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RESUMO

Kaiser, Tania Regina. Aplicacio do soforolipidio de Starmerella bombicola como aditivo
natural em produtos carneos embutidos. 2024. 102 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) —
Universidade Estadual de Londrina, 2024.

Os soforolipidios sao moléculas anfifilicas naturais e sustentaveis, produzidos pela levedura
Starmerella bombicola apresentando varias vantagens sobre os surfactantes quimicos como alta
biodegradabilidade, diversidade de propriedades biologicas e caracteristicas renovaveis. Além
disso, apresentam atividades antimicrobiana, antioxidante e emulsificante. Desta forma, o
objetivo deste estudo foi aplicar pela primeira vez o soforolipidio em salsicha de frango em sua
forma natural e também desenvolver microcapsulas com soforolipidios, utilizando a
maltodextrina e goma ardbica como material de parede, para aplicagdo de um novo ingrediente
para a industria alimenticia. Neste estudo foram desenvolvidas formulagdes de salsichas de
frango com suplementagdo de 0,008%, 0,024%, 0,040% e 0,060% de soforolipidios. avaliando
sua influéncia nos produtos através do perfil de textura (TPA), microscopia eletronica de
varredura (MEV), estabilidade oxidativa (TBARS) e qualidade microbioldgica sobre os
microrganismos Salmonella spp., Clostridium perfringens, E. coli e Estafilococos coagulase
positiva. Para obtengdo das microcapsulas foi utilizado o método de spray drying em duas
formulagdes contendo 6 e 9g de soforolipidios. As formulagdes foram caracterizadas quanto a
eficiéncia e rendimento de encapsulamento, tamanho de particula, potencial zeta, indice de
polidispersidade e morfologia. As andlises microbiologicas mostraram que os soforolipidios
induziram uma redu¢do significativa na contaminacdo por Clostridium perfringens e
diminuiram as taxas de oxidacao lipidica quando comparados ao controle (salsichas com sais
de cura). A formulacdo com 0,060% de soforolipidios apresentou diferenca significativa em
resisténcia, dureza, adesividade, gomosidade e mastigabilidade em comparacdo com a
formulagdo controle. As salsichas com adi¢do de soforolipidios apresentaram massa menos
porosa € com menos fissuras, melhorando a estrutura das salsichas. Posteriormente,
microcapsulas de soforolipidios foram produzidas e os resultados mostraram que a formulagao
contendo 9g de soforolipidio apresentou maior resultado de rendimento (59,33%) e melhor
resultado de eficiéncia de encapsulamento (38,1%) com tamanho das particulas de
1,432+89um, entretanto, o seu valor de potencial zeta foi considerado minimamente estavel (-
7,75 mV). A formulagdo com 6g de soforolipidio apresentou 36,70% e 18,1% para rendimento
e eficiéncia de encapsulamento respectivamente. Os resultados encontrados demonstraram que
a utilizacdo dos soforolipidios melhorou as propriedades microbioldgicas, antioxidantes e
fisico-quimicas das salsichas de frango. Também foi demostrada a viabilidade para
microencapsulagdo do soforolipidio, sendo uma alternativa inovadora para substituir os
conservantes usuais na industria alimenticia, uma vez que o soforolipidio apresenta
propriedades bioldgicas eficientes como antimicrobiano, antioxidante e emulsificante natural.

Palavras-chave: Compostos bioativos, biossurfactante, soforolipidios, clean label, emulsao
carnea, produtos alimenticios, conservante natural.



ABSTRACT

Kaiser, Tania Regina. Application of sophorolipid from Starmerella bombicola as a natural
additive in sausage meat products. 2024. 102 f. Thesis (PhD in Biotechnology) - State
University of Londrina, 2024.

Sophorolipids are natural and sustainable amphiphilic molecules produced by the yeast
Starmerella bombicola. They have several advantages over chemical surfactants, suchas high
biodegradability, diversity of biological properties and renewable characteristics. They also
have antimicrobial, antioxidant and emulsifying activities. Therefore, the aim of this study was
to apply the sophorolipid to chicken sausage in its natural form for the first time and also to
develop microcapsules with sophorolipids, using maltodextrin and gum arabic as a wall
material, for the application of a new ingredient for the food industry. In this study, chicken
sausage formulations were developed with 0.008%, 0.024%, 0.040% and 0.060% sophorolipid
supplementation, and their influence on the products was evaluated using the texture profile
(TPA), scanning electron microscopy (SEM), oxidative stability (TBARS) and microbiological
quality on the microorganisms Salmonella spp., Clostridium perfringens, E. coli and coagulase
positive staphylococci. To obtain the microcapsules, the spray drying method was used in two
formulations containing 6 and 9g of sophorolipids. The formulations were characterized in
terms of encapsulation efficiency and yield, particle size, zeta potential, polydispersity index
and morphology. The microbiological analyses showed that the sophorolipids induced a
significant reduction in Clostridium perfringens contamination and reduced lipid oxidation
rates when compared to the control (sausages with curing salts). The formulation with 0.060%
sophorolipids showed a significant difference in resistance, hardness, adhesiveness, gumminess
and chewiness compared to the control formulation. The sausages with added sophorolipids
had a less porous mass and fewer cracks, improving the structure of the sausages. Subsequently,
sophorolipid microcapsules were produced and the results showed that the formulation
containing 9g of sophorolipid had the highest yield (59.33%) and best encapsulation efficiency
(38.1%) with a particle size of 1.432+89um, however, its zeta point value was considered
minimally stable (-7.75 mV). The formulation with 6g of sophorolipid showed 36.70% and
18.1% for yield and encapsulation efficiency respectively. The results showed that the use of
sophorolipids improved the microbiological, antioxidant and physicochemical properties of
chicken sausages. The feasibility of microencapsulating the sophorolipid was also
demonstrated, as it is an innovative alternative to replace the usual preservatives in the food
industry, since the sophorolipid has efficient biological properties such as antimicrobial,
antioxidant and natural emulsifier.

Keywords: Bioactive compounds, biosurfactant, sophorolipids, clean label, meat emulsion,
food products, natural preservative.
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1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ o segundo maior produtor mundial de carne frango, sendo que em 2022, a
producao foi de 14,524 milhdes de toneladas, e deste percentual, 67% foi consumido no
mercado interno. O consumo per capita de carne de frango no Brasil foi de 45,2 quilos, sendo
este, superior ao das carnes bovina e suina (ABPA, 2023).

Os produtos de carne a base de frango tornaram-se cada vez mais populares devido a
sua alta qualidade nutricional e baixo custo e estao disponiveis como produtos de frango frescos
ou industrializados como: nuggets, almondegas, hamburgueres, salsichas entre outros. Os
embutidos carneos emulsionados, também chamados de produtos de massa fina se destacam
como produtos carneos de maior industrializacdo e elevado consumo no pais, considerados
parte integrante da dieta dos brasileiros. Exemplos desta categoria de produtos incluem as
salsichas, mortadelas e salsichdes.

As emulsdes carneas, consideradas em Oleo e agua, sdo misturas heterogéneas
compostas por glébulos de gordura revestidos com proteinas dispersos na matriz de gel de
proteinas miofibrilares. A estabilidade da massa e a textura do produto em embutidos a base de
emulsdo dependem de vérios fatores, como a natureza e a quantidade de massa magra,
gorduras/6leos, dgua adicionada, aditivos, outros ingredientes ndo carneos € métodos de
processamento.

Além da estabilidade da emulsdo, outra questdo que preocupara a industria destes
produtos carneos € a contaminagdo microbioldgica, pois os produtos carneos sdo ricos em
nutrientes que fornecem condigdes ideais para o crescimento de microrganismos, definindo
uma natureza perecivel. Alguns organismos simplesmente o deterioram, enquanto outros sdo
uma ameaca a saude e mais de 20% da carne produzida ¢ perdida ou desperdicada.

Para melhorar a qualidade dos produtos & base de carne, sdo introduzidos diversos
aditivos alimentares (emulsificantes, estabilizadores, reforcadores e outros), que possuem
propriedades tecnoldgicas funcionais influenciando significativamente a cor, o sabor € aroma
dos produtos. Esses também sdo utilizados como conservantes inibindo o crescimento de
microrganismos e a oxidagdo lipidica, como exemplo, o nitrito e nitrato de so6dio e os
antioxidantes sintéticos como hidroxitolueno butilado (BHT), hidroxianisol butilado (BHA),
terc-butilhidroquinona (TBHQ) e propilgalato (PG), no entanto, o uso de altos niveis destes
aditivos pode levar a producdo de substancias com potenciais cancerigenos, o que levou a

industria da carne a uma demanda crescente por aditivos ou conservantes naturais.
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A crescente conscientizagcdo do consumidor sobre produtos sintéticos combinada com
a demanda por alimentos naturais, organicos e sustentaveis que estdo no mercado, tem
despertando a atencao para novas moléculas de base bioldgica. Assim, os biossurfactantes sao
alternativas para atender as novas tendéncias do mercado, pois demonstram propriedades uteis
a serem exploradas no processamento de alimentos.

Dentre os biossurfactantes, os soforolipidios apresentam uma ampla diversidade
estrutural e funcional para aplicacdo em varias areas, entre elas produtos de higiene e cuidados
pessoais, de limpeza, agricolas, entre outros. Pertencentes a classe dos glicolipidios
extracelulares, compostos por um dissacarideo (O B-D-glicopiranosil-2— 1-f-D-glicopiranose)
unidos por ligagdo B-glicosidica entre o carbono 1’ e o carbono terminal (@) ou sub-terminal
(o-1) de uma cadeia de acido graxo de 16 ou 18 carbonos. Sdo produzidos pela levedura
Starmerella bombicola nas formas lactonicas e acidicas podendo ter diferentes graus de
acetilagdo.

Os soforolipidios formam goticulas finas em vérias concentragdes através de métodos
de emulsificag¢do. Sdo estdveis em uma ampla faixa de pH (2—-12), de temperaturas (40—100°C)
e em altas forgas idnicas (13—15% de salinidade). Este biossurfactante apresenta caracteristicas
eficazes como agente emulsificante e estabilizante em formulagdes tipo 6leo/agua.

Além disso, os soforolipidios sdo agentes antibacterianos contra diversas bactérias
patogénicas destacando Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Bacillus subtilis e
Staphylococcus aureus, sugerindo seu possivel uso em emulsdes alimentares e como agente
antibacteriano. A atividade antimicrobiana ¢ dada principalmente pela forma lactonica do
soforolipidio, que causa ruptura da membrana plasmatica, por lise celular, causando vazamento
do contetdo do citoplasma de patdgenos quando o soforolipidio € aplicado.

No entanto, a estabilidade dos compostos naturais deve ser assegurada para sua
aplicacdo em alimentos para evitar a fatores que podem afetar sua eficacia. Como alternativa, o
encapsulamento de conservantes pode ajudar a proteger sua atividade e manté-los estaveis
quando adicionados aos sistemas alimentares. A utiliza¢do de ingredientes microencapsulados
na industria alimenticia ¢ empregada para oferecer protecdo, facilitar o manuseio, controle da
liberagdo, solubilizagdo e potencializar o efeito de um composto bioativo.

Considerando as propriedades emulsificante e antimicrobiana do soforolipidio de S.
bombicola, este trabalho tem como objetivo avaliar a aplica¢do uso desse glicolipidio como um
novo aditivo em produtos carneos embutidos, bem como avaliar as caracteristicas fisico-
quimicas, tecnoldgicas, microbiologicas e microscopicas dos produtos carneos embutidos e

visando aumentar a qualidade e vida util dos produtos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a aplicacdo do soforolipidio produzido por Starmerella bombicola como

aditivo natural em produtos carneos embutidos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir o soforolipidio de Starmerella bombicola;

e Aplicar o soforolipidio produzido em salsicha de frango nas concentra¢des de 0,008%,
0,024%, 0,040 ¢ 0,060%;

e Avaliar as caracteristicas tecnologicas, perfil de textura instrumental, estabilidade
oxidativa e caracteristicas microbioldgicas da salsicha de frango com a adi¢do do
soforolipidio;

e (aracterizar por microscopia eletronica de varredura a incorporacao do soforolipidio na
estrutura das massas de salsichas de frango;

e Microencapsular o soforolipidio de Starmerella bombicola utilizando o processo de
secagem por spray drying e avaliar o rendimento e eficiéncia de encapsulamento;

e (aracterizar das microcapsulas obtidas, avaliando o seu tamanho, potencial zeta, indice

de polidispersidade e a sua morfologia externa.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 MERCADO DE FRANGO

A demanda por carne tem aumentado nas ultimas décadas devido ao crescimento
populacional, aumento da renda e urbanizagdo e a carne de aves tem apresentado o crescimento
mais rapido nos ultimos anos (Balestra; Bianchi; Petracci, 2019). O mercado global de frango
devera movimentar US$ 429,11 bilhdes até¢ 2028, sendo que este expandiu-se rapidamente,
nomeadamente nos ultimos 30 anos. Essa expansdo tem sido acompanhada por significativa
modernizagdo e automagdo, bem como pela criagdo genética de espécies animais que permitem
maior produtividade (Research and Markets, 2023).

Por ser uma proteina animal mais acessivel em comparagao com as carnes vermelhas,
a carne de frango tem baixos custos de produgdo e os pregos mais baixos de seus produtos
contribuiram para tornar a carne de frango a escolha de produtores ¢ consumidores em paises
em desenvolvimento (Windhorst, 2017).

O Brasil € o segundo maior produtor mundial de carne frango, sendo que em 2022, a
producao foi 14,524 milhdes de toneladas, e desde percentual, 67,00% foi consumido no
mercado interno. O consumo per capita de carne de frango no Brasil foi de 45,2 quilos, sendo
este, consideravelmente superior ao das carnes bovina e suina (ABPA, 2023).

Nas ultimas décadas, as industrias avicolas tém sido muito ativas na introdu¢ao de
novos produtos carneos. Inicialmente muitos produtos eram feitos de carne vermelha, contudo,
nos ultimos 30 anos, a industria de carne de aves desenvolveu produtos frescos, marinados, bem
como, produtos cozidos (Barbut, 2015), sendo que na produgdo avicola moderna, mais de 80%
das aves sdo vendidas como cortes ou produtos processados (Barbut; Leishman, 2022). Um dos
motivos da grande mudanga na forma como as carnes de frango sdo comercializadas ¢ a
demanda dos consumidores por produtos alimenticios convenientes semi ou totalmente
preparados para o consumo (Barbut; Leishman, 2022).

Os produtos de carne a base de frango tornaram-se cada vez mais populares devido a
sua alta qualidade nutricional e baixo custo e estdo disponiveis como produtos de frango frescos
ou pré-cozidos, que apds embalagem subsequente sdao geralmente armazenados sob
refrigeragdo. Além disso, os produtos derivados de carne de frango congelados também
disponiveis no mercado incluem especialidades como: nuggets, almondegas, hamburgueres,

salsichas, etc. (Ukrainets ef al., 2016).
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3.2 INDUSTRIALIZACAO DE PRODUTOS CARNEOS

O processamento de carnes na atualidade caracteriza-se como um periodo de melhoria
na qualidade, seguranca do alimento e nutricdo/saude (Kurcubi¢ et al., 2022). Além disso, nos
ultimos anos, a industria de carnes em geral estd se movendo em dire¢do a introducao de
formulagdes de produtos mais atraentes e convenientes, especialmente para consumidores com
tempo limitado para o preparo das refei¢des, modificando drasticamente a forma como a carne
¢ comercializada. Atualmente a maior parte da producao de carne ¢ comercializada na forma
de produtos prontos para o cozimento (ready-to-cook) ou pronto para o consumo (ready-to-eat)
(Balestra; Bianchi; Petracci, 2019).

Os embutidos carneos emulsionados, também chamados de produtos de massa fina
(devido ao alto grau de moagem ou cominui¢do) se destacam como produtos carneos de maior
industrializacdo e elevado consumo no pais, considerados parte integrante da dieta dos
brasileiros (Camara, 2020). Feitos a partir de carnes trituradas e bem homogeneizadas, gordura,
agua e temperos, sdo cozidos e prontos para o consumo (Gbaguidi et al., 2020).

A legislagdo brasileira define os embutidos como os produtos carneos elaborados com
carne ou com Orgaos comestiveis, curados ou ndo, condimentados, cozidos ou ndo, defumados
e dessecados ou ndo, tendo como envoltdrio a tripa, a bexiga ou outra membrana animal (Brasil,
2017). Dentre estes produtos emulsionados, as salsichas sdao consideradas um dos principais
produtos carneos, na qual a gordura animal ¢ emulsionada com agua e a proteina da carne (Fu
et al.,2023; Shin et al., 2022).

Variedades de salsichas sao produzidas em todo o mundo com grande relevancia social
e econdmica e refletem a disponibilidade de matérias-primas, os condicionamentos culturais e
religiosos e os saberes ancestrais de fabricacdo transmitidos por geragdes (Carballo, 2021).

Em relacdo a demanda deste tipo de produtos no Brasil, segundo o Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE), o consumo domiciliar per capita anual para salsicha foi de
1,1 g/dia, sendo deste montante, 12,5% consumido fora de domicilio e a maior demanda na
regido nordeste, seguido da regido sul. O consumo deste produto ¢ relatado em maior
porcentagem para adolescentes em relagdo aos adultos e idosos (IBGE, 2020). No tocante as
exportagdes dos embutidos, o pais teve um crescimento de 16,85% em 2022 em relagdo ao ano

de 2021, subindo de 138.852 para 162.252 toneladas (ABPA, 2023).
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3.3 SALSICHA DE FRANGO

As salsichas sao um dos produtos processados de carnes mais populares (Kang; Lee;
Kim, 2021), estando presente na alimentacdo de diversas culturas devido a praticidade,
variedade e economia (Salehi, 2021). Sao produtos nos quais carnes frescas picadas sdo
modificadas por varios métodos de processamento para produzir propriedades sensoriais e de
conservagao desejaveis e sao uma das formas mais antigas de processamento de carne (Noor;
Radhakrishnan; Hussain, 2016).

