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RESUMO

As mortadelas sdo produtos carneos embutidos bastante apreciados e consumidos por seu sabor
agradavel e baixo valor comercial, porém, normalmente, apresentam elevados teores de sédio
e gordura saturada em sua composic¢do. Diante do aumento da demanda dos consumidores por
produtos mais saudaveis, pesquisadores e industrias tém buscado estratégias para reduzir esses
nutrientes em produtos carneos. Nesse estudo, objetivou-se avaliar o efeito da substituicao
parcial simultanea de cloreto de s6dio (NaCl) por cloreto de potassio (KCI) e de toucinho por
uma mistura de Oleos de oliva, linhaca e de peixe pré-emulsionados, bem como o efeito da
adicdo de antioxidantes sintético, butil hidroxitolueno (BHT), e natural (extrato de alecrim) na
qualidade de mortadelas reformuladas. Em um primeiro experimento, para avaliar o efeito dos
fatores KCI e mistura de Oleos pré-emulsionados sobre as propriedades sensoriais das
mortadelas, foi empregado um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) com dois
fatores em dois niveis (22), mais quatro pontos axiais € o ponto central, que foi repetido trés
vezes, perfazendo um total de onze formulagdes. Junto com uma formulacdo tradicional
(controle), as formulagdes do DCCR foram analisadas por avaliadores treinados utilizando a
metodologia da Analise Descritiva Quantitativa (ADQ). A partir dos resultados da ADQ, foi
definida uma formulacdo otimizada de mortadela. No segundo experimento, além de uma
formulacédo tradicional de mortadela (MCon), foram preparadas outras trés formulacdes de
mortadela baseadas na formulagdo otimizada no primeiro experimento: mortadelas
reformuladas sem adicdo de antioxidantes (MMix), mortadelas reformuladas com adicdo de
6leos aditivados com BHT (MMix BHT) e mortadelas reformuladas com adicdo de oOleos
aditivados com extrato de alecrim (MMix Alecrim), nas quais foram avaliadas mudancas nas
caracteristicas fisico-quimicas e a estabilidade oxidativa ao longo do armazenamento
refrigerado a 4 °C. No primeiro experimento, foi verificado que as modificacdes realizadas em
algumas formulagfes do DCCR resultaram em diferengas nos descritores cor rosa, sabor
caracteristico de mortadela, sabor de condimento e sabor salgado em relacdo ao controle.
Entretanto, a adicdo de KCI e dos 6leos pré-emulsionados nos niveis do ponto central
permitiram a obtencdo de mortadelas com caracteristicas sensoriais similares ao produto
controle e com reducBes do teor de lipideos totais e da fracdo de &cidos graxos saturados,
diminuicdo da quantidade de NaCl, e aumento do teor conteldo de acidos graxos poli-
insaturadas condizentes com as recomendacGes de saude. No segundo experimento, foi
observado que as mortadelas reformuladas apresentaram ligeiras alteragdes na cor e na textura
instrumentais e maior oxidacdo lipidica durante o armazenamento do que as mortadelas
controle. Entretanto, a adi¢do do extrato de alecrim aos Oleos proporcionou aos produtos
reformulados (MMix Alecrim) estabilidade oxidativa superior ou semelhante ao controle, na
maioria dos periodos avaliados, diferentemente do antioxidante sintético, mostrando-se uma
estratégia eficaz para retardar a oxidacdo lipidica no produto. Dessa forma, considerando os
aspectos avaliados, 0 emprego simultaneo dos substitutos parciais de sal e toucinho, associado
a incorporacdo de um antioxidante natural (extrato de alecrim) a mistura de 6leos podem ser
considerados alternativas promissoras para obter mortadelas com melhor qualidade nutricional.

Palavras-chave: Produtos carneos. Perfil sensorial. Polifendis. Rancimat. Atividade

antioxidante. Omega 3.



ABSTRACT

Mortadellas are meat products much appreciated and consumed for their pleasant taste and low
commercial value, but commonly feature high levels of sodium and saturated fat in their
composition. Due to the increasing consumer demand for healthier products, researchers and
industries have been looking for strategies to reduce these nutrients in meat products. The
objective of this study was to evaluate the effect of simultaneous partial replacement of sodium
chloride (NaCl) by potassium chloride (KCI) and pork-back fat by a pre-emulsified blend of
olive, linseed and fish oils, as well as the effect of the addition of synthetic, butyl
hydroxytoluene (BHT), and natural (rosemary extract) antioxidants in the quality of
reformulated mortadella. In a first experiment, to evaluate the effect of the factors KCI and pre-
emulsified oil blend on the sensory properties of mortadella, a Central Composite Rotational
Design (CCRD) with two-level and two-factor (22) plus four axial points and the central point
was employed, which was repeated three times, resulting in a total of eleven formulations.
Along with a traditional formulation (control), CCRD formulations were analyzed by trained
panelists using the Quantitative Descriptive Analysis (QDA) methodology. From the results of
the QDA, an optimized mortadella formulation was defined. In the second experiment, in
addition to a traditional mortadella formulation (MCon), three other mortadella formulations
were prepared based on the optimized formulation in the first experiment: reformulated
mortadella without the addition of antioxidants (MMix), reformulated mortadella with the
addition of BHT to the oil blend ( MMix BHT) and reformulated mortadella with the addition
of rosemary extract to the oil blend (MMix Rosemary), in which changes in physicochemical
characteristics and oxidative stability were evaluated during cold storage at 4 °C. In the first
experiment, it was verified that the modifications made in some CCRD formulations resulted
in differences in the pink color, characteristic mortadella flavor, condiment flavor and saltiness
descriptors in relation to the control. However, the addition of KCI and pre-emulsified oil blend
at the central point levels allowed the obtaining of mortadella with sensory characteristics
similar to the control product and reduced total lipid content and saturated fatty acid fraction,
decreased NaCl content and increased content of polyunsaturated fatty acids in line with health
recommendations. In the second experiment, it was observed that the reformulated mortadellas
featured slight changes in color and instrumental texture and increased lipid oxidation during
storage compared to the control mortadella. However, the addition of rosemary extract to the
oils provided to the reformulated products (MMix Rosemary) oxidative stability superior or
similar to the control, in most periods evaluated, unlike synthetic antioxidant, presenting an
effective strategy to slow the lipid oxidation in the product. Thus, considering the evaluated
aspects, the simultaneous use of partial substitutes for salt and pork-back fat, associated with
the incorporation of a natural antioxidant (rosemary extract) in the oil blend can be considered
promising alternatives to obtain mortadella with better nutritional quality.

Keywords: Meat products. Sensory profile. Polyphenols. Rancimat. Antioxidant activity.

Omega 3.
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1 INTRODUCAO

As carnes e 0s produtos carneos sdo boas fontes de proteinas de alto valor bioldgico,
minerais, como o ferro, zinco e selénio, e vitaminas do complexo B na dieta. Apesar da presenca
desses nutrientes, algumas categorias de produtos carneos, como as mortadelas, séo vistas por
muitos consumidores brasileiros como ndo saudaveis, devido ao seu alto contetdo de sodio e
de gordura (PIRES; DE NORONHA; TRINDADE, 2019).

As mortadelas sdo embutidos amplamente consumidos em Varios paises e tém grande
importancia econémica para a industria de carnes (FARIA et al., 2015). Em paises como o
Brasil, onde sdo populares devido ao sabor agradavel e baixo valor comercial, esses produtos
desempenham um importante papel na dieta da populacdo (DOS SANTOS ALVES et al., 2017;
HORITA et al., 2011; SALDANA et al., 2015a). Normalmente, esses embutidos apresentam
elevados teores de sodio, em média 1246 mg.100g™* (USDA, 2018), e de gordura animal (de
20% a 30%), e consequentemente, tém alto percentual de acidos graxos saturados (AGS) em
sua composicdo (FARIA et al., 2015).

Diante das recomendacGes de organizacdes de salde para reduzir a ingestdo de sédio e
gordura saturada (FAO, 2010; WHO, 2012; HHS; USDA, 2015) e do aumento da demanda dos
consumidores por produtos mais saudaveis, a comunidade industrial e cientifica tem procurado
unir esforcos no sentido de ofertar alimentos industrializados que além de nutrir, possam atuar
como redutores dos riscos de doencas.

Uma vez que o sal cloreto de sédio (NaCl) é considerado um ingrediente essencial nos
produtos céarneos por suas contribuicbes para o sabor, textura e conservacdo, umas das
principais estratégias para reduzir o NaCl e, provavelmente, a mais amplamente utilizada,
consiste no uso de sais substitutos, em particular o cloreto de potassio (KCI) (DESMOND,
2006; INGUGLIA et al., 2017). Entretanto, a substituicdo ndo pode ser total devido a efeitos
sensoriais indesejaveis como gosto residual amargo e metalico (TOLDRA; REIG, 2011).

Outra estratégia adotada para melhorar o valor nutricional dos produtos carneos consiste
em modificar o perfil lipidico, desfavoravel em funcdo da alta proporcdo de acidos graxos
saturados e colesterol, que podem afetar adversamente a saude do consumidor, por meio da
substituicdo da gordura animal por outras fontes de lipideos (JIMENEZ-COLMENERO et al.,
2015; SALDANA et al., 2018a).

A incorporacgdo de 6leos vegetais e/ou marinhos, que possuem perfil de &cidos graxos

mais condizente com as recomendacdes de saude (menor proporcdo de AGS e maiores
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proporcdes de &cidos graxos monoinsaturados (AGM) e acidos graxos poli-insaturados (AGP),
especialmente dmega 3) tem sido bastante empregada em diferentes produtos carneos,
incluindo mortadelas (CAMARA; POLLONIO, 2015; MARCHETTI; ANDRES; CALIFANO,
2017; SALDANA et al., 2018a, 2018b).

No entanto, o aumento de &cidos graxos insaturados (AGI), principalmente AGP,
aumenta a suscetibilidade dos produtos carneos reformulados & oxidacéo lipidica (TRIKI et al.,
2013), que é uma das principais causas da deterioracdo desses produtos. A maior propensao a
oxidacdo lipidica pode ser mitigada, em muitos casos, pela utilizacdo dos 6leos na forma pre-
emulsionada ou encapsulada e/ou pela adigéo de antioxidantes (BOLGER et al., 2017).

Antioxidantes sintéticos como butil hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno (BHT),
terc-butil hidroquinona (TBHQ) e galato de propila (GP), que apresentam baixo custo e alta
eficiéncia, sdo amplamente utilizados na industria carnea como 0s principais recursos para
retardar a oxidacéo lipidica (DE ALMEIDA et al., 2015). Entretanto, hd um crescente interesse
em utilizar antioxidantes naturais em funcdo da maior aceitabilidade pelos consumidores e por
causa de potenciais efeitos toxicolégicos e carcinogénicos associados aos sintéticos (KUMAR
etal., 2015; RIBEIRO et al., 2019).

Entre os antioxidantes naturais, o extrato de alecrim é comumente utilizado pelas
indUstrias de alimentos para ampliar a vida de varios produtos, por causa da sua forte eficacia
antioxidante e seu custo-beneficio (ERDMANN et al., 2015; XIE et al., 2017).

Resultados promissores da utilizacdo de extrato alecrim para inibir a oxidacéo lipidica
em produtos ricos em acidos graxos poli-insaturados 6mega 3 (AGP n-3) como em 6leo de
linhaca (WANG et al., 2018) e em hamburguer com substituicdo parcial de gordura animal por
6leo de chia foram reportados recentemente (HECK et al., 2018, 2019).

Tanto a utilizacdo de sais substitutos do NaCl como a substituicdo da gordura animal
por 6leos vegetais ou de origem marinha, em diferentes niveis, tém sido estudadas como
estratégias para a elaboracdo de produtos carneos mais saudaveis. Entretanto, sdo poucos 0s
relatos na literatura do emprego simultdneo dessas duas estratégias de reformulacdo em
mortadelas.

Diante do exposto, objetivou-se avaliar as substitui¢fes parciais simultaneas de NaCl e
de toucinho por KCI e uma mistura de 6leos de linhaga, oliva e de peixe pré-emulsionados, bem
como os efeitos da adicdo de antioxidante sintéticos (BHT) ou natural (extrato de alecrim) na
qualidade de mortadelas reformuladas, como alternativas para desenvolvimento de um produto

carneo com melhor qualidade nutricional.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 OBTENCAO DE CARNES E PRODUTOS CARNEOS MAIS SAUDAVEIS

A crescente compreensao da relacdo entre a dieta, ingredientes alimentares especificos
e a saude tem levado os consumidores a tornarem-se mais preocupados com a saude,
conduzindo-0s a uma tendéncia de aumento no interesse em alimentos que ndo sO sejam
saudaveis e nutritivos, mas também confiram beneficios adicionais & saide (GRASSO et al.,
2014; OLMEDILLA-ALONSO; JIMENEZ-COLMENERO; SANCHEZ-MUNIZ, 2013).

A carne e os produtos carneos sdo geralmente reconhecidos como boas fontes de
proteinas de elevado valor bioldgico, vitaminas do complexo B, minerais e oligoelementos,
entre outros. No entanto, a imagem para os consumidores € relativamente negativa devido ao
envolvimento desses alimentos em doencas prevalentes nas sociedades ocidentais, como
doencas cardiovasculares, cancer e obesidade (TOLDRA; REIG, 2011).

Muitas das conotacdes negativas associadas aos produtos carneos podem ser superadas
pela reducdo dos componentes tidos como ndo saudaveis, tais como sédio, gordura saturada e
nitrito, e simultanea substituicdo por ingredientes que tenham um efeito de promocao da satde,
resultando em produtos mais atraentes para os consumidores preocupados em reduzir possiveis
riscos a saude associados ao consumo de produtos carneos (GRASSO et al., 2014).

A reformulacédo de produtos carneos (com diferentes niveis de desintegracdo estrutural,
cominuidos, moidos, reestruturados) é uma das abordagens mais importantes para remover,
reduzir, aumentar, adicionar e/ou substituir diferentes componentes, a fim de desenvolver
produtos carneos com melhor valor nutricional, e consequentemente, mais saudaveis
(JIMENEZ-COLMENERO et al., 2015).

2.2 RECOMENDACOES DE AGENCIAS E ENTIDADES DE SAUDE QUANTO A
INGESTAO DE GORDURAS E DE SODIO

Considerando as evidéncias cientificas, particularmente no que diz respeito ao papel dos

acidos graxos no crescimento e desenvolvimento neonatal e infantil, manutencdo da salde,
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prevencdo de doencas cardiovasculares, diabetes e cancer, a Organizacdo das Nagdes Unidas
para Agricultura e Alimentacdo (FAO) e a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) elaboraram
um relatdrio conjunto que contém recomendacdes de ingestdo sobre o total de gorduras e de
acidos graxos (FAO, 2010). Essas recomendacGes sdo expressas como porcentagem do total de
energia da dieta. De acordo com essas indicacdes, para adultos, a ingestéo de gordura total deve
contribuir entre 20% e 35% do total de calorias, os AGS ndo podem exceder 10%, o total de
AGP deve corresponder entre 6% e 11% e o nivel de ingestdo superior toleravel de acidos
graxos trans deve ser menor do que 1%. A faixa de distribuicdo aceitavel para o acidos graxos
poli-insaturados 6mega 6 (AGP n-6) e dmega 3 deve ser de 2,5% a 9% para 6mega 6 e de 0,5
a 2% Omega 3. A ingestdo de acido a-linolénico (ALA) deve ser maior do que 0,5% das calorias
e a soma dos acidos eicosapentaenoico (EPA) e docosa-hexaenoico (DHA) deve variar entre
250 mg a 2 g por dia.

Nas diretrizes dietéticas para americanos compreendidas para o periodo de 2015 a 2020
(HHS; USDA, 2015), uma das recomendacfes chave apresentadas é limitar a ingestdo de
calorias a partir de gorduras saturadas a menos de 10% por dia, baseada nas evidéncias de que
a substituicdo de gorduras saturadas por gorduras insaturadas esta associada com risco reduzido
de doenca cardiovascular.

Com relacdo ao nutriente sodio, a Organizagdo Mundial de Salde recomenda uma
reducdo da ingestdo de sodio para menos de 2000 mg por dia (ou 5 g de sal) para reduzir a
pressdo arterial e o risco de doenca cardiovascular, acidente vascular cerebral e doenca
coronariana em adultos (WHO, 2012a).

Quanto ao consumo de potassio, considerando as evidéncias de que o aumento da
ingestdo desse mineral reduz a presséo arterial e a forte relacdo positiva entre presséo arterial e
doenca cardiovascular e doenga cardiaca coronaria, a recomendacao é para aumentar a ingestao
desse nutriente a partir dos alimentos, sendo sugerido um consumo de potassio de pelo menos
90 mmol por dia (3510 mg por dia) para adultos (WHO, 2012b).

No Brasil, uma estimativa de consumo de sodio no periodo de 2008-2009 revelou que a
guantidade diaria de sédio disponivel para consumo nos domicilios brasileiros foi de 4,7 g para
ingestdo diaria de 2000 kcal, mantendo-se mais de duas vezes superior ao limite recomendado
de 2 g por dia (SARNO et al., 2013). E destacado ainda nessa estimativa que embora o sodio
disponivel para consumo seja oriundo principalmente do sal de cozinha e de condimentos a
base de sal, quase 20% do mineral advém de alimentos processados com adicéo de sal, cuja
contribuicdo ultrapassa 25% nos domicilios de maior renda.
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2.3 MODIFICACOES NO CONTEUDO DE GORDURA E PERFIL DE ACIDOS GRAXOS
EM PRODUTOS CARNEOS E REFLEXOS NA QUALIDADE

Produtos carneos emulsionados ou embutidos podem conter até 37% de gordura. O alto
teor de gordura de tais produtos resulta num obsticulo de consumo por pessoas que Sa0
propensas a doencas cardiovasculares e/ou sofrem de sobrepeso (WEISS et al., 2010).

Devido as suas implicacGes para a saude, os lipideos estdo entre os componentes que
tém recebido mais atencdo, em termos quantitativos e qualitativos, com relacdo ao
desenvolvimento de produtos carneos mais saudaveis (OLMEDILLA-ALONSO; JIMENEZ-
COLMENERO; SANCHEZ-MUNIZ, 2013).

As estratégias para modificacdo do tipo de &cidos graxos e conteudo de gordura em
produtos carneos incluem abordagens que alteram as praticas de producdo animal (genética e
alimentacdo) e os processos de reformulacdo dos produtos carneos processados.

A deposicao de lipideos em tecidos animais pode ser enddgena ou exogena, fornecida
pela alimentacdo (deposicdo direta). Numerosas pesquisas de alimentacdo animal tém sido
realizadas na tentativa de aumentar o contetido de AGM e AGP nos tecidos animais. O contetdo
de AGM na carne pode ser aumentado pelo incremento de AGM na dieta animal. Dietas
envolvendo plantas (6leos vegetais, plantas ricas em AGP n-3, forragens) e fontes marinhas
(peixe ou algas) tém sido utilizadas com sucesso para aumentar significativamente AGP em
carnes (OLMEDILLA-ALONSO; JIMENEZ-COLMENERO; SANCHEZ-MUNIZ, 2013).

Com relacdo a melhoria do teor de gordura dos produtos carneos utilizando estratégias
de reformulacdo, trés objetivos principais tém sido identificados: reducéo da gordura total (e o
valor energético), reducdo do colesterol e modificacdo dos perfis de &cidos graxos (JIMENEZ-
COLMENERQO et al., 2015). Formulac@es contendo carnes mais magras, quantidades de dgua
mais elevadas, lipideos de origem vegetal ao inves de recursos animais e outros ingredientes,
tais como substitutos de gordura, em combinacdo com alteracbes nas condicdes de
processamento podem permitir que os perfis e as concentracGes de lipideos em produtos carneos
sejam modificados (WEISS et al., 2010).

No entanto, a substituicdo da gordura animal em produtos carneos é um enorme desafio
tecnoldgico. Embora seja um ingrediente de alto teor caldrico nas formulagdes, a gordura
animal possui uma grande e positiva contribuicdo em termos de maciez, suculéncia, sabor e
outros atributos importantes de qualidade (SCHMIELE et al., 2015).
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Por exemplo, em produtos carneos finamente moidos, se o teor de gordura é reduzido e
0 contetdo de carne é aumentado simultaneamente para compensar a perda de gordura, a
intensidade da cor vermelha e a firmeza dos produtos aumentam, e a retencdo de dgua diminui
(WEISS et al., 2010). Por outro lado, a substituicdo de gordura por agua aumenta as perdas
exsudativas e de cozimento e também afeta a textura e a suculéncia do produto (MARCHETTI,
ANDRES; CALIFANO, 2014).

Para evitar ou minimizar esses problemas, varios sistemas hidrocoloides com elevada
capacidade de ligacdo a agua que sdo capazes de promover a formacdo de géis foram
examinados quanto a sua capacidade para substituir a gordura (WEISS et al., 2010). O emprego
de diferentes proteinas (proteinas de soja, concentrado de proteinas do soro de leite, proteinas
do plasma bovino, ovalbumina e caseinato de sddio) e carboidratos (alginato, carragena, goma
konjac, amido de arroz, inulina, outras fibras e prebioticos, entre outros) tem sido avaliado em
diferentes produtos carneos com reducdo de gordura e/ou modificacdo do perfil de &cidos
graxos (BERIAIN et al., 2011; FELISBERTO et al.,, 2015; HERRERO et al., 2012;
MARCHETTI; ANDRES; CALIFANO, 2013; RODRIGUEZ FURLAN; PADILLA;
CAMPDERROS, 2014; SALCEDO-SANDOVAL et al., 2013; TOMASCHUNAS et al.,
2013).

A modificacdo dos contetdos e perfis lipidicos em carnes processadas por meio de
estratégias de processamento baseia-se geralmente na substituicdo (em maior ou menor grau)
da gordura animal normalmente presente no produto por outra gordura, de origem vegetal ou
marinha, cujas caracteristicas estejam mais em consonancia com as recomendacdes de salde,
isto €, com menores propor¢des de AGS e maiores propor¢des de AGM ou AGP, melhores
proporcdes de AGP n-6/n-3 e AGP/AGS (JIMENEZ-COLMENERO, 2007).

A tecnologia desenvolvida para incorporar lipideos vegetais € marinhos naturais ou
processados em produtos carneos varia da adi¢do direta, na forma de 6leos ou sélidos (6leos
saturados e interesterificados), a incorporacao na forma encapsulada ou emulsionada ou como
parte de ingredientes vegetais. Nestas condicOes, diferentes 0leos vegetais (oliva, algodéo,
milho, soja, amendoim, etc.), 6leos marinhos (peixes e algas) ou combinagdes destes tém sido
utilizados para substituir parcialmente a gordura animal em produtos carneos frescos, cozidos
e fermentados (JIMENEZ-COLMENERO, 2007; JIMENEZ-COLMENERO et al., 2015).

Oleos vegetais sdo fontes ricas de AGM, de AGP e livres de colesterol. A fim de
melhorar a sua qualidade nutricional, varios produtos carneos tém sido elaborados utilizando
6leos de oliva, girassol de alto teor de &cido oleico, linhaca, soja, amendoim, palma, entre

outros. Embora alguns destes 6leos tenham sido utilizados para promover o conteudo de AGM,
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outros sdo usados essencialmente por seus contetdos de AGP, ou mais especificamente AGP
n-3. Além de fornecer uma fonte de varios acidos graxos que promovem a salde, os 6leos
vegetais tém sido usados porque contém uma ampla gama de outros compostos bioativos,
alguns deles antioxidantes (JIMENEZ-COLMENERO, 2007).

