34% no sequestro de radical
DPPH", em comparagdo a extracdo somente por ultrassom.

A extracdo por maceragdo com orbital shaker apoOs pré-tratamento com PF
apresentou alta inibicdo especifica pelas determinacbes de sequestro de radical DPPH" e
ABTS* (IE_DPPH = 7,9% mg™ de fendis e IE_ABTS = 10,9% mg™ de fendis), o que
poderia ser avaliado melhor em trabalhos futuros, identificando quais os compostos fenédlicos
presentes no extrato responsaveis por essa alta atividade antioxidante especifica.

Escolheu-se a extracdo por ultrassom para continuidade dos testes com PF por
apresentar maior teor de fendlicos conjugados e atividade antioxidante. Dentre 0s nove
parametros diferentes de operacdo da camara de PF testados, a extracdo por ultrassom apos
pré-tratamento com PF nos parametros de P = 14 W, p = 2 x 10 mbar, t = 5 min foi escolhida
e 0 ES obtido por este método de extracéo, na concentracdo de 0,1 g mL™ apresentou alta
atividade e baixa atividade antimicrobiana.

A adicdo de 1% (m/m) do ES na massa carnea dos salames tipo Italiano foi
efetivo como aditivo natural ao substituir totalmente o teor de eritorbato de sodio e
parcialmente o teor de nitrato e nitrito de sodio em 50% e 25% sem impactar na qualidade
microbiol6gica, mantendo o pH, os niveis de oxidacdo lipidica e a atividade antioxidante, em
comparacao a formulacdo controle ao final do processamento. Porém, a aplicacdo de 1,4%
(m/m) do pé de salicornia na massa carnea dos salames tipo Italiano teve grande impacto nas
caracteristicas de cor e textura, além de baixos valores de pH e por isso é recomendado o
estudo da adicdo do pd em menor quantidade para viabilizar sua utilizacdo como aditivo
natural.

A formulagdo com ES, redugéo de 25% do teor de nitrato e nitrito de sodio e sem
adicdo de eritorbato se apresenta como uma alternativa viavel para reducdo do uso de
conservantes quimicos em salames, apesar de ligeira reducdo no parametro a* de cor
vermelha, pois também manteve a caracteristica de textura e o teor de NaCl comparavel ao

controle dentro das condicGes testadas neste estudo.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

N&do foi encontrado outro trabalho cientifico que utilizasse o PF como pre-
tratamento da matéria-prima na extracdo de compostos fenolicos por ultrassom até o
momento. A tecnologia de PF poderia ser melhor explorada em trabalhos futuros para
otimizacdo dos parametros de aplicacdo, extracdo de compostos bioativos em outras matrizes
alimenticias e até mesmo para promover modificacbes quimicas desejaveis para formacéo e
obtencdo de novos compostos.

O extrato fendlico obtido a partir de plantas de S. neei apresenta um grande
potencial de aplicacdo ndo s6 no processamento de salames como observado neste estudo,
mas também em outros produtos alimenticios, e até mesmo em embalagens biodegradaveis,
por exemplo, como aditivo natural. Para melhor entendimento do mecanismo de acdo
antioxidante e antimicrobiana do ES, é recomendado identificar os componentes quimicos
presentes no extrato e verificar através da analise de bioacessibilidade dos compostos

fenolicos a sua atividade apds digestdo in vitro.
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ANEXOS

Anexo 1 - Resultado da determinacédo de fibra bruta na amostra de pd de Salicornia neei
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Anexo 2 - Resultado da determinacdo da analise microbioldgica das trés amostras de

salame tipo Italiano
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B — Amostra F2: Com substituicdo de 50% dos sais de cura e 100% de eritorbato de sddio por
extrato de Salicornia (0,1 g mL™)

CBO

Relatdrio de Ensaio

Numera: 019,048 35500
Vercaa: 1
Cliertte: GISLAINE YUKA Y0 BHIKAWA DE FARIA
Contato: Gislainz
Endareca: A/ CIDADE DE PELOTAS CIDADE: RO GRANDE /RS
Qrigam da Amastra: UNN FEDERAL DO RIO GRANDE
Contstao: Gislainz
Endareca: CIDADE:  RID GRANDE /RS
Amostra: SALAME Controle: Fz
Fomecedor: NF:
Fabricante: Cusntidads
Lote: Data Fabricscso: Cats \alidads:
Data da Caoleta Diata Emio Data Recebimento Data Inicio: Dsts Liberac3o
e ipi it 2472018 200072018 DSDemMe
ANALISES RESULTADOS EsPECIFICACAO
Minimo Maxmo Meindo
Peequiss de 2aimonslla sp. em AUS EM 25G _ MA-145 R
259
contzgem de Colformes =10 UFCig MA-137 R2
Termotolerantse [Fecals)
Contagem de EstaMococos <10 UFCig MA-141R2
Coagulaze Poslflva
Comentarios:
METODO:
WAA-12T R2 ADAC OMA - 17.3.04 - 32114, Colform and Eschenichia coll Count in fo0d. Dy Rehyoratsbie Fim
({Peartfim E. coléCoilorm Coum Piste and Pesrifim Colfiom Count Piste Methods. Z1sted 213,
ADAC OMcial Methods of Analyels. 17.4.010 - 355.08. Confinrmed Eschenichia ool Counts In Poulry, ests,
and Seafood. Dry Refydratable Film Method Peirfiim E. coll Coliform Count Pigie. 108 ed 20M2
AFNOR - 3M 01.2 - DSV33C Enumeralion of themmoislerant Coliforme reading 3l colonies.
MA-141 R2 150 5855-1:1355. Microbioiogy' of Tood 3nd animal feeding Stuilfs — Haortzonial method Tor he enumersSon
f COAQUESE-POGIVE STAPhYIDCOCT! (SEPNYIOCOCCLS SUTELS 3Nd DIMEr SPECEES) - P3N 10 Technigue usng
Balg-Parker agar megium. S0 GBET-1-2017. Micnobioiogy Of e food chaln.