As salsichas de frango sdo apontadas como segmento de maior crescimento neste
mercado, devido a crescente popularidade entre os consumidores como uma alternativa mais
saudavel as salsichas de carne suina e bovina (Dataintelo, 2023). Além disso, o frango ¢
comparativamente mais barato e existem insignificantes barreiras religiosas ou tabus associados
ao seu consumo (Market Analysis Report, 2016).

Segundo o Decreto n° 9013 de 29 de margo de 2017, por definigdo, salsicha € o produto
carneo obtido da emulsdo de carne de uma ou mais espécies de animais, com adi¢do ou nao de
gordura, de pele, de mitidos e de partes animais comestiveis, com adi¢do de ingredientes e de
condimentos especificos, embutido em envoltorio natural ou artificial de calibre proprio, e
submetido a processo térmico caracteristico (Brasil, 2017). Segundo o RTIQ (Regulamento
Técnico de Identidade e Qualidade), o produto comumente ¢ composto de 55% de carnes e 45%
de outros ingredientes como mitdos, amido de milho, sal, nitratos e nitritos. De acordo com a
composi¢ao da matéria-prima e das técnicas de fabricagdo, a salsicha pode ser classificada em:
salsicha, salsicha tipo Viena, salsicha tipo Frankfurt, salsicha Frankfurt, salsicha Viena e
salsicha de carne de ave (Brasil, 2000).

A selecdo da carne para a producdo de embutidos ¢ importante para a obtencao de
produtos de boa qualidade. Inicialmente, os ingredientes principais da salsicha eram as partes
das carcagas dos animais que ndo podiam ser utilizadas de outra forma, mas hoje, muitas partes
primarias sao usadas na producdo de salsichas; no entanto, os cortes menos tenros, €
subprodutos como carnes de orgdos e até mesmo sangue podem ser utilizados, sendo
condimentados e revestidos (Noor; Radhakrishnan; Hussain, 2016).

A carne de frango mecanicamente separada (CMS) ¢ um ingrediente comumente
utilizado na formulagao de produtos de carne cozida (Barreto; Barreto; Andrade, 2019) e tem
sido usada em produtos derivados carneos como salsichas desde o final dos anos 1960 (Chauhan
et al., 2017). Entende-se por CMS a carne obtida por processo mecanico de moagem e

separacao de ossos de animais de acougue, destinada a elaboracdo de produtos carneos
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especificos (Brasil, 2000). Por ser uma matéria-prima de baixo custo, a CMS ¢ amplamente
utilizada como fonte proteica na industria de processamento de carne de aves (Abdelrahman;
El-Ghayati, Shaheen, 2020).

Outra matéria-prima utilizada nas formulagdes ¢ a gordura, considerada um
componente essencial de produtos carneos processados, devido as suas funcdes na estabilizagao
de emulsdes, melhoria da textura, aumento do sabor e rendimento de cozimento € aumento da
suculéncia (Kim et al., 2020). Segundo Lima et al. (2020), o uso de subprodutos de frango
como gordura e pele, reflete positivamente nas caracteristicas sensoriais de salsichas de frango,
bem como, minimiza os efeitos oxidativos durante o seu armazenamento.

Quanto ao processo produtivo, segundo Aquino (2017) e Barreto, Barreto e Andrade
(2019), a industrializag¢do da salsicha compreende as etapas conforme Figura 1, sendo elas:

e Moagem e cominui¢dao da carne e adicdo de ingredientes em equipamento chamado
cutter, seguido de emulsificagdo.

e Logo apds, massa de carne ¢ embutida em um invélucro impermeavel de celulose, de
colageno comestivel, ndo comestivel e plastico ou envoltorios naturais e segue para o
cozimento.

e A seguir, o produto ¢ resfriado, segue para a depelagem (retirada do invdlucro),

embalagem e refrigeracao/estoque/expedicao.

Figura 1 — Fluxograma das etapas para elaboracdo da salsicha
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Neste processo produtivo, quatro etapas podem ser enumeradas como criticas: o
cozimento, o resfriamento, a depelagem e o estoque. Durante o cozimento ¢ necessario que a
temperatura de 74°C seja atingida nos pontos mais centrais da massa (para evitar o risco de
desenvolvimento de microrganismos); no resfriamento € preciso que a temperatura atinja os
40°C em todos os pontos da massa; na depelagem o cuidado deve ser para evitar a veiculagao
manual de microrganismos e na estocagem a temperatura de refrigeracdo (cerca de 2°C) deve

ser mantida uniforme para a garantia da seguranga sanitaria do produto (Aquino, 2017).

3.4 INGREDIENTES NAO CARNEOS E ADITIVOS EM PRODUTOS CARNEOS EMBUTIDOS

3.4.1 Ingredientes Nao Carneos

Ingredientes ndo carneos sdo usados para conferir sabor, aumentar o rendimento dos
embutidos, reduzir os custos das formulagdes, melhorar propriedades fisicas e contribuir para
o valor nutritivo (Balestra; Petracci, 2019; Noor; Radhakrishnan; Hussain, 2016).

O sal ¢ um ingrediente sempre utilizado em embutidos carneos. O sal tem trés fungdes
na carne: ele reduz a quantidade de dgua disponivel (o que permite a preservacao ou extensao
do prazo de validade), extrai as proteinas miofibrilares da carne necessarias para fazer o produto
se ligar e emulsificar a gordura e para realcar o sabor (Noor; Radhakrishnan; Hussain, 2016).

Outro ingrediente utilizado nas formulagdes ¢ o amido, principal reserva de
carboidratos presentes nos tecidos vegetais, além de sua contribuicao de valor nutritivo, pode
ser usado para modificar as propriedades fisicas de muitos alimentos. Sdo geralmente
adicionados as formulacdes de produtos de carne como aglutinantes de 4gua para reduzir os
custos da formulacdo, aumentar os rendimentos, reduzir as perdas no cozimento, melhorar a
textura, a capacidade de fatiar, suculéncia e estender a durabilidade (Balestra; Petracci, 2019).

Na industria brasileira de processamento de carnes, o amido mais empregado € o
extraido da mandioca (Garcia-Santos et al., 2019), devido ao sabor neutro, disponibilidade,
custo relativamente baixo e baixa temperatura de gelatinizagdo compativel com as temperaturas
de cozimento da maioria dos produtos carneos, como salsichas, mortadela e fiambre (Prestes et
al., 2015).

Proteinas vegetais também sdo frequentemente adicionadas na formulagao de produtos
carneos, podendo ser incluidas entre os ligantes que sdo ingredientes usados para ajudar a
agregar as particulas, aumentar a capacidade de reteng¢do de dgua e formar um sistema de gel

ou participar da geleificacdo de proteinas da carne. As proteinas da soja sdo as proteinas
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vegetais mais utilizadas na induastria da carne devido as suas propriedades nutricionais e
funcionais. E comumente usada devido ao seu valor bioldgico, absor¢do de gordura e
capacidade de emulsificagdo; capacidades de geleificagdo / textura e retencdo de agua;
capacidade de controlar a cor e melhorar as propriedades texturais do produto final (Balestra;
Petracci, 2019).

A 4gua também ¢ utilizada como ingrediente, comumente adicionada para compensar
as perdas por evaporacdo durante o cozimento, aumentar a suculéncia e reduzir o conteudo de
gordura nos produtos, porém, a quantidade de sua adicdo ¢ regulada por legislagdo em muitos
paises (Barbut, 2017). Ela pode ser adicionada em forma de gelo (Aquino, 2017), promovendo
o resfriamento da massa em processo, que se aquece pelo atrito com os componentes da
maquina (Barreto et al., 2016).

Condimentos e especiarias sdo adicionados para dar sabor e aroma, podendo ser
adicionados como sementes inteiras, moidas grosseiramente, em pd, na forma de oleorresina,
na forma de folhas, raizes, flores, casca e como extratos isolados e/ou 6leo essencial. Podem
ser citados ingredientes como pimentas, cebola, alho, mostarda, paprica, salvia, gengibre, cravo,
canela e alecrim (Barbut, 2017; Noor; Radhakrishnan; Hussain, 2016; Owusu-Ansah et al.,
2022). Além de sabores distintos, estes ingredientes podem apresentar também acao
antioxidante e prevenir sabores rancosos, sendo este efeito atribuidos a presenca de flavonoides,

terpendides, lignanas e polifendis (Owusu-Ansah ef al., 2022).

3.4.2 Aditivos

Devido a variedade da carne utilizada, temperos e outros componentes, efeitos de altas
temperaturas no tratamento térmico e diferentes condi¢des de armazenamento, as salsichas
cozidas estdo expostas a degradacdo microbioldgica, quimica e sensorial (Novakovi¢ et al.,
2020). Essa natureza altamente complexa e perecivel requer que as salsichas passem por
técnicas especiais de conservagao, sendo utilizados diversos aditivos alimentares para melhorar
suas propriedades tecnologicas e funcionais (Ren et al., 2022).

Desta forma, aditivos quimicos sdo comumente usados em produtos alimenticios para
inibir o processo de oxidagao lipidica e crescimento microbiano e para prolongar sua vida util
(Aziz; Karboune, 2018). Além disso, na industrializa¢do dos produtos a base de carne, aditivos
para melhorar as propriedades funcionais, como emulsificantes, estabilizadores e reforcadores,
possuem importancia especial, pois influenciam significativamente a cor, o sabor, aroma dos

produtos (Strashynskiy et al., 2016).
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No Brasil, a legislagdo permite o uso de aditivos alimentares e coadjuvantes de
tecnologia de fabricagdo. Os aditivos sdo ingredientes adicionados aos alimentos, com o
objetivo de modificar as caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas ou sensoriais sem objetivo
nutricional. Os coadjuvantes de tecnologia de fabricagdo sdo substancias que nao sao
consumidas por si s6 € que se empregam intencionalmente na elaboragdo de matérias-primas,
alimentos ou seus ingredientes, para obter uma finalidade tecnoldgica durante o tratamento ou
fabricagao (Brasil, 1997).

Na tabela 1, sdo destacados alguns aditivos e coadjuvantes de tecnologia, bem como

suas fungdes no ambito industrial de acordo com a Portaria n® 540, de 27 de outubro de 1997.

Tabela 1 — Aditivos e coadjuvantes de tecnologia e suas fungdes no ambito industrial

Tipo Classificacao Funcio da substincia
.. Retarda o aparecimento de alteragdao oxidativa no
Antioxidante .
alimento.
Confere, intensifica ou restaura a cor de um
Corante .
alimento.

Impede ou retarda a alteracdo dos alimentos

Conservador . ) )
provocada por microrganismos ou enzimas.
Substancia diferente dos agucares que confere
Edulcorante )
sabor doce ao alimento.
Espessantes Aumenta a viscosidade de um alimento.
Geleificante Confere textura através da formacao de um gel.
Torna possivel a manutengdo de uma dispersao
Estabilizante uniforme de duas ou mais substancias imisciveis
Aditivo em um alimento.
Substancia ou mistura de substincias com
. propriedades aromaéticas e/ou sapidas, capazes de
Aromatizante .
conferir ou reforcar o aroma e/ou sabor dos
alimentos.
) Altera ou controla a acidez ou alcalinidade dos
Regulador de acidez .
alimentos.
) Aumenta a acidez ou confere um sabor acido aos
Acidulante .
alimentos.
. Torna possivel a formacdo ou manuten¢do de uma
Emulsionante/ . ; . .,
. mistura uniforme de duas ou mais fases imisciveis
Emulsificante

no alimento.
Realcador de sabor Ressalta ou realca o sabor/aroma de um alimento.
Tem a propriedade de controlar e/ou inibir o
Agente de controle de  desenvolvimento  de  microrganismos ~ em

CoadJuvantfe microrganismos determinada fase do processo de fabricacdao do
de tecnologia .
alimento.
Detergente Modifica a tensdo superficial em alimentos.

Fonte: Brasil (1997)
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A utilizagdo de nitratos, nitritos, associados ao sal s3o os principais ingredientes
utilizados para curar e conservar produtos carneos (Teixeira; Rodrigues, 2021), oferendo
estabilizacao oxidativa e microbioldgica durante o armazenamento e melhoria das propriedades
sensoriais (Karwowska et al., 2021). Antioxidantes sintéticos, como hidroxitolueno butilado
(BHT), hidroxianisol butilado (BHA), terc-butilhidroquinona (TBHQ) e propilgalato (PG),
também sdo usados para reduzir a oxidagao lipidica na industria alimenticia (Mika; Antonczyk;
Wikier, 2023). Porém, estas substancias se utilizados em altos niveis, podem levar a produgao
de substancias com potenciais cancerigenos (Jin ef al.,2018; Xu et al., 2021). Na tltima década,
autoridades de saude publica, instituicdes de pesquisa e industria da carne tém trabalhado para
reduzir ou mesmo substituir os conservantes sintéticos em produtos carneos em todo o mundo
(Teixeira; Rodrigues, 2021; Manessis et al., 2020). Além disso, cada vez mais os consumidores
pedem produtos alimenticios minimamente processados, sem conservantes € Com maior prazo
de validade. A fim de satisfazer as exigéncias dos consumidores e restabelecer a sua confianca
na seguranga dos alimentos, a industria alimentar foi motivada a procurar alternativas naturais
de preservacao (Aziz; Karboune, 2018).

Estudos tem se concentrado em encontrar alternativas para aditivos a partir de recursos

naturais para embutidos carneos, utilizando produtos como demostrado na tabela 2.

Tabela 2 — Produtos carneos embutidos com aditivos naturais

Produto Aditivo natural Objetivo Referéncia
Oleo essencial de folhas Antimicrobiano e
de El tioxidant .
' e cfea(ignus antioxi an‘e Yaghoubi et
Salsichas angustifolia L e natural, substituto
. .. al. (2023)
nanoparticulas de nisina e de conservantes
g-polilisina quimicos
Ingrediente natural .
. . N Hossain et al.
Salsichas Extrato fresco de gengibre com agao
. (2021)
antioxidante

Embutido fermentado

Oleo essencial de

Reducao de nitrito

Tomovic et al.

Juniperus communis L. de sodio (2020)
Corant Meireles et al.
Mortadela Betalaina ) ‘oran € clreies et d
antioxidante natural (2020)
. . . Reducao de nitrito e Patarata et al.
L d Vinho tint lh
inguica curada inho tinto e alho nitrato de sédio (2020)

Salsicha

Oleo essencial de coentro

Reducao de nitrito
de sodio

Sojié et al.
(2019)
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Fruto de Opuntia

. Estabilizador d J ; H
Salsicha humifusa f. jerollaensis em s aerlnilzleslﬁ((:r © ec();l(g)g 1 9)an
po
. Carotenoides extraidos da ~ Redugao de nitrito Hamdi et al.
Salsicha . L g
casca do caranguejo azul de sodio (2018)
Substituicdo parcial ,
. . . Parés et al.
Salsicha Celulose nanofibrilada de polifosfatos e
. (2018)
amidos
Oleo essencial de alho, .
. C . . Aratjo et al.
Salsicha fresca isotiocianato de alila e Bioconservante (2018)
nisina Z
o . Corante natural com gy i1 or a1,
Linguica fresca e Extrato de jabuticaba atividade .
. .. (2016); Baldin
mortadela microencapsulado antioxidante e
. ) etal. (2018)
antimicrobiana
Estabili Zh .
Salsicha Lisina e Arginina stabi 1zac~10r de u et al
emulsao (2017)
Redugao de nitrit Riel et al.
Mortadela Extrato de salsa em p6 © ug:c;é;:)n o g Oi 76)1
. - . Mattos et al.
Salsicha Extrato de bagaco de uva Antimicrobiano (2016)

3.5 ESTABILIDADE DAS EMULSOES CARNEAS

Emulsdes sdao dispersdes compostas de duas fases liquidas imisciveis que sdo
misturadas usando cisalhamento mecanico e surfactantes (Kale; Deore, 2017). As emulsdes
carneas, consideradas como emulsdo 6leo em agua, sdo misturas heterogéneas compostas por
glébulos de gordura revestidos com proteinas (goticulas de 6leo) dispersos na matriz de gel de
proteinas miofibrilares (Santhi; Kalaikannan; Sureshkumar, 2017).

A estabilidade da emulsdo carnea em reter agua e lipidios em sua matriz ¢ um dos
parametros de qualidade mais importantes para embutidos emulsionados (Shin et al., 2022). A
estabilidade da massa e a textura do produto em embutidos a base de emulsdo dependem de
varios fatores, como a natureza e a quantidade de massa magra, gorduras/oleos, agua
adicionada, aditivos, outros ingredientes ndo carneos ¢ métodos de processamento. Diversas
pesquisas foram e ainda sdo realizadas sobre a estrutura e a estabilidade da emulsdo de carne
em diferentes tipos de produtos (Santhi; Kalaikannan; Sureshkumar, 2017).

No método de preparo convencional, as salsichas contém entre 20% e 30% de gorduras

animais, importantes tecnologicamente para a obtencdo de uma emulsdo estdvel e para a
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formacao das propriedades reologicas, estruturais e sensoriais dos produtos. Contudo, a gordura
animal ¢ rica em &cidos graxos saturados e colesterol, considerados ndo saudaveis pelos
consumidores (Momchilova et al., 2023). O uso de dleo vegetal rico em acidos graxos
insaturados para substituir a gordura animal estd atraindo atencao significativa em pesquisas
(Ren et al., 2022), onde alternativas como o uso de 6leos de semente de chia e/ou uva
(Momchilova et al., 2022), azeite de oliva e 6leo de chia (Pintado; Confrades, 2020), 6leo de
semente de girassol (Silva et al., 2019), entre outros, tem sido estudadas, no entanto, o simples
uso de dleos vegetais em substitui¢do as gorduras animais causa um declinio na qualidade do
produto, uma vez que as gorduras animais apresentam uma estrutura solida e elastica a
temperatura ambiente, ausente nos oleos liquidos (Ren et al., 2022).

A estabilidade das emulsdes pode ser aprimorada, utilizando aditivos como os fosfatos
que em combinacdo com o cloreto de sddio, melhora a solubilidade das proteinas, levando
assim, a maior capacidade de imobilizar altos niveis de dgua adicionada e emulsificar uma
grande quantidade de gordura. No entanto, o uso de fosfatos é geralmente em dosagens restritas
e em alguns paises € proibido em produtos carneos (Balestra; Petracci, 2019).