Dos 6leos vegetais, o de oliva € um dos que tem recebido mais atencéo, principalmente
como fonte de AGM. Trata-se do 6leo vegetal mais monoinsaturado e que tem um alto valor
bioldgico, atribuido a uma alta proporcéo de vitamina E para AGP (JIMENEZ-COLMENERO,
2007; LOPEZ-LOPEZ et al., 2009).

Uma boa fonte vegetal de 6mega 3 € o0 6leo de linhaga (GALLARDO et al., 2013). Nesse
6leo, a concentracdo de ALA varia de aproximadamente 40% a 60%. Outros constituintes
bioativos, tais como o &cido linoleico e acido oleico estdo presentes a niveis de 15%
(WILLIAMS et al., 2007).

Uma vez que as fontes primérias de EPA e DHA na dieta sdo produtos marinhos, por
exemplo, peixe e marisco (PELSER et al., 2007), o dleo de peixe € a principal fonte dietética
de AGP n-3 (CACERES; GARCIA; SELGAS, 2008).

Embora a adicdo individual de qualquer um destes 6leos melhore o perfil de acidos
graxos dos produtos carneos, pode-se obter uma melhor aproximacao aos perfis lipidicos ideais
(mais alinhados com as recomendacdes de saide), utilizando combinacGes destes para substituir
gorduras animais (SALCEDO-SANDOVAL et al., 2013).

No entanto, a troca de gordura saturada por 6éleos insaturados nao é facilmente realizada
em muitos tipos de alimentos, porque 6leos e gorduras desempenham papéis diferentes na
qualidade, vida de prateleira e aceitabilidade dos alimentos. Além disso, a substituicdo de
gorduras saturadas por insaturadas é limitada pela sua susceptibilidade a rancidez oxidativa, o
que diminui a vida util do produto, provoca a destruicdo de vitaminas e forma compostos
potencialmente toxicos (VIEIRA; MCCLEMENTS; DECKER, 2015). Por essas razfes, a
substituicdo da gordura animal por oOleos representa um grande desafio para a industria de

produtos carneos.
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2.3.1 Incorporacéo de pré-emulsbes 6leo em dgua em produtos carneos com modificacédo
do perfil lipidico

Muitas pesquisas tém abordado a incorporacgéo de pré-emulsdes de diferentes 6leos para
modificar o contetdo e/ou perfil de acidos graxos de produtos carneos. Alguns exemplos de
trabalhos realizados com incluséo de 6leos vegetais ou marinhos para substituicdo parcial e/ou

total da gordura animal, estdo apresentados no Quadro 1.

Quadro 1 - Exemplos de incorporacdo de pré-emulsdes Oleo em &gua utilizadas para

modificacdo do conteudo e/ou perfil de acidos graxos em produtos carneos

Produtos

Oleos

Emulsificantes

Referéncias

Caseinato de sédio,
proteina isolada de

Mistura de 0leos de | soja ou uma mistura | (DELGADO-
Salsicha Frankfurter | oliva, linhaga e |de caseinato de | PANDO et al,
peixes sodio, proteina | 2010Db)
isolada de soja e
transglutaminase
Proteina isolada de
soja ou mistura de
Salsicha Frankfurter | Oleo de oliva proteina isolada de | (HERRERO et al.,
soja, caseinato de | 2012)
sodio e
transglutaminase
Embutido de frango | < . Proteina isolada de | (MENEGAS et al.,
Oleo de milho )
fermentado soja 2013)
Embutido - Proteina isolada de (SALMINEN;
emulsionado cozido | Oleo de peixe soro de leite HERRMANN;
de carne suina WEISS, 2013)
M Mistura de Oleos de | Proteina isolada de | (BERASATEGI et
ortadela Bologna . .
linhaca e alga soja al., 2014a)
§ . Proteina isolada de | (BERASATEGI et
Mortadela Bologna | Oleo de linhaca so0ja al., 2014b)
. _ . o (CAMARA;
Mortadela Bologna | Oleo de linhaca Caseinato de sddio POLLONIO, 2015)
Embutido Oleo marinho Proteina concentrada g%’%%%‘;gﬂ

emulsionado cozido

do leite e carragenas

CALIFANO, 2017)

Mistura de 6leos de

Proteina concentrada

(SALDANA et al.,

Mortadlela oliva, canola e peixe do leite e alginato de 2018a)
sodio
i . Proteina concentrada ~
Mortadela Mistura de oleos de | e alginato de (SALDANA et al,

oliva, canola e peixe

sédio

2018b)
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Uma pré-emulséo é uma emulsdo 6leo em dgua com um emulsificante, tipicamente uma
proteina de origem ndo-cérnea, elaborada antes da fabricacdo dos produtos carneos e adicionada
aos mesmos durante o processamento como um ingrediente gorduroso. A tecnologia de pré-
emulsdo de 6leo com uma proteina ndo-carnea melhora a capacidade de ligacdo de gordura do
sistema, uma vez que os 6leos podem ser estabilizados ou imobilizados numa matriz de proteina
(JIMENEZ-COLMENERQO, 2007; JIMENEZ-COLMENERO et al., 2015).

Como pode ser observado no Quadro 1, a maioria dos estudos de reformulacdo de
produtos carneos, com modificacdo no perfil de acidos graxos, emprega emulsdes 6leo em adgua
preparadas principalmente com proteinas como caseinato de sodio e proteina de soja para
estabilizar os 6leos utilizados como substitutos de gordura animal.

Essas emulsdes podem ser preparadas de diferentes maneiras, no dia anterior
(CAMARA; POLLONIO, 2015; DELGADO-PANDO et al., 2010b; HERRERO et al., 2012)
ou mesmo no dia do processamento do derivado carneo (MENEGAS et al., 2013) em que serdo

adicionadas.

2.4 REDUCAO DE SODIO EM PRODUTOS CARNEOS

Héa evidéncias conclusivas de que o atual consumo elevado de sal é o principal fator que
aumenta a pressao arterial e, portanto, uma das principais causas de doencas cardiovasculares
e doencas renais em todo o mundo (CAMPBELL; NEAL; MACGREGOR, 2011; HE;
JENNER; MACGREGOR, 2010). A presséo arterial elevada, a hipertensdo e as doengas néo
transmissiveis relacionadas estao entre os problemas de satde publica mais importantes a nivel
mundial e sdo necessarios esforcos renovados (incluindo abordagens ndo-farmacolégicas) para
enfrentar este quadro (ABURTO et al., 2013).

A correlagdo positiva entre a ingestéo excessiva de NaCl e doengas cronicas resulta em
demanda significativamente crescente dos consumidores por produtos com niveis reduzidos de
sodio e estimula o desenvolvimento de produtos alimenticios de baixo teor de sodio por
processadores de carne em todo o mundo (WU et al., 2015).

Os produtos carneos estdo entre os principais contribuintes para a ingestdo de sodio na
dieta, em paises desenvolvidos (BROWN et al., 2009). Na Irlanda, por exemplo, as carnes
curadas e processadas contribuem com 20,5% da ingestdo de sodio (DESMOND, 2006). A
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principal fonte de sodio nos produtos carneos é o NaCl que é adicionado durante o
processamento (RUUSUNEN; PUOLANNE, 2005).

O NaCl é o principal ingrediente da carne processada devido a suas propriedades
conservantes, sua capacidade de afetar o gosto e melhorar o sabor do produto e a sua capacidade
funcional para solubilizar as proteinas miofibrilares que é necessaria para aumentar a ades&o e
coesdo nos produtos carneos (INGUGLIA et al., 2017).

NaCl ¢é provavelmente o mais eficaz e versatil ingrediente antimicrobiano usado em
alimentos e continua a ser uma das ferramentas mais eficazes para o desenvolvimento de
produtos alimentares seguros (TAORMINA, 2010). Os efeitos antimicrobianos do sal baseiam-
se na sua capacidade de reduzir a atividade da agua (Aa), que é definida como a quantidade de
agua livre disponivel para o crescimento de micro-organismos (INGUGLIA et al., 2017).

O sal também afeta o gosto salgado e sabor caracteristico do produto carneo, por isso,
um problema particular em produtos carneos com baixo teor de sal é que ndo s6 o gosto salgado
percebido, mas também a intensidade do sabor caracteristico do produto carneo diminui,
quando o sal é reduzido (RUUSUNEN; PUOLANNE, 2005).

Uma das principais fun¢des do sal em carnes processadas € a solubilizacdo das proteinas
miofibrilares na carne. Isso ativa as proteinas para aumentar a hidratacdo e capacidade de
ligacdo a 4gua, aumentando as propriedades de ligacdo das proteinas para melhorar a textura.
A elevacdo da capacidade de retencdo de agua da carne reduz a perda por cocgdo,
incrementando assim a maciez e a suculéncia do produto carneo (DESMOND, 2006). A
presenca de sal também aumenta a viscosidade das massas carneas, facilitando a incorporacédo
de gordura para formar massas estaveis (DESMOND, 2006; TERRELL, 1983).

O NacCl ¢ ainda um ingrediente de baixo valor comercial e 0 uso de qualquer substituto
é susceptivel de reduzir o rendimento e aumentar os custos da producdo (PAULSEN et al.,
2014). Devido as suas fungdes essenciais nos produtos carneos, os efeitos da utilizagdo de
quantidades reduzidas de sal devem ser cuidadosamente considerados.

A estratégia mais simples para diminuir o conteddo de sddio em produtos carneos
consiste na reducdo direta do sal adicionado ao produto, mesmo que somente uma reducao
parcial seja possivel devido as contribuicdes tecnoldgicas do cloreto de s6dio, como descrito
anteriormente (TOLDRA,; REIG, 2011).

De acordo com Inguglia et al. (2017), o método da reducdo de sal por furtividade
consiste na reducdo gradual do sal em alimentos processados durante um longo intervalo de
tempo. Devido a esta abordagem gradual, a modificagdo na salinidade ndo ¢é detectada pelos

consumidores. Entretanto, os referidos autores enfatizam que, embora possa ajudar a reduzir o
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consumo de sodio, esta estratégia apresenta algumas limitagGes. Em primeiro lugar, € uma
abordagem demorada. Adicionalmente, para ser eficaz, precisa ser aplicada em uma escala
industrial. Mesmo que a adaptacéo a um sabor menos salgado pudesse ser conseguida, em geral,
apenas uma quantidade limitada de sal poderia ser realisticamente reduzida sem tornar o
produto desagradavel. Além disso, como o sal faz parte do sistema conservante, pode resultar
em uma reducdo na vida util do produto como consequéncia do seguimento desta estratégia de
reducao.

Ainda segundo Inguglia et al. (2017), as abordagens atuais para reduzir o contetdo de
sodio em alimentos processados e produtos carneos consistem nas seguintes estratégias:
reducdo de sal na dieta, baseada na avaliacdo sensorial e aceitagéo de produtos, por substituicéo
de NaCl com uma mistura de sais com baixo teor de sddio; utilizacdo de intensificadores de
sabor, tais como glutamato monossddico ou extrato de levedura; alteracdes na forma fisica de
sal; e melhoria da difusdo de sal através de tratamento de alta pressdo ou tecnologia de
ultrassom.

Uma das principais estratégias utilizadas para reduzir a quantidade de sodio em produtos
carneos € a substituicdo de NaCl por outros sais que tém funcGes microbioldgicas e sensoriais
semelhantes (CAMPAGNOL et al., 2011), KClI, cloreto de calcio (CaCl,) e cloreto de magnésio
(MgCly), por exemplo, ou sais ndo clorados, separadamente ou em misturas (RUUSUNEN;
PUOLANNE, 2005). Mascaradores de sabores indesejaveis sao comumente utilizados nesses
produtos (DESMOND, 2006).

O KCI é provavelmente o mais comum substituto de sal utilizado em alimentos com
baixo ou reduzido teor de s6dio (DESMOND, 2006; INGUGLIA et al., 2017; RUUSUNEN;
PUOLANNE, 2005) e parece ser a melhor alternativa para reduzir a quantidade de sédio em
produtos carneos (CAMPAGNOL et al., 2011).

Segundo Toldra e Reig (2011), a substituicdo de NaCl por KCI é uma estratégia facil
para diminuir o teor de soédio em produtos carneos embora, em altas taxas de substituicao,
efeitos sensoriais indesejaveis (gosto residual amargo e metalico) sdo relatados. Um problema
semelhante é encontrado com a substituicdo por cloreto de célcio ou cloreto de magnésio porque
algum gosto residual metélico pode ser relatado em concentragbes menores. Esse fato torna
necessario estudar cuidadosamente a proporcao correta de cada sal (TOLDRA; REIG, 2011).

No Quadro 2, estdo apresentados alguns exemplos de estudos nos quais a substitui¢éo
parcial do NaCl por KCI, isolado ou em mistura com outros sais, na presenga ou auséncia de
mascaradores e/ou intensificadores de sabor, é apontada como uma alternativa viavel para

produzir diferentes produtos carneos com teor de sddio reduzido.
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Quadro 2 - Exemplos do emprego do cloreto de potéssio (KCI), isolado ou em mistura com outros sais, em substituicdo parcial do cloreto de sddio
(NaCl) em produtos carneos

Produtos carneos Substitutos do NaCl | Porcentagem  de | Mascaradores e/ou | Referéncia
avaliados substituicéo do | intensificadores de  sabor
NaCl obtida empregados
Carnes bovina e de frango | \ 50% Ervas e especiarias (CARVALHO et al., 2013)

marinadas

KCI ou misturas de lactato

Salsicha frankfurter de potassio e ascorbato de | 40% - (CHOI et al., 2014)
calcio
. Glutamato monossaddico,
Emputldo fermentado KCI 75% inosinato dissodico, guanilato (DOS  SANTOS et al,
cozido o . . 2014)
disodico, lisina e taurina
, KCI, CaCl, ou mistura de | .,
Salsicha frankfurter de KCl e CaCl, 25% - (HORITA et al., 2014)
Bacon curado a seco KCI 40% - (WU etal., 2014, 2015)
Salame KCI, CaCl, ou mistura de 50% i (DOS SANTOS et al.,
de KCl e CaCl; 2015)
Lacon (produto céarneo | KCI ou misturas de KClI, 0 i
Espanhol) CaCl e MaCly 70% (LORENZO et al., 2015)
. : . (MARCHETTI;
Em_butldo emulsionado KCI e tripolifosfato de 570 i ANDRES: CALIFANO,
cozido sodio
2017)
Mortadela tipo Bologna KCI 50% Lisina e fumaca liquida (DOS SANTOS ALVES et

al., 2017)
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Em estudos realizados com mortadelas, foram relatadas reducdes de 50% do NaCl
com adicdo de KCI isolado (DOS SANTOS ALVES et al., 2017) ou em mistura com
outros cloretos (HORITA et al., 2011).

Horita et al. (2011) verificaram que é possivel reduzir 50% do NaCl, utilizando
combinac0es de cloretos de potassio, magnésio e calcio com 0s ajustes necessarios para
otimizar as propriedades sensoriais (MgCl. 25%, KCI 25%) ou estabilidade da emulséo
(CaCl, 25% e KCI 25%) de mortadelas com baixo teor de gordura.

Dos Santos Alves et al. (2017) constataram que a substituicdo de 50% por NaCl
por KCI nédo teve impactos negativos nas propriedades tecnoldgicas, fisico-quimicas e
microbioldgicas do produto com baixo teor de gordura. A substituicéo, no entanto, afetou
a qualidade sensorial ao reduzir o sabor salgado e conferir um sabor amargo, adstringente
e metélico. A adicdo de lisina (1%) e/ou de fumaca liquida (0,1%) foi capaz de suprimir
os defeitos sensoriais indesejaveis causados pelo KCI (DOS SANTOS ALVES et al.,
2017).

2.5 ANTIOXIDANTES EM PRODUTOS CARNEOS

Os processos oxidativos que ocorrem durante 0 processamento e 0
armazenamento estdo entre as principais causas de deterioracdo de carnes e produtos
carneos. Nesses produtos, a deterioracdo oxidativa causa descoloragdo, desenvolvimento
de odor e sabor desagradaveis, perdas nutricionais de componentes como vitaminas,
acidos graxos e aminoacidos essenciais e formacdo de compostos potencialmente toxicos
como peroxidos de acidos graxos, hidroperéxidos de colesterol e radicais peroxil
(LORENZO et al., 2019).

A oxidacdo de AGI é um fendmeno complexo, enzimatico ou ndo-enzimatico, que
ocorre na presenca de oxigénio e é induzido ou catalisada por fatores como calor, luz,
fotossensibilizadores, metais e espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio
(ERN) (MARIUTTI; BRAGAGNOLO, 2017).

De acordo com Mariutti e Bragagnolo (2017), os processos nao-enzimaticos
podem ocorrer por dois mecanismos, a auto-oxidacdo e a foto-oxidacdo, dependendo da

presenca de oxigénio tripleto (*0,) na auto-oxidacéo e de oxigénio singleto (*O2) na foto-
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oxidacgdo. Ainda segundo esses autores, 0 processo de oxidacdo enzimatico, que ocorre
por acdo de lipoxigenases, ndo é preponderante em carnes e produtos carneos.

A auto-oxidag&o, o principal mecanismo em alimentos como a carne e derivados,
envolve uma cadeia de reacbes que podem ser divididas em trés fases: iniciacao,
propagacdo e terminacdo, sendo descritas em muitos estudos (BREWER, 2011;
MARIUTTI; BRAGAGNOLDO, 2017; SOCRIER et al., 2018; SOHAIB et al., 2016)

Na iniciagdo, que ocorre na presenga de um iniciador como a luz, calor, metais
e/ou ERO e ERN, um atomo de hidrogénio (H*®) € subtraido de um acido graxo insaturado,
formando um radical alquil (R®).

Durante a fase de propagacao, em condicOes aerdbicas, os radicais livres formados
reagem com o oxigénio triplete para formar o radical peroxil (ROO*®). Os radicais peroxil,
instaveis devido a sua natureza reativa, subtraem um atomo de hidrogénio (H®) de outros
acidos graxos formando hidroperoxidos (ROOH), que sdo os produtos primarios da
reacdo de oxidacgdo. Os hidroperdxidos ndo tem odor ou sabor, mas, na presenca de calor,
ions metélicos e/ou luz, eles podem se decompor em compostos como aldeidos (hexanal,
4-hidroxi-2-transnonenal, malonaldeido), cetonas, alcoois, acidos organicos volateis,
éteres e hidrocarbonetos que sdo os produtos secundarios da oxidacdo. Alguns desses
compostos sao responsaveis por sabor e odor desagradaveis. As principais caracteristicas
da fase de propagacdo sdao alto consumo de oxigénio, aumento de perdxidos e
hidroperdxidos, e alteracdes das caracteristicas sensoriais dos alimentos.

Na terminacdo, radicais peroxil acumulados irdo reagir entre si resultando em
compostos ndo radicais. A combinagdo entre os radicais peroxil ocorrerd formando
compostos intermediarios instaveis que se decompdem numa ampla gama de compostos
estdveis ndo radicais. Nessa fase, o consumo de oxigénio e a quantidade de
hidroperdxidos diminuem, as alteraces fisicas tém inicio e as mudangas sensoriais
aumentam.

Para prevenir ou retardar as reagdes de oxidacdo, a industria adiciona
antioxidantes na formulacdo de produtos carneos (CUNHA et al., 2018). Antioxidantes
sd0 compostos ou sistemas que retardam a auto-oxidacdo pela inibicdo da formagéo ou
pela interrupcdo da propagacéo dos radicais livres (BREWER, 2011). Baseados no modo
de acdo podem ser divididos em dois tipos: antioxidante primario, que reage diretamente
com os radicais lipidicos e os converte em produtos relativamente estaveis, a maioria age
doando o atomo (H°®-); e antioxidantes secundarios que podem atuar quelando ions
metalicos capazes de catalisar processos oxidativos, capturando oxigénio, absorvendo
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radiacdo ultravioleta ou decompondo hidroperdxidos em espécies nao radicais (KUMAR
etal., 2015).

Antioxidantes sintéticos como butil hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno
(BHT), terc-butil hidroquinona (TBHQ) e galato de propila (GP), que apresentam baixo
custo e alta eficiéncia, sdo utilizados na industria carnea como 0s principais recursos para
retardar a oxidacdo lipidica (DE ALMEIDA et al., 2015). Porém devido & maior
preocupacdo dos consumidores com efeitos adversos & salde relacionados com o
consumo desses aditivos, ha um interesse crescente da inddstria carnea para utilizar
produtos naturais em detrimento dos sintéticos (DE ALMEIDA et al., 2015; KUMAR et
al., 2015).

Os antioxidantes naturais extraidos de vegetais podem ser encontrados em
qualquer parte da planta, como frutas, sementes, folhas, raizes e cascas. A maioria desses
antioxidantes sdo compostos fendlicos, e os mais importantes sdo os tocoferois,
flavonoides e &cidos fendlicos, que sdo adicionados a uma extensa variedade de
alimentos, com a finalidade de prevenir ou retardar a oxidag&o lipidica (KUMAR et al.,
2015).

2.5.1 Extrato de alecrim

O alecrim (Rosmarinus officinalis L) é uma planta da familia Lamiaceae, nativa
do Mediterraneo, utilizada mundialmente como saborizante e conservante de alimentos
(CHAUL et al., 2017).

Essa planta aromatica pode ser adicionada diretamente ao alimento ou incorporada
na embalagem como agente antioxidante e antimicrobiano. Tanto o 6leo essencial quanto
0 extrato de alecrim sdo considerados seguros para sua utilizacdo prevista por entidades
reguladoras como o Departamento de Alimentos e Medicamentos dos Estados Unidos
(FDA) e a Comissao Europeia (RIBEIRO-SANTOS et al., 2015).

O extrato das folhas de alecrim é um dos mais populares antioxidantes naturais
utilizados pelas industrias de alimentos. Sua potente atividade antioxidante est4 associada
a presenca de compostos fendélicos (AZIZKHANI; TOORYAN, 2015). Os trés principais
componentes do extrato de alecrim sdo o acido carnosico, carnosol e o acido rosmarinico.

Outros compostos fendlicos extraidos juntamente com os trés principais sdo subprodutos
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minoritarios incluindo os diterpenos, flavonoides, derivados do &cido hidroxicinamico e
até alguns dos constituintes do dleo essencial (XIE et al., 2017).

Recentemente, foram reportados resultados promissores da utilizagcdo de extrato
alecrim para inibir a oxidacdo lipidica em produtos carneos (PEREIRA et al., 2017), em
oleo de linhaca (WANG et al., 2018), bem como em produto carneo com substituicdo
parcial de gordura animal por dleo rico em AGS n-3 (6leo de chia) (HECK et al., 2018,
2019).

Embora a aplicacdo do extrato de alecrim puro como antioxidante seja limitada
devido ao seu forte sabor caracteristico, alguns alimentos contendo alecrim, como 6leos

e produtos cérneos, tem uma alta aceitacdo do consumidor (ERDMANN et al., 2015).

2.6 MORTADELA

Os termos "mortadela”, "mortadella” e "bologna" sdo internacionalmente
utilizados para identificar embutidos cozidos curados feitos de carne picada e cortes de
gordura emulsionados e caracterizados pelos grandes cubos de toucinho presentes
(RINALDI et al., 2011). Mortadella é uma iguaria italiana tradicional de Bolonha, sendo
o0 produto original feito apenas de carne e gordura suina e também contém, dependendo
da qualidade do produto, emulsédo de pele de porco e/ou tripas cozidas (FEINER, 2006).