Preparation of best sampieE, Infial suspansion and decimal dikfions for mirobiciogical examination. Part 1
- General rules for the preparation of the Il EUspension 3nd decimal diutions.

MA-146 R ADKC ChA- 207103 - SAMonels In 2 'Vansty of Food - VIDAS S3moneds (SLM) Essy Saimonsls
mathod. 108 ed 2012

Viinhos terca-feira, & de agosto de 2010

Responsével pela Liberacio
Enédina S. Altomani
CRQ IV 04417378
R svel Técnico: Oneida Vieira - CRQ IV 04218427

Este relaino de ensalo refere-se mammewmwmmm mmmmmmmm
clente. O reEmono de ensalo Vers3o 2 ou postenor cancels & substitul o o2 vers3o antenor. o a0 chems
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C- Amostra F3: Com substituicdo de 25% dos sais de cura e 100% de eritorbato de soédio por
extrato de Salicornia (0,1 g mL™)

CBO

Relatdrio de Ensaio

Numerna: 019.042 39600
vercaa: 1
Cliente: GIELAINE YUKA YO SHIKAWA DE FARIA
Caontato: Gizlaing
Enderaca: & CIDADE DE PELOTAS CIDADE: RO GRAMDE/RS
Origem ds Amostra: UNN FEDERAL DO RIO GRANDE
Cantate: Gislaine
Enderaca: CIDADE: RO GRAMDE /RS
Amostra: SALAME Controle: F3
Fomecador: NF:
Fabricante: Qusntidads:
Lirte: Dats 'Fdxi[agz'l:l: Cats Valdads:
Diata da Coleta Data Envic Dats Recebiments Data Inicio: Dtz Liberacdo
220728 2470772019 280772018 Dazme
ANALISES RESULTADOS ESPECIFICAGAD
Minimo Nsme Meétodo
Peaquisa de Saimonslla sp. em AUS EM 256G _ Ma-145 R
259
Contagem de Coliformes =10 UFCig MA-137 R2
Termotolerantss [Facala)
Contagem de Estaflococos =10 UFCig MA-141 R2
Coagulase Poslflva
Comentirios:
METODO:
MA-127 A2 ADAT DM, - 17.3.04 - 351 14. Colfarm and Eschenichia coll Count In faod. Dry Rehyorstzbie Flim
{Peirifim E. coliColfiarm Count Piaie and Pedrifim Colfform Count Pizie Mefhods. Zisted. 2013,
ADAL OMcial Mathods of Analyels. 17.4.010 - 25608, Confirmed Eschenichia coll Counts In Poulry, Mests,
and Seafoed. Dry Refydratable Film Method Petrfiim E- coll Coliform Count Piaie. 108 ed 2012
AFMOR - 3M 0172 - D53C Enumeralion of thesmoiolerant Colforme reading all colonies.
Ma-141 R2 ISDGBS&‘I 1355, Micmobicicgy of food and anikmal feeding shulfe — Hortzontal method for the enumesalion
StaphyICCOCS] (SEpMYICCOCTLE SUFELE 3N DMES SPRCiEs) - Pan 1: Technigue using
Emmnﬂm ES0 6857T-1:2017. Micrablology of e food chain.

Preparation of test samples, Infial suspansion and decimal diktions for micrbiciogical examination. Part 1
- Genaral rules Tor e PEparENon of the INKEl ELSPENSIoN 3na d=Cimal diumons.

Ma 146 R ADAC Obie- 2071.03 - STMoNela In 3 Vanaty of Food - VIDAS SImonels (SLW Essy Saimonsla
method. 190 ed 2012

Valinhios terca-feira, § de agosto de 2018

Responsével pela Liberagio
Enédina S. Altomani
CRQ IV 04417378

Respons3vel Técnico: Oneida Vieirs - CRQ IV 04218427

Este r2i3ino de ensalo refere-58 SOMENIE & 3MOetr3 recebida e 50 seneprm.zmpaumpm osmpmenmnbmmp&
mom&mmzwmmemoum oo clems.
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APENDICES

Apéndice 1 - Curva de calibracgéo de acido gélico, com leitura da absorbancia em
espectrofotbmetro no comprimento de onda de 750 nm.
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Apéndice 2 - Curva padréo de Trolox, na faixa de com leitura da absorbancia em
espectrofotbmetro no comprimento de onda de 630 nm.
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Apéndice 3 - Curva padrao de malonaldeido, na faixa de com leitura da absorbancia em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 538 nm.
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Apéndice 4 — Testes preliminares de processamento de salame tipo Italiano com adi¢do
de pé de salicornia (granulometria maxima de 1,18 mm)

A — Da esquerda para direita, formulagdes: F1 - Controle; F2 - Com substituicdo de 50% de sais de cura e 50%
de cloreto de sddi por pé de S. neei (1%); F3 - Com substituicdo de 25% de sais de cura e 50% de cloreto de
sodio por po de S. neei (1%). B - Da esquerda para direita, detalhe do produto final ap6s retirada dos envoltérios:
F1 - Controle; F3 - Com substituicdo de 25% de sais de cura e 50% de cloreto de sodio por p6 de S. neei (1%).