Biossurfactantes também tém sido estudados para aumentar a estabilidade da emulsdo
de produtos alimenticios. Estudo de Campos, Stamford e Sarubbo (2019) demonstrou que o
biossurfactante produzido por Candida utilis associado a outros ingredientes estabilizantes
(gomar guar e carboximetilcelulose), pode ser aplicado em molhos para saladas com
contribuicdo positiva na estabilidade da emulsdo durante o seu armazenamento. Lira et al.
(2021) estudou o biossurfactante produzido por Candida guilliermondii em formulagdes de
maionese ¢ de acordo com os resultados obtidos, todas as formulagdes com o biossurfactante
permaneceram estdveis € sem microrganismos patogénicos durante o armazenamento,
concluindo que o mesmo tem potencial para aplica¢do na industria alimenticia.

Ja o soforolipidio apresenta caracteristicas eficazes como agente emulsificante e
estabilizante em formulagdes tipo 6leo/agua (Gaur ef al., 2019; Koh; Gross, 2016; Xue ef al.,
2013), sugerindo seu possivel uso em emulsdes alimentares, porém ainda ndo aplicado em

produtos carneos.

3.6 QUALIDADE MICROBIOLOGICA

A contaminag¢do microbiologica ¢ uma questdo que preocupara a industria de produtos

carneos, pois estes produtos sdo ricos em nutrientes que fornecem condigdes ideais para o

crescimento de microrganismos, definindo uma natureza perecivel. Alguns organismos
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simplesmente o deterioram, enquanto outros s3o uma ameaca a saide. Em ambos os casos, a
carne deve ser descartada. Em todo o mundo, mais de 20% da carne produzida ¢ perdida ou
desperdigada (Saucier, 2016). Patogenos, especialmente bactérias, sao responsaveis por causar
uma grande variedade de infecgdes e intoxicagdes por meio de alimentos contaminados que
resultam em doengas moderadas a graves e mortes (Fu et al., 2016).

Avaliando produtos de carne de frango (incluindo mortadela, hamburgueres e
nuggets), estudo de Khalafalla, Fatma e El-Fouley (2019), demostrou que a maioria dos
produtos examinados em seu trabalho estavam contaminados com patogenos de origem
alimentar, como o Staphylococcus aureus ¢ Escherichia coli. A taxa de contaminagdo de
produtos de frango no mercado varejista foi maior do que os produtos correspondentes obtidos
na planta de processamento, o que ¢ atribuido a contaminac¢ao de produtos de frango por mau
manuseio durante o transporte, armazenamento e comercializagdo, bem como, crescimento de
contaminantes como resultado de condi¢des inadequadas de armazenamento, incluindo
temperatura e umidade.

Especificamente em salsichas, estudo de Azad e Shakerian (2023) mostrou que 28%
das amostras adquiridas comercialmente estavam contaminadas pelos microrganismos
patogénicos E. coli, Salmonella e Staphylococcus aureus. Ja Fouad et al. (2022) detectaram
microrganismos como Staphylococcus aureus, Escherichia coli 0157:H7, Salmonella
Typhimurium e Yersinia enterocolitica em 40, 20, 20 e 30% de amostras de salsichas
examinadas, respectivamente.

Estudo de Abd-El-Malek (2017), mostrou que existe uma prevaléncia de Listeria
monocytogenes em salsichas de frango prontas para o consumo de 6%, enquanto que para
Staphylococcus aureus, a incidéncia ¢ 24%. Como este tipo de produto pronto para consumo ¢
de grande demanda devido ao seu uso facil e economia de tempo, mas ndo sujeita a aquecimento
adicional antes do consumo, esses resultados demonstram a importancia da vigilancia de
patogenos de origem alimentar.

A tabela 3 traz os parametros para garantir a qualidade microbioldgica exigida pela

legislagdo brasileira vigente para salsicha.

Tabela 3 — Parametros microbiologicos para salsicha especificados pela legislagdo brasileira

Categoria Microrganismos n c m M

Produtos céarneos cozidos | Salmonella/25g 10 0 Aus -
inteiros ou em cortes,
defumados ou nao,

Clostridium perfringens/g 5 1 10? 10°




23

embutidos ou nao | Estafilococos coagulase 5 1 102 10°
(mortadela, salsicha, | positiva/g

presunto, fiambre, - patés, Escherichia coli/g 5 2 <10 10?
galantines)

m: € o limite que, em um plano de trés classes, separa o lote aceitavel do produto ou lote com qualidade intermediaria
aceitavel.

M: € o limite que, em plano de duas classes, separa o produto aceitavel do inaceitavel. Em um plano de trés classes, M
separa o lote com qualidade intermedidria aceitavel do lote inaceitdvel. Valores acima de M sdo inaceitaveis

n: € o numero de unidades a serem colhidas aleatoriamente de um mesmo lote e analisadas individualmente.

c¢: ¢ 0 nimero maximo aceitavel de unidades de amostras com contagens entre os limites de m e M (plano de trés classes).
Aus: Auséncia

Fonte: Brasil (2022)

O controle da deterioragdo dos alimentos e das bactérias patogénicas tem sido
alcangado principalmente por tratamento térmico e adi¢do de produtos quimicos, como
antimicrobianos e antioxidantes sintéticos (Bolivar-Monsalve ef al., 2019; Villalobos-Delgado
et al., 2019), no entanto, devido a tendéncia de produtos “clean label” ou “rotulo limpo”, um
importante objetivo das pesquisas cientificas ¢ a redu¢do ou eliminac¢ao de aditivos sintéticos,
frequentemente associados ao risco de cancer (Karwowska et al., 2021).

Assim, esfor¢os consideraveis tém sido feitos para encontrar antimicrobianos naturais
que possam inibir o crescimento de bactérias e fungos em alimentos, a fim de melhorar a
qualidade e o prazo de validade (Villalobos-Delgado et al., 2019). Os conservantes naturais de
fontes como bactérias, fungos, plantas, animais, tem a capacidade de garantir a seguranca do
alimento devido a sua atividade antimicrobiana exercida contra um amplo espectro de
patdgenos de origem alimentar. Além disso, metabdlitos secundarios com atividade
antimicrobiana sdo produzidos plantas (frutas, vegetais, sementes, ervas e especiarias), animais
(ovos, leite e tecidos) e microrganismos (fungos e bactérias) podem ser usados para extrai-los
(Teshome et al., 2022).

Parece, portanto, provavel que o emprego de antimicrobianos naturais esta se tornando
uma alternativa viavel para diminuir os riscos a satide no caso de alimentos contaminados por
microrganismos. E esperado que a demanda por alternativas antimicrobianas naturais,
substituindo os compostos sintéticos, aumente de forma constante, conforme a influéncia
negativa exercida por alguns conservantes sintéticos na saude dos consumidores tem sido

demonstrada (Pisoschi ef al., 2018).

3.7 OXIDACAO LipPiDICA EM PRODUTOS CARNEOS EMBUTIDOS

Devido a sua complexa matriz composta principalmente por agua, proteinas e lipidios,

as salsichas sao passiveis de deterioragdao em termos de qualidade sensorial e nutricional durante
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o0 processamento e armazenamentos (Bolivar-Monsalve ef al., 2019) e a oxidagdo em produtos
carneos ¢ a segunda causa mais importante de deterioragdo da carne (depois da deterioragdo
microbiana) (Manessis et al., 2020).

A oxidagao lipidica ¢ um processo onde os acidos graxos insaturados reagem com o
oxigénio molecular através de um mecanismo de radicais livres. Derivado desta reacdo, sdo
produzidos hidroperoxidos que sdo considerados os primeiros produtos de oxidacdo. Os
hidroperéxidos sao inodoros e ndo contribuem com nenhum aroma, no entanto, estes compostos
sdo altamente instdveis e se decompdem rapidamente, resultando num grande nimero de
compostos secundarios que incluem hidrocarbonetos, aldeidos, cetonas, alcoois, ésteres e
acidos, que provocam o aparecimento de sabores ¢ odores estranhos na carne (Dominguez et
al., 2019).

As reagdes causadas pela oxidacao lipidica levam a uma redugao no valor nutricional
e na qualidade sensorial dos produtos carneos e podem alterar a aceitagdo do consumidor pelas
modificac¢des de cor, odor, textura e sabor, podendo afetar a segurancga do produto (Pateiro et
al. 2021).

Para controle deste mecanismo, antioxidantes sintéticos, como BHT, BHA, TBHQ ¢
PG, sdo usados na industria alimenticia (Mika; Antonczyk; Wikier, 2023) e apesar de sua
eficacia, o uso excessivo ou inapropriado pode causar efeitos adversos na saude humana (Xu et
al. 2021). Neste contexto, uma nova tendéncia de substituicdo parcial e total desses
antioxidantes sintéticos por antioxidantes de fontes naturais tem recebido maior atengdo entre

consumidores e processadores de carne (Novakovic et al., 2020).

3.8 SURFACTANTES E BIOSSURFACTANTES

Os surfactantes sdo compostos quimicos compostos por moléculas anfipaticas
contendo porg¢des hidrofilicas e hidrofobicas, sendo que essa estrutura anfipatica permite que
estas moléculas desempenhem um papel importante na emulsificagdo, formacao de espuma,
detergéncia e atividades de dispersdo de 6leo, que sdo caracteristicas desejaveis em diferentes
industrias. Porém, em sua maioria, sdo derivados da industria petroquimica, sendo uma forma
de produ¢dao amplamente vista como insustentavel (Sarubbo et al., 2022). J& os biossurfactantes
sdao compostos biologicos de origem microbiana, que possuem propriedades tensoativas e
podem ser usados de forma eficaz em substitui¢do aos surfactantes quimicos (Abbot et al.,

2022).
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O tamanho do mercado de biossurfactantes foi avaliado em mais de 8 bilhdes de
dolares em 2022 e deve representar cerca de 5% de taxa de crescimento entre 2023 e 2032,
sendo que a crescente conscientizacdo dos consumidores sobre alternativas ecoldgicas
impulsionard a demanda da industria ao longo do prazo previsto. As principais empresas que
operam no mercado de biossurfactantes incluem BASF SE, Merck KGaA, Evonik Industries
AG, Givaudan AS, Kao Corporation ¢ Boruta Zachem SA. Estes participantes no mercado
competitivo, tem expandido suas capacidades de produgdo para obter acesso a uma base de
clientes mais ampla e aproveitar ao maximo as oportunidades de crescimento disponiveis
(Global Market Insights, 2023).

Os biossurfactantes sdo uma alternativa sustentavel para surfactantes sintetizados
quimicamente devido a sua funcionalidade variada (formagdo e estabilizacdo de emulsao,
formag¢do de espuma, reducdo da tensdo superficial e / ou interfacial), bem como, em alguns
casos, apresentam atividades antivirais, antifungicas e antibacterianas (Salek; Eusto, 2019).
Além disso, possuem propriedades como baixa toxicidade, biodegradabilidade, producao
sustentavel (Gaur et al., 2022) e podem ser facilmente produzidos a partir de fontes de energia
renovaveis e ndo esgotaveis (Abbot et al., 2022).

De acordo com a massa molecular média de um biossurfactante, que varia de 500 Da
a 1500 Da, podem ser agrupados em biossurfactantes de baixo peso molecular e alto peso
molecular. Lipoproteinas e lipopolissacarideos sdo biossurfactantes de alto peso molecular,
muitas vezes referidos como bioemulsificantes. Glicolipidios, lipopeptideos e fosfolipidios sdo
compostos de baixo peso molecular e sdo classicamente referidos como biossurfactantes
(Sarubbo et al., 2022). Dentre estes, os glicolipidios sdo os surfactantes microbianos
amplamente relatados, incluindo ramnolipidios, soforolipidios, trehalolipidios e lipidios
manosileritritol (Kashif et al., 2022). A classe dos glicolipidios apresenta propriedades
emulsificantes e antibacterianas, sendo candidatos potenciais para serem usados como aditivos
alimentares (Gaur et al., 2022).

Dentre os glicolipidios, os soforolipidios apresentam uma ampla diversidade estrutural
e funcional para aplicacdo em varias areas (Hipolito et al., 2020; Silveira et al., 2019 e 2020).
Na agricultura, demostra potenciais uso como biopesticidas no controle de microrganismos
fitopatogénicos (Caretta et al., 2021). Em cosméticos pode ser aplicado como uma alternativa
biodegradavel, pois mostram boa compatibilidade com a pele, alta permeabilidade, hidratagao
e atividade antioxidante (Filipe et al., 2022). Soforolipidios também podem ser aplicados em
processos de biorremediacao, onde a sua acao € resultado de sua capacidade de aumentar a area

de superficie, solubilidade e biodisponibilidade de compostos insoltiveis em agua. Eles podem



26

estimular o crescimento de microrganismos responsaveis pela degradacao de hidrocarbonetos
e melhorar sua capacidade de usar esses hidrocarbonetos (Minucelli et al., 2016).

Além disso, possui atividades antimicrobianas e emulsificantes para aplicagdo na
industria de alimentos, podendo ser usado para aumentar a vida de prateleira e modificar as

propriedades de consisténcia e textura (Hipolito et al., 2022).

3.9 SOFOROLIPIDIO: ESTRUTURA, BIOSSINTESE E APLICACAO

Os soforolipidios sdo moléculas anfifilicas naturais e sustentaveis (Cho ef al., 2022),
pertencentes a classe dos glicolipidios extracelulares, compostos por um dissacarideo soforose
(O B-D-glicopiranosil-2—1-B-D-glicopiranose) unidos por ligacdo B-glicosidica entre o
carbono 1’ e o carbono terminal () ou sub-terminal (®o-1) de uma cadeia de 4cido graxo de 16
ou 18 carbonos (Pal et al., 2023). Sao produzidos pela levedura Starmerella bombicola nas
formas lactonicas e acidicas (Figura 2) (Cho et al., 2022), podendo ter diferentes graus de
acetilacao (Li et al., 2020). A forma acidica t€ém forte capacidade de formagao de espuma e
solubilidade em agua, enquanto a lactonica tém a capacidade de reduzir a tensdo superficial da

agua (Li et al., 2020).

Figura 2 - Formas estruturais do soforolipidio: A — lactonica B — acidica

Fonte: Queiroz et al. (2019)

Os soforolipidios formam goticulas finas em varias concentragdes através de métodos
de emulsificac¢do. Sao estdveis em uma ampla faixa de pH (2—12), de temperaturas (40—100°C)

e em altas forcas i0nicas (13—15% de salinidade) (McClements; Bai; Chung, 2017).
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Claus e Van Bogaert (2017) descrevem que a biossintese classica de soforolipidios era
atribuida exclusivamente a Candida apicola e Starmerella bombicola, descobertas em 1961 e
1970, respectivamente. Foi apenas cerca de uma década atras que novas espécies produtoras de
soforolipidios foram descritas, principalmente gracas a analise dedicada de espécies

taxonomicamente relacionadas com S. bombicola. Diferentes microrganismos produtores de

soforolipidios e suas referéncias podem ser observados na tabela 4.

Tabela 4 — Microrganismos produtores de soforolipidios

Microrganismo

Referéncia

Starmerella bombicola

Caretta et al. (2021); Filipe et al. (2022);
Konishi, Yoshida e Horiuchi (2015); Qi et
al. (2018); Qin et al. (2023); Silveira et al.
(2019)

Starmerella riodocensis

Alfian et al. (2022)

Candida glabrata

Gaur et al. (2019)

Candida albicans

Gaur et al. (2019); Zhang et al. (2018)

Candida parapsilosis

Garg, Priyaka e Chatterjee (2018)

Wickerhamiella anomalus

Souza et al. (2018)

Rhodotorula babjevae

Sem et al. (2017)

Candida bombicola

Minucelli et al. (2016)

Lachancea thermotolerans

Mousavi, Beheshti-Maal e Massah (2015)

Cryptococcus sp.

Basak e Das (2014)

Cyberlindnera samutprakarnensis

Poomtien et al. (2013)

Candida tropicalis

Chandran e Das (2012)

Candida apicola

Kurtzman et al. (2010)

Candida riodocensis

Kurtzman et al. (2010)

Candida stellata

Kurtzman et al. (2010)

Candida floricola

Imura et al. (2010)

Candida batistae

Konishi et al. (2008)

Wickerhamiella domericqiae

Chen et al. (2006); Ma et al. (2011)

Rhodotorula bogoriensis

Nuiiez et al. (2004)

Rhodotorula bogoriensis

Tulloch et al. (1968)
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S. bombicola ¢ uma levedura ascomiceta que produz com grande eficiéncia os
biossurfactantes glicolipidios como os soforolipidios. E a levedura mais utilizada para produgio
devido aos seus rendimentos bastante expressivos (Paulino et al., 2016), podendo sintetizar
grandes concentragdes de produto (600 g/L) (Dolman et al., 2017).

Os soforolipidios sdo metabolitos secundarios secretados na fase estacionaria, sob
condi¢des limitantes de nitrogénio e a sua producdo pode ser fortemente estimulada quando
fontes de carbono lipofilicas e hidrofilicas, como glicose e acido graxo, estao presentes no meio
Maet al., 2019).

As vias de obten¢do do soforolipidio podem ocorrer por sintese de novo ou
incorporagdo direta. Na sintese de novo, substratos lipofilicos (alcanos, alcoois, aldeidos) sao
quebrados em moléculas menores pela via de P-oxidacdo, para serem incorporados ao
soforolipidio. Na via conhecida como incorporagdo indireta, o substrato oxidado nao ¢
decomposto, mas ¢ imediatamente hidroxilado e incorporado ao soforolipidio (Hipodlito et al.,
2022).

A Figura 3a apresenta a via metabdlica de producao da molécula de soforolipidio. A
hidroxila¢do de 4cido graxo ¢ geralmente considerada como a primeira rea¢do na sintese de
soforolipidio. O substrato hidrofobico ¢ hidrolisado em acidos graxos pela enzima esterase. No
entanto, na auséncia de fonte de carbono hidrofébico exdgeno, as células também podem
sintetizar acidos graxos pela sintese de novo usando AcetilCoA (AcCoA) derivado da glicolise.
Uma proporcdo de acido graxo ¢ diretamente adotada como precursor para a producdo de
soforolipidios, enquanto a outra proporcao participa da via de B-oxidag@o para gerar AcetilCoA,
que ¢ utilizado no metabolismo central do carbono (Ma et al., 2019).