No Brasil, a mortadela é definida como o produto cérneo obtido da emulsao de
carnes de diferentes espécies animais, com adi¢ao ou nao de toucinho, de pele, de mitdos
e de partes animais comestiveis, de ingredientes e de condimentos especificos, embutido
em envoltorio natural ou artificial de calibre proprio em diferentes formas, e submetido a
processo térmico caracteristico (BRASIL, 2017).

Esses embutidos sdo bastante apreciados e consumidos devido, principalmente, ao
seu sabor agradéavel e baixo valor comercial (SALDANA et al., 2015a). Segundo dados
do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2010), a aquisi¢cdo domiciliar per
capita do produto no pais é, em média, de 0,827 kg/ano. Os maiores registros de consumo
domiciliar foram verificados nas regides Sul (1,599 kg) e Nordeste (0,815 kg).

De acordo com a composi¢cdo da materia-prima e das técnicas de fabricacao, esse
produto pode ser classificado em diferentes categorias (BRASIL, 2000): mortadela,
mortadela tipo Bologna, mortadela Italiana, mortadela Bologna e mortadela de carne de
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ave.

A mortadela pode conter carnes de diferentes espécies de animais de agougue,
carnes mecanicamente separadas (CMS), até o limite maximo de 60%; miudos
comestiveis de diferentes espécies de animais de agougue (estbmago, coracdo, lingua,
figado, rins e miolos), pele e tenddes no limite de 10% (méax.) e gorduras.

Na mortadela tipo Bologna, devem ser utilizadas carnes bovina e/ou suina e/ou
ovina e CMS até o limite maximo de 20%, mitdos comestiveis de bovino e/ou suino e/ou
ovino, pele e tendGes no limite de 10% (max) e gorduras.

Nas mortadelas Italiana e Bologna, devem ser utilizados apenas porgdes
musculares de carnes de diferentes espécies de animais de acougue e toucinho para as
primeiras, e por¢des musculares de carnes bovina e/ou suina e toucinho para as Gltimas.
A mortadela Bologna deve ser embutida na forma arredondada. Em ambos dos tipos de
mortadelas, ndo € permitida a adicdo de amido.

Além da carne de ave, podem ser empregados na fabricacdo das mortadelas de
carne de ave, CMS, no maximo de 40%, até 5% de miudos comestiveis de aves (figado,
moela e coragdo) e gordura.

A legislacdo (BRASIL, 2000) estabelece também um teor maximo de gordura para
0s produtos. As mortadelas podem conter até 30% de gordura. Para as mortadelas de
classificacdo Bologna e Italiana, o teor permitido é ainda maior (35%).

Além do alto teor de gordura de origem animal e, consequentemente, elevado
percentual de AGS (FARIA et al., 2015), as mortadelas contém, normalmente, elevados
teores de sddio em sua composicdo, em média 1246 mg.100g™ (USDA, 2018), o que
contribui para que esses produtos tenham percepcao negativa por muitos consumidores
(PIRES; DE NORONHA; TRINDADE, 2019; SALDANA et al., 2015b).

Diante da popularidade das mortadelas e da demanda dos consumidores por
produtos mais saudaveis, varios estudos recentes tém abordado estratégias de
reformulacdo desses embutidos, que incluem desde a reducdo de gordura e/ou
modificaco do perfil lipidico (CAMARA; POLLONIO, 2015; DA SILVA et al., 2019;
FARIA et al., 2015; SALDANA et al., 2015b, 2018a, 2018b), reducéo ou substituico
parcial do cloreto de s6dio (CAMPAGNOL et al., 2017; DOS SANTOS ALVES et al.,
2017; PIRES et al., 2017) até a adicdo de antioxidantes naturais (ABREU et al., 2015;
BALDIN et al., 2018; DE ALMEIDA et al., 2015).
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3 MATERIAL E METODOS

As mortadelas foram processadas no Laboratorio de Tecnologia de Carnes e Derivados,
do Centro de Tecnologia, da Universidade Federal da Paraiba e as analises fisico-quimicas,
microbioldgicas e sensoriais foram realizadas nos Laboratdrios de Analise Fisico-Quimica
(LAFQ/CTDR/UFPB), de Anéalise Quimica de Alimentos (LAQA/CT/UFPB), de
Processamento de Alimentos (LPA/CTDR/UFPB), de Tecnologia de Alimentos
(LTA/CT/UFPB), de Anélise Sensorial de Alimentos (LASA/CT/UFPB) e no Ndcleo de
Pesquisa e Extensdo de Combustiveis e de Materiais (NPE-LACOM/UFPB).

Foram realizados dois experimentos cujas etapas estdo apresentadas na Figura 1.

Figura 1- Etapas de realizagdo dos experimentos
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O primeiro experimento envolveu a avaliagdo dos efeitos das substituicdes parciais
simultaneas do NaCl por KCI e do toucinho por uma mistura 6leos de oliva, linhaca e de peixe
pré-emulsionados nas caracteristicas sensoriais de mortadelas. A partir dos resultados do
primeiro experimento, foi definida uma formulacdo otimizada de mortadela na qual os niveis
de substituicdo de NaCl e toucinho empregados ndo promoveram alteragdes significativas nas
propriedades sensoriais do produto.

No segundo experimento, foram avaliadas as mudancas nas caracteristicas fisico-
quimicas e na estabilidade oxidativa da formulacdo otimizada de mortadela ao longo do
armazenamento refrigerado, bem como o efeito da adi¢do de antioxidantes sintético (BHT) ou
natural (extrato de alecrim) na prevencao da oxidacdo lipidica.

3.1 EXPERIMENTO 1

3.1.1 Material

As mortadelas foram processadas utilizando cortes comerciais de carne bovina magra
(acém) e toucinho obtidos de distribuidores comerciais de Jodo Pessoa, Paraiba. Apds a
completa remocéo da gordura aparente e de aponeuroses da carne, o toucinho sem pele e a carne
foram moidos, separadamente, em um moedor (C.A.F., Brasil) com disco de 6 mm e
armazenados sob congelamento a -18 °C até o processamento das mortadelas. Todos 0s
experimentos foram realizados com as mesmas matérias-primas.

Como substitutos parciais do toucinho nas mortadelas, foram utilizados 6leos de oliva
(Olea europaea L.), linhaga (Linum usitatissimum L.) e de peixe (Mundo dos Oleos, Brasilia-
DF, Brasil). Na pré-emulsificacdo dos oleos, foi utilizada proteina isolada de soja (Inga
Alimentos, Maringa — PR, Brasil).

Os demais ingredientes e aditivos utilizados foram cloreto de sodio (Lebre, Norsal,
Brasil), cloreto de potassio (Labsynth, Brasil), fecula de mandioca (Zaeli, Brasil), tripolifosfato
de sddio (Labsynth, Brasil), acido ascorbico (Northeast Pharm, China), nitrito de sodio (Adicel,
Belo Horizonte - MG, Brasil), alho e pimenta preta em p6 adquiridos no comércio de Jodo
Pessoa. Para embutir as mortadelas, foram utilizados envoltérios artificiais de 50 mm de

diametro (Norpack, Minas Gerais, Brasil).
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3.1.2 Planejamento experimental

Para avaliar o efeito dos fatores KCI e mistura de 6leos de oliva, linhaca e de peixe pré-
emulsionados sobre as propriedades sensoriais das mortadelas, foi empregado um
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) com dois fatores em dois niveis (22), mais
quatro pontos axiais e o ponto central, que foi repetido trés vezes, perfazendo um total de onze
ensaios (Tabela 1). Os dois niveis de KCI (0,5% e 1%) e da mistura de 6leos pré-emulsionados
(3,5 e 10,5%) testados corresponderam a substituicdes de 25% e de 50% nos teores de NaCl e
de 25% a 75% do toucinho empregados na formulacdo controle. Dessa maneira, em cada
formulacédo, a quantidade total de gordura adicionada foi resultado da adicdo dos 6leos pré-
emulsionados na quantidade estabelecida no DCCR complementada pelo toucinho. De forma
semelhante, a quantidade de sal adicionada foi o resultado da adigdo do KCI na quantidade
estabelecida no DCCR complementada pelo NacCl.

Tabela 1 - Niveis de cloreto de potassio (KCI) e da mistura dos 6leos de linhaca, de peixe e de
oliva pré-emulsionados adicionados nas mortadelas como substitutos parciais do cloreto de
sodio e de toucinho, respectivamente

Ensaios KCI Mistura de 6leos pré-emulsionados
0.100 g* codificado g.100 g* codificado
F1 0,5 -1 3,5 -1
F2 0,5 -1 10,5 1
F3 1 1 3,5 -1
F4 1 1 10,5 1
F5 0,4 -1,414 7 0
F6 1,1 1,414 7 0
F7 0,75 0 2,05 -1,414
F8 0,75 0 11,95 1,414
F9 0,75 0 7 0
F10 0,75 0 7 0
F11 0,75 0 7 0

Em paralelo aos ensaios do DCCR, foi elaborada uma formulagdo controle de
mortadela, sem qualquer substituto de gordura e de NaCl, contendo 14 g.100 g de toucinho e
2 g. 100 g de NaCl, cujas propriedades foram avaliadas para efeito de comparagdo com as das

amostras experimentais, totalizando 12 tratamentos (Tabela 2).
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Tabela 2 - Formulagdes das mortadelas com adicdo de cloreto de potéssio (KCI) e uma mistura de 6leos pré-emulsionados em substituicao parcial

de cloreto de sodio (NaCl) e toucinho, respectivamente

Ensaios
Egglrgg'gﬂt)es Controle  F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11
Carne magra 58 58 58 58 58 58 58 58 58 58 58 58
Toucinho 14 105 35 105 35 7 7 1195 2,05 7 7 7
Oleos pre- ; 35 105 35 105 7 7 205 11,95 7 7 7
emsylsmnados
Agua ; 147 442 147 442 295 205 0,86 503 205 295 2095
Proteina ] 0,18 0,55 0,18 0,55 0,37 0,37 0,11 0,63 0,37 0,37 0,37
isolada de soja
Oleo de oliva ; 082 245 082 245 1.64 164 048 279 1.64 1.64 1.64
ﬁ#ﬁiga de 070 209 070 209 140 140 041 238 140 140 140
Oleo de peixe ; 033 098 033 098 065 065 019 112 065 065 065
Cloreto de sodio 2 15 15 1 1 16 09 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25
(NaCl)
Cloreto de
sotéssio (KCI) ; 05 05 1 1 04 11 0.75 075 075 075 075
Gelo 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
Fécula de g 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
mandioca
STgéFi’g"fOSfato de g3 03 03 03 03 03 03 03 03 03 03 03
Acido ascorbico 0,05 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005
Condimentos 0635 0635 0635 0635 0635 0635 0635 0635 0635 0635 0635 0635
Nitrito de sodio 0015 0015 0015 0015 0015 0015 0015 0015 0015 0015 0015 0015
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3.1.3 Processamento das mortadelas

A partir da formulacdo controle foram elaboradas as formulagcdes experimentais
(Tabela 2), baseadas na substituicdo parcial de NaCl por KCI e na substituicdo parcial do
toucinho pela mistura de 6leos de oliva, linhaca e de peixe pré-emulsificados de acordo
com Delgado-Pando et al. (2010a).

A mistura de 06leos foi composta por 44,39% de 0leo de oliva, 37,87% de Gleo de
linhaca e 17,74% de 6leo de peixe. Na pré-emulsificacdo, agua, proteina isolada de soja
e a mistura de 6leos foram empregados nas proporc¢des de 8:1:10 (p:p:p). Inicialmente, a
agua e a proteina isolada de soja foram homogeneizadas por 2 minutos em um
processador de alimentos (Mixer Viva R11366, Philips Walita). Em seguida, a mistura de
oleos foi adicionada e emulsificada por 3 minutos (DELGADO-PANDO et al., 2010a).

As mortadelas foram processadas (Figura 2) de acordo com o procedimento
utilizado por Dos Santos Alves et al. (2017). A carne magra moida, o cloreto de sédio e
o tripolifosfato de sodio foram cominuidos no cutter (G. Paniz, Brasil) por 2 minutos. Em
seguida, foram adicionados lentamente os ingredientes restantes, o toucinho moido e o0s
6leos pré-emulsionados, que foram homogeneizados por 2,5 minutos. Durante a
trituracdo, a temperatura da massa carnea ndo excedeu 10 °C. A massa cérnea foi colocada
em uma embutideira (Modelo EL 10, Metvisa, Brasil) e ensacada em envoltérios
artificiais de 50 mm de diametro (Norpack, Minas Gerais, Brasil), resultando em produtos
de aproximadamente 300 g. As mortadelas foram cozidas por imersdo em um banho-
maria cuja temperatura foi elevada gradualmente: 60 °C durante 30 minutos, 70 °C
durante 30 minutos e 80 °C até a temperatura interna do produto atingir 72 °C. A
temperatura interna das amostras foi verificada utilizando-se um termémetro colocado no
centro geométrico do produto. Ap6s o cozimento, as mortadelas foram imediatamente

resfriadas em banho de gelo e, em seguida, foram armazenadas sob refrigeracdo (4 °C).
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Figura 2 - Etapas de processamento das mortadelas com substitui¢do parcial de toucinho
e de cloreto de sodio

Cloreto de sodio Carne bovina moida Gelo

»

Trituragcao em cutter

Nitrito de sédio

Cloreto de potéssio

Tripolifosfato de sédio 2 min. Condimentos
Trituracao em cutter Fécula de mandioca
i Acido ascorbico
Envoltérios 2.0 min, _
e Toucinho moido
artificiais | , Embutimento . ,
Oleos pré-
(50 mm de _
i e ~N emulsionados
diametro) .
Cozimento

60 °C por 30 min.
70 °C por 30 min.
80 °C até Tipierna= 72 °C
\_ J

Resfriamento

Armazenamento
refrigerado (4 °C)

3.1.4 Analises fisico-quimicas

Os teores de umidade, proteinas e cinzas foram determinados de acordo com as
metodologias 950.46B, 981.10 e 920.153 da Association of Official Analytical Chemists
(AOAC, 2005). As medidas de atividade de agua e de pH foram realizadas utilizando um
instrumento analisador de Aa (AquaLab Dew Point, Decagon, USA) e um pHmetro de
bancada (modelo PHS-3E, Even, China), respectivamente. Os lipideos totais foram

determinados utilizando metodologia de Folch, Lees e Sloane-Stanley (1957).
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3.1.5 Extracdo e determinacao do perfil lipidico

Os lipideos das mortadelas foram extraidos de acordo a metodologia de Folch,
Lees e Sloane-Stanley (1957) e a preparacdo dos ésteres metilicos dos acidos graxos
contidos no extrato lipidico foi realizada de acordo com a metodologia de Hartman e Lago
(1973) . O perfil de acidos graxos foi determinado utilizando um cromatégrafo gasoso
(VARIAN 430-GC, California, USA), equipado com detector de ionizacdo de chama e
coluna capilar de silica fundida (CP WAX 52 CB, VARIAN) com dimensdes de 60 m de
comprimento x 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 um de espessura do filme. A vazdo
do gas de arraste (hélio) foi de 1 mL/min. A temperatura inicial da coluna foi de 100 °C,
aumentando-se 2,5 °C por minuto até atingir 240 °C, permanecendo nessa temperatura
por 20 minutos, totalizando 76 minutos. A temperatura do injetor foi mantida em 250 °C
e a do detector em 260 °C. Aliquotas de 1 uL do extrato esterificado foram injetadas em
injetor tipo Split/Splitless (razdo 1:100) a 250 °C. Os cromatogramas foram registrados
em software tipo Galaxie Chromatography Data System. Os acidos graxos foram
identificados por comparacdo dos tempos de retencdo dos ésteres metilicos das amostras
com padrdes de acidos graxos. Para a quantificacdo, por normalizacdo das areas dos
ésteres metilicos, foi utilizado como padrdo interno o C19:0 (Sigma-Aldrich, USA) e os

resultados foram expressos em percentual de area.

3.1.6 Avaliacdo da qualidade microbioldgica

Antes da realizagdo da avaliagdo sensorial, as mortadelas foram submetidas a
avaliacdo da qualidade higiénico-sanitaria. Foram realizadas determinacdes de coliformes
a 45 °C (UFC/qg), estafilococos coagulase positiva (UFC/g), clostridio sulfito redutor
(UFC/g) , Salmonella sp. (presenca ou auséncia em 25 g) para verificar a adequagédo dos

produtos aos padrdes estabelecidos na legislacédo brasileira (BRASIL, 2001).
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3.1.7 Avaliacdo sensorial

Apds a aprovacdo do projeto de pesquisa pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Universitario Lauro Wanderley HULW/UFPB (CAAE 47909615.2.0000.5183,
Anexo A) as mortadelas foram submetidas a testes sensoriais por avaliadores treinados,
empregando-se o método da Analise Descritiva Quantitativa (ADQ), desenvolvido por
Stone et al. (1974).

Para compor a equipe da ADQ, foram recrutados avaliadores voluntarios entre
estudantes de Engenharia de Alimentos e de pés-graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos do Campus I, da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), por meio do
preenchimento de um questionario de recrutamento (Apéndice A). Com base nas
informacBes coletadas nos questionarios, foram pré-selecionados para participar das
sessdes de anélise sensorial, 35 avaliadores maiores de 18 anos, alfabetizados, de ambos
0s géneros, em boas condicOes de salde, sem deficiéncias fisicas ou fisioldgicas que
limitem sua percepc¢do sensorial, com interesse e disponibilidade para participar de
sessOes. Nestes avaliadores, foi verificada a habilidade em detectar propriedades
sensoriais dos alimentos através da realizacdo de testes de escala, reconhecimento de
odores, identificacdo de gostos basicos e testes triangulares. Apds esses testes, foram
selecionados 17 avaliadores.

Os avaliadores selecionados foram reunidos para discussdo dos atributos a serem
avaliados, das suas respectivas definigdes e de referéncias de intensidade para 0s extremos
das escalas de avaliacdo de cada um desses atributos.

Apds escolha dos termos descritores e das referéncias mediante consenso da
equipe (Apéndice B), foi elaborada a ficha de avaliacdo das amostras com escalas ndo
estruturadas de 9 cm (Apéndice C) ancoradas nos extremos com 0S termos
correspondentes as intensidades minima e maxima do atributo, a esquerda e a direita,
respectivamente.

Foram conduzidas trés sessGes de treinamento, nas quais foram avaliadas as
formulacdes elaboradas. Durante as sessdes, os avaliadores tiveram a sua disposi¢do uma
lista com as defini¢Oes dos termos descritivos e foram orientados para avaliar as amostras
de referéncia de cada atributo (padrdes) antes das amostras em analise.

Para a selecéo da equipe final, os avaliadores analisaram quatro amostras do

produto, em trés repeticdes. Os dados coletados foram tabulados e submetidos a Anélise
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de Variancia (ANOVA) de dois fatores (amostra e repeticdo) por avaliador, para cada
descritor avaliado. Foram selecionados 13 avaliadores com bom poder de discriminagéo
entre amostras (Pamostra<0,50), boa reprodutibilidade (prepeticio>0,050) e concordancia com
0 restante da equipe (DAMASIO; COSTELL, 1991).

Os 13 avaliadores selecionados avaliaram as amostras, em trés repeticdes. Para
evitar a fadiga sensorial, foram avaliadas 4 amostras por sessao, totalizando 9 sessfes. A
intensidade dos atributos das amostras foi avaliada em escalas ndo estruturadas de 9 cm,
utilizando-se o mesmo modelo de ficha utilizado nos treinamentos e na selecéo final dos
avaliadores.

As fatias das mortadelas com 0,3 cm de espessura foram servidas de forma
balanceada, em pratos descartaveis codificados com nimeros aleatérios de trés digitos.
Um copo contendo agua mineral também foi servido aos avaliadores para limpeza do
palato entre as amostras.

Os dados obtidos foram tabulados e submetidos a anélise de variancia (ANOVA)
para analise de trés efeitos (amostra, avaliador, interacdo amostra x avaliador) segundo

recomendacdes de Ellendersen e Wosiacki (2010).

3.1.8 Andlise estatistica

Os efeitos das variaveis independentes sobre os descritores sensoriais das
mortadelas foram investigados usando metodologia de superficie de resposta. As médias
dos resultados das variaveis respostas de cada um dos onze experimentos do DCCR foram
submetidas a Analise de Variancia (ANOVA) para testar a significancia dos efeitos e

verificar a adequacéo da funcdo polinomial de segunda ordem dada pela Equagéo 1:

y = Po+ Pixs + Baxy + Praxixy + PraXi + Porxs 1)

Onde y é a variavel dependente ou resposta; as variaveis independentes
codificadas séo representadas por X1 e Xz, indicando KCI e os 6leos pré-emulsionados,
respectivamente e Po, Pi, Pii € Pij sAo coeficientes de regressdo (Po - constante, PBi -
coeficientes lineares, Pii - coeficientes dos termos quadraticos e ij - coeficientes de

interacéo).
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A significancia dos efeitos e do modelo matematico completo para cada variavel
resposta foi avaliada pelo teste F ao nivel de confianca de 95,0% (p <0,05). A propor¢ao
de variancia explicada pelos modelos polinomiais obtidos foi dada pelo coeficiente de
determinacdo mdltiplo (R?), e a adequacdo do modelo foi verificada usando o teste da
falta de ajuste. O processamento dos dados foi realizado com o software Statistica versao
5.0 (STATSOFT, 1995).

3.2 EXPERIMENTO 2

3.2.1 Material

As mortadelas foram processadas utilizando cortes comerciais de carne bovina
magra (acém) e toucinho obtidos de distribuidores comerciais em Jodo Pessoa, Paraiba.
Apbs a completa remocéo da gordura aparente e de aponeuroses da carne, o toucinho sem
pele (20,57% de umidade, 0,29 % de cinzas, 6,29% de proteinas e 72,10% de lipideos) e
a carne (75,59% de umidade, 1,01% de cinzas, 20,84% de proteinas e 2,00% de lipideos)
foram moidos, separadamente, em um moedor (C.A.F., Brasil) com disco de 6 mm e
armazenados em congelamento a -18°C até o processamento das mortadelas.

Como substitutos parciais de toucinho nas formulagdes de mortadela, foram
utilizados 6leos de oliva (Olea europaea L.), linhaca (Linum usitatissimum L.) e de peixe
(Mundo dos Oleos, Brasilia-DF, Brasil). Na pré-emulsificacdo dos 6leos, foi utilizada
proteina isolada de soja (Inga Alimentos, Maringa — PR, Brasil).

Os demais ingredientes e aditivos utilizados foram cloreto de sodio (Lebre,
Norsal, Brasil), cloreto de potassio (Labsynth, Brasil), féecula de mandioca (Zaeli, Brasil),
tripolifosfato de sédio (Labsynth, Brasil), &cido ascorbico (Northeast Pharm, China),
nitrito de sodio e BHT (Adicel, Belo Horizonte - MG, Brasil), alho, pimenta preta em pé
e as folhas de alecrim adquiridos no comércio de Jodo Pessoa. Foram utilizados

envoltorios artificiais de 50 mm de diametro (Norpack, Minas Gerais, Brasil).
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3.2.2 Obtencéo e caracterizacdo da atividade antioxidante do extrato de alecrim

3.2.2.1 Preparacéo do extrato de alecrim

As folhas de alecrim foram trituradas em processador (Pratic Blender Cadence,
BLD300) e, em seguida, o material foi submetido ao peneiramento (peneira de 48 mesh
com abertura de 300 mm). O p6 obtido foi imerso em alcool etilico absoluto 99,8% (1:7,5;
m/v, g do p6é seco/mL de solvente) e a mistura foi submetida a agitacdo a 191 rpm, na
temperatura de 30 °C, por 3 horas, em uma incubadora (Tecnal, TE-420). Apos a filtracéo
a vacuo, os extratos foram secos a 40 °C em estufa a vacuo (Tecnal TE-395, -700 mmHg).
Apos a eliminagdo do solvente, o extrato de alecrim foi acondicionado em frasco de vidro

ambar com tampa rosqueada e mantido sob refrigeracdo até a utilizagéo.