Na incorporagdo direta, os acidos graxos sdao hidroxilados na posicao ® / -1 pela
enzima citocromo monooxigenase P450, que apresenta preferéncia especifica para cadeias de
acidos graxos C16-C18. Assim, acidos graxos mais longos ou 4cidos graxos ramificados
precisam ser metabolizados em 4acidos graxos C16-C18 por meio de P-oxidacao.
Posteriormente, duas moléculas de UDP-glicose sdo ligadas aos acidos graxos hidroxilados
através da glicosiltransferase I (ugtAl) e da glicosiltransferase II (ugfB1) para sintetizar a forma
ndo acetilada de soforolipidio. Sob a catilise da acetiltransferase (af), as moléculas de
soforolipidio de forma acidica ndo acetilada podem ser acetiladas na posigao C6’ ou C6" para
formar soforolipidio de forma acidica monoacetilada ou de forma acidica diacetilada, que sdo

entdo secretados no ambiente extracelular pelo transportador MDR (Ma et al., 2019).
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Finalmente, o grupo carboxila do 4cido graxo e a extremidade C4" dos soforolipidio
sdo conectados sob a acdo da esterase (lactonase) extracelular (sble) para sintetizar soforolipidio
na forma lactonica.

A Figura 3b mostra os genes envolvidos na sintese de soforolipidio que incluem
citocromo monooxigenase (CYP52M1), glicosiltransferase 1 e II (ugtAl e ugiBl)
acetiltransferase (af) e lactonase (sble). Todos os genes sdo responsaveis pela sintese de

soforolipidio em um agrupamento de genes, exceto a lactonase (L1 ef al., 2020).

Figura 3 - Via metabdlica de produgdo da molécula de soforolipidio
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O modo de fermentacdo ¢ um aspecto importante para melhorar o rendimento e a

produtividade na producdo de soforolipidio, sendo que ambos desempenham um papel

importante, especialmente na fermentacdo em grande escala. O modo de fermentacdo

comumente realizado por S. bombicola é a fermentagdo submersa, incluindo estratégias de

batelada e batelada alimentada (Wang et al., 2019). A tabela 5 mostra alguns modos de

fermentagdo aplicados, incluindo os dados de producdo obtidos.

Tabela 5 — Producdo de soforolipidios de acordo com o tipo de substrato e fermentacao

utilizados
. ) Producao
Tipo de . Tipo de Tel.npo T* (°C) de SLP Referéncia
Fermentacao Substrato (dias)
(g/L)
Melago de .
Batelada algoddo e 6leo 7 - 25 68,9 Qin et al.
N (2023)
de algodao
Glicose e 0leo To et al
Batelada residual de 6 3,5 - 96,4 '
) (2022)
padaria
Glicose e Fontoura et al
Batelada gordura de 5 - 30 27,86 '

frango

(2020)
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Glicose e acido Hipolito et al.

Batelada oleico 5 3,5 30 67 (2020)
Batelada Glicose e acido Silveira et al.
alimentada oleico 12 3,5 30 69,83 (2019)
Batelada Residuos de 3 28,15
Batelad alimentos e 3.5 30 Kaur et al.
atelada ,
N 2019
alimentada téxteis* 3,8 92,8 ( )
. ) Glicose e acido s Zhang et al.
Semicontinuo oleico 12,5 30 477 (2018)
Batelada Glicose e 0leo Dolman et al.
alimentada de canola 13 35 25 325 (2017)
Glicose e ) )
Batelada gordura de 5 - 30 41,63 Minucelli et al.
(2016)
frango
Batelada therol'e acido 2 i 75 62.58
alimentada oleico
Batelada Glicerol e 6leo g i 75 40.23 Bajaj ¢
alimentada de mamona
Glicerol e acido Annapure
Batelada . 8 - 25 52,34 (2015)
oleico
Batelada Glicerol e dleo 8 ; 25 2442
de mamona
Sabugo de 5 01}111;1:,
Batelada milho 5 - 28 49,29 e
hidrolisado Horiuchi
(2015)
Batelada Glicose e 0leo Morya et al.
alimentada de coco 8 35 30 >4 (2013)
Batelada Glicose € 0leo Pekin, Vardar-
alimentada de milho 3,5 25 =400 Sukan ¢
Kosaric (2005)

*Residuos de restaurantes contendo: arroz e macarrdo junto com pequenas quantidades de carne, frango, gordura,
0ssos e vegetais e residuos de padarias contendo: sobras de pao, pastelaria e bolo. Os residuos téxteis consistiam
em téxteis de algodao 100% puro contendo corantes reativos.

**pH mantido de 5,8 a 6,2 nas primeiras 20h e 3,5 a 4 até o final do processo fermentativo.

Apo6s a fermentacdo, sdo necessarias as etapas de separacdo, purificacdo e
caracterizacdo. A obtencdo dessa biomolécula do caldo fermentado ¢ normalmente realizada
por extracdo com solventes como acetato de etila, hexano e metanol, combinada ou ndo com
técnicas de filtracdo. J4 a identificacdo e quantificagdo pode ser realizada por gravimetria e pelo
método colorimétrico de antrona. Para purificacdo e caracterizagdao sao utilizadas técnicas

envolvem cromatografia de camada fina, cromatografia liquida com espectrometro de massa,
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espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier e ressondncia magnética nuclear
(Queiroz et al., 2019).

Esta molécula tem mostrado grande importancia devido a sua atividade antimicrobiana
além da propriedade de surfactante (Pontes et al., 2016; Zhang et al., 2017). A atividade
antimicrobiana ¢ dada principalmente pela forma lactonica do soforolipidio, que causa ruptura
da membrana plasmatica, por lise celular, causando vazamento do contetido do citoplasma de
patogenos quando o soforolipidio ¢ aplicado (Kulakovskaya et al., 2014; Silveira et al., 2018,
2019).

Estudos relatam a atividade antimicrobiana de soforolipidio contra patdgenos humanos
como Proteus mirabilis, Escherichia coli, Salmonella enterica subsp. enterica, Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans (Fontoura et al., 2020). Também foi
relatada seu potencial como agente antimicrobiano de diversos microrganismos patogénicos de
origem alimentar, como Salmonella spp., Listeria monocytogenes e Escherichia coli (Zhang et
al., 2016a, 2016b). Além de apresentar atividade antifingica contra Aspergillus flavus,
Aspergillus melleus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus niger,
Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea € Rhizopus spp. (Hipdlito et al., 2020).

Trabalhos desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa demonstraram a atividade
antimicrobiana dos soforolipidios em diferentes aplicagdes, conforme relatado a seguir:

e O soforolipidio associado a um frutooligossacarideo quando incorporado em filmes para
revestimentos de morangos, promoveu um atraso no amadurecimento dos frutos e
resultam na inibicdo imediata do crescimento de fungos e leveduras nos mesmos
(Caretta et al., 2023).

e Filmes bioativos para controle de patdgenos cutaneos com soforolipidios de Starmerella
bombicola foram capazes de inibir 100% do crescimento de Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis, possibilitando o desenvolvimento antimicrobianos
sustentaveis e naturais para tratar infecgdes bacterianas da pele (Filipe et al., 2022).

e O soforolipidio demonstrou eficacia no controle de fungos fitopatogénicos do tomate
como Botrytis cinerea, Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani e Pythium ultimum, sendo
o tratamento preventivo o mais eficaz, demonstrando a possivel utilizacdo como
substituinte de pesticidas quimicos (Caretta et al., 2021).

e A incorporagdo de soforolipidio como sanitizante na agua de lavagem de carcacas de
frango mostrou eficacia no controle de microrganismos contaminantes da industria

avicola como Staphylococcus aureus, Escherichia coli, coliformes termotolerantes e
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aerdbios mesofilos, podendo ser um novo agente sanitizante trazendo maior seguranga
do alimento aos produtos da industria avicola (Freitas ef al., 2021).

e (Quando aplicado em embalagem destinadas para alimentos, o soforolipidio atribuiu aos
filmes atividade antimicrobiana contra os patégenos de origem avidria como Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus e Salmonella spp., ¢ ainda melhorou as
propriedades termomecanicas, mostrando que pode ser incorporado como um agente
multifuncional em embalagens (Silveira et al., 2020).

Quanto a sua aplicagdo especificamente em alimentos, Gaur et al. (2019) realizaram
estudo aplicando o soforolipidio de Candida spp. como emulsificante alimentar e agente
antibacteriano e os resultados demonstraram boas propriedades contra bactérias patogénicas
(Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus),
sugerindo seu possivel uso em emulsdes alimentares € como agente antibacteriano.

Estudo conduzido por Silva et al. (2020) utilizando o biossurfactante microbiano
produzido por Candida bombicola como um aditivo emulsificante para cupcake, revelou que a
substitui¢do parcial ou total da gordura vegetal pelo biossurfactante ndo afeta drasticamente as
caracteristicas fisico-quimicas do produto final, indicando a viabilidade da aplicacao dessa

biomolécula na formulagdo de do produto alimenticio.

3.10 ENCAPSULACAO DE ADITIVOS ALIMENTARES

Segundo Sonawane et al. (2020), cada vez mais, os consumidores suspeitam que 0s
conservantes sintéticos e os agentes aromatizantes dos alimentos sdo prejudiciais ao seu
organismo, por isso preferem os conservantes naturais, o que atraiu pesquisadores e industrias
para trabalhar na area de encapsulamento de moléculas naturais.

Os compostos naturais adicionados aos produtos devem ter a estabilidade assegurada
para sua aplicacdo em alimentos (Veiga et al., 2019) para evitar fatores que podem afetar sua
eficacia (Castro-Rosas et al., 2017). Como alternativa, o encapsulamento de conservantes pode
ajudar a proteger sua atividade e manté-los estaveis quando adicionados aos sistemas
alimentares (Castro-Rosas et al., 2017).

O encapsulamento foi desenvolvido pela primeira vez ha cerca de 60 anos como uma
tecnologia para revestimento de solidos, liquidos e compostos gasosos (Saifullah et al., 2019)
e pode ser definido como um processo de aprisionamento de uma substancia dentro de outra
substancia, produzindo assim particulas com diametros de alguns nandmetros a alguns

milimetros. Neste processo, a substancia encapsulada ¢ o material do nucleo, o agente ativo, os
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preenchimentos, a fase interna ou a fase de carga util e a substancia que esta encapsulando ¢ o
revestimento, membrana, invélucro, material de suporte, material de parede, fase externa ou
matriz (Bratovcic; Suljagic, 2019).

Quanto a microestrutura, esta ¢ influenciada pelo método de encapsulamento, as
propriedades dos materiais do nucleo e do encapsulante e a quantidade de carga. A
microestrutura das cépsulas tem impacto na eficiéncia e reten¢do do material do nucleo e na
eficiéncia do encapsulamento e regula a liberagao de ingredientes ativos. A microestrutura dos
encapsulados varia na estrutura externa, como aspera, porosa, oca, rachada, encolhida, etc., ou
nas estruturas internas, como o arranjo e configuracdo do material do nucleo (Mehta et al.,
2022).

Em relagdo aos tamanhos, as nanocapsulas e microcapsulas sao os tamanhos mais
funcionais e desejaveis no processamento de encapsulamento, onde a nanoescala e a
microescala variam entre 10 a 900 nm e 1 a 1000 um, respectivamente e a microencapsulacao
¢ a mais comum e amplamente utilizada nas industrias alimenticia e farmacéutica (Saifullah et
al.,2019; Meng et al., 2022).

Na industria alimenticia, os ingredientes microencapsulados sdo empregados para
oferecer protecdo, facilitar o manuseio, controle da liberagdo, solubilizaciao e potencializar o

efeito de um composto bioativo (Calderon-Oliver; Ponce-Alquicira, 2022).

3.10.1 Microencapsulagdo por Spray Drying

Dentre as técnicas de obtencado, a secagem por pulverizagado (spray drying) € a técnica
de encapsulamento mais comumente aplicada (Montoya-Yepes et al., 2023), ocorrendo em um
processo de secagem com temperaturas relativamente elevadas, onde acontece a evaporacdo do
solvente e, consequentemente, sdo formadas as microcapsulas. E utilizado principalmente em
escala industrial, pois permite uma produgao simples, reprodutivel, continua e de baixo custo
(Souza et al., 2022).

A técnica de spray drying envolve quatro etapas (Figura 4), onde primeiro ocorre o
preparo de uma emulsdo misturando os materiais do nticleo e parede, seguida de uma etapa de
homogeneizacao. Na terceira etapa a emulsao ¢ atomizada em uma camara de secagem em uma
taxa de fluxo pré-definida. A seguir, quando a dgua da emulsdo ¢ removida pela aplicagao de
energia térmica, ela produz um ingrediente ativo seco revestido, mais estavel a umidade,

oxigénio, luz e outros estressores ambientais, ocorrendo a formacdo de microcapsulas
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(Timilsena; Haque; Adhikari, 2020). O produto acabado de secagem por spray drying pode
conter de 2% a 50% da substancia ativa (Klosowska; Wawrzynczak; Feliczak-Guzik, 2022).

Figura 4 - Representacao esquematica da secagem por spray drying

Material de parede

Homogeneizador

Material de parede Emulsao
+ Solvente

+—Ar quente

Bico de aspersédo 4Dl .
Vg Ciclone

/| N\ *— Spray
I
Camarade ° ° ,°
secagem o o i
* e
-
L |

Fonte: Souza et al. (2022) modificado

3.10.2 Materiais Encapsulantes

Para obtencao das microcéapsulas, € importante considerar o tipo de material de parede
que serd usado em combinagdo com um processo de encapsulamento especifico de acordo com
a funcdo ou destino da microcépsula e o tamanho de particula desejado; o material da parede
também leva a variagdes na eficiéncia e estabilidade do encapsulamento (Gul, 2017). Os
materiais de parede para encapsulamento devem ter alta solubilidade, propriedades de secagem,
baixa permeabilidade ao oxigénio, ndo toxicidade, biocompatibilidade, biodegradabilidade e
baixa viscosidade em emulsdo (Montoya-Yepes et al., 2023). Além disso, para aplicacdo na
indtstria de alimenticia, os materiais de parede ndao devem afetar o sabor dos alimentos
(Petkova; Mihaylova; Desseva, 2022).

Uma grande variedade de materiais de parede pode ser utilizada para a
microencapsulacdo como os carboidratos, celulose modificada, proteinas, gomas e lipidios
(Labuschagne, 2018). A maltodextrina é o material natural mais popular e amplamente utilizado
para microencapsulagdo. E um polissacarideo, muito conveniente para uso no processo de

microencapsulagdo por spray drying devido a sua boa solubilidade em agua (Tomsone et al.,
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2020), além de fornecer uma forte barreira contra a oxidagao dos materiais do nucleo e proteger
contra fatores externos (Mohammed et al., 2020).

Outros materiais de parede muito utilizados sdo a goma arabica e a goma guar, que
possuem excelentes propriedades emulsionantes e espessantes, tornando-as adequadas para
aplicacdes de encapsulamento (Lin ef al., 2023). Dentre as duas, a goma arabica é considerada
um polimero de revestimento ideal que consiste em D-galactose, acido D-glucurénico, L-
arabinose, L-ramnose e um componente proteico menor (2%) que confere a goma arabica suas

excelentes caracteristicas emulsificantes (Burhan et al., 2019).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Microrganismo e Manuteng¢ao

O microrganismo utilizado na producao de soforolipidios foi a Starmerella bombicola
ATCC 22214. A levedura foi mantida criopreservada em 25% glicerol a -80°C (Gao ef al.,
2013). O meio de preservacdo, ativagao e pré-indculo em g/L foi composto por: glicose 10,
extrato de levedura 3, peptona 5, extrato de malte 3 e dgar 20; glicose 100, extrato de levedura
10 e ureia 1; glicose 77,5, extrato de levedura 2,5 e acido oleico 75, respectivamente (Minucelli

etal., 2017).

4.1.2 Ingredientes Para Microencapsulagdo Por Spray Dryer

Maltodextrina DE20 (MD) adquirida da empresa Cargill (Parand, Brasil) e goma
arabica (GA) adquirida da empresa Nexira (Sao Paulo, Brasil), disponiveis no Laboratorio de

Carnes da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana (UTFPR), campus Londrina.

4.1.3 Matérias-primas e Ingredientes Para Produgdo dos Embutidos

As matérias-primas para elabora¢do de salsicha de frango foram fornecidas pelo
abatedouro frigorifico situado em Rolandia (PR), sendo elas: CMS (carne mecanicamente
separada de frango, obtida por processo mecanico de moagem e separagdo de ossos das aves,
destinada a elaboracdo de produtos carneos), carne de frango e figado de frango.

Os ingredientes nao carneos (amido, sal, condimentos e proteina de soja) e aditivos
(antioxidante, aromatizante, conservante, corante, estabilizante e regulador de acidez), foram
fornecidos pelas empresas Duas Rodas Industrial, Ibrac, New Max e Doremus. O soforolipidio
foi produzido no Laboratério de Biotecnologia da Universidade Estadual de Londrina (UEL).