3.2.2.2 Determinacédo do contetdo total de fendlicos (CTF) do extrato de alecrim

O conteudo total de fendlicos do extrato de alecrim foi determinado pelo método
de Folin-Ciocalteu (SLINKARD; SINGLETON, 1977) com algumas modificacdes
conforme descrito por Alcéntara et al. (2019). Uma aliquota de 180 pL do extrato (1
mg.mL? em etanol) foi transferida para um tubo de ensaio contendo 60 uL de reagente
de Folin-Ciocalteu e 2,58 mL de agua destilada. A mistura foi agitada e ap6s 1 minuto,
180 pL de Na,COs (15%) foram adicionados. Apoés a incubacdo das solugdes por 2 h em
temperatura ambiente, a absorbancia da mistura foi medida a 760 nm. O &cido gélico foi
utilizado na curva padréo (0,001-0,020 mg/mL em etanol) e os resultados foram expressos

em termos de equivalente de acido galico (mg EAG/g de extrato).

3.2.2.3 Sequestro do radical livre DPPH?® (2,2-difenil-1-picrilhidrazila)

O radical livre estavel DPPH?* foi usado para determinar a atividade sequestradora
de radicais do extrato de alecrim de acordo com Brand-Williams, Cuvelier e Berset
(1995), com modificacOes de Silva et al. (2006). Primeiramente, uma solucdo do extrato
de alecrim em etanol (0,5 mg.mL™ foi preparada. Depois de realizar testes prévios,
quantidades apropriadas de solucdo etandlica de DPPH® (23,6 pg.mL™) foram
adicionadas as amostras do extrato afim de obter concentracdes finais de 5 a 15 pg.mL™.
Aliquotas da solucdo contendo o extrato de alecrim (0,5 mg.mLt) foram misturadas com
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etanol e 2700 pL da solugdo etandlica de DPPH® (23,6 pg.mL™?). Apds 30 minutos na
auséncia da luz, foi realizada a leitura da absorbancia a 517 nm, em espectrofotdmetro
UV-vis da Shimadzu, modelo UV-2550. Os resultados foram expressos por meio da
determinacdo da porcentagem de atividade antioxidante total (% AAT), calculada de

acordo com a equacdo 2, e do valor da CEso.

bScontrole —Abs
%AAT = 100 X (A Scontrole ~Ab amostra) 2

AbScontrole

Em que Abscontrole € @ absorbancia da solugéo etandlica do radical € AbSamostra € @
absorbéancia da solucdo do radical na presenca do extrato.

A partir dos valores obtidos, foi construido um grafico da %AAT versus
concentracéo do extrato em ug.mL™ e obteve-se a equacdo da reta. O valor de CEso foi
obtido a partir da equagdo da reta, substituindo-se o y por 50 para obtengdo da
concentracdo da amostra com capacidade de reduzir 50% do radical DPPH®.

3.2.2.4 Determinacao do perfil de compostos fenolicos

O perfil de compostos fendlicos presentes no extrato de alecrim foi determinado
de acordo com procedimento descrito por Alcantara et al. (2019), utilizando um
cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE) Shimadzu (Kyoto, Japdo), equipado com
um injetor automético Rheodyne 7125i e um detector UV / VIS. As colunas utilizadas
foram uma Shimadzu LC-18 (tamanho de particula de 25 cm x 4,6 mm, 5 um, da Supelco,
Bellefonte, PA, EUA) e uma pré-coluna Shimadzu C-18 ODS. Para a identificacdo dos
compostos fendlicos, as amostras foram eluidas com um sistema gradiente constituido
por solvente A (&cido acético a 2%, v / v) e solvente B (acetonitrila: metanol, 2: 1, v/v),
utilizado como fase mével, com vazdo de 1 mL.min. A temperatura da coluna foi
mantida a 25 °C e o volume de inje¢do foi de 20 pL. O sistema de gradiente comegou na
proporcdo de 90% A a 0 minuto, a 80% A aos 10 minutos, 70% A aos 15 minutos, 60%
A aos 25 minutos, 50% A aos 30-40 minutos, 75% A aos 42 minutos, e 90% A a 44
minutos. Os picos dos compostos fenolicos foram monitorados a 280 nm. O software
LabSolutions (Shimadzu) foi usado para controlar o sistema LC-UV e para

processamento de dados.
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3.2.2.5 Rancimat

A estabilidade oxidativa por rancimat foi utilizada para estimar o potencial
antioxidante do extrato de alecrim na estabilidade oxidativa de uma mistura de 6leos de
oliva, linhaca e de peixes, nas proporcoes de 44,39%, 37,87% e 17,74%, respectivamente,
empregadas por Delgado-Pando et al. (2010). Os testes de oxidagédo acelerados foram
realizados na mistura de dleos sem adicdo de antioxidantes, com adicdo de um
antioxidante sintético (BHT) na concentragdo maxima permitida pela legislacéo brasileira
100 mg.kg? (BRASIL, 1998), e com adicdo de extrato de alecrim em duas concentragdes
diferentes: 1000 mg.kg™ e 3000 mg.kg™. Os testes foram conduzidos em um equipamento
Metrohm Rancimat 873, a 110 °C e fluxo constante de ar (10 L.h") , de acordo com a
norma AOCS Cd 12b-92 (AOCS, 2009), e o periodo de inducdo (PI) foi obtido
automaticamente, a partir do ponto de inflexdo da curva de condutividade, pelo software
que acompanha o equipamento. Todos os testes foram conduzidos em triplicata.

Os resultados do teste foram utilizados para determinar a concentragéo de extrato
de alecrim, mais adequada para proporcionar a melhor estabilidade oxidativa a mistura

de 6leos.

3.2.3 Avaliacdo de indices de qualidade e perfil de acidos graxos dos 6leos

O indice de acidez (IA) e o indice de peroxido dos 6leos de oliva, linhaca e de
peixes foram determinados utilizando os métodos Cd 3d-63 e Cd 8-53 da American Oil
Chemists” Society (AOCS, 2009), respectivamente.

Para a determinacdo do perfil de &cidos graxos dos 6leos foi realizada uma
esterificacdo metilica seguindo a metodologia descrita por Hartman e Lago (1973) e a
quantificagio obtida por curva de calibragio com padrdes de ésteres metilicos (Supelco®
37 Component FAME Mix), utilizando um GCMS-QP2010 (Shimadzu, Kyoto, Japan)
equipado com uma coluna Durabound DB-23 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). A temperatura
do injetor e do detector foram fixados em 230 °C e temperatura da coluna em 90 °C. O
gradiente de eluig&o na coluna foi de 90 a 150 °C (10 °C/min), 150 a 200 °C (2 °C/min),
200 a 230 °C (10 °C/min) em um tempo total de corrida de 39 minutos com um split de
100. O gas transportador foi He.
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3.2.4 Pré-emulsificacéo dos 6leos

Os oleos de oliva, linhaca e de peixes foram misturados nas proporcdes de
44,39%, 37,87% e 17,74%, respectivamente, conforme Delgado-Pando et al. (2010), no
dia anterior a preparacdo da pré-emulsdo e armazenados sob refrigeracdo a 4 °C, em
recipientes de vidro com tampa rosqueada, envolvidos por papel aluminio. Foram
preparados 3 lotes da mistura de 6leos: um sem adicao de aditivos (Mix), um aditivado
com BHT na concentragdo de 100 mg.kg™ (Mix BHT) e outro lote aditivado com extrato
de alecrim na concentragéo de 3000 mg.kg™? (Mix Alecrim).

A mistura de 6leos utilizada como substituta do toucinho nas mortadelas foi pré-
emulsionada conforme descrito por Delgado-Pando et al. (2010) no dia do processamento
das mortadelas. Para tal, misturou-se 42,1% de agua com 5,3% de proteina isolada de soja
por 2 minutos em um processador de alimentos. Em seguida, adicionou-se 52,6% da

mistura de 6leos previamente combinados, e emulsificou-se por 3 minutos.

3.2.5 Processamento das mortadelas

Foram processadas 4 formulacfes de mortadelas (Tabela 3): MCon, preparada
sem altera¢des nos conteddos de sal e toucinho, contendo 14% de toucinho e 2% de NaCl;
MMuix, com adigdo de 1,25% de NaCl, 0,75% de KCI, 7% de toucinho e 7% dos 6leos
pré-emulsionados do lote Mix; MMix BHT, com adicdo de 1,25% de NaCl, 0,75% de
KCI, 7% de toucinho e 7% dos 6leos pré-emulsionados do lote Mix BHT; e MMix
Alecrim, com adicéo de 1,25% de NaCl, 0,75 % de KCI, 7% de toucinho e 7% dos 0leos
pré-emulsionados do lote Mix Alecrim. De cada formulacéo, foram processados 3 lotes

independentes.
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Tabela 3 - Formulacdes de mortadelas com diferentes teores de sal, toucinho ou tipo de

antioxidantes

. . MMix MMix
Ingredientes MCon MMix BHT Alecrim
Carne magra (%) 58 58 58 58
Toucinho (%) 14 7 7 7
Pré-emulséao (%) ) -

Agua (%) - 2,95 2,95 2,95

PIS (%) - 0,37 0,37 0,37

Oleo  de

oliva (%) - 1,64 1,64 1,64

Oleo  de - 1,40 1,40 1,40

linhaca (%)

Oleo  de

peixe (%) - 0,65 0,65 0,65

BHT

] - - 3,69 -

(mg.kg™)

Extrato de

Alecrim - - - 110,7

(mg.kg™)
NaCl (%) 2 1,25 1,25 1,25
KCI (%) - 0,75 0,75 0,75
Gelo (%) 20 20 20 20
Fécula de mandioca (%) 5 5 5 5
STPP (%) 0,3 0,3 0,3 0,3
Acido ascorbico (%) 0,05 0,05 0,05 0,05
Alho em p6 (%) 0,535 0,535 0,535 0,535
Pimenta preta (%) 0,1 0,1 0,1 0,1
Nitrito de sddio (%) 0,015 0,015 0,015 0,015

MCon - mortadela preparada sem alteracdes nos contetdos de sal e toucinho, contendo
14% de toucinho e 2% de NaCl ; MMix — mortadela com adi¢éo de 1,25 % de NaCl, 0,75
% de KCI, 7% de toucinho e 7% dos 6leos pré-emulsionados do lote Mix; MMix BHT-
mortadela com adi¢do de 1,25 % de NaCl, 0,75 % de KCI, 7% de toucinho e 7% dos
oleos pre-emulsionados do lote Mix BHT; e MMix Alecrim — mortadela com adigéo de
1,25 % de NaCl, 0,75 % de KCI, 7% de toucinho e 7% dos 6leos pré-emulsionados do

lote Mix Alecrim. PIS — Proteina isolada de soja; STPP — tripolifosfato de sodio.

As mortadelas foram processadas de acordo com o procedimento utilizado por

Dos Santos Alves et al. (2017). A carne magra moida, o cloreto de sddio, o cloreto de

potéssio e o tripolifosfato de s6dio foram cominuidos no cutter (G. Paniz, Brasil) por 2
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minutos. Em seguida, adicionou-se lentamente os ingredientes restantes, o toucinho
moido e os 6leos pré-emulsionados, que foram homogeneizados por 2,5 minutos. Durante
a trituracdo, a temperatura da massa carnea ndo excedeu 10 °C. A massa carnea foi
colocada em embutideira (Modelo EL 10, Metvisa, Brasil) e ensacada em envoltorios
artificiais de 50 mm de didametro (Norpack, Minas Gerais, Brasil), resultando em produtos
de aproximadamente 300g. As mortadelas foram cozidas por imersdo em um banho-maria
cuja temperatura foi elevada gradualmente: 60 °C durante 30 minutos, 70 °C durante 30
min e 80 °C até a temperatura interna do produto atingir 72 °C. A temperatura interna das
amostras foi verificada utilizando-se um termémetro colocado no centro geométrico do
produto. Apds o cozimento, as mortadelas foram imediatamente resfriadas em banho de
gelo e, em seguida, foram armazenadas sob refrigeracdo (4 °C) por 35 dias.

3.2.6 Andlises fisico-quimicas

Os teores de umidade, proteinas e cinzas foram determinados de acordo com as
metodologias 950.46B, 981.10 e 920.153, respectivamente, da Association of Official
Analytical Chemists (AOAC, 2005) e os lipideos totais foram determinados utilizando
metodologia de Folch, Lees e Sloane-Stanley (1957).

Para a determinacdo do perfil de acidos graxos contidos no extrato lipidico foi
realizada uma esterificacdo metilica seguindo a metodologia descrita por Hartman e Lago
(1973) e a quantificacdo obtida por curva de calibracdo com padrdes de ésteres metilicos
(Supelco® 37 Component FAME Mix), utilizando um GCMS-QP2010 (Shimadzu,
Kyoto, Japan) equipado com uma coluna Durabound DB-23 (30 m x 0.25 mm x 0.25
pm). A temperatura do injetor e do detector foram fixados em 230 °C e temperatura da
coluna em 90 °C. O gradiente de elui¢do na coluna foi de 90 a 150 °C (10 °C/min), 150 a
200 °C (2 °C/min), 200 a 230 °C (10 °C/min) em um tempo total de corrida de 39 minutos

com um split de 100. O gas transportador foi He.
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3.2.7 Estabilidade fisico-quimica das mortadelas

As determinacbes de pH, cor, textura e numero de TBARS foram realizadas
depois de 1, 7, 14, 21, 28 e 35 dias de armazenamento refrigerado a 4 °C.

Para a determinacdo de pH, 10 g da amostra triturada em processador (Pratic
Blender Cadence, BLD300) foram misturados com agua destilada na proporcéao de 1:10
(p/v) e homogeneizados para a realizacdo da medida em pHmetro (827 pH lab, Metrohm,
Suica) previamente calibrado. As medidas foram realizadas em triplicata.

As medidas de cor das amostras trituradas foram realizadas em um colorimetro
Gretag Macbeth (modelo Color-eye 2180). Foram determinados os parametros L*
(luminosidade), a* (intensidade de vermelho) e b* (intensidade de amarelo), sendo
realizadas 5 leituras por amostra.

A anélise do perfil de textura (APT) foi conduzida utilizando um texturémetro
CT3 Texture Analyzer (Brookfield, USA). As medidas foram realizadas em 10 cilindros
por lote de mortadelas, para cada tempo de estocagem avaliado. Os cilindros de 2 cm de
didametro por 2 cm de altura foram submetidos a dois ciclos de compressédo. Os cilindros
foram comprimidos para 30% da altura original (SALDANA et al., 2015a) com a
TA4/1000 probe (didmetro de 38,1 mm) em uma velocidade de 1mm/s (DOS SANTOS
ALVES et al., 2017) Os parametros avaliados foram: dureza (N), forca maxima durante
o primeiro ciclo de compressdo; elasticidade, a altura em que o material se recupera
durante o tempo que decorre entre o final do primeiro ciclo e o inicio do segundo ciclo
de compresséo; coesividade, extensdo a que um material pode ser deformado antes da
ruptura (razdo A2/A1l, onde Al é a energia total necessaria para a primeira compressao e
A2 ¢ a energia total necessaria para a segunda compressao); e mastigabilidade (N),
trabalho necessario para mastigar a amostra a ser engolida (DOS SANTOS ALVES et al.,
2017; SALDANA et al., 2015a).

A extensdo da oxidagdo lipidica das amostras foi medida pela determinacdo do
namero das substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) de acordo com o
método proposto por Rosmini et al. (1996). Os resultados foram expressos em miligramas

de malonaldeido por kg da amostra.
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3.2.8 Analise estatistica

Analise de Variancia (ANOVA) e teste de Tukey foram usados para determinar
diferencas significativas entre os diferentes tipos de mortadela e entre diferentes tempos
de armazenamento. O processamento dos dados foi realizado com o software Statistica
versdo 5.0 (STATSOFT, 1995) e o nivel de significancia de p< 0,05 foi utilizado para

todas as avaliacOes.
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4 RESULTADOS

A apresentacdo dos resultados obtidos nos experimentos foi realizada em forma de
artigos, de acordo com o estabelecido na Norma Complementar n® 03/2011 do Programa de
Pds-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (PPGCTA/UFPB).

ARTIGO I Effects of simultaneous partial replacements of sodium chloride and fat in the
sensory characteristics of mortadellas
(Submetido ao periédico Journal of Food Science)

ARTIGO II: Effect of rosemary extract in mortadellas enriched with polyunsaturated fatty acids
and lower salt content during refrigerated storage
(Submetido ao periédico Meat Science)
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ABSTRACT: Modifications in the salt and fat content of meat products may adversely affect
important quality aspects of these products, including their sensory characteristics. This study
aimed to evaluate the effects of simultaneous partial substitutions of sodium chloride by
potassium chloride (KCI) and pork-back fat by a pre-emulsified blend of olive, linseed and fish
oils in the sensory profile of mortadellas using Quantitative Descriptive Analysis. A Central
Composite Rotational Design (CCRD) with two factors (KCI and pre-emulsified blend of oils)
at two levels (22), plus four axial points and the central point was employed, which was repeated
three times, resulting in a total of 11 mortadella formulations. In parallel to the CCRD, a control
formulation of mortadella was elaborated for comparison with the experimental samples. The
modifications made in some formulations resulted in differences in the pink color, mortadella
characteristic flavor, flavor of condiment and saltiness descriptors in relation to the control
formulation. However, it was verified that the addition of KCI and the pre-emulsified oils at the
central point levels allowed the obtaining of mortadellas with sensory characteristics similar to
the control product and with lipid profile more consistent with the health recommendations.

Keywords: meat products, fatty acid profile, response surface methodology, sausage, salt.

Practical Application: Some meat products such as mortadellas are seen by many consumers
as unhealthy due to their high content of sodium and fat. Therefore, the use of simultaneous
strategies to reduce these components may be an alternative for the meat industry to improve
the reputation of these foods. In this perspective, the study contributes with detailed information
about how the partial substitutes of salt and pork-back fat affected the sensory properties of
mortadella and allows the indication of levels of substitution that can be used by processors to

obtain products with better nutritional quality, without adversely affecting its sensory quality.
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Introduction

Mortadellas are sausages that are among the most consumed emulsified meat products
in many countries and are of great economic importance to the meat industry (da Silva et al.,
2019; Faria et al., 2015). These products have a high content of animal fat (from 20% to 30%)
and, consequently, a high percentage of saturated fatty acids (Faria et al., 2015), as well as a
high sodium content in their composition (dos Santos Alves et al., 2017).

In a technical report released by the Brazilian Health Surveillance Agency (ANVISA)
to publicize the results of the sodium analyzes carried out on 26 food categories, collected in
the retail market in the years of 2010 and 2011, mortadellas were among foods with the highest
levels, with an average of 1303 mg of sodium per 100 g (BRAZIL, 2012). This report also
pointed out that a single portion of mortadella (40 g) contribute with about ¥ of the daily sodium
intake recommended by the World Health Organization (WHO).

Considering the scientific evidence that excessive sodium intake is associated with an
increased risk of stroke and coronary heart disease, the WHO recommends a reduction in
sodium intake to less than 2000 mg per day (or 5 g of salt) which contributes to reduce the risk
of cardiovascular disease and blood pressure in adults (WHO, 2012). The recommendation to
limit sodium intake is also present in the 2015 to 2020 Dietary Guidelines for Americans, a
publication developed by the US Department of Health and Human Services and the US
Department of Agriculture (HHS; USDA, 2015).

Another key quantitative recommendation in this publication is to limit calorie intake
from saturated fats to less than 10% per day, based on the evidence that the replacement of
saturated fats with unsaturated fats is associated with a reduced risk of cardiovascular disease

(HHS:; USDA, 2015).
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Sodium chloride (NaCl) is the main additive in processed meat due to its preservative
properties, its ability to affect taste and improve the flavor of the product and its functional
ability to solubilize the myofibrillar proteins that are necessary to increase adhesion and
cohesion in meat products (Inguglia, Zhang, Tiwari, Kerry, & Burgess, 2017).

One of the main approaches used to reduce the amount of sodium in meat products is
the substitution of NaCl for other salts, such as KCI, CaCl. and MgCl. (Campagnol, Santos,
Morgano, Terra, & Pollonio, 2011; Ruusunen & Puolanne, 2005).

Potassium chloride (KCI) is probably the most common salt substitute used in low or
reduced sodium foods (Desmond, 2006; Inguglia et al., 2017; Ruusunen & Puolanne, 2005) and
appears to be the best alternative to reduce the amount of sodium in meat products (Campagnol
etal., 2011). However, at high replacement rates, undesirable sensory effects such as bitter and
metallic residual taste have been reported (Toldra & Reig, 2011).

In relation to the improvement of the fat content of meat products using reformulation
strategies, studies have been conducted employing different oils of vegetable or marine origin,
isolated or blended, as a replacement for the animal fat, in order to produce a fatty acid profile
more suitable with the health recommendations (da Silva et al., 2019; Delgado-Pando et al.,
2011; Delgado-Pando, Cofrades, Ruiz-Capillas, & Jiménez-Colmenero, 2010; Jiménez-
Colmenero, Triki, Herrero, Rodriguez-Salas, & Ruiz-Capillas, 2013; Marchetti, Andrés, &
Califano, 2017; Salcedo-Sandoval, Cofrades, Ruiz-Capillas Pérez, Solas, & Jiménez-
Colmenero, 2013; Saldafia et al., 2018; Triki, Herrero, Rodriguez-Salas, Jiménez-Colmenero,
& Ruiz-Capillas, 2013). The incorporation of the oils to the meat products in the form of pre-
emulsions is pointed out as a good technological alternative to minimize the possibility of
physical separation of the oil during the life of the product (Jiménez-Colmenero, 2007; Jimenez-

Colmenero et al., 2015).
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However, the replacement of animal fat in meat products is a huge technological
challenge. Although it is a high-calorie ingredient in formulations, animal fat has a large and
positive contribution in terms of tenderness, juiciness, taste and other important attributes of
quality (Schmiele, Nucci Mascarenhas, da Silva Barretto, & Rodrigues Pollonio, 2015).

Both the use of NaCl substitute salts and the replacement of animal fat by vegetable or
marine oils at different levels have been studied as strategies for the development of healthier
meat products. However, there are few reports in the literature with the simultaneous use of
these two reformulation strategies in mortadellas.

In this context, this study aimed to evaluate the effects of simultaneous partial
substitutions of sodium chloride by potassium chloride and pork-back fat by a pre-emulsified

blend of olive, linseed and fish oils in the sensory characteristics of mortadellas.

Materials and methods

Materials

The mortadellas were processed using commercial cuts of lean beef (chuck) and pork-
back fat obtained from commercial distributors in Jodo Pessoa, Paraiba, Brazil. After complete
removal of the visible fat and connective tissue from the meat, the skinless pork-back fat and
meat were minced separately in a grinder (C.A.F., Brazil) with a 6 mm disc. The ground beef
and pork-back fat were packed in plastic bags and stored under freezing at —18 °C until use.
Before mortadellas processing, the ground beef and pork-back fat were thawed overnight in a
refrigerator at 4 °C according to Zhuang et al. (2016). All experiments were performed with

the same raw materials.
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As partial substitutes for pork-back fat in the mortadellas, olive oil (Olea europaea L.),
linseed oil (Linum usitatissimum L.) and fish oil (Mundo dos Oleos, Brasilia-DF, Brazil) were
used. Isolated soy protein (Ingd Alimentos, Maringd - PR, Brazil) was used in the pre-
emulsification of the oils.

The other ingredients and additives used were sodium chloride (Lebre, Norsal, Brazil),
potassium chloride (Labsynth, Brazil), cassava starch (Zaeli, Brazil), sodium tripolyphosphate
(Labsynth, Brazil), ascorbic acid (Northeast Pharm, China), sodium nitrite (Adicel, Belo
Horizonte - MG, Brazil), garlic and black pepper powder purchased in the local market of Jodo
Pessoa. Sausages were stuffed into artificial casings of 50 mm diameter (Norpack, Minas

Gerais, Brazil).

Experimental design

To evaluate the effect of the KCI and pre-emulsified blend of olive, linseed and fish oils
factor on the sensory properties of the mortadellas, a Central Composite Rotational Design
(CCRD) with two factors at two levels (22) plus four axial points and the center point was
employed, which was repeated three times, resulting in a total of eleven assays (Table 1). The
two levels of KCI (0.5% and 1%) and pre-emulsified oil blend (3.5% and 10.5%) tested
corresponded to substitutions of 25% and 50% in the NaCl content and 25% to 75% of the pork-
back fat employed in the control formulation. Thus, in each formulation, the total amount of fat
added was the result of the addition of the pre-emulsified oils in the amount established in the
CCRD supplemented by the pork-back fat. Similarly, the amount of salt added was the result

of the addition of KCI in the amount established in the CCRD supplemented by NaCl.



71

In parallel to the CCRD assays, a control formulation of mortadella, without any fat and
NaCl substitute, containing 14%of pork-back fat and 2% of NaCl was prepared, totaling 12

treatments.

Production of mortadellas

The experimental formulations were elaborated from the control formulation (Table 2),
based on the partial replacement of NaCl by KCI and the partial replacement of pork-back fat
by the pre-emulsified blend of olive, linseed and fish oils according to Delgado-Pando et al.
(2010a).

The oil blend was composed of 44.39% olive oil, 37.87% linseed oil and 17.74% fish
oil. In pre-emulsification, water, soy isolated protein and the oil blend were employed in the
ratio of 8:1:10 (w:w:w). Initially, water and soy protein isolated were homogenized for 2
minutes in a food processor (Mixer Viva R11366, Philips Walita). Then the oil blend was added
and emulsified for 3 minutes (Delgado-Pando, Cofrades, Ruiz-Capillas, Solas, et al., 2010).

The mortadellas were processed according to the procedure used by Dos Santos Alves
et al. (2017). The lean ground beef, the sodium chloride and the sodium tripolyphosphate were
comminuted in the cutter (G. Paniz, Brazil) for 2 minutes. Thereafter, the remaining ingredients,
the ground pork-back fat and the pre-emulsified oils were slowly added and the batter was
chopped for 2.5 minutes. During chopping, the temperature of the meat batter did not exceed
10 °C. The meat batter was stuffed (Model EL 10, Metvisa, Brazil) into 50 mm impermeable
to water plastic casings (Norpack, Minas Gerais, Brazil), resulting in products weighting
approximately 300 g. The mortadellas were cooked by immersion in a water bath whose
temperature was raised gradually: 60 °C for 30 minutes, 70 °C for 30 min and 80 °C until the

core temperature of the product reached 72 °C. The internal temperature of the samples was
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verified using a thermometer placed in the geometric center of the product. After cooking, the

mortadellas were immediately cooled in an ice bath and then stored under refrigeration (4 °C).

Physical-chemical analysis

The moisture, protein and ash contents were determined according to methodologies
950.46B, 981.10 and 920.153 of the Association of Official Analytical Chemists (AOAC,
2005). Water activity and pH measurements were performed using a water activity meter
instrument (AquaLab Dew Point, Decagon, USA) and a benchtop pH meter (model PHS-3E,
Even, China), respectively. Total lipids were determined using Folch, Lees and Sloane-Stanley

(1957) methodology.

Extraction and determination of the lipid profile

The lipids of the mortadellas were extracted according to the Folch, Lees and Sloane-
Stanley (1957) methodology and the preparation of the methyl esters of the fatty acids contained
in the lipid extract was performed according to Hartman and Lago (1973) methodology. The
fatty acid profile was determined using a gas chromatograph (VARIAN 430-GC, California,
USA), equipped with flame ionization detector and fused silica capillary column (CP WAX 52
CB, VARIAN) with dimensions of 60 m in length x 0.25 mm of internal diameter and 0.25 pm
of film thickness. The flow rate of the entrainment gas (helium) was 1 mL/min. The initial
column temperature was 100 °C, increased by 2.5 °C per minute to 240 °C, remaining at that
temperature for 20 minutes, totaling 76 minutes. The temperature of the injector was maintained
at 250 °C and the detector at 260 °C. Aliquots of 1uL of the esterified extract were injected in

a Split/Splitless type injector (1:100 ratio) at 250 °C. The chromatograms were recorded in a
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Galaxie Chromatography Data System type software. Fatty acids were identified by comparing
the methyl esters retention times of the samples with fatty acid standards. For quantification,
by standardization of the methyl esters areas, C19:0 (Sigma-Aldrich, USA) was used as the

internal standard and the results were expressed as a percentage of area.

Microbiological quality evaluation

Before the sensory evaluation, the mortadellas were submitted to the evaluation of
hygienic-sanitary quality. Determinations of Coliform at 45 °C (CFU/g), coagulase positive
staphylococci (CFU/qg), sulfite-reducing clostridia (CFU/g), Salmonella sp. (presence or
absence in 25 g) were performed to verify the suitability of the products to the standards

established in Brazilian legislation (BRASIL, 2001).

Sensory evaluation

After approval of the research project by the Research Ethics Committee of the Hospital
Universitario Lauro Wanderley HULW/UFPB (CAAE 47909615.2.0000.5183), the
mortadellas were evaluated by trained panelists, using the Quantitative Descriptive Analysis
(QDA) method developed by Stone et al. (1974).

In order to compose the QDA team, 35 volunteer panelists were initially recruited
among food engineering students and postgraduate students in Science and Technology of the
Federal University of Paraiba (UFPB), Campus I. The ability to detect sensory properties of
food was verified in these panelists by carrying out scale tests, odor recognition, identification

of basic tastes and triangle tests. After these tests, 17 panelists were selected.
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After choosing the descriptor terms and the references by consensus of the team (Table
3), the evaluation card of the samples with unstructured 9 cm scales was elaborated.

Three training sessions were conducted, in which the elaborated formulations were
evaluated. During the sessions, the panelists had at their disposal a list of definitions of the
descriptive terms and were instructed to evaluate the reference samples of each attribute
(standards) before the samples under analysis.

For the selection of the final team, the panelists evaluated four samples of the product
in three replicates. The collected data were tabulated and submitted to Analysis of Variance
(ANOVA) of two factors (sample and replication) per panelist, for each descriptor evaluated.
It were selected 13 panelists with good discrimination power between samples (psampte <0.50),
good reproducibility (prepiication >0.050) and concordance with the rest of the team (Damasio &
Costell, 1991).

The 13 panelists selected evaluated the samples in three replicates. To avoid sensory
fatigue, 4 samples per session were evaluated, totaling nine sessions. The sensory analyses were
carried out in individual booths with white light. The 0.3 cm thick mortadella slices were served
at room temperature in a balanced manner, in disposable plates coded with random three-digit
numbers. A glass containing mineral water was also served to the panelists to clean the palate
between the samples.

The obtained data were tabulated and submitted to analysis of variance (ANOVA) for
analysis of three effects (sample, assessor, sample-assessor interaction) according to

recommendations of Ellendersen and Wosiacki (2010).
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Statistical analysis

The effects of the independent variables on the sensory descriptors of the mortadellas
were investigated using response surface methodology (RSM). The average of the results of the
response variables of each of the eleven CCRD experiments were submitted to Analysis of
Variance (ANOVA) to test the significance of the effects and verify the adequacy of the

following polynomial second order function:

y = Po+ Pixs + Baxy + Praxixy + PraXi + Parxs 1)

Where y is the dependent variable or response; the independent coded variables are
represented by x; and X, indicating the KCI and the pre-emulsified oils respectively and o, i,
Bii and i are regression coefficients (Bo - constant, Bi - linear coefficients, Bii - quadratic
coefficient and Bij - coefficients of interaction).

The significance of the effects and the complete mathematical model for each variable
of response was evaluated by the F test at a 95.0% level of confidence (p <0.05). The proportion
of variance explained by the obtained polynomial models was given by the multiple coefficient
of determination (R?), and the adequacy of the model was verified using the non-fit test. Data

processing was performed using the Statistica software version 5.0 (StatSoft, 1995).
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Results and discussion

Physical-chemical analysis

The results of the physical-chemical determinations carried out on the 12 formulations
of mortadella are presented in Table 4. Some significant differences were observed among the
12 formulations of mortadella elaborated. The moisture contents of the samples ranged from
68.64% to 71.39% and lipid contents from 8.77% to 11.62%. Thus, a reduction of up to 24.53%
in lipid content was obtained. In general, it was observed that the formulations that differed
from the control, presenting an increase in the moisture content and reduction of the lipid
content, were those in which there was at least 50% substitution of the pork-back fat by the pre-
emulsion of oils.

All of the mortadellas presented fat contents lower than the maximum value
recommended by the current legislation (30%). However, the moisture values were higher than
the standard, parameter which is established in the maximum value of 65% (BRASIL, 2000).
According to Barbieri et al. (2013), the characteristics of meat products are significantly
affected by the formulation and quantities of beef cuts used, as well as by some technological
aspects, such as the use of certain ingredients and additives, and the processing parameters (time
and temperature). In a research carried out to describe the chemical, physical and sensory
characteristics of the Italian production of mortadella Bologna, it was verified that products
with higher moisture contained little fat and vice versa (Barbieri et al., 2013).

When evaluating the replacement of fat by a pre-emulsion of linseed oil at different
levels in the technological and sensory properties of mortadella Bologna, Camara and Pollonio

(2015) obtained values of moisture from 56.53% to 69.17% that were inversely proportional to
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fat percentages (from 11.92% to 24.02%) as the fat reductions in the formulations were
compensated by the addition of ice.

In relation to pH, no differences were observed between the reformulated mortadellas
and the control mortadella and the values obtained (between 6.44 and 6.50) were within a range
considered normal (from 5.93 to 6.76) for this type of product in other studies (Barbieri et al.,
2013; Berasategi, De Ciriano, et al., 2014, Saldafia et al., 2015).

The addition of KCI and pre-emulsified oils did not affect the protein content or the
water activity of the mortadellas. In relation to the protein content, similar behaviors were
observed in mortadellas with replacement of pork fat by pre-emulsified linseed oil (Camara &
Pollonio, 2015) or by a combination of linseed and algae oils (Berasategi, Navarro-Blasco, et
al., 2014). According to Camara and Pollonio (2015), as the lean meat content was kept fixed
between the formulations, only small differences in the protein contents were observed. While
Berasategi et al. (2014b) did not find differences in the percentages of mortadella proteins with
or without addition of the pre-emulsified oils. In relation to the values of water activity, the
partial replacement of up to 50% of NaCl by KCI, also, did not promote changes in this
parameter in meat sausages (dos Santos Alves et al.,, 2017; Horita, Messias, Morgano,

Hayakawa, & Pollonio, 2014).

Fatty acid profile

The fatty acid composition of the lipid fraction of mortadella was altered by the
reformulation performed (Table 5). A progressive decrease in total saturated fatty acids (SFA),
among which the most abundant were the palmitic acid (C16:0) and the stearic acid (C18:0),
was obtained with the increase in the percentage of pre-emulsified oils added to the product.

The concentrations of these fatty acids (SFA) decreased from 36.40% (control) to 23.21% (F8),
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representing a reduction of 35.38% in relation to the control. This behavior was in agreement
with other studies (Delgado-Pando, Cofrades, Ruiz-Capillas, & Jiménez-Colmenero, 2010;
Salcedo-Sandoval et al., 2013) in which the addition of pre-emulsified oils (olive, linseed and
fish) provided a reduction in the content of SFAs of the sausages due to the characteristics of
the combination of oils, which present low proportion of SFAs.

The addition of pre-emulsified oils contributed to a slight increase in the content of
monounsaturated fatty acids of the mortadellas (MUFA). This fraction of fatty acids was the
highest in all of the mortadellas. These results are consistent with the high content of oleic acid
(C18:1n9c) present in the oil blend (Salcedo-Sandoval et al., 2013).

When compared to the control, the reformulated mortadellas had a significant increase
in the polyunsaturated fatty acids (PUFA) fraction, whose proportion increased from 13.02%
(control) to 23.97% (F8), mainly due to the contribution of linoleic acid (C18:2n6c).

The PUFA/SFA and n-6/n-3 ratios are one of the main parameters used to evaluate the
nutritional quality of the lipid fraction in foods (Salcedo-Sandoval et al., 2013) and, according
to recommendations, the first ratio should be greater than 0.4 and the last, less than 4 (Marchetti
et al., 2017; Wood et al., 2003). The PUFA/SFA ratio showed an increase from 0.38 (control)
to until 1.02 (F8). However, the n-6/n-3 ratio increased significantly in most formulations, due
to the increase of n-6 PUFA and the reduction of n-3 PUFA in relation to the control. These
results diverge from those reported in other meat products in which the substitution of pork-
back fat for a combination of oils (olive, linseed and fish) promoted an enrichment of the n-3
PUFA content, mainly due to the high concentration of a-linolenic acid, the linseed oil, and to
a lesser extent, the long-chain PUFA n-3, EPA and DHA of the fish oil (Delgado-Pando,
Cofrades, Ruiz-Capillas, & Jiménez-Colmenero, 2010; Jiménez-Colmenero et al., 2013;

Salcedo-Sandoval et al., 2013).



79

According to Triki et al. (2013), one of the potential problems derived from formulations
of meat products with lipid type modifications is the acceleration in the oxidative process, with
implications for quality and health. These authors verified an expressive increase of the lipid
oxidation in chorizo that received the mixture of oils and attributed this behavior to the greater
susceptibility to lipid oxidation of the unsaturated fatty acids, particularly the polyunsaturated
ones, present in high amounts in the products after the partial replacement of the pork fat
(Salcedo-Sandoval et al., 2013; Triki et al., 2013).

The lipid oxidation also occurred significantly in emulsified sausages with addition of
marine oil and partial replacement of NaCl by KCI in the studies of Marchetti, Andrés and
Califano (2017). In these products, the formulation containing only antioxidants commonly
used in meat products without reformulation of the lipid content (sodium erythorbate and
sodium nitrite), showed a remarkable decrease of EPA, DHA and total PUFA (21.3%, 26.6%
and 27.7% % of reduction, respectively), and also, in the contents of oleic, linoleic and linolenic
acids at 45 days of storage. However, the addition of an extra antioxidant to the product (50 mg
of tocopherols per kg) inhibited the oxidation of oleic, linoleic and linolenic acids and reduced
the oxidation of EPA and DHA. Although the substitution of NaCl for KCI reduced the
oxidative stability of the product, the addition of tocopherols (50 mg per kg) successfully

avoided rancidity in sausages with or without partial replacement of NaCl.

Microbiological quality evaluation

Coliform at 45 °C, coagulase positive staphylococci, sulfite-reducing clostridia and
Salmonella sp. were not detected in any of the evaluated mortadella formulations, according to
the standard established by ANVISA (BRASIL, 2001), which establishes the maximum limits

of 10° CFU/g, 3 x 10° CFU/g, 5 x 10? CFU/g and absence in 25 g for these microorganisms,
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respectively. According to the results obtained, the mortadellas presented satisfactory sanitary

hygienic quality and were fit for consumption by the panelists.

Sensory evaluation

The results obtained in the Quantitative Descriptive Analysis (QDA) of the samples are
presented in Table 6. No differences were observed between the reformulated mortadellas and
the control mortadella for most of the descriptors (amount of fat, characteristic odor of
mortadella, condiment odor, fish odor, hardness, juiciness, fat flavour, rancid flavour and
strange flavor), that is, considering these descriptors, the addition of KCI and pre-emulsified
oils at the levels studied did not promote changes in the product. However, for the descriptors
pink color, characteristic mortadella flavour, condiment flavour and saltiness were observed
significant differences between some reformulated mortadellas and the control. These four
descriptors were the response variables. The regression coefficients and the result of the
analysis of variance were grouped in Table 7.

Regardless of the differences observed in relation to the control among the reformulated
products, the variables of KCI or pre-emulsified oils had no effect on the pink color, the
characteristic mortadella flavor and the flavor of condiment, since the coefficients for these
factors (Table 7) were not significant (p> 0.05).

The decrease in color intensity was also obtained in mortadella with addition of pre-
emulsion of linseed oils by Berasategi et al. (2014a) who did not consider it a significant
problem in the product and one that could be corrected with a suitable addition of food coloring.
In relation to the perceived decrease in the characteristic mortadella flavor from some

formulations, Ruusunen and Puolanne (2005) state that a particular problem of meat products
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with low NaCl content is that not only the saltiness perceived but also the intensity of the
characteristic flavor of the product decreases when the salt is reduced.

For the saltiness, although it was not possible to obtain a significant statistical model
(Prack of fit <0.05; R? = 0.32), the significance of the regression coefficients (Table 7) indicates
that the values of this descriptor were affected in a negative way by the factors. An increase in
the addition of KCI and the pre-emulsified oils, replacing NaCl and pork-back fat, respectively,
contributed to the reduction of the saltiness of the mortadellas. These results are consistent with
those reported in other studies (Lee, Zhekov, Owens, Kim, & Meullenet, 2012; Lorenzo et al.,
2015; Wu et al., 2014), in which the replacement of NaCl by KCI resulted in a reduction of the
saltiness in the meat products. On the other hand, in a different way to the one obtained in this
work, considering only the effect of the incorporation of pre-emulsified linseed oil, replacing
pork-back fat in mortadellas, Berasategi et al. (2014a) verified that the addition did not change
the saltiness of the product.

Considering the evaluation of the trained panelists, the mortadella formulations that did
not present significant alterations in the sensory attributes of the product, in relation to the
control formulation, were the central point ones (F9 and F10) and F1. The other replicate of the
central point (F11) also did not differ from the control formulation for the great majority of the
descriptors, except for the pink color and the flavor of condiment, which can be improved with

the addition of food coloring and the addition of a larger quantity of condiments.

Conclusions

The partial substitutions of NaCl for KCI and of pork-back fat for the pre-emulsified

blend of olive, linseed and fish oils at the central point levels allowed the obtainment of

mortadella with sensory characteristics similar to the control product with lipid profile more
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consistent with the health recommendations. However, there was an unexpected decrease in the
amount of n-3 PUFA of these products, possibly due to the greater susceptibility of the samples
to lipid oxidation. Thus, further research to determine the effects of induced changes in the
oxidation process of the mortadellas, as well as to evaluate the effect of the addition of

antioxidants to the formulations is necessary.
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Table 1 - Levels of potassium chloride (KCI) and pre-emulsified oil blend added to the
mortadellas as partial substitutes for sodium chloride and pork-back fat, respectively
Experimental

KCI Pre-emulsified oil blend
Assays
0.100 g* encoded 0.100 g encoded
F1 0.5 -1 3.5 -1
F2 0.5 -1 10.5 1
F3 1 1 3.5 -1
F4 1 1 10.5 1
F5 0.4 -1.414 7 0
F6 11 1.414 7 0
F7 0.75 0 2.05 -1.414
F8 0.75 0 11.95 1.414
F9 0.75 0 7 0
F10 0.75 0 7 0
F11 0.75 0 7 0
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Table 2- Mortadella formulations with the addition of potassium chloride and a pre-emulsified oil blend in partial replacement of sodium chloride

and pork-back fat, respectively

Assays
Ingredients Control  F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11
(9.100 g+)
Lean beef 58 58 58 58 58 58 58 58 58 58 58 58
Pork-back fat 14 105 35 105 35 7 7 1195  2.05 7 7 7
Eﬂi'em”'s'oned - 35 105 35 105 7 7 205  11.95 7 7 7
Water ; 147 442 147 442 295 295 086 503 295 295 295
:)Sr%'taetlid S0y ; 018 055 018 055 037 037 011 063 037 037 0.37
Olive oil ; 082 245 082 245 164 164 048  2.79 164 164 164
Linseed oil - 070 209 070 209 140 140 041 238 140 140  1.40
Fish oil ; 033 098 033 098 065 065  0.19 112 065 065  0.65
Sodium chloride 15 15 1 1 16 09 1.25 1.25 1.25 1.25 1.25
(NaCl)
Potassium
chloride (KCD 05 05 1 1 0.4 11 075 075 075 075 075
Ice 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
Cassava starch 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Sodium
: 03 03 03 03 03 03 03 03 03 03 03 03
tripolyphosphate
Ascorbic acid 0.05 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005
Condiments 0635 0635 0635 0635 0635 0635 0635 0635 0635 0635 0635  0.635
Sodium nitrite 0015 0015 0015 0015 0015 0015 0015 0015 0015 0015 0015 0.015
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Table 3 - Descriptor terms, definitions and quantitative references used for sensory evaluation
of the mortadellas with addition of potassium chloride and the pre-emulsified oil blend in partial

substitution of sodium chloride and pork-back fat, respectively

mortadella slice.

Attribute Definition References
. . Light: light turkey breast (Seara™)
W : )
O Pink color (I:r;lt:rr;sclttgristi?:fof rﬂéit mrgrq:de”?lor Dark: slice of light Bologna
& ' mortadella (Ceratti™)
34 - . -
5 Little: slice of light Bologna
1 i 1™
% Amount of fat Amount of fat particles in the mortadella (Ceratti™)

Plenty: slice of traditional Bologna
mortadella (Ceratti™)

Characteristic of

Intensity of the characteristic odor of
mortadella (cooked sausage made of

Weak: turkey ham

Strong: traditional Bologna

mortadella beef with fat and condiments). mortadella (Ceratti™)
% Intensity of the odor of condiment Weak: turkey ham
8 Of condiment such as garlic and pepper. Strong: traditional Bologna
mortadella (Ceratti™)
. - Absent: traditional Bologna
Of fish Iptensny of the characteristic odor of mortadella (Ceratti™)
fish. ] .
Strong: canned sardines
w Amount of strength required in the L|ttle5 . Xzenna type  sausage
oc Hardness first bite with the incisor teeth (Perdigao?™)
E ' Plenty: Italian type salami (Sadia™)
e . o
ﬁ .. Degree of moisture released from Little: _Itahan type.s.alaml (Sadia™)
— Juiciness the sample during chewing Plenty: traditional  Bologna
' mortadella (Ceratti™)
. Intensity of the characteristic flavour Weak: turkey ham
Characteristic  of f I K ) tional |
mortadella 0 mortad_e a (cooked sausage made Strong: tradltlpna Bologna
of beef with fat and condiments). mortadella (Ceratti™)

FLAVOR

Of condiment

Intensity of the flavour of condiment
such as garlic and pepper.