As matérias-primas, ingredientes ndo carneos e aditivos estao listados na tabela 6.
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Tabela 6 - Formulagdo para salsicha de frango: controle, 0,008%, 0,024%, 0,040% ¢ 0,060%

de adigdo de soforolipidio, respectivamente

% de uso na formulacio

Ingredientes 1 " 3 i s

Carne mecanicamente separada de frango 40,000 40,000 40,000 40,000 40,000
Carne de frango 34,410 36,467 36,451 36,435 36,415
Figado de frango 5,000 5,000 5,000 5,000 5,000
Agua (gelo) 12,822 12,822 12,822 12,822 12,822
Amido (fécula de mandioca) 1,641 - - - -
Proteina de soja 1,990 - - - -
Sal (cloreto de sodio) 1,243 1,243 1,243 1,243 1,243
Condimento pronto para salsicha 1,492 1,492 1,492 1,492 1,492
Aditivo conservante: sal de cura (nitrito de sodio) 0,249 - - - -
Aditivo regulador de acidez: lactato de sddio 0,493 0,493 0,493 0,493 0,493
Aditivo aromatizante: fumaca liquida 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050
Aditivo corante: corante carmim de cochonilha 0,060 0,060 0,060 0,060 0,060
Aditivo estabilizante: tripolifosfato de sddio 0,300 - - - -
Aditivo antioxidante: eritorbato de sodio 0,250 0,250 0,250 0,250 0,250
Soforolipidio - 0,008 0,024 0,040 0,060

Fonte: Ledo (2014) modificado

Visando investigar as propriedades de emulsificagdao do soforolipidio, as formulacdes

F2, F3, F4 e F5 foram preparadas sem adi¢do de amido (fécula de mandioca), proteina de soja

e tripolifosfato de sodio. Além disso, para as avaliar as propriedades antimicrobianas do

soforolipidio nas salsichas de frango, estas formulagdes também foram preparadas sem adicao

de sais de cura (nitrito de sodio).

Para embutimento dos produtos, foram utilizados envoltorios de celulose para

salsichas disponiveis no Laboratério de Carnes da Universidade Tecnologica Federal do Parana

(UTFPR), campus Londrina.

4.2 METODOS

4.2.1 Producao de Soforolipidio

A produgdo dos soforolipidio foi realizada por fermentagdo em biorreator de bancada

(Bio-tec Tecnal) com capacidade para 4,5 L e volume operacional de 3 L. O meio foi utilizado
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de acordo Minucelli et al. (2017), modificado quanto a fonte de lipidio, substituindo a gordura
de frango por acido oleico. As concentragdes em (g/L): glicose (77,5), extrato de levedura (2,5)
e acido oleico (75), em 30°C e 150 rpm, com de 120 horas de fermentacao (Minucelli ef al.,

2017).

4.2.2 Separagdo e Concentragdo do Soforolipidio Para Aplicagdo nos Produtos Carneos

4.2.2.1 Separagao do soforolipidio

A fermentagdo foi interrompida por centrifugacdo a 9956 x g por 15 minutos,
separando a biomassa do caldo fermentado. O caldo fermentado foi mantido congelado em
freezer (-18°C) até o momento da utilizagao.

Para obtencdo do soforolipidio a ser aplicado nas salsichas, apos o descongelamento,
o caldo fermentado foi colocado em funil de decantagdo, onde permaneceu por 24 horas, a
temperatura ambiente, até a separagdo da fracdo lipidica (contendo 6leo e soforolipidio) do

restante do caldo. A fragdo lipidica foi a utilizada no experimento.

4.2.3 Desenvolvimento da Salsicha de Frango

As salsichas de frango foram elaboradas conforme etapas do fluxograma da Figura 5.
Foi elaborada uma foérmula controle para cada produto (sem adi¢do do soforolipidio) e as
demais formulas serdo feitas em triplicata com variacdes de soforolipidio em 0,008%, 0,024%,
0,040% e 0,060%. Na produgdo da salsicha de frango, o soforolipidio foi acrescentado no mini
cutter (Figura 6A), sendo essa etapa caracterizadas pela adicdo dos ingredientes misturados
para formar a massa carnea. Logos apds a massa foi embutida (equipamento da Figura 6B) e

cozida (equipamento da Figura 6C).



Figura 5 — Fluxograma das etapas para elaboracao da salsicha de frango
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Figura 6 — Equipamentos para producdo de salsichas (A: mini cutter, B: embutideira e C:

estufa de cozimento)

Para producao da salsicha de frango, foi utilizado o Laboratério de Carnes da

Universidade Tecnolodgica Federal do Parana (UTFPR), campus Londrina.

Apos a elaboragdo, as amostras foram acondicionadas em embalagens seladas a vacuo

e em porg¢des individuais de 50 g para facilitar a retirada de amostras durante a realizagdo das
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analises. Cada por¢do de 50 g ja embalada, foi colocada em sacos plésticos e armazenadas sob

refrigeracao.

4.2.4 Caracterizagao Tecnologica da Salsicha de Frango

4.2.4.1 Estabilidade da emulsdo

Para anélise da estabilidade da emulsdao (EE), 50 g de massa recém processada foi
acondicionada em embalagem de polietileno, selada sem vacuo e submetida a tratamento
térmico sob imersdo por 1 hora a 70°C, resfriada e retirado o volume de liquidos exsudados e
calculada a porcentagem de perda de peso comparado ao peso inicial (Parks; Carpenter, 1987).

Os resultados foram expressos pela equagdo 1.

%EE = (Peso final / Peso inicial) x 100. Eql
4.2.4.2 Indice de absor¢do de agua

Um grama de massa crua foi suspenso em 30 mL de 4gua destilada a 30°C em tubos
de centrifuga, previamente tarados, centrifugados por 30 minutos em agitador horizontal,
velocidade de 150 rpm e 10 minutos a 3.000 rpm. O sobrenadante de cada tubo foi separado e
o sedimento umido foi quantificado (Seibel; Beléia, 2009). O indice de absorcao de 4gua (IAA)
foi definido pela equagao 2.

IAA = Peso da amostra imida / Peso da matéria seca. Eq2

4.2.4.3 Indice de solubilidade

O sobrenadante obtido na analise de IAA foi mantido a 105°C até secagem completa

(Anderson et al., 1969). Os resultados foram expressos pela equacao 3.

ISA = Peso de residuo sélido / Peso da amostra. Eq3
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4.2.4.4 Indice de absor¢ido em 6leo

Um grama de amostra de massa crua foi suspenso em 30 mL de 6leo de soja comercial
a 30°C em tubos de centrifuga, previamente tarados e foram submetidos durante 30 minutos em
agitador horizontal com 150 rpm, seguido de centrifugacdo por 10 minutos a 3.000 rpm. O
sobrenadante de cada tubo foi separado e o sedimento imido foi pesado (Seibel; Beléia, 2009).

O Indice de absorgdo em 6leo (IAO) foi expresso pela equagio 4.
IAO = Peso da amostra umida / Peso da matéria seca. Eq4
4.2.4.5 Perda de peso por cozimento
Para a andlise de perda de peso por cozimento (PPC) os produtos foram pesados

integros antes (P) e apos a cocgdo (Pcoz), com a finalidade de se conhecer a perda de peso

durante o cozimento (Honikel, 1998). Os resultados foram expressos pela equagao 5.

%PPC = [(P-Pcoz) / P] x 100. Eqg5
4.2.4.6 Capacidade de retencao de agua

As medidas de capacidade de retencdo de dgua (CRA), foram realizadas utilizando a
metodologia descrita por Jia et al. (2019). Aliquotas de 0,5 g de cada amostra foram prensadas
sobre dois papéis de filtro (Whatman n°1) entre placas de plexiglass até uma pressao de 5001b
pol? durante dois minutos. A capacidade foi calculada através da equacio 6.

%CRA = 100% - [(peso inicial — peso final) / peso inicial] x 100. Eq6
4.2.4.7 Determinacao de pH

O pH foi determinado diretamente nas amostras, realizada com auxilio do

potencidmetro da marca Testo, de acordo com a metodologia sugerida por Fernandez-Lopez et

al. (2020). As andlises foram realizadas em triplicata.



43

4.2.4.8 Determinagdo de cor

Foi realizada utilizando um colorimetro Minolta calibrado previamente. Os valores de
luminosidade L*, a* (componente vermelho-verde) b* (componente amarelo-azul) foram
expressos no sistema de cor CIELAB (Fernandez-Lopez et al., 2020). As amostras foram
submetidas a um corte transversal, e as leituras foram efetuadas em triplicada para cada

formulacao em temperatura ambiente.

4.2.5 Perfil de Textura Instrumental

Para a andlise de perfil de textura instrumental (TPA) foi utilizada a metodologia de
Souto et al. (2017) utilizando o equipamento Texture Analyser TA.XT plus da Stable Micro
System com o probe (P035), foram analisadas as propriedades de dureza (for¢a necessaria para
uma pré-deformagdo), adesividade (trabalho necessario para superar o atragdo entre a amostra
e a sonda), elasticidade (taxa em que uma amostra deformada retorna ao seu tamanho e forma
originais), coesividade (razdo da area de forca positiva durante a segunda compactagdo em
relacdo a primeira), gomosidade (relacionada a forga necessaria para desintegrar o produto ao
ponto ideal de degluticao) e mastigabilidade (energia necessdria para mastigar um alimento
solido até esta pronto para engolir). O texturdmetro foi calibrado sendo utilizado o cilindro de
6 mm; velocidade de teste de 1,0 mm/s; distincia de penetragdo de 7 mm, forca de contato de
5,0 g; e tempo entre os ciclos de 5 segundos. As amostras foram cortadas com 10 mm de

espessura e para cada amostra foi realizado sete repeticdes de TPA.

Figura 7 — Amostra de salsicha para andlise de TPA no equipamento Texture Analyser TA.XT

plus
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4.2.6 Estabilidade Oxidativa

Para este teste foi utilizada a metodologia de TBARS - substancias reativas ao acido
tiobarbitirico segundo Raharjo, Sofos e Schmidt (1992). 10 g de amostra foram
homogeneizadas com 40 mL de &cido tricloroacético (TCA) 5% e 1 mL do antioxidante
sintético butilhidroxitolueno (BHT) 0,15% com o auxilio de um mixer (Britdnia 200W de
poténcia). Em seguida as amostras foram filtradas com papel filtro em baldo volumétrico de 50
mL, completando o volume deste com solugao de acido tricloroacético 5%. Deste baldo, foi
retirada uma aliquota de 5 mL e transferida para tubo de ensaio com tampa, onde foram
adicionados 5 mL de acido tiobarbitarico 0,02 M em acido acético 50%. Os tubos foram
aquecidos em banho-maria fervente por 40 minutos, resfriados ¢ as leituras serdo a A=530nm
(espectrofotometro Femto 800 XI). O branco foi a mistura de todos os reagentes descritos
anteriormente, exceto a amostra. Para realizar a equivaléncia das leituras do espectrofotdmetro,
foi construida uma curva padrao com 1,1,3,3-tetractoxipropano (TEP) e os resultados foram

expressos em mg de malonaldeido/kg (MAD/kg™!) de produtos carneos.

4.2.7 Analises Microbiologicas da Salsicha de Frango

As analises foram realizadas com base na instru¢ao normativan®161 de 01 de julho de
2022, descrito no anexo I item d) (produtos carneos cozidos inteiros ou em cortes, defumados
ou ndo, embutidos ou ndo (mortadela, salsicha, presunto, fiambre, patés, galantines) do grupo
5 —carne de aves, que preve as determinagdes de contagem de Escherichia coli/g, Estafilococos
coagulase positiva/g e de Clostridium perfringens/g e pesquisa de Salmonella spp./25g (Brasil,
2022).

4.2.7.1 Contagem de Escherichia coli/g

Para a analise de contagem de E. coli, em um frasco Erlenmeyer contendo 225 mL de
agua peptonada 0,1% foram diluidas 25 g de amostra, seguido de dilui¢des decimais seriadas.
A partir das diluigdes iniciais, foram semeadas aliquotas de 1 mL em placas de petrifilm de
20cm?. Posteriormente, as placas foram incubadas 24=+1h a 35°C. Ap6s o periodo de incubagio,
foi feita a leitura das coldnias das placas e contadas as coldnias tipicas azuis associadas a bolhas

de gas (AOAC 991.14:1994; 998.08: 2002).
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4.2.7.2 Contagem de estafilococos coagulase positiva/g

Para a andlise de Estafilococos coagulase positiva, em um frasco Erlenmeyer contendo
225 mL de agua peptonada 0,1% foram diluidas 25 g de amostra, seguido de dilui¢cdes decimais
seriadas. Depois foram feitos plaqueamentos dessas dilui¢des por superficies com 0,1 mL das
dilui¢des em placas contendo Agar Baird Parker com solu¢do de gema de ovo com telurito de
potassio 1%. Posteriormente, as placas foram incubadas entre 35 e 37°C por 48 horas. Apds o
periodo de incubagao, foi realizada a leitura das colonias das placas e coldnias tipicas presentes

(negras) foram submetidas aos testes bioquimicos de coagulase e catalase (ISO 6888-1: 2003).

4.2.7.3 Contagem de Clostridium perfringens/g

A partir das dilui¢des iniciais, foram semeadas aliquotas de 1 mL em placas estéreis e
adicionados cerca de 15 mL de dgar TSC. Ap0s a solidificagdo, uma segunda camada de cerca
de 10 mL do mesmo meio foi acrescentada. Imediatamente apds a solidificagdo do agar, as
placas foram incubadas em jarra de anaerobiose a 36+1°C por 18 a 24 horas. Colonias tipicas
pretas foram submetidas a testes de confirmacao. Para confirmagao, as colonias de Clostridium
perfringens, foram transferidas para tubos de ensaio com o meio de Tioglicolato (TGM)
previamente desaerado e em seguida, os tubos foram incubados a 37°C por 18 a 24 horas (em
anaerobiose). Apos a incubagdo, 5 gotas do meio TGM foram adicionadas em Caldo Lactose
Sulfito (LS) e os tubos foram incubados a 46+0,5°C por 18 a 24 horas. Tubos com
escurecimento e producdo de gas confirmaram as colonias de Clostridium perfringens (ISO

7937, 2004).

4.2.7.4 Pesquisa de Salmonella spp./25g

As amostras foram diluidas em dgua salina peptonada e incubadas a 37°C por 24 horas.
Posteriormente estas amostras foram transferidas para dois diferentes caldos de enriquecimento
seletivo, Rappaport-Vassiliadis e Tetrationato-Novobiocina e incubadas a 37 e 42°C por 24
horas. Cada amostra foi semeada em placas com Agar BPLS e em Agar XLD e incubadas por
24 horas a 37°C. As colonias tipicas obtidas foram submetidas aos testes de agar ureia, reagdes
em agar TSI, meio L-lysina descarboxilase, deteccao de B-galactosidase, fermentadores de

lactose, reacdo de Voges-Proskauer (VP) e reagdo de indol. Culturas caracteristicas do género
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Salmonella nesses meios foram submetidas ao teste de aglutinagdo com soros antisomatico poli

"O" e antiflagelar poli "H" (ISO 6579-1:2017).
4.2.8 Analise Morfologica das Salsichas

As formulagdes da salsicha F1 (padrdo) e F5, que obteve o melhor resultado para
analises de perfil tecnologico, foram preparadas e submetidas a microscopia eletronica de
varredura para avaliar as diferengas qualitativas na microestrutura das emulsdes formadas.
Aliquotas de cada amostra foram coletados e fixadas por 20 horas em solucdo fixadora
(Glutaraldeido 2,5% + Tampao Cacodilato de sédio 0,1m - pH 7,2), seguido de dois banhos de
tampao Cacodilato 0,1m por 10 minutos cada, pds fixagdo por 2 horas em Tetroxido de Osmio
e mais dois banhos de tampao Cacodilato 0,1m por 10 minutos cada. As amostras fixas foram
desidratadas em gradiente de etanol (70, 80, 90 ¢ 100%) e em seguida secas pelo método do
ponto critico usando CO2 (BALTEC, modelo CPD 030). Apds a secagem ao ponto critico, as
amostras foram montadas sobre sfubs contendo fita de carbono dupla face (Figura 8).
Finalmente, os stubs foram revestidos com ouro (BALTEC modelo SDC 050 Sputter Coater) e
observados com MEV (Philips-FEI Quanta 200) (Oliveira; Reis Filho; Grétzner, 2011).

Figura 8 — Amostras de salsicha montadas em stubs e revestidas em ouro para analise por

microscopia eletronica de varredura (MEV)
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4.2.9 Obtengao das Microcapsulas de Soforolipidio Por Spray Drying

A fragdo lipidica (com o soforolipidios) foi concentrada por atomizagao (spray dryer).
Para preparagdo da emulsdo, os polimeros de revestimento goma ardbica (GA) e
maltodextrina DE20 (MD) foram dissolvidos em 100mL de 4gua deionizada, sob agitagao

magnética até completa dissolug@o e as quantidades de polimeros utilizadas foram: 13,5g de
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Goma Arabica e 13,5g de Maltodextrina. As emulsdes foram preparadas para dois testes, para
o primeiro, foram adicionados 6g de soforolipidios a emulsdo (S1) e para o segundo, foram
adicionados 9g de soforolipidios a emulsdo (S2). As duas formulacdes foram homogeneizadas
em Ultra-turrax (Ika, modelo T18, EUA) a 12.000 rpm durante 3 minutos para garantir
homogeneidade e nao separagdo de fases.

Esta solu¢do foi mantida sob agita¢do continua durante toda a secagem, a qual foi feita
em um secador modelo MSD 1.0 Brasil da marca Labmaq (Figura 9), do Laboratério de Carnes
da Universidade Tecnologica Federal do Parand (UTFPR), campus Londrina. As condicdes de
processo foram: diametro do bico duplo fluido de 1,0 mm, o secador operou a temperatura de
130°C, para o ar de secagem de entrada, e a 89°C para ar de saida, através de um sistema de
alimentagio de 0,60 L.h"!, um fluxo de ar comprimido de 1,65 m’/min e pressio de ar

comprimido de 6 bar.