Weak: 0.5% condiment solution
Strong: 3% condiment solution

Weak: 0.25% NaCl solution in

Saltiness Intensity of the saltiness associated mineral water
with sodium chloride (NaCl). Strong: 1.2% NaCl solution in

mineral water
Of fat Intensity of the characteristic flavour Weak: light turkey breast (Seara™)
of fat Strong: Italian type salami (Sadia™)
Rancid g}tﬁ?j&% :; :J;f characteristic flavour Weak: light turkey breast (Seara™)
' Forte: Brazilian “Manteiga da terra”
. Weak: traditional Bologna

Strange Intensity of the strange taste, mortadella (Ceratti™)

atypical for the product.

Strong: “fiambre” emulsion product




92

Table 4 - Physical-chemical characteristics of the mortadellas with addition of potassium
chloride and a pre-emulsified oil blend in partial substitution of sodium chloride and pork-back
fat, respectively

Proteins

Moisture (%) (%)

Lipids (%) Ash (%) pH Aw

Control 68.649+0.14 10.78%+0.05 11.622+0.86 3.00°%+0.08 6.46%°+0.01 0.9836%+0.0024
F1 69.02°9+1.02 11.04%+0.18 10.83%°+0.34 2.86%°9+0.13 6.462°+0.01 0.98442+0.0038

F2 70.37%%9+0 11 11.032+0.15 8.98%9+0.08 2.94%+0.06 6.46%°+0.01 0.98562+0.0019

F3 68.83%+0.54 10.75%+0.07 11.19%+0.12 2.873¢0+0.04 6.46%°+0.01 0.9861%+0.0017
F4 70.528°+0.14 11.272+0.07 8.779+0.18 2.72°+0.09 6.48%°+0.02 0.9835%+0.0030
F5 70.78%+0.70 11.36+0.28 9.873°¢9+(0.20 2.8223°d+0.06 6.50%+0.02 0.98022+0.0015

F6 70.382°¢0+0,37 10.73%+0.67 10.123°9+0.61 2.89%°+0.08 6.45%°+0.02 0.9844°+0.0006
F7 69.62°9+0.19 11.41°+0.49 11.51%+0.21 2.94%°+0.06 6.44°+0.02 0.9843%+0.0014
F8 71.39%40.31 11.20°+0.07 8.88%+0.14 2.97%+0.08 6.46%+0.01 0.9824%+0.0012
F9 70.04%°%9+0.01 11.08%+0.10 9.08°+0.29 2.852°“+(.02 6.47%°+0.02 0.9815%+0.0021
F10 69.13°9+0.21 10.96°+0.24 9.04%+0.99 2.73°9+0.04 6.45°+0.01 0.9837%+0.0018

F11 70.44%°+0.38 10.83%+0.09 9.24°9+0.70 2.7194+0.10 6.47%+0.01 0.98032+0.0007

Results are expressed as means + standard deviation. Means followed by the same letter in the

same column did not differ significantly from each other (p>0.05) according to the Tukey test.
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Table 5 - Composition of fatty acids (%) in the lipid fraction of the mortadellas with addition of potassium chloride and a pre-emulsified oil blend

in partial substitution of sodium chloride and pork-back fat, respectively

Control F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11
C14:0 1.932 1.54b¢ 0.94¢ 1.59P 0.88¢ 1.37P 1.39° 1.4 0.79¢ 1.30¢ 1.27¢ 1.37¢
Cl14:1n5c 0.172 0.15% 0.11%¢ 0.172 0.113¢ 0.16% 0.15% 0.17# 0.06¢ 0.14% 0.08 0.12%¢
C15:0 0.11%¢ 0.10%¢ 0.16% 0.10%¢ 0.132¢ 0.113k%¢ 0.113¢ 0.132¢ 0.15% 0.132¢ 0.08 0.07°
C15:1n5¢ 0.042 0.06% 0.072 0.05% 0.042 0.032 0.072 0.082 0.05% 0.072 0.112 0.05%
C16:0 20.80% 18.39° 14.00¢ 18.63° 13.33f 16.64 16.72% 17.03° 12.019 16.80% 16.35¢ 16.62%
C16:1n7 3.212 2.73 1.53f 2.82° 1.51f 2.29« 2.28% 2.36° 1.119 2.10% 2.06° 2.12¢%
C17:0 0.542 0.56% 0.44° 0.592 0.38° 0.542 0.53% 0.60? 0.29° 0.45° 0.40° 0.44°
Cl17:1n7c 0.59? 0.46% 0.28« 0.44%® 0.24¢ 0.35b¢d 0.360« 0.39¢ 0.20¢ 0.300¢ 0.37%¢ 0.39%¢
C18:0 11.012 9.76° 8.58° 9.96° 7.28" 9.08¢ 9.124 9.47¢ 7.22 8.66° 8.65° 9.16¢
C18:1n9t 1.722 1.43% 0.88¢ 1.542 0.58¢ 1.542 0.75¢ 1.09% 0.57¢ 1.02¢ 1.13% 0.95¢
C18:1n9¢c 43.079 43.98° 45,07° 43.45% 45.56%® 43.49" 44.31% 43.77%f 45,752 44,96 44.93° 44.84%
C18:2n6t 0.13° 0.212 0.10bc 0.22% 0.10% 0.20? 0.19% 0.20? 0.10%° 0.11%¢ 0.07¢ 0.11%¢
C18:2n6¢c 10.94" 13.719 19.59¢ 13.49¢ 21.49° 16.69% 16.71% 16.07f 22.742 16.62% 16.834 16.51¢
C20:0 0.16f 0.20¢%f 0.282bcd 0.20°f 0.36% 0.293¢ 0.28v 0.29%¢ 0.33% 0.282¢ 0.27bcde 0.23cdef
C18:3n6 0.742 0.62° 0.35¢ 0.61¢ 0.47¢f 0.59°cd 0.570 0.58°c 0.36% 0.49% 0.51¢ 0.55bcde
C20:1n9 0.87¢ 1.74f 3.74° 1.68f 4.44° 2.71¢ 2.71% 2.56° 473 2.70% 2.71¢ 2.64%
C18:3n3 0.592 0.52% 0.45% 0.49% 0.21° 0.46% 0.45% 0.53% 0.25° 0.43° 0.47% 0.44%
C20:2n6c 0.33% 0.28° 0.12¢ 0.26 0.13° 0.22¢ 0.21¢ 0.22¢ 0.07f 0.19¢ 0.22¢ 0.23«
C22:0 0.05¢ 0.06¢ 0.30° 0.06¢ 0.392 0.23° 0.22° 0.23° 0.412 0.20° 0.21° 0.21°
C20:3n6¢c 0.122 0.10%c 0.04¢% 0.10%® 0.05% 0.092bcd 0.08zbcd 0.08zabcd 0.03¢ 0.05¢de 0.06bcde 0.06bcde
C20:3n3c 0.10? 0.07%® 0.03° 0.06% 0.03° 0.05% 0.05% 0.05% 0.03° 0.04° 0.03° 0.072
C20:4n6 0.34% 0.28° 0.17¢ 0.27° 0.22° 0.26° 0.26° 0.25° 0.17¢ 0.23° 0.23° 0.27°
C22:2n6c 0.08? 0.05? 0.03? 0.04% 0.02# 0.022 0.03? 0.03? 0.03? 0.03? 0.06% 0.03?
C24:0 - 0.03¢f 0.11° 0.03¢f 0.122%® 0.07¢ 0.07¢ 0.06 0.15% 0.06¢® 0.04¢% 0.07¢
C20:5n3c 0.13? 0.10%® 0.10% 0.092¢ 0.092¢ 0.092¢ 0.060¢ 0.092bc 0.092b¢ 0.060¢ 0.04¢ 0.05¢
C24:1n9 0.10% 0.05% 0.09% 0.06% 0.04% 0.03% 0.02% 0.04% 0.02% 0.03% 0.05% 0.01°
C22:6n3 0.322 0.27° 0.13¢ 0.25P 0.15¢ 0.22° 0.21° 0.21° 0.10¢ 0.22° 0.22° 0.22°
> SFA 36.407 33.20° 27.129 33.91° 24.52" 30.49¢ 30.53¢ 31.22¢ 23.521 30.21¢f 29.80f 30.34¢
> MUFA 49.789 50.59¢ 51.76" 50.21f 52.52% 50.62° 50.66° 50.47¢ 52.50? 51.33% 51.45°¢ 51.11¢
> PUFA 13.829 16.21° 21.11° 15.89 22.97° 18.89¢ 18.81¢ 18.31° 23.972 18.47¢% 18.75% 18.54%
n-6 12.689 15.25f 20.40° 15.00f 22.49° 18.07¢ 18.04¢ 17.43¢ 23.50? 17.72% 17.984 17.77%
n-3 1.142 0.96%® 0.71¢ 0.89v¢ 0.48¢ 0.82b¢ 0.77¢ 0.88% 0.47¢ 0.75°¢ 0.77¢ 0.78¢
PUFA/SFA 0.38¢ 0.49 0.78¢ 0.47f 0.94° 0.62¢ 0.62¢ 0.59¢ 1.022 0.61¢% 0.63¢ 0.61¢%
n-6/n-3 11.14f 15.84¢f 28.58° 16.85%f 47.122 22.Q7Pcde 23.32bcd 19.83% 49.682 23.69 23.29bcd 22.85bd

Means followed by the same letter on the same line did not differ significantly from each other (p>0.05) according to the Tukey test
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Table 6- Means of sensory attributes of mortadella with addition of potassium chloride and a pre-emulsified oil blend in partial substitution of

sodium chloride and pork-back fat, respectively

Control F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11
Pink color 3.432 2.44% 2.08P 2.46% 2.40% 2.502 2.28P 2.443 1.97° 2.56%  3.01% 2.02P
Amountof fat  1.56% 1.33% 0.73" 1.24% 0.99% 1.41% 1.25% 1.782 1.34%  1.25% 1.33% 1.22%
Characteristic
odor of 4.012 3.892 3.582 3.622 4.24? 3.742 3.818 3.867 3.61% 3.967 4.03? 3.502
mortadella
ch(;‘rd'me”t 391° 394 393 346 383  356°  370°  410° 345  400°  3.65°  3.58
Fish odor 0.80% 0.70% 0.74% 0.78% 0.68% 0.94% 0.60% 0.55% 1.392 0.57%  (0.55% 0.49°
Hardness 2.332 2.03? 2.642 2.202 2.272 1.732 2.392 2.022 2.052 2.252 2.352 2.162
Juiciness 4.782 4,072 4.15? 4.18? 3.822 3.932 3.732 3.832 3.467 4.09? 4.17% 3.642
Characteristic
mortadella 4.79? 4.143c  4213c  3.048C 4430  378%c  3ggodc 3 @7he 3.36° 4,682 4.782 4.3430c¢
flavour
ﬁ;’cgl:f]e”t 4290 330° 347 312 3290 314> 314> 361  290° 3630 381 318
Saltiness 4.542 3.51%c 3718  304bcd  35gac  p 7gbed 9 gged o g7bed 2.23¢ 3.64%  35pMc 3 51a0c
Fat flavour 2.16% 1.98° 2.00P 2.20% 2.12% 2.6820 2.06% 3.022 2218 2213 9 4gab 2.702
Rancid flavor  1.412 1.262 1.162 1.322 1.112 1.072 1.012 1.092 1.132 1.112 1.052 1.332
ﬁgj‘g?e 0768  0.82* 084 115  087° 098  1.02  096° 145 053 083  0.87°

Means followed by the same letter on the same line did not differ significantly from each other (p>0.05) according to the Tukey test.



95

Table 7 — Regression coefficients and Analysis of Variance of the regression models of the
sensory descriptors of the mortadellas with addition of potassium chloride and a pre-emulsified
oil blend in partial substitution of sodium chloride and pork-back fat, respectively

Pink color Mortadella flavour ~ Condiment flavour Saltiness

RC P-value RC P-value RC P-value RC P-value
Bo 25309 0.0125 4.6000 0.0008 3.5364 0.0028 3.5685 0.0001
B1 0.0028 0.9885 0.0215 0.8166 -0.0443 0.7368 -0.1153 0.0435
B2 -0.1357 0.5192 0.0167 0.8567 -0.0828 0.5460 0.0155 0.5974
B11 -0.0573 0.8090 -0.2565 0.1181 -0.1723 0.3345 -0.2231 0.0171
B22 -0.1518 0.5420 -0.4157 0.0503 -0.1170 0.4821 -0.3343 0.0078
B12 0.0731 0.7955 0.1074  0.4496  0.0023 0.9901 0.0833 0.1413
R? 0.35 0.60 0.36 0.32
F test
(lack of 0.9605 0.2055 0.5922 0.0080
fit)

RC: regression coefficients; o (constant); B1 (KCI); B2 (pre-emulsified blend of oils); 11 (KCI
x KCl); B2z (pre-emulsified blend of oils x pre-emulsified blend of oils); P12 (KCI x pre-
emulsified blend of oils)
Significant values (p<0.05) are in bold.
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ABSTRACT

The increase in consumer demand for healthier foods has driven the development of meat
products with lower levels of saturated fat and sodium, as well as the search for natural
antioxidants to be used instead of synthetic ones. The objective of this study was to evaluate
changes in physicochemical characteristics of reformulated mortadella, with added pre-
emulsified oils and potassium chloride in partial replacement of pork fat and sodium chloride,
along the storage and the effect of the addition of synthetic antioxidants (BHT) or natural ones
(rosemary extract) to oils to prevent the lipid oxidation of the product. The reformulated
mortadellas presented slight changes in color and texture during storage and higher lipid
oxidation than control mortadellas. However, the addition of rosemary extract to the oils gave
the reformulated products better (or even similar to control) oxidative stability, in the majority
of evaluated periods, differently from the BHT, proving it to be an effective alternative to delay

lipid oxidation in mortadella.

Keywords: meat products; polyphenols; Rancimat; malondialdehyde.

1 INTRODUCTION

Emulsified meat products of mortadella type are widely consumed and appreciated in
the world, and in countries like Brazil, due to their low cost, and play an important nutritional
role in the diet of the population (S. L. da Silva et al., 2019; dos Santos Alves et al., 2017;
Horita, Morgano, Celeghini, & Pollonio, 2011). In Brazil, legislation (BRASIL, 2000)
establishes, according to the composition of the raw material and the manufacturing techniques

employed, a classification for such products: mortadella, poultry mortadella, mortadella like
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Bologna, Italian mortadella and mortadella Bologna, which may have up to 30% or 35% of fat,
depending on the category to which they belong. In addition to the high fat content, these
products generally present high levels of sodium in their composition (1246 mg.100gt)
(USDA, 2018).

Given the recommendations of health organizations for reducing sodium and saturated
fat consumption and the increasing consumer demand for healthier foods, several studies have
been conducted to reduce and/or replace salt with substitutes with potassium chloride (KCI)
(Campagnol, dos Santos, Lorenzo, & Cichoski, 2017; dos Santos Alves et al., 2017; Felisberto,
Galvao, Picone, Cunha, & Pollonio, 2015; L. Marchetti, Argel, Andrés, & Califano, 2015;
Lucas Marchetti, Andrés, & Califano, 2017), as well as to partially replace animal fat with oils
of vegetable or marine origin pre-emulsified to modify the profile of fatty acids in mortadellas
(Camara & Pollonio, 2015; Saldafa, de Oliveira Garcia, et al., 2018; Saldafia, Siche, et al.,
2018).

However, these reformulations can affect technological and sensorial characteristics
(Campagnol et al., 2017; Felisberto et al., 2015) and oxidative stability of meat products (Lucas
Marchetti et al., 2017). One of the potential problems deriving from healthier formulations of
meat products with a fatty acid profile is the acceleration of the oxidative processes, with
implications for the quality and the health, attributed to the greater susceptibility to lipid
oxidation of polyunsaturated fatty acids (PUFA), present in greater quantity in the modified
products (Triki, Herrero, Rodriguez-Salas, Jiménez-Colmenero, & Ruiz-Capillas, 2013).

Although synthetic antioxidants such as butylated hydroxyanisole (BHA), butylated
hydroxytoluene (BHT), tert-Butylhydroquinone (TBHQ) and propyl gallate (PG), which
present low cost and high efficiency, are widely used in the meat industry as the main resources
to retard lipid oxidation (de Almeida et al., 2015), the use of these additives has aroused

criticism from the scientific community for its long-term suspected toxicity (Heck et al., 2018).
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Because of the health risks associated with the use of these substances and the better image of
natural products with consumers, the use of different plant extracts with antioxidant activity has
been widely researched (V. K. G. Abreu, Pereira, de Freitas, Trevisan, & da Costa, 2015).

Among natural antioxidants, rosemary extract is commonly used by the food industries
to extend the life of various products because of its strong antioxidant effectiveness and cost
(Erdmann et al., 2015; Xie, VanAlstyne, Uhlir, & Yang, 2017). This antioxidant activity is
related to the presence of high levels of phenolic compounds, carnosic acid, carnosol and
rosmarinic acid being the main active compounds identified (Xie et al., 2017).

In a previous study, a formulation of mortadella with 50% substitution of pork fat with
a mixture of oils, with a healthier fatty acid profile (lower amount of saturated fatty acids and
higher amount of polyunsaturated fatty acids), pre-emulsified and 37.5% NaCl replacement
with KCI, without significant changes in the sensorial characteristics of the product. However,
the effects of these reformulations on the stability of the product during storage were not
evaluated. In this context, the objective was to evaluate changes in the physical and chemical
characteristics and oxidative stability of these mortadellas along the refrigerated storage, as well
as the effect of the addition of synthetic antioxidants (BHT) or natural antioxidants (rosemary

extract) in the prevention of lipid oxidation.

2 MATERIAL AND METHODS

2.1 MATERIAL

Mortadellas were processed using commercial cuts of lean beef (chuck) and pork back

fat obtained from commercial distributors in Jodo Pessoa, Paraiba, Brazil. After the complete

removal of the apparent fat and aponeuroses from the meat, the skinless pork fat (20.57%
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moisture, 0.29% ash, 6.29% proteins and 72.10% lipids) and meat ( 75.59% moisture, 1.01%
ash, 20.84% proteins and 2.00% lipids) were ground separately in a 6 mm disk grinder (C.A.F.,
Brazil) and stored in freezing at -18 °C until the processing of the bologna.

As partial substitutes for pork fat in mortadella formulations, olive oils (Olea europaea
L.), linseed oils (Linum usitatissimum L.) and fish oils (Mundo dos Oleos, Brasilia-DF, Brazil)
were used. In the pre-emulsification of the oils, isolated soy protein was used (Inga Alimentos,
Maringé — PR, Brazil).

The other ingredients and additives used were NaCl (Lebre, Norsal, Brazil), KCI
(Labsynth, Brazil), cassava starch (Zaeli, Brazil), sodium tripolyphosphate (Labsynth, Brazil),
ascorbic acid (Northeast Pharm, China), sodium nitrite and BHT (Adicel, Belo Horizonte - MG,
Brazil), garlic and black pepper powder purchased in a shop in Jodo Pessoa. Artificial wraps 50

mm in diameter were used (Norpack, Minas Gerais, Brazil).

2.2 OBTAINING AND CHARACTERIZING THE ANTIOXIDANT ACTIVITY OF

ROSEMARY EXTRACT

2.2.1 Preparation of rosemary extract

The rosemary leaves were crushed in a processor (Pratic Blender Cadence, BLD300)
and then the material was subjected to sieving (48 mesh sieve with 300 mm opening). The
powder obtained was immersed in 99.8% absolute ethyl alcohol (1:7,5; m/v, g of the dry
powder/ml solvent) and the mixture was stirred at 191 rpm at a temperature of 30 °C, for 3
hours in an incubator (Tecnal, TE-420). After vacuum filtration, the extracts were dried at 40

°C inavacuum oven (Tecnal TE-395, -700 mmHg). After removal of the solvent, the rosemary
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extract was packed in an amber glass bottle with screw cap and kept under refrigeration until

use.

2.2.2 Determination of the total phenolic content (TPC) of rosemary extract

The total phenolic content of the rosemary extract was determined by the Folin-
Ciocalteu method (Slinkard & Singleton, 1977) with some modifications as described by
Alcantara et al. (2019). A 180 uL aliquot of the extract (1 mg.mL™ in ethanol) was transferred
to a test tube containing 60 ul of Folin-Ciocalteu reagent and 2.58 mL of distilled water. The
mixture was stirred and after 1 minute, 180 uL of Na,COs (15%) was added. After incubation
of the solutions for 2 h at room temperature, the absorbance of the mixture was measured at
760 nm. Gallic acid was used in the standard curve (0.001-0.020 mg / mL in ethanol) and the

results were expressed in terms of gallic acid equivalent (mg EAG/g extract).

2.2.3 Scavenging of free radical DPPH* (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)

The stable free radical DPPH*® was used to determine the radical scavenging activity of
rosemary extract according to Brand-Williams, Cuvelier & Berset (1995), with modifications
of Silva et al. (2006). Aliquots of the solution containing the rosemary extract (0.5 mg.mL™)
were mixed with ethanol and 2700 uL of the ethanolic solution of DPPH® (23.6 pg.mL™). After
30 minutes in the absence of light, the absorbance was read at 517 nm in a Shimadzu UV-vis
spectrophotometer, model UV-2550. The results were expressed by determining the percentage

of total antioxidant activity (% TAA), calculated according to equation 1, and the value of ECsq.

AbScontrol -Abs
9TAA = 100 X ( trol -ab sample) "

Abscontrol
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Where Abscontrol 1S the absorbance of the ethanolic solution of the radical and AbSsample
is the absorbance of the solution of the radical in the presence of the extract.

From the obtained values, a graph of the %TAA versus concentration of the extract in
ng.mL* was constructed and the equation of the line was obtained. The ECso value was obtained
from the equation of the line, replacing the y by 50 to obtain the sample concentration capable

of reducing 50% of the DPPH®* radical.

2.2.2.4 Determination of the profile of phenolic compounds

The profile of phenolic compounds present in the rosemary extract was determined
according to the procedure described by Alcantara et al. (2019), using a Shimadzu (Kyoto,
Japan) High Performance Liquid Chromatograph (HPLC), equipped with a Rheodyne 7125i
automatic injector and a UV / VIS detector. The columns used were a Shimadzu LC-18 (particle
size 25 cm x 4.6 mm, 5 um, from Supelco, Bellefonte, PA, USA) and a Shimadzu C-18 ODS
pre-column. Peaks of the phenolic compounds were monitored at 280 nm. LabSsolutions

(Shimadzu) software was used to control the LC-UV system and for data processing.

2.2.2.5 Rancimat

The rancimat method was used to estimate the effect of rosemary extract on the
oxidative stability of a mixture of olive, linseed and fish oils, in the proportions of 44.39%,
37.87% and 17.74%, respectively, employed by Delgado-Pando et al. (2010), which were used
as partial substitutes for pork fat in mortadellas. The accelerated oxidation tests were carried
out in the mixture of oils without addition of antioxidants, with the addition of a synthetic

antioxidant (BHT) in the maximum concentration allowed by the Brazilian legislation 100
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mg.kg? (BRASIL, 1998), and with the addition of rosemary extract in two different
concentrations: 1000 mg.kg? and 3000 mg.kg™. The tests were conducted on a Metrohm
Rancimat 873 equipment at 110 °C and constant air flow (10 L.h™) according to AOCS Cd 12b-
92 method (AOCS, 2009), and the induction period (IP) was automatically obtained, from the
inflection point of the conductivity curve, by the software that accompanies the equipment. All
tests were conducted in triplicate.

The test results were used to determine the concentration of rosemary extract, most

suitable to provide the best oxidative stability to the blend of oils.

2.3 EVALUATION OF QUALITY INDICES AND PROFILES OF OIL FATTY ACIDS

The acidity index (Al) and the peroxide value of olive, linseed and fish oils were
determined using the methods Cd 3d-63 and Cd 8-53 of the American Oil Chemists' Society
(AOCS, 2009), respectively.