Figura 9 — Etapas de obten¢do das microcapsulas de soforolipidio (A: separacdo da fragdo

lipidica, B: secagem por spray drying, C: coleta das microcapsulas, D: microcapsulas de

soforolipidios)




48

4.2.10 Caracterizagdo das Microcapsulas Obtidas Por Spray Drying

4.2.10.1 Determinacao do rendimento (%)

O rendimento foi determinado pela massa da microcapsula produzida apds secagem
por spray drying e pela massa dos materiais iniciais do ntcleo e da parede (Akram et al., 2021)

e o dado o resultado pela seguinte formula:

Rendimento% = (Massa de microcépsula coletada / Massa do nucleo e parede) x 100. Eq7

4.2.10.2 Eficiéncia do encapsulamento (%)

A quantificagdo dos soforolipidios microencapsulados foi realizada em triplicata
usando método adaptado de Minucelli ef al. (2017), onde 1 g de amostra foi diluido em solugdo
metanol:dgua na proporcao 4:1 (v/v). Em seguida, as amostras foram agitadas em vortex por 2
minutos, sonificados por 15 minutos para facilitar a extragdo do soforolipidio das
microcapsulas, entdo a mistura foi centrifugada a 9.956xg durante 15 min. Apds a
centrifugacdo, foi adicionado hexano (v/v) na propor¢do de 1:1 a fracdo sobrenadante e a
solucdo foi submetida a uma extragdo em funil de separacao, para a obtengao do soforolipidio
retido na fragdo metandlica e remover as impurezas lipidicas presentes na fase hexanica. Os
soforolipidios foram secos em estufa até eliminagdo completa do solvente. As quantificagdes

dos soforolipidios foram realizadas por gravimetria.

4.2.10.3 Tamanho das microcapsulas, potencial zeta e indice de polidispersidade

A determinagdo do tamanho dos microencapsulados, o potencial zeta médio e o indice
de polidispersidade (PDI) foi realizada por meio de medidas de espalhamento de luz dindmico
(DLS) utilizando o equipamento Zetasizer Nano (Malvern Instruments Ltd, Worcestershire,
UK). Para realizar as medi¢des, uma amostra do pd foi suspensa em solvente alcool etilico
(P.A) usando agitagdo magnética. O instrumento operou com laser em A = 658 nm e a detec¢do

realizada em um unico angulo de 173° a 25°C.
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4.2.11 Analise Morfologica das Microcéapsulas

A analise da morfologia (microestrutura) das microcapsulas foi realizada de acordo
com a metodologia adaptada de Pudziuvelyte et al. (2019). A amostra foi montada sobre suporte
de amostras, fixada em fita de carbono e revestida com ouro no sistema Quorum® Q150T ES.
As imagens foram realizadas em microscopio eletronico de varredura (MEV) (Tescan Veja,

Czech Republic) e observadas sob uma ampliagao de 500, 2000 e 10000 vezes.

4.2.12 Tratamento dos Dados

Para avaliar os resultados, foi utilizada analise estatistica descritiva com o software R

Studio.
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5 RESULTADOS

Os resultados obtidos nesta tese estao apresentados na forma de patentes (3), capitulo

de livro (2), livro (1) e artigo cientifico (2).

5.1 Patente 1: Soforolipidio de Starmerella bombicola Como um Conservante Natural Para

Embutidos Emulsionados de Carne de Frango.

Autores: Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi, Tania Regina Kaiser, Mayka Reghiany
Pedrao, Alexandre Rodrigo Coelho, Renata De Araujo Rocha Oliveira, Mariana Medeiros

Hergesel, Danilo Borba Agonilha.

Protocolada em: 10/11/2022 (processo BR 10 2022 022976 7)

Resumo: A presente invencdo tem como objetivo desenvolver um embutido emulsificado de
carne de frango (salsicha) contendo soforolipidios de S. bombicola e testar sua atividade
antimicrobiana e antioxidante neste produto. Os soforolipidios foram produzidos por
fermentagdo submersa utilizando a levedura S. bombicola em meio contendo acido oleico,
glicose e extrato de levedura. Para obtencdo do soforolipidio a ser aplicado nas salsichas, o
caldo fermentado foi colocado em funil de decantagdo, onde permaneceu por 24 horas, a
temperatura ambiente, até a separagdo da fracdo lipidica (contendo dleo e soforolipidio) do
restante do caldo. A fragdo lipidica foi a utilizada no experimento. A salsicha foi elaborada com
carne mecanicamente separada de frango, carne de frango, figado de frango, agua, sal,
condimentos e aditivos: regulador de acidez, corante e aromatizante. Foi preparada uma formula
controle (que continha nitrito de s6dio) e as quatro formulac¢des (sem adi¢ao de nitrito de s6dio),
com variagoes da fracdo contendo soforolipidio em 0,008% - 0,0082/100g, 0,024% -
0,024¢g/100g, 0,040% - 0,040g/100g e 0,060% - 0,060g/100g. O soforolipidio foi acrescentado
na etapa de trituracdo das matérias-primas, sendo essa etapa caracterizada pela adicdo dos
ingredientes misturados para formar a massa carnea. Os resultados demonstraram que os
soforolipidios diminuiram as contagens de C. perfringens e a formulacao contendo 0,060% de
soforolipidio obteve o melhor resultado. Em relagdo a oxidagdo lipidica, a adi¢do de
soforolipidio apresentou tendéncia para ser um antioxidante para uso carneo, onde com 15 dias
de armazenamento o resultado de TBARS (andlise das substancias reativas ao acido

tiobarbitarico) foi de 0,268 mg malonaldeido/kg salsicha, ndo havendo diferencga estatistica
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entre a formula¢ao com 0,060% de soforolipidio em relagdo a formulagdo padrao que havia a
adi¢do de sais de cura (nitrato e nitrito de sodio). Os resultados sugerem que o soforolipidio
tém potencial para ser um novo aditivo conservante natural para aplicagdes em produtos carneos
emulsionados como a salsicha impactando positivamente nas propriedades microbioldgicas e

fisico-quimicas.

5.2 Patente 2: Emulsificante Natural e Sustentavel Para Salsicha de Frango.

Autores: Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi, Tania Regina Kaiser, Mayka Reghiany
Pedrao, Renata De Aratjo Rocha Oliveira, Mariana Medeiros Hergesel, Danilo Borba

Agonilha, Aline Ayumi da Silveira.

Protocolada em: 22/06/2023 (processo BR 10 2023 012530 1)

Resumo: A presente invencao desenvolve um emulsificante natural e sustentavel de carne de
frango contendo soforolipidios de Starmerella bombicola. Os soforolipidios foram produzidos
por fermentacdo submersa utilizando a levedura S. bombicola em meio contendo 4cido oleico,
glicose e extrato de levedura, separados e aplicados na preparagdo das salsichas. Os
soforolipidios foram separados por decantacdo sem utilizagdo de solvente e utilizados no
desenvolvimento da salsicha que foi elaborada com carne mecanicamente separada de frango,
carne de frango, figado de frango, 4gua, sal, condimentos e aditivos: regulador de acidez,
corante e aromatizante. Foram preparadas a formulacao controle (F1) e quatro formulagdes com
soforolipidios a 0,008g/% (F2); 0,024g/% (F3); 0,040g/% (F4) e 0,060g/% (F5), os
soforolipidios foram acrescentados na etapa de trituragdo das matérias-primas, quando os
ingredientes sdo misturados para formar a massa carnea. As salsichas com 0,040 e 0,060% de
soforolipidios tiveram maior estabilidade de emulsao e com 0,060% melhorou a capacidade de
retencdo de agua e ocorreu menores perdas de agua por cozimento. Todas as formulacdes
contendo soforolipidios tiveram melhor indice de absor¢do em 6leo e em agua e as formulagdes
diferiram significativamente do controle (excecdo a F3). Nas amostras de salsichas com
soforolipidio, a cor ficou mais clara quando comparada ao controle, sendo um ponto positivo.
A adicao de soforolipidio indicou que este biossurfactante tém atributos para ser um novo
emulsificante e estabilizante natural para aplicagdes em produtos cadrneos como a salsicha de

frango.
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5.3 Patente 3: Microcéapsulas de Soforolipidios de Starmerella bombicola Para Embutidos

Carneos Emulsionados.

Autores: Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi, Tania Regina Kaiser, Mayka Reghiany
Pedrao, Renata De Aratjo Rocha Oliveira, Mariana Medeiros Hergesel, Danilo Borba

Agonilha, Marianne Ayumi Shirai, Cristiani Baldo da Rocha.

Protocolada em: 29/06/2023 (processo BR 10 2023 013069 0)

Resumo: A presente invencao apresenta o desenvolvimento de microcapsulas de soforolipidios
produzidos por S. bombicola para a preparagdo de um novo conservante natural para produtos
carneos emulsionados. Os soforolipidios foram produzidos por fermentacdo submersa
utilizando a levedura S. bombicola em meio contendo acido oleico, glicose e extrato de
levedura. A obten¢do das microcapsulas foi com 13,5g de maltodextrina e 13,5g de goma
arabica dissolvidas em 100 mL de 4gua deionizada, seguida da adi¢do de 9 g de soforolipidios.
Os resultados demonstraram que os soforolipidios representaram 5,34 g nas microcapsulas,
correspondendo a 59,33% de eficiéncia no processo de microencapsulagdo. As microcapsulas
apresentaram-se na forma de um po6 estavel, que poderao ser dissolvidas em alimentos, como
os embutidos carneos emulsionados e assim a adi¢do dos soforolipidios se torna um aditivo

antimicrobiano e antioxidante para aplicag@o industrial.

5.4 Capitulo de Livro 1: Potencial Uso do Soforolipidio de Starmerella bombicola Como

Ingrediente Coadjuvante em Produtos Carneos Embutidos.

Titulo do Livro: Seguranca Alimentar e Assisténcia Alimentar: Teoria, Pratica e Pesquisa.

Autores: Tania Regina Kaiser, Maria Antonia Pedrine Colabone Celligoi, Mayka Reghiany

Pedrio.

Publicado em: Atena Editora, 2021.

DOI: 10.22533/at.ed.83621141013
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Resumo: A natureza perecivel dos produtos carneos requer técnicas de preservacao /
processamento adequadas dentro de periodos minimos de tempo, a fim de impedi-la dos
mecanismos microbianos ¢ de outros possiveis mecanismos de deterioracdo. Para isto, a
industria dos produtos a base de carne introduz diversos aditivos alimentares para melhorar suas
propriedades tecnologicas funcionais e como conservantes para inibir o crescimento de
microrganismos. Alguns aditivos de origem sintética podem levar a produg@o de substincias
com potenciais cancerigenos, o que levou a industria da carne ha uma demanda crescente por
aditivos ou conservantes naturais. Assim, os biossurfactantes sao alternativas para atender as
novas tendéncias do mercado, pois demonstram propriedades uteis a serem exploradas no
processamento de alimentos. Dentre os biossurfactantes, os soforolipidios tem mostrado grande
importancia devido a sua atividade antimicrobiana além da propriedade de surfactante. Quanto
a sua aplicagdo na industria de alimentos, o soforolipidio apresenta caracteristicas eficazes
como agente emulsificante e estabilizante em formulagdes tipo 6leo/agua, bem como, tem sido
explorado sua aplicacdo antimicrobiana. Considerando as propriedades emulsificante e
antimicrobiana do soforolipidio de S. bombicola, este capitulo tem como objetivo descrever o

potencial uso desse glicolipidio como um ingrediente em produtos cadrneos embutidos.

5.5 Capitulo de Livro 2: Propriedades Antibacterianas de Soforolipidios Contra os Patdégenos

da Industria Avicola.

Titulo do Livro: Producao Cientifica em Ciéncias Bioldgicas 2.

Autores: Victoria Akemi Itakura Silveira, Christiane Aparecida Urzedo Queiroz Freitas, Tania
Regina Kaiser, Briane Gisele Bigotto, Cristiane Baldo, Maria Antonia Pedrine Colabone
Celligoi.

Publicado em: Atena Editora, 2022.

DOI: 10.22533/at.ed.72222220611

Resumo: O Brasil ocupa o primeiro lugar no ranking mundial de exportagdes de carne de
frango, porém perdas significativas na producdo ocorrem devido a elevada contaminacdo

microbiana. Soforolipidios sdo biossurfactantes pertencentes a classe de glicolipidios e sdo

compostos por uma molécula de soforose unida a uma cadeia de acido graxo. Sao produzidos
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por diversos microrganismos, com destaque para a levedura Starmerella bombicola. Dentre as
diversas aplicacdes, os soforolipidios t€ém chamado aten¢do devido sua acdo antimicrobiana
contra uma ampla gama de patogenos. Considerando esses aspectos, este capitulo tem o
objetivo de apresentar as propriedades antibacterianas dos soforolipidios contra bactérias
contaminantes da industria avicola. De acordo com os estudos, os soforolipidios demonstrou
ser uma molécula inovadora com Perspectiva de aplicacdo na industria avicola, para a redugdo

da contaminacao e aumento da produtividade industrial.

5.6 Livro: Microbial Sophorolipids: Production, Properties e Industrial Applications.

Autores: Amanda Hipolito, Victéria Akemi Itakura Silveira, Talita de Oliveira Caretta, Briane
Gisele Bigotto, Eduarda Mendes, Costa, Giovanna Amaral Filipi, Tania Regina Kaiser,
Christiane Aparecida Urzedo Queiroz Freitas, Cristiane Baldo, Maria Antonia Pedrine

Colabone Celligoi.

Publicado em: Eliva Press, 2022.

ISBN: 978-9994981441

Resumo: Sophorolipids are biosurfactants produced mainly by non-pathogenic
yeast Starmerella bombicola. They are composed of a sugar moiety linked to a fatty acid chain
and their structure depends on the producer microorganism and the fermentations condition.
Sophorolipids present several advantages over chemical surfactants as high biodegradability,
diversity of biological properties and renewable characteristics being synthesized as a mixture
of different molecules. In general, they can be divided into two main forms: acidic and lactonic
and may have acetyl groups in the sophorose with variation in physicochemical and biological
properties. They have numerous properties including the antimicrobial and antioxidant activity
that allow their application in several sector of industry. Besides, sophorolipids present good
stability in the wide range of pHs, temperatures, and salinity, low-foaming and excellent
detergent properties. Consequently, these compounds hold a wide range of applications in food,
agriculture, cosmetics and medical industrial sectors. This book covers the current knowledge
of microbial sophorolipids providing information on their structure, synthesis, production and

the industrial application.



55

5.7 Artigo: Effects of Incorporation of Sophorolipids on the Texture Profile, Microbiological
Quality and Oxidative Stability of Chicken Sausages

Publicado em: International Journal of Food Science & Technology

DOI: https://doi.org/10.1111/ijfs.16545
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Effects of incorporation of sophorolipids on the texture profile, microbiological quality and
oxidative stability of chicken sausages

Tania Regina Kaiser!, Danilo Borba Agonilha?, Renata de Araujo Rocha?, Mariana Hergesel?, Cristiani
Baldo!, Alexandre Rodrigo Coelho?, Mayka Reghiany Pedrdo?, Maria Antonia P. Colabone Celligoi'*

"Department of Biochemistry and Biotechnology, Londrina State University, Londrina, Brazil
2 Department of Food Technology, Federal Technological University of Parana, Londrina, Brazil

*Corresponding author: Department of Biochemistry and Biotechnology, Centre of Exact Science,
Londrina State University, Rodovia Celso Garcia Cid - Pr 445 Km 380, CEP 86057-970, Londrina,
Brazil.

E-mail address: macelligoi@uel.br

Summary: Sophorolipids present antimicrobial and antioxidant activities allowing their
application in meat products such as sausages. In this study, formulations of chicken sausages
were developed with 0.008%—0.06% sophorolipid supplementation. Microbiological analyses
showed that sophorolipids induced a significant reduction in Clostridium
perfringens contamination and decreased lipid oxidation rates compared with control samples
(sausages with curing salts). The formulation with 0.06% sophorolipids showed a significant
difference in strength, hardness, adhesiveness, gumminess and chewiness compared with the
control formulation. The sausages with sophorolipids presented a less porous mass with fewer
cracks, improving the structure of the sausages. Thus, the use of sophorolipids improved the
microbiological, antioxidant and physicochemical properties of chicken sausages, being an
innovative alternative to replace usual preservatives.

Key words: Meat emulsion; Biosurfactant; Clean label; Microbiological control.

Introduction

Emulsion-based meat products, such as sausages, play an important role in the modern
meat industry (Santhi ef al., 2017; Shin & Choi, 2021). Because they are highly complex and
perishable, sausages must undergo special preservation techniques, and several food additives
are used to improve their technological and functional properties (Ren ef al., 2022). Sodium
nitrite and nitrate (chemical antioxidants) are commonly used to inhibit and reduce the
microbial contamination and oxidative stress of foods, increasing their shelf life (Karwowska
& Kononiuk, 2020).

However, the consumer demand for healthy food has greatly increased due to awareness
of the diet-health relationship, and the food industry is constantly placing restrictions on the
use of chemical compounds (Karwowska et al., 2021). Therefore, natural products in the food
processing industry have attracted the attention of researchers as new multifunctional molecules
(Villalobos-Delgado et al., 2019). Due to their antimicrobial activity, biomolecules from
bacteria, fungi and plants can ensure food safety against a broad spectrum of foodborne
pathogens (Duda-Chodak et al., 2023).

Sophorolipids are natural and eco-friendly microbial amphiphilic molecules that have
several biological activities and many applications in the food industry. They are biosurfactants
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produced mainly by the nonpathogenic yeast Starmerella bombicola and are composed of sugar
linked to a fatty acid chain (Cho et al., 2022). Sophorolipids present several advantages over
chemical surfactants, such as high biodegradability, diverse biological properties and renewable
characteristics (Pal et al., 2023), and exhibit robust antimicrobial activity, as described in
several reports (Zhang et al., 2016a,2016b;  Gaur et al., 2019;  Silveira et al., 2019;
Hipélito et al., 2020; Filipe et al., 2022). In previous studies, our group showed the
antimicrobial activity of sophorolipids against the foodborne pathogens Clostridium
perfringens, Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus and
Salmonella spp. (Silveira et al., 2019, 2021). In addition, sophorolipids were able to scavenge
free radical molecules in a dose-dependent manner (Filipe et al., 2022).

Sophorolipids also exhibit effective characteristics as emulsifying agents in food
formulations (Silva et al., 2020) and are equally effective as polysorbate 20, a food emulsifier
commonly used in foods (Xue et al., 2013). Therefore, this study aimed to develop chicken
sausage formulations enriched with sophorolipids as a new ingredient in meat products by
exploring their antimicrobial, antioxidant and emulsifying properties. Our results demonstrated
that sophorolipids were equally efficient as chemical preservatives in reducing the
microbiological contamination and lipid oxidation of chicken sausages, presenting even better
results for C. perfringens contamination. Moreover, a positive impact on technological
properties and texture profile was observed when sophorolipids were added to the sausage
formulations. To our knowledge, this is the first study reporting the addition of sophorolipids
to chicken sausages.