To determine the fatty acid profile of the oils, a methyl esterification was performed
following the methodology described by Hartman & Lago (1973) and the quantification
obtained by calibration curve with patterns of methyl esters (Supelco® 37 Component FAME
Mix) using a GCMS-QP2010 (Shimadzu, Kyoto, Japan) equipped with a Durabound DB-23
(30m x 0.25mm x 0.25um) column. The temperature of the injector and the detector were set
at 230 °C and column temperature at 90 °C. The elution gradient in the column was 90 to 150
°C (10 °C/min), 150 to 200 °C (2 °C/min), 200 to 230 °C (10 °C/min) in a total time of 39

minutes running with a split of 100. The gas carrier was He.
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2.4 PRE-EMULSIFICATION OF OILS

Olive, linseed and fish oils were mixed in the proportions of 44.39%, 37.87% and
17.74%, respectively, according to Delgado-Pando et al. (2010), on the day prior to preparation
of the pre-emulsion and stored under refrigeration at 4 °C in screw capped glass containers
wrapped with aluminum foil. Three batches of the oil blend were prepared: one without addition
of additives (Mix), one with the addition of BHT at 100 mg.kg™ (Mix BHT) and another batch
with rosemary extract at a concentration of 3000 mg.kg™ (Mix Rosemary).

The oil blend used as a substitute for pork fat in mortadellas was pre-emulsified as
described by Delgado-Pando et al. (2010) on the day of processing the mortadellas. To this end,
42.1% water was mixed with 5.3% soy protein isolate for 2 minutes in a food processor.
Thereafter, 52.6% of the blend of previously combined oils was added and emulsified for 3

minutes.

2.5 PROCESSING OF THE MORTADELLAS

Four formulations of mortadellas (Table 1) were processed: MCon, prepared without
alterations in the contents of salt and pork fat, containing 14% of pork fat and 2% of NaCl;
MMuix, with addition of 1.25% NacCl, 0.75% KCI, 7% of pork fat and 7% of the pre-emulsified
oils of the Mix batch; MMix BHT, with addition of 1.25% NaCl, 0.75% KCI, 7% of pork fat
and 7% of the pre-emulsified oils of the Mix BHT batch; and MMix Rosemary, with addition
of 1.25% NaCl, 0.75% KCI, 7% of pork fat and 7% of the pre-emulsified oils of the Mix
Rosemary batch. Of each formulation, 3 independent batches were processed.

The mortadellas were processed according to the procedure used by Dos Santos Alves

et al. (2017). Lean ground beef, NaCl, KCI and sodium tripolyphosphate were comminuted in
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the cutter (G. Paniz, Brazil) for 2 minutes. Thereafter, the remaining ingredients, the ground
pork fat and the pre-emulsified oils were slowly added, which were homogenized for 2.5
minutes. During grinding, the temperature of the meat batter did not exceed 10 °C. The meat
batter was placed in a vacuum filler (Model EL 10, Metvisa, Brazil) and bagged in 50 mm
diameter artificial wraps (Norpack, Minas Gerais, Brazil), resulting in products of
approximately 300 g. Mortadellas were cooked by immersion in a water bath whose
temperature was raised gradually: 60 °C for 30 minutes, 70 °C for 30 min and 80 °C until the
internal temperature of the product reached 72 °C. The internal temperature of the samples was
verified using a thermometer placed in the geometric center of the product. After cooking, the
mortadellas were immediately cooled in an ice bath and then stored under refrigeration (4 °C)

for 35 days.

2.6 PHYSICOCHEMICAL ANALYSIS

The moisture, protein and ash contents were determined according to the methodologies
950.46B, 981.10 and 920.153 of the Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2005)
and the total lipids were determined using the methodology of Folch, Lees e Sloane-Stanley

(1957).

2.7 PHYSICOCHEMICAL STABILITY OF MORTADELLAS

Determinations of pH, color, texture and number of TBARS were performed after 1, 7,
14, 21, 28 and 35 days of refrigerated storage at 4 °C.
For pH determination, 10 g of the sample crushed in a processor (Pratic Blender

Cadence, BLD300) were mixed with 1:10 (w/v) distilled water and homogenized for pHmeter
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measurement (827 pH lab, Metrohm, Switzerland) previously calibrated. The measurements
were performed in triplicate.

The color measurements of the crushed samples were performed on a Gretag Macbeth
colorimeter (model Color-eye 2180). The parameters L* (luminosity), a* (intensity of red) and
b* (intensity of yellow) were determined, with 5 readings per sample.

Texture profile analysis (TPA) was conducted using a CT3 Texture Analyzer
texturometer (Brookfield, USA). The measurements were performed in 10 cylinders per batch
of mortadellas, for each evaluated storage time. The cylinders of 2 cm in diameter by 2 cm in
height were submitted to two cycles of compression. The cylinders were compressed to 30% of
the original height (Saldafia, Behrens, et al., 2015) with the TA4/1000 probe (diameter 38.1
mm) at a speed of Imm/s (dos Santos Alves et al., 2017) The parameters evaluated were:
hardness (N), springiness, cohesiveness, and chewiness (N).

The extent of the lipid oxidation of the samples was measured by determining the
number of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) according to the method proposed
by Rosmini et al. (1996). The results were expressed in milligrams of malondialdehyde per kg

of the sample.

2.8 STATISTICAL ANALYSIS

Analysis of Variance (ANOVA) and Tukey's test were used to determine significant
differences among different types of mortadella and among different storage times. Data
processing was performed using Statistica software version 5.0 (StatSoft, 1995) and the

significance level of P <0.05 was used for all evaluations.
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3 RESULTS AND DISCUSSION

3.1 CHARACTERIZATION OF THE ANTIOXIDANT ACTIVITY OF ROSEMARY

EXTRACT

3.1.1 Total phenolic content

The ethanolic extract of rosemary presented a total phenolic content (191.54 + 3.35 mg
GAE / g of extract) higher than that reported by Sayyad, Jafari & Ghomi (2017) (81.37 mg
GAE / g of extract) and by Chammem et al. (2015) (112 mg GAE / g of extract) in rosemary
extracts prepared using the same extraction solvent (ethanol) and by Pereira et al. (2017) (40.15
mg GAE / g of extract) using 80% (v / v) ethanol. In addition to differences in extraction
procedures and solvent polarity, factors such as genetics, harvesting time and plant maturity

may affect the composition of polyphenols in rosemary extract (Chammem et al., 2015).

3.1.2 Scavenging of free radical DPPH* (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)

The ethanolic extract of rosemary presented an ECso value of 8.79 pg.mL™. This value
is within the range of 3.2 ug.mL™ to 500 pg.mL* (RODRIGUEZ-ROJO et al., 2012), reported
for ethanolic extracts obtained from different pre-treatments of rosemary and/or different
extraction processes, and is lower than that obtained in ethanolic extract of rosemary employed

to increase the oxidative stability of soybean oil (42,75 ug.mL™) (Sayyad et al., 2017).
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3.1.3 Determination of the profile of phenolic compounds

In the ethanolic extract of rosemary, 16 compounds were identified: 3,4-
dihydroxybenzoic acid (7.5 mg.g?), catechin (20.5 mg.g?), 2,5-dihydroxybenzoic acid (26
mg.gY), 4-hydroxybenzoic acid (8 mg.g™), vanillic acid (13 mg.g™?), syringic acid (1.5 mg.g™),
p-coumaric acid (1 mg.gt), synapic acid (2 mg.g™), rutin (2 mg.gt), myricetin (22.5 mg.g™?),
rosmarinic acid (65.5 mg.g™), caffeic acid (27.5 mg.g?), quercetin (13 mg.g™), trans-cinnamic
acid (1 mg.gt), kaempferol (16.5 mg.g™?) and chrysin (7.5 mg.g?), rosmarinic acid being the
major compound. This acid together with carnosic acid and carnosol are the main phenolic
compounds responsible for the powerful antioxidant activity of rosemary (Andrade, Ribeiro-
Santos, Costa Bonito, Saraiva, & Sanches-Silva, 2018).

Similarly, in the evaluation of the ethanolic extract obtained from rosemary, previously
distilled for extraction of essential oil, rosmarinic acid was the phenolic compound present in
greater quantity (36.3 mg.g?), the content of carnosol was of only 4,355 mg.g™* and the carnosic
acid was absent, probably due to degradation during the extraction process (Choulitoudi et al.,
2017).

In another study, in which the authors quantified the contents of rosmarinic, carnicosic
and carnosol acids in rosemary extracts, these components ranged from 26.3 mg.g*, 88.1 mg.qg-
1 44.28 mg.g?, respectively, for 0.859 mg.g?, 146.5 mg.g?, 28.8 mg.gt, when there was a
change of solvent (ethanol or chloroform) and of the extraction method (Hernandez-Hernandez,
Ponce-Alquicira, Jaramillo-Flores, & Guerrero Legarreta, 2009). Other researchers verified that
the composition of the ethanolic extract of rosemary was altered according to the seasonality of
the harvest of the plant leaves, with rosmarinic acid contents varying from 0.23 mg.g™* to 0.95
mg.gt and carnosic acid from <0.01 mg.g™* to 19.64 mg.g™*, depending on the harvest period

(Lemos, Lemos, Pacheco, Endringer, & Scherer, 2015). In addition to seasonality, phenolic
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composition in rosemary extract may be affected by other factors such as genetic and maturity
aspects of the plant, type of leaf storage, drying process and extraction procedures (Chammem

et al., 2015; Mulinacci et al., 2011), among others.

3.1.4 Rancimat

The induction period (IP) obtained from the Rancimat test is used to characterize the
resistance of an oil to oxidation, and the longer the induction time, the greater the oxidation
stability (YYang et al., 2016). The mixture of oils supplemented with rosemary extract at the two
concentrations employed presented higher oxidative stability than the mixture of oils without
antioxidants or even with the addition of BHT (Table 2). At the highest concentration employed
(3000 mg.kg?), rosemary extract provided a relative protection factor of the oil blend of about
261% while BHT exerted a protection factor of 11%. Thus, rosemary extract proved to be an
effective alternative to prevent and/or delay lipid oxidation in the mixture of oils with high

content of PUFA fatty acids.

3.2 QUALITY INDICES AND OIL FATTY ACID PROFILE

3.2.1 Acidity indices and peroxide values of oils

The acid and peroxide indices of the oils are presented in Table 3. According to
international organization standards (Codex Alimentarius Commission, 2017a, 2017b), the acid
index (Al) and the peroxide value (PV) for olive oil and other cold pressed vegetable oils should
be Al <4 mg KOH/g and PV< 15 mEq Ox/kg. For fish oil, these indices should be Al <3 mg

KOH/g and PV < 5 mEq O2/kg.
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Thus, the oils evaluated met most of the requirements for these parameters, except for
fish oil, which presented a higher acid value than the recommended one. The acid value is a
measure of the amount of free acids produced from the hydrolysis of triacylglycerols in edible
oils (Jiang et al., 2016; Simplice et al., 2018), being an important parameter to evaluate the
quality of the oil, as well as the degree of refining. The lower the value of the acidity, the better
the quality, the freshness and the refining of the oil (Zhang et al., 2015). The amount of free
fatty acids present in the oil depends on several factors such as the degree of lipid hydrolysis in
the raw material (Ferdosh et al., 2015), extraction method (Simplice et al., 2018), oil storage
conditions such as temperature and time (Aryee, Simpson, Phillip, & Cue, 2012), presence of

antioxidant in oils (D. A. P. de Abreu, Rodriguez, & Cruz Freire, 2011), among others.

3.2.2 Fatty acids profile of oils

The fatty acid profile of olive oil (Table 4) was composed of 73.44% of MUFA, with
oleic acid as the major constituent (69.8%), 18.51% of SFA and 8.05% of PUFA, being
characteristic of this type of vegetable oil, in a similar way as reported by Delgado-Pando et al.
(2010). linseed oil presented 55.24% PUFA, 30.86% MUFA and 13.9% SFA. The major fatty
acids were linoleic (PUFA n-6) with 47.11% and oleic acid (MUFA) with 29.59%. The a-
linolenic acid (PUFA n-3) represented 8.13% of total fatty acids. These results differ from the
composition of linseed oil used by Delgado-Pando et al. (2010), the most present fatty acids
were a-linolenic (53.08%), oleic (20.77%) and linoleic (15.23%), and by Alejandre et al.
(2016), with a-linolenic acid (58.9%), linoleic (15.9%) and oleic (15.8%) as the majority. In
literature, the concentration of a-linolenic acid in linseed oil varies from approximately 40% to

60% and linoleic and oleic acids are present at levels of 15% (Williams et al., 2007).
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In fish oil, the most present fatty acids were linoleic (45.38%), oleic (27.18%) and
palmitic (12.42%) fatty acids, containing fractions of PUFA, MUFA and SFA of 52.05%,
29.84% and 18.11%, respectively. Total n-3 PUFA was only 6.67% and long chain n-3 PUFA
DHA and EPA represented only 1.52% and 0.84%, respectively. The results obtained were
different from those reported in one study (Simplice et al., 2018) conducted to evaluate the
chemical composition of oils derived from two different fish species (Chrysicthys
nigrodigitatus and Hepsetus odoe), in which the fatty acids present in greater quantity were the
palmitic (SFA) and oleic (MFA) ones. These authors also observed that the fatty acid
composition of fish oils varies according to the fish species and/or the extraction method
employed.

In fat-replacement studies by pre-emulsions containing fish oil, researchers used oils
containing fractions of long-chain PUFA n-3 fatty acids larger than those found in this study:
17.62% EPA and 7.73% DHA (Saldafia, Siche, et al., 2018); 9.69% EPA and 15,63% DHA (L.

Marchetti et al., 2015) and 18.7% EPA and 12% of DHA (Delgado-Pando et al., 2010).

3.3 PHYSICOCHEMICAL ANALYSIS OF MORTADELLAS

Except for moisture (Table 5), the other parameters evaluated complied with current
legislation (BRASIL, 2000), which establishes maximum levels for moisture (65%) and fat
(30% or 35%, depending on mortadella classification) and minimum for proteins (12%). Higher
moisture values than those stipulated in the legislation, including for the control formulation,
may be related to the low fat content in lean meat (2.0%) used in the processing of all batches
of the product.

The reformulated mortadellas showed higher moisture contents and lower lipid contents

than the control formulation due to differences in the composition of the pork fat and pre-
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emulsion. While the pork fat contained 20.57% moisture and 72.10% lipids in the composition,
the pre-emulsions contained about 42% water and 52.6% of the oil blend in the composition.
Thus, the partial replacement of the pork fat allowed a reduction in lipid content of about 21.5%
in relation to the control.

The increase in moisture content and the decrease in lipid content in meat products with
replacement of animal fat by oils, added as pre-emulsions, has also been reported in other
studies (Backes et al., 2017; Camara & Pollonio, 2015; Serdaroglu, Nacak, & Karabiyikoglu,
2017).

The reformulation did not promote significant changes in the protein content of

mortadellas and the ash content presented a small variation.

3.3.1 Fatty acid profile of mortadellas

The partial replacement of the pork fat with the mixture of pre-emulsified oils resulted
in changes in the fatty acid profile of mortadellas (Table 6).

In mortadellas of the control formulation, the fraction of fatty acids present in greater
quantity was SFA, followed by the fractions of MUFA and PUFA. In the reformulated
mortadellas, the MUFA represented most of the fatty acids, followed by SFA and PUFA,
respectively. These changes were due to the reduction of palmitic and stearic fatty acids (SFA)
and an increase in the content of oleic (MUFA), linolenic and a-linolenic (PUFA) fatty acids,
present in large amounts in the oil mixture used as a substitute for pork fat.

The reformulation of the mortadellas allowed, on average, to reduce the fraction of SFA
by 24.8% and to increase the fractions of MUFA and PUFA by 9.8% and 78.03%, respectively,
in relation to the control formulation. The reformulated mortadellas differed only with respect

to the content of n-3 PUFA present in a slightly higher amount in the mortadellas of the
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formulation whose mixture of oils used was pre-additive with rosemary extract (MMix
rosemary) when compared to the formulation whose mixture of oils was pre-additive with BHT

(MMix BHT).

3.4 STABILITY OF MORTADELLAS

The pH values of the mortadellas (Table 7) were not affected by the treatments or the
refrigerated storage time at 4 °C and were within a range considered normal for this type of
emulsified product (Jorge et al., 2015; Saldafa, Lemos, et al., 2015).

The color of the products was influenced by the different formulations (Table 7) but did
not show changes over the refrigerated storage time. The reformulated mortadellas presented a
small increase of the luminosity (L*) and the yellow color (b*), and a decrease in the red
coloration (a*). This behavior was also verified in other studies with mortadellas (Berasategi et
al., 2014; Camara & Pollonio, 2015), in which the increase of the levels of pre-emulsified oils
in the formulations promoted an increase in the luminosity and the yellow color and reduction
of the red color of the products.

The texture profile of a product may reflect possible changes that, if perceived by
consumers, may impact consumer acceptance of the product (Lucas Marchetti et al., 2017).
Most of the texture properties evaluated were not altered by the formulations or during storage
time (Table 7). Only the cohesiveness presented a small variation between the formulations
from the 14th day of storage. At the last storage time evaluated, it was found that only the
cohesiveness of the formulation with BHT differed slightly from the control formulation.

The evolution of the number of TBARS from mortadellas during storage can be
visualized in Figure 1. The TBARS numbers determined on the first day of storage were the

highest values obtained for all formulations. According to Marchetti, Andrés & Califano
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(2017), the evolution of the TBARS value is related to the formation of malondialdehyde in
the oxidation, which, at first, presents a formation rate higher than the extinction rate and, after
a certain time, the opposite happens. A behavior similar to that obtained in the present study
was observed by Jamora e Rhee (2002) in an extruded meat product formulation and non-meat
ingredients whose TBARS values decreased over 60 days of storage. For the authors, initially
formed malondialdehyde may have undergone intermolecular reactions, including
polymerization and reactions with other constituents, especially amino acids/proteins, and thus
the rate of loss of malondialdehyde may have exceeded the formation rate by lipid oxidation.
For Ninan, Bindu e Joseph (2008), the decrease in the TBARS value during storage of fish
derivatives may also have been caused by the interaction of malondialdehyde with proteins.

On day 1, reformulated mortadellas without additional antioxidant and with addition of
BHT presented the highest TBARS values while the mortadellas in which there was addition
of rosemary extract (MMix rosemary) had the lowest value of this parameter, being lower than
the control formulation. On most storage days evaluated, the mortadellas with rosemary extract
did not differ from those of the control formulation, except on days 14 and 21. In the last
evaluated days (28 and 35), there was no significant difference between control mortadellas and
MMix rosemary.

The results obtained in this study indicate that the reformulation, without addition of
extra antioxidants or even with the addition of BHT to the oils, promoted an increase in the
lipid oxidation of mortadellas. However, the addition of rosemary extract proved to be an

effective alternative to delay this important deterioration reaction of the product.
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4 CONCLUSIONS

The reformulation based on the partial substitution of the pork fat and the NaCl made it
possible to obtain mortadellas with a lower percentage of lipids and with a more desirable fatty
acid profile, such as a lower fraction of SFA and an increase of MUFA and PUFA. During
product storage, slight changes in color, texture and increased lipid oxidation were observed.
However, the addition of rosemary extract to the oil blend gave the reformulated mortadellas
better or similar control oxidative stability over most of the evaluated period, unlike the
synthetic antioxidant. Thus, rosemary extract proved to be an effective alternative to delay lipid

oxidation in reformulated mortadellas to contain higher levels of PUFA fatty acids.
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Table 1 - Mortadella formulations with different levels of salt, pork fat or type of antioxidants

Ingredients MCon MMix MMix MMix
BHT Rosemary

Lean meat (%) 58 58 58 58
Pork back fat (%) 14 7 7 7
Pre-emulsion (%) -

Water (%) - 2.95 2.95 2.95

Soy protein i

isolate (%) 0.37 0.37 0.37

Olive ol

(%) - 1.64 1.64 1.64

Linseed oil - 1.40 1.40 1.40

(%)

Fish oil

(%) - 0.65 0.65 0.65

BHT

. - - 3.69 -

(mg.kg™)

Rosemary

extract - - - 110.7

(mg.kg™)
NaCl (%) 2 1.25 1.25 1.25
KCI (%) - 0.75 0.75 0.75
Ice (%) 20 20 20 20
Cassava starch (%) 5 5 5 5
Sodium tripolyphosphate 03 0.3 0.3 0.3
(%)
Ascorbic acid (%) 0.05 0.05 0.05 0.05
Garlic (%) 0.535 0.535 0.535 0.535
Black pepper (%) 0.1 0.1 0.1 0.1
Sodium nitrite (%) 0.015 0.015 0.015 0.015

MCon — mortadella prepared without alterations in the contents of salt and pork fat, containing
14% of pork fat and 2% of NaCl; MMix - mortadella with addition of 1.25% NaCl, 0.75% KClI,
7% of pork fat and 7% of the pre-emulsified oils of the Mix batch; MMix BHT — mortadella
with addition of 1.25% NaCl, 0.75% KCI, 7% of pork fat and 7% of the pre-emulsified oils of
the Mix BHT batch; MMix Rosemary - mortadella with addition of 1.25% NaCl, 0.75% KClI,

7% of pork fat and 7% of the pre-emulsified oils of the Mix Rosemary batch.
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Table 2 - Induction period (IP) of the Rancimat accelerated test performed in the mixture of oils
to be used as fat substitutes in mortadellas

Mix Mix BHT Mix Rosemary Mix Rosemary
1000 3000
IP (h) 9.069+0.15 9.84°+0.25 16.68° +0.11 23.63% £ 0.46

Means + standard deviation followed by the same letter did not differ significantly from each
other (P>0.05) according to the Tukey test.

Mix - mixture of oils without addition of antioxidants; Mix BHT - mixture of oils with the
addition of BHT (100 mg.kg?); Mix rosemary 1000 - mixture of oils with the addition rosemary
extract (1000 mg.kg™); Mix rosemary 3000 - mixture of oils with the addition rosemary extract

(3000 mg.kg™).
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Table 3 - Quality indices of the oils used as partial substitutes of pork fat in mortadellas

Olive oil Linseed oil Fish oil
Acid index (mg
1.12 +0.08 0.70+0.12 45+0.03
KOH/qg)
Peroxide value
9.01+1.41 6.52+0.71 1.49 +0.69
(mEq O2/kg)

Means + standard deviation
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Table 4 - Fatty acid profile (g 100g™?) of the oils used as partial substitutes of pork fat in

mortadellas
Fatty acid Olive ol Linseed oil Fish oil
Myristic (C14:0) 0.59 0.13 0.92
Palmitic (C16:0) 14.64 10.18 12.42
Palmitoleic (C16:1) 1.05 - 0.63
Stearic (C18:0) 3.28 3.59 4.10
Elaidic (C18:1n9t) 2.59 1.27 1.68
Oleic (C18:1n9c) 69.80 29.59 27.18
Linoleic (C18:2n6c) 8.05 47.11 45.38
a-Linolenic (C18:3n3) - 8.13 431
Arachidic (C20:0) - - 0.33
cis-11-Eicosenoic
(C20:1) ) . 0:35
cis-5,8,11,14,17-
Eicosapentaenoic - - 0.84
(EPA) (c20:5n3)
Behenic (C22:0) - - 0.34
cis-4,7,10,13,16,19-
Docosahexaenoic - - 1.52
(DHA) (c22:6n3)
> SFA 18.51 13.9 18.11
> MUFA 73.44 30.86 29.84
> PUFA 8.05 55.24 52.05
> n-6 PUFA 8.05 47.11 45.38
> n-3 PUFA 0 8.13 6.67

SFA — saturated fatty acids; MUFA — monounsaturated fatty acids; PUFA — polyunsaturated

fatty acids; n-6 - omega-6; n-3 - omega-3.
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Table 5 - Physicochemical analyzes of mortadellas with different levels of salt, pork fat or type

of antioxidants

Moisture (%)
Ash (%)
Protein (%)
Fat (%)

MCon MMix MMix BHT MMix
Rosemary

68.61° +0.17 69.59% + 0.15 69.65% + 0.17 69.94% + 0.08

2.89° + 0.04 2.92°+0.06 2.90° +0.09 3.15%+0.12

13.31+0.35 13.40% + 0.27 12.72% +0.06 13.44% +0.05

11.228+0.92 8.88° +0.39 8.63" +0.99 8.92°+0.76

Means followed by the same letter on the same line did not differ significantly from each other
(P>0.05) according to the Tukey test.
MCon — mortadella prepared without alterations in the contents of salt and pork fat, containing

14% of pork fat and 2% of NaCl; MMix - mortadella with addition of 1.25% NaCl, 0.75% KClI,

7% of pork fat and 7% of the pre-emulsified oils of the Mix batch; MMix BHT — mortadella

with addition of 1.25% NacCl, 0.75% KCI, 7% of pork fat and 7% of the pre-emulsified oils of

the Mix BHT batch; MMix Rosemary - mortadella with addition of 1.25% NaCl, 0.75% KClI,

7% of pork fat and 7% of the pre-emulsified oils of the Mix Rosemary batch.
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Table 6 - Fatty acid composition (g.100g™?) in the lipid fraction of the reformulated mortadellas

Fatty acid MCon MMix MMix BHT MMix
Rosemary

Myristic (C14:0) 2.242 1.39 1.36° 1.29%
Palmitic (C16:0) 30.022 21.56° 21.34° 21.32°
Palmitoleic (C16:1) 2.322 1.76° 1.792 1.80°
Heptadecanoic (C17:0) 0.752 0.542 0.60? 0.642
Cis-10-Heptadecenoic

(C17:1) 0.60° 0.41° 0.55° 0.50°
Stearic (C18:0) 12.942 11.26° 11.34° 11.01°
Elaidic (C18:1n9t) 2.27° 2.19° 2.18° 2.35°
Oleic (C18:1n9c) 39.94P 45.20° 44,847 45.06°
Linoleic (C18:2n6c) 8.95" 14.03? 14.39? 14.252
a-Linolenic (C18:3n3) 0.00° 1.68% 1.64° 1.802
Y SFA 45,942 34.75P 34.63° 34.25°
Y MUFA 45.12° 49.56° 49.35° 49.70°
Y PUFA 8.95° 15.70° 16.03? 16.05
Y n-6 PUFA 8.95° 14.03? 14.39% 14.25
Y n-3 PUFA 0.00° 1.68% 1.64° 1.80°
n-6 PUFA /n-3 PUFA - 8.38? 8.812 7.922

Means followed by the same letter on the same line did not differ significantly from each other
(P>0.05) according to the Tukey test.
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Table 7 - Effect of reformulations on pH, color (L*, a * and b*) and texture profile analysis
(TPA) of mortadellas during refrigerated storage

pH
L*
a*
b*
Hardness (N)

Springiness

Cohesiveness

Chewiness (N)

Days

[EEN

7
14
21
28
35
1
7
14
21
28
35
1
7
14
21
28
35
1
7
14
21
28
35

MCon

6.41°
57.99P
11.612
13.29¢
10.39%A
10.66*
10.61%
10.38%A
10.34%
10.95%
0.92A
0.91A
0.91A
0.91A
0.90%A
0.90%A
0.84%A
0.834
0.84PA
0.83%
0.84%A
0.82°8
8.25aA
8.31%A
8.40%
8.47°A
8.09%A
8.20¢A

MMix
6.41°
59.302
11.31°
14.34P
10.02%
10.90*
10.28*
10.18%A
10.90%A
10.66*
0.92A
0.92A
0.90%A
0.91
0.92A
0.90%
0.85%
0.83%C
0.83°B¢
0.842AB
0.85%4
0.8220C
8.25%
8.55%
8.58A
8.52°A
8.15%A
8.33A

MMix BHT MMix Rosemary

6.422
59.66°
11.49%
14.10°
10.31%
10.674
10.30%
10.38%A
10.55%
10.82%
0.91%A
0.922A
0.922A
0.91%A
0.92%A
0.91%A
0.84%BC
0.84%8C
0.85%48
0.843208
0.86°A
0.83%€
8.01%A
8.75
8.49%A
8.43%A
8.23%A
8.55%

6.41°
59.47°
11.06°
14.56°
10.15%
10.83%
10.72%A
10.67%A
10.58*4
10.71%A
0.91%A
0.91%A
0.91%A
0.91%A
0.90°A
0.90°4
0.843BC
0.83%¢
0.84bABC
0.85%8
0.85%4
0.83%%C
8.04%A
8.6
8.45%
8.57%A
8.85%
8.70%A

Means followed by the same lowercase letter on the same line did not differ significantly from
each other (P>0.05) according to the Tukey test. Means followed by the same upper letter on
the same column did not differ significantly from each other (P>0.05) according to the Tukey

test.
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Figure 1 - Evolution of the number of TBARs from mortadellas during refrigerated storage

TBARSs (mg of malondialdehyde .kg'1)
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5 CONCLUSOES

As substituicdes parciais simultaneas de NaCl por KCI e de toucinho pela mistura dos
6leos de oliva, linhaca e de peixes pré-emulsionados realizadas em algumas formulagdes de
mortadela promoveram alteragBes nos descritores cor rosa, sabor caracteristico de mortadela,
sabor de condimento e sabor salgado em relacdo as mortadelas tradicionais (controle).

Os niveis de KCl e de 6leos pré-emulsionados equivalentes ao ponto central resultaram
em mortadelas com caracteristicas sensoriais similares ao produto controle e com perfil lipidico
mais condizentes com as recomendacdes de salde.

Durante o armazenamento dos produtos reformulados, verificou-se ligeiras alteracdes
na cor, textura e maior oxidacao lipidica. Entretanto, a adi¢do do extrato de alecrim a mistura
de Oleos proporcionou as mortadelas reformuladas estabilidade oxidativa superior ou
semelhante ao controle, na maioria do periodo avaliado, diferentemente do antioxidante
sintético, mostrando-se uma estratégia eficaz para retardar a oxidacéo lipidica no produto.

Dessa forma, considerando os aspectos avaliados, o emprego simultaneo dos substitutos
parciais de sal e toucinho, associado a incorporacdo do extrato de alecrim a mistura de 6leos
podem ser considerados alternativas promissoras para obter mortadelas com melhor qualidade

nutricional.
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APENDICE A — Questionario de recrutamento de julgadores para a avaliacdo sensorial das

mortadelas

QUESTIONARIO DE RECRUTAMENTO DE PROVADORES

Weste momento, dezejamos formar umz equipe tremada de provadores,
capacitada para medir a intensidade das caracteristicas sensoriais (aparéncia, sabor,
aroma e textura) de mortadelas. Ser um provador nio tomara muito de seu tempo e ndo
envolverd nenhuma tarefa dificil. A equipe de provadores se reunird uma ou duas vezes
por semana, por um periodo de 30 minutos, no laboratério de Andlise Senszorial de
Alimentes.

Se vocé deseja participar da eguipe de provaderes, por favor, preencha este
formulario. Se vocé tiver alguma divida ou necessitar de informacdes adicionais, entre
em contate com Sonnalle Costa (sonnalle@hotmail com, (33) 99951-1651).

Nome: Data:
Email: Celular:

Faixa Etaria:

()18-30 i 331-40 () 41-50 () 31-60 { ) acima de 60
Geénero: (IM (OF

Escolaridade:

{ ) Ensino Fundamental () Ensino Superior

{ ) Ensmno M2dio i ) Pos-Graduagdo

Quais sdo os horarios e dias da semana que tem maior disponibilidade para

participar do treinamento?

() Segunda-feira [ 310k {}11h (115h )16k
() Terga-feira (3 10h {311k (115h )16k
{ ) Quarta-feira (3 10h {311k (115h () 16h
{ ) Quinta-feira (3 10k {311k (115h (1 16h
() Sexta-feira [ 310k {}11h (115h () 16k
Conzome mortadela? () Sim ( MNdo Fumante: () Sim ( JNio
Com gue frequéncia vocé consome mortadela?

() Diariaments (11a2vezes por més

()2 a3 vezes por semana ( ) Mencs de 1 vez por més

{} 1 vez por semana
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APENDICE A — Questionario de recrutamento de julgadores para a avaliacdo sensorial das

mortadelas

ingrediente? { ) Sim ()Mo
Se aresposta for afirmativa, qual?

Vocé possui intolerincia, alergia om aversdo a algum alimento, condimento on

olfate? () Smm { MEo

de mortadela? () Sim { JNio

de dleos ricos em dmega-37 () Sim ()Nic
Indigue se vocé possui:

{ ) Diabetes

{ ) Hipertensdo arterial

() Doenca renal

{ ) Doenga bucal

{ ) Nio.

Vocé toma alguma medicacio gue afeta seus sentidos, especialmente o paladar ¢ o
Vocé possui alguma restricio de sadde para gque ndo seja recomendado o consumo
Vocé possui alguma restricio de sadde para que nio seja recomendado o consumo

de cloreto de potassio (KCI)7? () Sim { )NEo

Vocé possui alguma restricio de saide para que ndo seja recomendado o consumo

{ ) Cardiopatia

{ ) Hipercolesterolemia

{ ) Problemas de coagulagdo sanguinea
[ 3 Dentadura

Ja participou de algum teste sensorial antes?

() Sim. De que tipo? { ) Aceitagio { ) Discriminativo () Descritive () Nio ze

Obrigadal
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APENDICE B — Termos descritores, definicdes e referéncias quantitativas utilizadas para

avaliagdo sensorial das mortadelas

ATRIEUTO DEFINICAD FREFERENCIAS
CLARA: peito de peru light (Seara)

Cor rosa Intenzidads da cor rosa caracterizhiea
< N de mortadela de camea. ESCTURA: fatia de mortadalz Bologna
'E‘ lLight {Caratti)
g POUCA: fatia de mortadela Bologna
2| Quantidade ds Quantidads de particulas de gordura | D20t (Ceratts)

gordura nz fatia de mortadela.

Caracteriztico de

Inten=idade de aroma caracterisico de
mortadela [ambutido comido feifto de

MUITA: fafiz de mertzdela Bologna
tradicional (Cerathy

FRACO: presunto de peru

durante a mastgario.

mortadela came bovina com  gordura e | FORTE: maortadala Bologna
condimantoz). tradicional (Caratii)
= FRACO: presunto da paru
= . Intenzidada do arommz da condimantos
f | e condimento como alho & pimenta. FORTE:  mortadsla  Bologna
' tradicional (Caratty)
AUSENTE: morfadela Bologma
Intenzidads de aroma caracteristico dz | tradicional (Ceratti)
De pescado
pescado.
FORTE: sardinhz enlatada
I
Quantidsde de forca ida ma ?PUT.LE.}:} salsicha fipo Viema
P Dreza primera meordida com oz denfes srdigae
E HACIEIVDE. MUITA: zalame tipo Italiano (Sadia)
E POUCA: zalame tipo Italizno (Sadia)
.. Grau de wmidads liberada da amestra
Suculéneia

MUITA: mortadelz Bologna
tradicional (Caratty)

Caracterizheo de

Inten=zidade de sabor caracteristico de
mortadela [embutido cozido feito da

FRACO: prezunto de peru

mortadela came bovina com  gorduwrza e | FORTE: mortadelz Bologna
condimentos). tradicional (Ceratti)
FRACO: =olugde de condimentos a
. Intenzidada do zaber de condimentos —a
De condimento como alho 2 piments 0,5%
FORTE: sclucio de condimentos a 3%
FRACO: solupio de Walla 0,23% em
Intenzidads  do  gosto salgade dgua mineral
g | Salgzdo associado aeo cloreto de sodio (1MaCl)
g " | FORTE: szolugio de Walla 1.2%
o 4gua muneral
Intenzidada do zabor caracteriztico da FRACOQ: peito de peru light (Seara)
De gordura eordira )
= FORTE: salame tipe [tahano (Sadia)
Intenzidade do =aber caracteriztico da FRACQ: peito de peru light (3eara)
Bango . B
gordura oxidada FORTE: manteica dz terra
FRACO: mortadela Bologna
Estran] Intenzidada do sabor estranho, atipieo | tradicional (Ceratti)
para o produto.
FORTE: fiambre
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APENDICE C - Modelo da ficha utilizada na Analise Descritiva Quantitativa das mortadelas

FICHA DE AVALIACAO SENSORIAL DE MORTADELA

Nome: Data ! !

Serfo avaliadas amostras de mortadela. No lado esquerdo, enumere a amostra que serd avaliada e,
na escala, indigque com um trago vertical o ponto que melhor reflete 3 sua resposta em relagdo aos
afributos. Entre uma amoestra e cutra, lave a boca com agua.

APARENCIA
W* da Amostra CR - Corroza
| |
I 1
I |
I 1
I |
I 1
I |
I !
CLARA ESCTURA
N da Amostra QG - Quantidade de gordura
| |
I |
I !
I |
I 1
I I
POUCA MUITA
AROMA
N7 da Amastra ACM - Caracteriztico de mortadela
I I
I |
I 1
[ |
f !
| |
FRACO FORTE
N* da Amostra AC - De condimento

I 1
FRACO FORTE
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APENDICE C - Modelo da ficha utilizada na Analise Descritiva Quantitativa das mortadelas

* da Amastra AP - De pescado
I I
[ |
f !
I |
I !
| |
AUSENTE FORTE
TEXTURA
N* da Amostra DUR - Dhreza
I I
I |
I !
I i
I !
| |
POUCA MUITA
W* da Amostra SUC - Suculéncia
I |
I !
I |
f !
| |
I !
I I
POUCA MUITA
SABOR
N da Amaostra SCM - Caracteriztico de mortadela
[ |
f !
I |
I !
I |
I 1
I I
FRACO FOETE
¥ da Amostra SC — De condimento

FRACO FORTE
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APENDICE C - Modelo da ficha utilizada na Analise Descritiva Quantitativa das mortadelas

¥ da Amostra S5 — Szlgado
| I
| |
[ 1
| |
[ 1
| I
FRACO FORTE
17 da Amostra 5G—De gordura
| |
I |
| |
I 1
| |
I 1
| I
FRACO FORTE
W* da Amostra SR- Ranco
| |
[ 1
| |
[ 1
| |
[ 1
I |
FRACO FORTE
W7 da Amostra SE - Estranho
| |
I |
[ 1
| |
f i
| I
FRACO FORTE
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ANEXO A — Parecer consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa do HULW

HOSPITAL UNIVERSITARIO w
t ] LAURO WANDERLEY/UFFB

~ PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DiADCSE M PROJETO DE FESQUTSEA

Titule da Pesquisac EFEITOS DS SUBSTITUGOES PARCIAIS SIMULTAMEAS DE CLORETD DE
SH0I0 E GORDUAR SUIMS FOR CLORETO DE POTASEKD E UMM FRE-EMULSAD
OE GLEDE MA QUALIDMEDE OE MORTADELAS

Paiguisador; Scnnalk: Siva Costa

Aran Tamgtien:

Werska: 2

CAME: ATH08618.2.0000.8103

Irlibuicho Proponssiia: Frograma de ple-graduacho sm ciémce o icrolgia de aimanios
Patrocinador Primcipal: Finandiamanta Prapria

OaDas DO PARECER

Hdmers do Parecer: 1,254,035

Aprasentagio oo Projrbo:

Trala-se de um projeto de pesquiss em aagunda verso de dostaranda e Cilncla e Teonologia de
Aimantos [programa da UFPE, Cenins @ Tacnalogia) de modeln experimantal, que consiste na axposicia
da 200 paricipantes gus stusrdo Comd julgadares (100 Trenados” @ 100 "neo Feinadas™) daz proprisdadas
srEnmms de ura sartadala produeida no IFPR (campus Seaa). Esla meorladela resuliack da modifcagso
e Sua composipho pela substhaci o da Goedura suina por ume emulsis composia de dleos de linhege,
cliva & de pexes, aden da stelindoin do clareta de sodio pale donein de pobsssio.

Aa pardbneios spontadas no primeiro parscer foram as sepuintes: (1) A amasita de panidpantes da
i Nl 10l caracinzada |procedénce. o, idad, eslado de salde, présania o grasides em cung,
iocal de recnfamento dos indhdducs, nivel de sscolaridade e critérios de degmiidade - inclusfc @
prclusiol; (2} Mio fai Sela salacho da riscos & benefitos no pro@in de pesouisa; (3] Ne TCLE, afima-ss
qun “6EaA pASgUSE NAD olersce Nsoos previshsan pans & sadde dos pariopantes”, (4] Mo TOLE tamibém R
puiras inacequactes, como “reapanksvel kegal do ool da assinghine eebora o8 sueilos da pesguies nao
sojam manares de idade OU iNGapazas, falla do ouadricul e pers Mprassao digial para o ci20 0 juigadones
rifio alfabetizadas, termd "cbpia™ do TCLE aog ereés de "via®

Entmein;  Hepial Unsemidsnn L Wandersy - I onder - Corrynm | - UFPH,
Ralimo;  Cldads Linfesmitinn CEP:  up pE0

uF: PO Municiphs:  JHEDPESS0A

Talofare: (311321075 Fag: A3AZI6-7822 E-madl:  comisdesbeafiisuke i b
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ANEXO A — Parecer consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa do HULW

HOSPITAL UNIVERSITARIO mﬂm
‘ I LAURO WANDERLEY/UFPB
COPMnm 20 00 Porecey v.z;l %

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar os afaitas das substiluictes parcias smudtiness de cloato de sodio @ gordura suina par clareto do
polassio @ uma pré-emulsso de decs na quakdada de matadaks. O objetve especifica reladonado aos
wanilos da pasquiza 4 o do avaliar o efeiio dos dferemias niveis de cloeslo de poldssio e sevdsba das deos
da knhaca, da cliva o de paixe i Mriglicas sersedais das monacadas,

Avaliacio dos Riscos o Benoficios:

Nsla segundsa wersdo ol nchu ks uma svalacho de riscos @ beneficis da pesquisa, lanio no projeto quanio
mo TCLE.

Comentarios e Considoragdes sobre 3 Posquisa:

Foram felos escharecamanios necessinos 20be 08 procedinmanios 08 pesqasa,

Consideragoes sobre o3 Termos de apresentacio obeigatdria:

Na preseme vers3o (V2] Foram solutonadss s penddncas aponadas no TOLE

Recomondagboes:

Nid¢ 56 apick

Conclusdes ou Pendincias o Lista de Inadeguagses:

As Inadequagbes do projeto e do TOLE foram devidamenie solucionadas ni apresentacio da segunda
versdo do projocolo da inveshigagho.

Consideragdos Finals a crtéeno do CEP:

Ratifcamas 0 paracer ca APROVAGAD amitido pelc Colegiado do CEP/HULW em Reurido Ordinaria
mallzada no dia 29 de salambro de 2015 Ressallamos que, sdes de niciar 38 pesquisa. o pesquisadar
responsavel devera comparecer ao CEP, pars recsber o PARECER DE APROVACAD do projeto.
COSERVACOES IMPORTANTES

O participante da pesquise deverd recedber uma wvie do Termo de Conganlimento na integra, com
assnalwas 0o pesquisador responsavel o do participante e'ou do respansaved legal.

. Se 0 TCLE conaver mals ce uma folts, todss deyem ser rubricadas @ aper assinalura na Gtima ol

O parscpanie da pesquisa %em a lberdade de recusar se o paricipr cu de relrae s6u CoNsEniMenio am
quAlquar kx50 da PasqUSa, Sam qualquer dano ou prajulzo § ASSSIANCE QU EXIE recebando.

. O pesquisador davers dessnvoher 3 pesguess confarma deinaamants aprovado no protocoko do

Erderogo:  Hosptal Urtssrstsns Laseo Wiy - 2 andar - Camges |- LFPS

Balrrs: Crlede Urnversdinn CEP: 50095200

W PR Waridiplo:  JOAD PESS0A ?‘4'
Telalone' a3 02%-7004 Fas: (MR Emat comdstretcaBtuw. st by
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HOSPITAL UNIVERSITARIO
‘ l LAURO WANDERLEY/UFPB
Cammanits 30 Porwonr 1 25 108

pusguiss o =0 descontinuar o estudo somanie apds andles das razdes da descontnuidade palo CEP que o
Apeevoud, RQURrdando Sau paresar, 10 quando parceber fisco ou dand NAe praviato Ao sujeito
parscipanie ou quanda constatar a superiondade de regime ofereckdo @ um Cos Qrupos da pesguing que
requeram acdo imedists,

. Evanmuas modificagdas ou amandas £ protocols davam s apeesantacas ac CEPHULW de forma diara
e sunnta identificandn a parte 40 peatnonin @ sec madtifeada e suns pstideatios

. Lembramos que 4 de responsabiidade do pesquisador assegurar que o local onde a pesgusa sord
resbzads oferegs condigbes plenas do funcionamero GaMMNGO S58M 8 I0GLEENGa 8 O bom estar dos
particpantes da pesquiss & d6 Quasquer oulros envolidos,

AD threno do estudo, © pesquBAdar devand apeasentar Relatdna final ac CEPHULW, via Piataforma Beasl,
para emisdo da Cerdddo Definidsa por este CEP.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

" Tipo Documenio AmuiD Postagem Bdx Shuagao
Informaghes Bascas| PB_INFORMAGDES _BASICAS DO P | 020812015 e
] 18:1%:52
%umm:m'c -anoi'g_lesmmo.oom 02052015 | Sonnalie Silva Costa | Aceio
[Projero Detlalaon ) | Progtn_GE_Gomano, doce om%as Jo Shve Cosla | Aol
Brochura 18:15:10
Wr’ ! tenms. da |TCLE_Comgido.doc 0Z0WZ015 |Samnale Stva Gosta | Acetlo
Assantimonso / 181435
Jussificativa o8
gﬁ Carta de anuénca. pdf 28007/2015 Aosin
200610
Declaracho de Caidio de aprovagio. paf 2800772015 Apaln
Iralixicdo o 20:04:16
Fola o Rasin Foiha 0 roslo dgilaizada pdt 200172015 Aceio
14:42:06
Situagho do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacho da CONEP;

N3

Erderegs:  Hosotsl Urbarsdtine Laass Wieoaiey - 2 o0 - Cargus 1 LFPR

Batrra:  Cokiede Usivenslins CEP = s900

UF: FE Musitigle  JOND PESSOA

Toldarm!  JI33210- 7504 Fas: |BNoQe-T=a2 Eanl  CooBaoeticolt w st b
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ANEXO A — Parecer consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa do HULW

HOSPITAL UNIVERSITARIO
( } LAURO W?QERLEWUFPB %ﬂd

Corsraacic oo Parsone 1,050 0

Soo.noo »xwu-««unmwm, Fardy - Cavpus | - UFPE.
i Cencts Lindwarsts &9 = nate
ur: vu MUTITIEN.  FNL VaSSLm
Teloflona: (S3[3216-7e4 Fae:  JANORWG-7532 Ermil:  comvdedestonditubn Uil Le

——— -
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