Materials and methods

Materials

The raw materials for the chicken sausage were supplied by the slaughterhouse located in
Rolandia City (Parana, Brazil) and included CMS (mechanically separated chicken meat),
chicken ground meat and chicken liver. Nonmeat ingredients (starch, salt, condiments and soy
protein) and additives (antioxidant, flavouring, preservative, stabiliser and acidity regulator)
were supplied by Duas Rodas Industrial (Santa Catarina, Brazil) and prepared in the Meat
Laboratory of the Federal Technological University of Parana (UTFPR). Sophorolipids were
produced from Starmerella bombicola (ATCC® 22214™) in the Department of Biochemistry
and Biotechnology, State University of Londrina, UEL (Parand, Brazil).

Methods

Sophorolipids production

The production of sophorolipid was carried out by S. bombicola in a bioreactor (Bio-tec
Tecnal) with a capacity of 4.5 L and an operating volume of 3 L. The medium in (g L") was
glucose (77.5), yeast extract (2.5) and oleic acid (75), at 30°C, 150 rpm and 120h of
fermentation (Minucelli ef al., 2017). Sophorolipid of the fermented broth was placed in a
decanting funnel, where it remained for 24 h at room temperature until the lipid fraction was
separated from the rest of the broth. The lipid fraction was used in the experiment to be applied
to the sausages. Analysis by HPLC showed that the sophorolipids produced were mainly lactone
C18:1 diacetylated in comparison with the standard 1',4”"-Sophorolactone 6’,6"”-diacetate
(Sigma Aldrich, USA).
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Preparation of chicken sausage

Meat ingredients were mixed in a microcutter (CM-24, Mainca, Barcelona, Spain), and
different concentrations of sophorolipids were added according to Table S1. The mixture was
emulsified on ice, and nonmeat ingredients (sodium chloride, sausage ready seasoning, sodium
lactate, liquid smoke, cochineal carmine colouring and sodium erythorbate) were added to the
formulation. After emulsification, each formulation was packed in a collagen casing, followed
by cooking until the central temperature reached 74 °C. After emulsification, each formulation
was packed in a collagen casing and then cooked until the central temperature reached 74 °C.
After being cooked, the sausages were cooled to 4 °C for storage. All preparations were
performed in triplicate.

Characterisation of chicken sausages

Technological profile

Samples of all formulations were submitted to technological profile tests of emulsion
stability, oil absorption index, water absorption index, solubility index, cooking losses, pH,
water retention capacity and colour determination according to the previous methodology by
Seibel & Beléia (2009), Jia et al. (2019) and Fernandez-Lopez et al. (2020).

Microbiological analysis

Samples of chicken sausage formulations were collected after 15 days of storage, and the
microbiological parameters were determined by containing E. coli/g (AOAC 991.14, 1994 and
998.08, 2002), Coagulase-positive Staphylococci/g (ISO 6888-1, 2003), C. perfringens/g (1SO
7937, 2004) and Salmonella spp./25 g (ISO 6579-1: 2017). The average number of colonies
was multiplied according to the respective dilutions, and all results were expressed in log
10CFU g ..

Lipid oxidation

Samples of chicken sausage were collected after 15 days of storage, and the lipid
oxidation of the samples was measured by analysis of thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS) according to the methodology described by Raharjo ef al. (1992). TBARS values
were calculated from a standard curve of malonaldehyde (MA) and expressed as mg
MAD kg ™! sample.

Texture profile analysis (TPA)

The hardness, adhesiveness, springiness, cohesiveness, gumminess, resilience and
chewiness were analysed according to Souto et al. (2017). Samples 10 mm thick were analysed
using a texture analyser (TAXT Stable Micro System and probe (P035)), with five replicates of
each sample. The texturometer was calibrated and adjusted with a 6 mm cylinder; test speed of
1,0 mm s~ !; penetration distance of 7 mm, contact force of 5.0 g and time between cycles of 5 s.

Scanning electron microscopy (SEM)

Scanning electron microscopy was performed according to the method described by
Oliveira et al. (2011). Aliquots of sausage samples were fixed, dehydrated and mounted on
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stubs containing carbon tape and coated with gold (BALTEC model SDC 050 Sputter Coater).
Micrographs were obtained with a scanning electron microscope (Philips-FEI Quanta 200) at
an accelerating voltage of 20 kV. Analyses were performed in triplicate.

Statistical analysis

The results are reported as the average + standard deviation. The results were analysed by
using one-way analyses of variance (ANOVA). Tukey's post hoc test was used to determine
differences between the mean values for the different treatments (P < 0.05). All analyses were
performed using R Studio software (R CORE TEAM, 2021).

Results and discussion

Several studies have reported the emulsifying properties (Silva et al.,2020) and
antimicrobial activity of sophorolipids against a wide range of foodborne pathogens
(Silveira et al., 2019, 2021). However, the use of sophorolipids as an ingredient in emulsified
chicken sausages has never been described. In this study, formulations containing chemical
antioxidants (control) and different concentrations of sophorolipids (without chemical
preservatives) were prepared. Our results showed that sophorolipids have the potential to be a
new natural additive for applications in emulsified meat products. Formulations with
sophorolipids were prepared with no addition of cassava starch, soy protein and sodium
tripolyphosphate, which facilitated emulsification of the product and resulted in a homogeneous
and consistent mass, evidencing the emulsifying effect of the sophorolipids (Table S1).

The technological properties of sausages enriched with sophorolipids are shown in
Tables S2 and S3. The results indicated that the addition of sophorolipids into formulations
results in an increase in emulsion stability compared to that of the control. Formulations
containing sophorolipids at concentrations of 0.040% (F4) and 0.060% (F5) showed better
results and achieved 96.34% and 95.35% emulsion stability values, respectively (Table S2).
For the oil absorption and water absorption index, all sausage formulations containing
sophorolipids differed statistically from the control, showing that the sausage masses were
improved and became more stable. The higher water retention capacity and lower cooking loss
results observed for the formulation with 0.060% sophorolipid (F5) indicated that the low water
loss may be related to the high retention of liquid by the matrix (Marchetti et al., 2017),
suggesting that sophorolipid interfered positively with these parameters. The solubility index
of formulations containing sophorolipids was smaller than that of the control. However, this
can be explained by the absence of starch in the formulations. Despite differences from the
control, the pH values remained at approximately 6.3 for all formulations of sausages studied.

Meat product colour is among the important parameters that consumers use to predict
quality during purchase (Kavusan ef al.,2020). The results showed that parameters L*
(brightness), a* (red/green coordinate) and b* (yellow/blue coordinate) were significantly
affected (P <0.05) in samples with sausages enriched with sophorolipids (Table S3). Indeed,
sophorolipids ensure a more stable mass with better homogeneity, colour and luminosity and
are more attractive to the consumer.

Deterioration by microorganisms and lipid oxidation are important causes of food loss
(Teshome et al., 2022). Sausages containing different concentrations of sophorolipids (0.008—
0.06%/100 g) present cell counts for Salmonella spp., coagulase-positive Staphylococci
and E. coli similar to the control formulation that contains chemical preservatives (Table 1).
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Table 1. Microbiological analysis for chicken sausages formulations stored by 15 days at 4 °C

Coagulase-positive

Clostridium perfringens Escherichia

Samples  Salmonella spp. (CFU ™) (S(t:e;pg}go;oca coli (CFU ¢ )
Fl1 absence 9,5x 10? <10 <10
F2 absence 5,8x 10° <10 <10
F3 absence 6,6 x 10° <10 <10
F4 absence 6,2 x 10° <10 <10
F5 absence 5,0 x 10? <10 <10
Standard  absence /25g 10° CFU g 10° CFU g 10> CFU g

F1 (control), F2 (0.008% of sophorolipids), F3 (0.024% of sophorolipids), F4 (0.040% of sophorolipids) and F5 (0.060% of
sophorolipids).

Interestingly, the formulation with the highest concentration of sophorolipids (F5) showed
greater antimicrobial activity against C. perfringens than the control sample. The bactericidal effect
of sophorolipids against C. perfringens was already demonstrated by our group (Silveira et al.,
2019). C. perfringens is an anaerobic endospore-forming pathogenic bacterium responsible for
several enterotoxic diseases in humans and animals (Yadav ef al., 2022). According to previous
studies, the antimicrobial effect of sophorolipid is related to its amphiphilic nature and involves the
synergistic impact of sophorose moieties and fatty acids on the cell wall or membrane structure
(Valotteau et al., 2017). These data indicate the potential of sophorolipids as antimicrobial
ingredients in chicken sausages, even without the addition of curing salts.

Lipid oxidation increases food deterioration, resulting in odours, colour alterations, texture
defects and safety concerns (Wu et al., 2022), with a consequent gradual loss of quality during
storage (Sharma et al., 2020). The lipid oxidation of the sausages was measured by TBARS values
(Table 2). The TBARS values of the control samples (chemical preservative) were 0.237 mg
malonaldehyde kg of sausage. Remarkably, similar results were observed for the F4 (0.348 mg
malonaldehyde kg of sausage) and F5 (0.268 mg malonaldehyde kg~ of sausage) formulations.
These samples present TBARS values with no significant difference when compared to the control
(F1). Notably, F1 had curing salts, which are a classic meat antioxidant. In contrast, the F4 and F5
samples did not present the addition of chemical preservatives, as they were enriched only with
sophorolipids. Our results strongly suggest that sophorolipid has the potential to be used as a natural
antioxidant rather than a synthetic preservative.

Table 2. Effect of sophorolipids on the TBARS value of chicken sausages formulations stored by
15 days at 4 °C

F1 F2 F3 F4 F5
2 b . a a b b
TBARS 0,237 0.413 0,488 0,348 0,268
(+0,008) (+0,015) (£0,021) (£0,036)  (+0,088)

F1 (control), F2 (0.008% of sophorolipids), F3 (0.024% sophorolipids), F4 (0.040% sophorolipids) and F5 (0.060%
sophorolipids). Different letters indicate significant differences by Tukey's test (P <0.05).

Considering the results obtained from microbiology and antioxidant analyses, formulation F5
(0.06 g sophorolipids g™ of sausages) was used in the next experiments. Texture is considered
among the essential attributes for determining the physicochemical changes in meat products
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(Rosmawati Tawali et al., 2023). The TPA results are shown in Table 3. According to Shin &
Choi (2021), the texture measurements performed by TPA are different under different
measurement conditions. However, it is common to refer to significant differences between the
values of textural parameters of samples measured by TPA under a specific measurement condition.
Here, the results demonstrated a significant difference in strength, hardness, adhesiveness,
gumminess and chewiness when the F5 formulation was compared with the control. In contrast, no
difference was observed for resilience, cohesiveness and springiness at 5% of significance. The
TPA indicated that the formulation containing sophorolipids needs less force to reach the
swallowing point, consequently presenting lower perceptible hardness in the compression between
the teeth (Civille & Szczesniak, 1973). Similar results were found in sausages enriched with chia
seeds (Hanifah et al., 2021). The results demonstrate that samples with sophorolipids are softer and
more easily chewed and swallowed when compared to the control. Szczesniak (2002) defines
cohesiveness as the degree to which a substance is compressed between the teeth before it breaks,
that is, the point at which a material can be deformed before it ruptures. This parameter also depends
on the strength of the cross-links of proteins in meats, especially collagen-related proteins
(Warner et al., 2021). No significant difference was observed between samples for the cohesiveness
parameter, indicating that the extent to which the material can be deformed before breaking between
the teeth is the same, with or without the addition of sophorolipids.

Table 3. Texture profile analysis of the sausages enriched with sophorolipids

Analysis

Force (g) Hardness (g) Adhesiveness (g.seg) Resilience %
Fl1 1473,08*(£158,22)  1473,08*(+158,22)  2424,59*(£362,73) 7,77%(£0,57)
F5 840,48 (£221,19) 840,48°(£221,19) 1242,56°(£101,17) 7,85%(£0,97)

Samples

Samples | Cohesion Springiness % Gumminess Chewiness
Fl1 0,999%(+0,0005) 54,15%(£5,53) 1472,40* (+158,10) 799,42 (£134,92)
F5 0,998 (+£0,0009) 57,73*(£14,53) 1029,98°(+43,49) 405,42°(£130,89)

F1 (control); F5 (0.060% of sophorolipids). Different letters in the column indicate statistically significant differences by
Tukey's test (P <0.05).

Regarding the adhesiveness parameter, which is the force needed to remove material that
adheres to the mouth (generally the palate) during the normal eating process (Szczesniak, 2002), it
was observed that the formulation containing sophorolipid (F5) presented lower values compared
with the control (F1). During the preparation of sausages, the liquid may contain proteins, such as
elastin or fibronectin, which have structural and adhesive functions. Collagen interacts with the
myofibrillar structure binding to water and significantly reduces moisture, increasing food safety,
which may explain why collagen exhibits a high capacity for swelling and water retention
(Koczon et al., 2022). The hydrogels are formed because covalent crosslinking prevents water loss
by cooking. Matrix swelling can block the exit of moisture and fat, which was not observed in the
formulations with sophorolipids that may act as a potential agent to stabilise the reaction.

Micrographs of sausage samples analysed by SEM are shown in Fig. 1. The results showed a
more uniform matrix in sausage samples with the addition of sophorolipids (Fig. 1d—f) compared
with the control (Fig. 1a—c). It is possible to observe that fat globules are smaller and the cauliflower
characteristic is more prominent in control samples, as the globules are smoothed in samples with
sophorolipids. In addition, samples enriched with sophorolipids presented less porosity and fewer
observable cracks (Fig. 1f). It is well known that the presence of cracks and pores in the emulsion
can compromise the structural integrity of the sausages and cause changes in the functional
properties of the emulsions (Choi & Chin, 2020). In samples of sausages enriched with
sophorolipids, the fat globules are smaller and more distributed, and it is possible to observe the
interactions of proteins with these elements, trapping them in their framework (Fig. 1f). According
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to Zhu et al. (2022), the degree of meat grinding influences the amounts of myofibrillar proteins
extracted from the muscle and can create a dense protein network that retains more water, helping
the water retention in the matrix. The mass enriched with sophorolipids became more homogeneous
and less porous and had fewer visible cracks, which could generate a gel and better technological
quality.

Figure 1 SEM micrographs of sausage samples: A, B and C: Formulation F1 (control with chemical
preservatives). D, E and F: formulation F5 (with 0.060% of sophorolipids and no addition of chemical
preservative).

Conclusion

The results showed that sophorolipids present antimicrobial and antioxidant activity and
positively impact the physicochemical properties of chicken sausages. Therefore, these molecules
could provide an alternative to chemical preservatives in the development of new emulsified
sausage products and meet the demand for natural or clean label foods. In this context, the use of
sophorolipids presents an innovation in the food area, as a nontoxic and multifunctional molecule
is added to a meat product.
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Supporting Information

Table S1 Chicken sausage formulation prepared with different concentration of sophorolipids

. %
Ingredients 1 2 3 Fa s
Mechanically deboned meat (MDM) 40.000 40.000 40.000 40.000  40.000
Chicken meat 34.410 36.467 36.451 36.435 36415
Chicken liver 5.000 5.000 5.000 5.000 5.000
Water (ice) 12.822 12.822 12.822 12.822  12.822
Cassava starch 1.641 - - - -
Soy protein 1.990 - - - -
Salt (sodium chloride) 1.243 1.243 1.243 1.243 1.243
Sausage ready seasoning 1.492 1.492 1.492 1.492 1.492
Sodium nitrite 0.249 - - - -
Sodium Lactate 0.493 0.493 0.493 0.493 0.493
Liquid smoke 0.050 0.050 0.050 0.050 0.050
Cochineal carmine coloring 0.060 0.060 0.060 0.060  0.060
Sodium tripolyphosphate 0.300 - - - -
Sodium erythorbate 0.250 0.250 0.250 0.250 0.250
Sophorolipid - 0.008 0.024 0.040 0.060
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EE IAO TAA CRA pH PAC ISA
F1| 90.19 0.96 1.00 14.73 6.22 2.56 0.12
( £0.37)* | (#0.15)° | (20.05)° | (£3.06)° | (£0.01)¢ | (£0.04)* | (£0.01)?
F2 | 94.19 1.18 1.11 16.17 6.29 2.50 0.04
(+0.10) | (£0.02)™ | (+0.02) | (+3.34)° | (£0.00)> | (£0.08)* | (£0.01)°
F3 93.44 1.18 1,08 13.97 6.31 2.51 0.03
(£0.55)° | (£0.03)® | (£0.01)* | (£1.42)" | (£0.00)" | (£0.06)" | (£0.006)"
F4 96.34 1.23 1,10 15.26 6.34 2.30 0.03
F0.42)° | (£0.07)* | (&0.04)° | (£1.33)° | (£0.01)* | (+0.08)* | (£0.01)°
F5| 9535 1.27 1,12 19.92 6.31 2.26 0.04
(F0.42)° | (#0.03)* | (£0.04)* | (£1.86)* | (£0.00)° | (£0.07)® | (+0.008)"

F1 (control), F2 (0.008% of sophorolipids), F3 (0.024% sophorolipids), F4 (0.040% sophorolipids) and F5 (0.060%
sophorolipids). EE - Emulsion stability; IAO - Oil absorption index; IAA - Water absorption index, CRA - Water retention
capacity; pH - hydrogen potential; PAC - cooking losses and ISA - solubility index. Different letters in the column indicate
statistically significant differences by Tukey's test (p<0.05).

Table S3 Colour measurements for sausages of sausages enriched with sophorolipids

Sample Colour
L* a* b*
F1 53.80 (£2,04)° 24.68 (+1,38)* 18.40 (£1,20)
F2 62.58 (+0,58)® 15.57 (+0,45)° 15.42 (£0,41)°
F3 62.01 (£0,43)° 16.37 (+0,33)° 15.76 (£0,32)°
F4 63.85 (+1,16)* 13.77 (£1,07)° 15.86 (£0,99)°
F5 62.08 (£1,11)° 14.59 (+0,83)"¢ 15.69 (£0,54)°

F1 (control), F2 (0.008% of sophorolipids), F3 (0.024% sophorolipids), F4 (0.040% sophorolipids) and F5 (0.060%
sophorolipids). Different letters indicate significant differences by Tukey's test (p<0.05). L* - Luminosity; a*- green = red; b*

- blue = yellow.
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Abstract: This study evaluated the microencapsulation of sophorolipids, which are
antimicrobial and antioxidant biosurfactant produced by Starmerella bombicola, aiming to
expand their potential applications within the food industry. The microcapsules of
sophorolipids were developed using maltodextrin and Arabic gum as wall materials through
spray drying. Parameters such as encapsulation efficiency, yield, particle size, zeta potential,
polydispersity index, and microcapsules morphology were assessed. The results showed that
the formulation containing 9g of sophorolipid had the highest yield (59.33%) and best
encapsulation efficiency (38.1%) with a particle size of 1.432+89um, however, its zeta point
value was considered minimally stable (-7.75 mV). The formulation with 6g of sophorolipid
showed 36.70% and 18.1% for yield and encapsulation efficiency respectively. Sophorolipids
encapsulation presents potential as alternatives to chemical preservatives, especially for use in
meat products, marking a novel and previously unexplored initiative.

Key words: Bioactive compounds; clean label; biosurfactant; sophorolipids; food products

1. Introduction

The deterioration of food results in significant economic losses worldwide. In meats,
deterioration can be caused by various mechanisms, such as microbial growth and lipid
oxidation. Microbial contamination refers to the growth and proliferation of naturally
occurring or introduced microorganisms within food (Leyva-Porras ef al. 2021). Lipid
oxidation leads to a reduction in nutritional value, alterations in sensory quality in meat
products, and may influence consumer acceptance or even product safety (Pateiro ef al. 2021).

The control of deterioration and contamination in meat products is commonly achieved
through heat treatment and the addition of synthetic preservatives (Villalobos-Delgado et al.
2019). Antimicrobials such as sodium nitrite and sodium nitrate are frequently used in meat
products as preservative additives (Choi et al. 2017). Nitrite has traditionally been used to
preserve meat products owing to its potent antimicrobial properties against Clostridium
botulinum, and other bacteria (Flores and Toldrd 2021). However, nitrite can react with
secondary amines to form harmful substances like as N-nitrosamines, which are potentially
carcinogenic (Zhou et al. 20 20).

Synthetic antioxidants such as butylated hydroxytoluene (BHT), butylated
hydroxyanisole (BHA) and tert-butylhydroquinone (TBHQ) are also used to reduce lipid
oxidation in the food industry (Mika et al. 2023). Despite their effectiveness, excessive or
improper use of these antioxidants can lead to adverse effects on human health (Xu et al.,
2021).

The increased consumer demand for healthier foods in recent years has prompted the food
industry to consistently impose restrictions on the use of chemical compounds that have adverse
effects on human health and the environment (Karwowska et al., 2021). Consequently,
significant efforts have been made to find natural antimicrobials and antioxidants to enhance
meat product safety and extend shelf life (Villalobos-Delgado et al., 2019). Biomolecules of
microbial origin can ensure food safety due to their antimicrobial activity against a broad
spectrum of foodborne pathogens (Duda-Chodak et al., 2023).

Sophorolipids are natural and sustainable amphiphilic molecules that exhibit diverse
biological activities, holding potential applications within the food industry. They are
biosurfactants primarily produced by the non-pathogenic yeast S. bombicola, composed of a
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sugar linked to a fatty acid chain (Cho et al. 2022). Sophorolipids present numerous advantages
over chemical surfactants, including high biodegradability, biological properties, and
renewable characteristics (Pal et al. 2023), showing robust antimicrobial activity (Zhang et al.
2016 a,b, Silveira et al. 2019, Gaur et al. 2019, Hipdlito et al. 2020, Filipe et al. 2022).

In previous studies, our group demonstrated the antimicrobial activity of sophorolipids
against foodborne pathogens including Clostridium perfringens, Campylobacter jejuni,
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus and Salmonella spp. (Silveira et al. 2019,
Silveira et al. 2021). Furthermore, sophorolipids have shown antioxidant activity (Filipe et al.
2022) and exhibit effective characteristics as emulsifying agents in food formulations (Silva
et al. 2020). Recently, our group revealed that sophorolipids exhibit antimicrobial and
antioxidant activity and positively impact the physicochemical properties of chicken sausages
(Kaiser et al. 2023).

However, the stability of natural compounds such as sophorolipids must be ensured for
their application in food to avoid aspects that can affect their effectiveness (Castro-Rosas et
al. 2017; Veiga et al. 2019). In this scenario, the use of microencapsulated ingredients in the
food industry is employed to provide protection, facilitate handling, control release,
solubilization, and enhance the effect of a bioactive compound (Castro-Rosas et al. 2017,
Calderon-Oliver and Ponce-Alquicira 2022).

Encapsulation was initially developed approximately 60 years ago as a technology for
coating solids, liquids, and gaseous compounds (Saifullah et al., 2019). It can be defined as a
process of trapping one substance inside another, thereby producing particles ranging in
diameter from a few nanometers to a few millimeters. In this process, the encapsulated
substance serves as the core material, active agent, fillers, internal phase, or payload phase,
while the encapsulating substance acts as the coating, membrane, shell, support material, wall
material, external phase, or matrix (Bratovcic and Suljagic, 2019).

A wide variety of wall materials can be used for microencapsulation, such as
carbohydrates, modified cellulose, proteins, gums and lipids (Labuschagne 2018). Maltodextrin
is the most popular and widely used natural material for microencapsulation, being highly
convenient for use in the spray drying microencapsulation process due to its good solubility in
water (Tomsone ef al. 2020). Additionally, it offers a robust barrier against oxidation of core
materials and protection against external factors (Mohammed et al. 2020). Other frequently
employed wall materials are gum arabic and guar gum, both renowned for their excellent
emulsifying and thickening properties, rendering them well-suited for encapsulation
applications (Lin et al. 2023). Therefore, this study aimed to develop sophorolipids
microcapsules using maltodextrin and gum arabic as wall materials, with the perspective of
their use as a new ingredient in the food industry. The results demonstrated the effectiveness of
encapsulating sophorolipids through spray drying, using maltodextrin and gum arabic as
coating materials. This combination notably enhanced powder recovery, meeting the required
minimum reference standards.

2. Materials and methods

2.1. Microorganisms and materials

Maltodextrin DE20 purchased from Cargill (Parand, Brazil) and gum arabic purchased
from Nexira (Sao Paulo, Brazil).
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2.2. Methods

2.2.1. Sophorolipids production

Sophorolipids production from S. bombicola was conducted in a 4.5 L bioreactor (Bio-
tec Tecnal) with an operating volume of 3 L. The medium consisted of the following
components (g/L): glucose (77.5), yeast extract (2.5), and oleic acid (75). Fermentation
occurred at 30°C for 120 hours at 150 rpm (Minucelli et al. 2017). Sophorolipids from the
fermented broth was placed in a decanting funnel, and left at room temperature for 24 hours
until the lipid fraction separated from the remaining broth. High-performance liquid
chromatography (HPLC) analysis revealed that the produced sophorolipids were
predominantly lactone C18:1 diacetylated, in contrast to the standard 1',4"-Sophorolactone
6',6"-diacetate (Sigma Aldrich, USA).

2.2.2. Preparation of sophorolipid emulsions

The emulsion was prepared by adding 13.5g of coating polymers (maltodextrin DE20 and
gum Arabic) to 100mL of deionized water under magnetic stirring until completely dissolved.
Emulsions were then prepared using two different concentrations of sophorolipids (6g
(formulation 1) or 9g (formulation 2). The sophorolipids concentration was chosen according
to previous experiments. Both formulations were homogenized using an Ultra-turrax (Ika,
model T18, USA) at 12,000 rpm for 3 minutes to ensure uniformity and prevent phase
separation.

2.2.3. Obtaining microcapsules by spray drying

The emulsions obtained in the previous step were dried by spray drying using a
laboratory-scale spray dryer (MSD 1.0, Labmaq, Brazil). The samples were atomized with a
double fluid nozzle with a diameter of 1.0 mm, at a temperature of 130°C with inlet drying air

and 89°C for outlet air, through a feed system of 0.60 L.h'l, with a compressed air flow of 1.65

m3 /min and compressed air pressure of 6 bar. The resulting powder was packed in a
hermetically sealed container and used for further analysis.

2.2.4. Characterization of Microcapsules

2.2.4.1 Yield determination (%): The yield was determined by the mass of the microcapsule
produced after spray drying and the mass of the initial core and wall materials (Akram et al.
2021) and expressed by the following formula:

Yield% = (Mass of microcapsule collected / Mass of core and wall) x 100 (1)

2.2.4.2. Encapsulation efficiency: Quantification of the microencapsulated sophorolipids was
performed in triplicate using an adapted method from Minucelli ez al. (2017). Samples of 1g
were diluted in a methanol:water solution at a ratio of 4:1 (v/v). Subsequently, the samples were
vortexed for 2 minutes, sonicated for 15 minutes to facilitate the extraction of sophorolipids
from the microcapsules, and then the mixture was centrifuged at 9,956xg for 15 minutes. After
centrifugation, an equal volume of hexane (v/v) was added to the supernatant fraction in a 1:1
ratio. The solution underwent extraction in a separation funnel to isolate the sophorolipids in
the methanolic fraction and remove lipid impurities present in the hexane phase. The
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sophorolipids were dried in an oven until the solvent was completely eliminated. Quantification
of sophorolipids was performed using gravimetry.

2.2.4.3. Microcapsule size, zeta potential and polydispersity index (PDI): The
microencapsulated size, average zeta potential, and PDI were determined through dynamic light
scattering (DLS) measurements using the Zetasizer Nano equipment (Malvern Instruments Ltd,
Worcestershire, UK). To conduct the measurements, a sample of the powder was suspended in
ethyl alcohol (P.A.) solvent using magnetic stirring. The instrument operated with a laser at A =
658 nm and detection was carried out at a single angle of 173° at 25°C.

2.2.5. Morphological analysis of microcapsules

The analysis of microcapsule morphology was conducted according to the method
adapted by Pudziuvelyte et al. (2019). The sample was mounted on a sample holder, fixed on a
carbon tape, and coated with gold (Quorum® Q150T ES; Quorum Technologies Ltd., Sussex,
UK). Images were taken using a scanning electron microscope (SEM) (Tescan Veja, Czech
Republic) and observed at magnifications of 500, 2000, and 10000 times.

2.2.6. Statistical analyses

The results are presented as the mean values accompanied by their respective standard
deviations. Statistical analysis involved one-way analysis of variance (ANOVA). Tukey’s post
hoc test was applied to discern variations among the mean values corresponding to the distinct
treatments (p < 0.05). All statistical analyses were conducted using R Studio software (R Core
Team 2021).

3. Results and discussion

Spray drying is the most commonly applied encapsulation technique (Montoya-Yepes et
al. 2023), involving the atomization of a liquid into droplets, followed by rapid solvent
evaporation in hot air to obtain dry powder or particles (Lin et al. 2023). It is primarily
employed on an industrial scale due to its ability to enable simple, reproducible, continuous,
and cost-effective production (Souza et al. 2022). In this study, sophorolipids were
microencapsulated using maltodextrin and arabic gum as wall materials, exploring their
potential utilization as a novel ingredient in the food industry. Parameters including
encapsulation efficiency, yield, particle size, zeta potential, polydispersity index, and
formulation morphology were evaluated.

3.1. Yield determination (%)

The powder recovery percentage (p/p% yield) represents the quantity of powder collected
in the spray dryer collector relative to the total amount of solid content dissolved in the feed
emulsion (Burhan ef al. 2019). In this study, the yield percentages were 36.70% and 59.33%
for the formulation using 6g and 9g of microencapsulated sophorolipids, respectively.
According to Muzaffar and Kumar (2017) a successful powder recovery in laboratory-scale
spray dryers is typically set at 50%, a threshold surpassed by the formulation containing 9g of
sophorolipids, indicating an effective recovery rate.
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Microencapsulation of sophorolipids was not described elsewhere. However, studies
involving the encapsulation of different molecules using the same materials have shown varying
yield results: 44.80% for yerba mate extract, 82.75% for pepper seed oil, 83.40% for fish oil,
84.50% for flaxseed oil, 70.79% to 76.38% for Hibiscus sabdariffa extracts, and 42.10% to
63.50% for lavender oil (Akbarmehr et al. 2023; Karaaslan et al. 2021; Akram et al. 2021; Cid-
Ortega and Guerrero-Beltran, 2020; Burhan ez al. 2019). Conversely, in these studies, the drying
temperatures used were different from those in this study. Oliveira Alencar et al. (2022) suggest
that when the temperatures used in the drying process are not sufficient to cause water
evaporation before the material reaches the drying chamber walls, it allows some of the material
to adhere to the chamber, resulting in lower yield performance.

3.2. Encapsulation efficiency

Encapsulation efficiency denotes the amount of material trapped within the microparticles
(Sukumar et al. 2023) and these values give an indication of how successful the coating polymer
matrix was in preventing the loss of the molecule during the microencapsulation process and
during storage (Burhan er al. 2019). The encapsulation efficiencies for formulations 1 and 2
were found to be 18,1% and 38,1% respectively. According to Cruz-Bravo et al. (2023) factors
such as sample feed rate, chamber drying temperature, inlet/outlet temperatures, and wall
material concentration are among the key factors affecting the optimization of spray drying.

These efficiency values were obtained by correlating them with the gravimetric result and
the percentage yield, corroborating the results predicted in 3.1.

However, during the course of the experiment it was observed that formulation 2 did not
have the capacity to significantly absorb the lipid material, leaving material adhered to the
cyclone. The same was not observed with formulation 1, so this subjective parameter indicates
the need for further experimentation. To explore the potential for increasing sophorolipids in
the process, it is advisable to test new wall materials.

3.3. Microcapsule size, zeta potential and polydispersity index (PDI)

The particle size of microcapsules significantly affects sensory properties (texture, taste,
etc.) and physical properties (e.g., solubility and hygroscopicity) (Tomsone et al. 2020). In
this experiment, the microcapsule sizes varied (Figure 1), with formulation 2 showing a larger
average size compared to formulation 1 (Table 1). It is known that the particle size distribution
changes depending on the type of coating material and drying conditions (Karaaslan et al.
2021). According to Mohammed et al. (2021) it is advisable to maintain the particle size of
microencapsulated materials used in food applications below 100 um to ensure an acceptable
mouthfeel in the final food product. The microcapsules obtained in this study completely
comply with this recommendation.

Zeta potential indicates the level of stability in a colloidal system (Molaahmadi et al.
2019) and is an important physicochemical parameter of microencapsulated products (Santos
et al. 2020). According to Titus et al. (2019) zeta potentials in the range of 0 to £5 mV are
unstable and tend to coagulate, while minimally stable particles are in the range of +5 to 20
mV, moderately stable between £20 to £40 mV and highly stable above +40 mV. The zeta
point values found in our study fall into the minimally stable range (-7.75 mV) for formulation
2 and highly stable (51.77 mV) for formulation 1. However, as mentioned by Gumustas et al.
(2017), the zeta potential value is affected not only by particle properties but also by solution
nature, such as pH and ionic strength. Higher absolute zeta potential values indicate a greater
electrical charge on the particles to keep them stable in the solution (Li ef al. 2022), as the
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charge on the surface of the nano/microparticles prevents aggregation due to the repulsion
forces between the particles (Lestari et al. 2021).

Regarding PDI, it measures the heterogeneity of a sample based on size. Polydispersity
can occur due to size distribution in a sample or sample agglomeration during isolation or
analysis (Mudalige et al. 2019). As shown in Table 1, the PDI results differed between
formulation 1 and 2 (P <0.05), and these variations may be justified by the microcapsules being
obtained via spray drying, leading to the formation of polydispersity particles with a variety of
size distributions (Karas et al. 2023).

Table 1. Particle size, zeta potential and polydispersity index of sophorolipids microcapsules

Sample Particle size (um) Zeta potential (mV) Polydispersity index (%)
S1 1.036 (£63)? 51.77 (+4,31)* 88.0?
S2 1.432 (£89)° -7.75 (£0,35)° 29.4°

In the columns: equal letters indicate no significant difference at 5%, different letters indicate significant
difference at 5%.

3.4. Morphological analyses of the microcapsules

The images of the microcapsules obtained by scanning electron microscopy displayed
spherical shapes with varied sizes and diameters. Some surfaces appeared slightly rough while
others were smoother, yet without apparent cracks. This is advantageous as it implies that the
capsules have lower gas permeability, enhancing the protection and retention of the active
material (Zhang et al. 2020, Di Battista et al. 2015, Carneiro et al. 2013). Moreover, size
variations and creases could result from shrinkage during the drying and cooling processes,
typical characteristics of spray drying processing (Guimaraes et al. 2020). According to
Akbarmehr et al. (2023), the type, concentration and viscosity of the encapsulating material
also play an important role in the surface morphology and size of particles dried by spraying.

The effective protection provided by the polymer mixture for sophorolipid occurs because
the use of a blend of both polymers combines the excellent emulsification capacity of arabic
gum with the outstanding film-forming properties of maltodextrin (Burhan et al. 2019).

100
s L0 e )

RESOLUTION 15keV

Figure 1. Scanning Electron Microscopy of Microcapsules. 500x Magnification (A), 2000x
Magnification (B), 10000x Magnification (C).
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4. Conclusion

The encapsulation of sophorolipids using spray drying techniques with maltodextrin and
arabic gum as encapsulating agents was successfully achieved. The microcapsules exhibited good
encapsulation efficiency values and a variety of sizes and diameters with no apparent cracks. The
material was stable in powdered form, allowing dissolution in foods like emulsified meat
products. Further research is necessary to confirm the biological activity of microencapsulated
sophorolipids in specific applications, such as antioxidants and antimicrobial bioactive
compounds in the food industry.
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6 CONCLUSAO

e O soforolipidio foi produzido e aplicado em formulagdes de salsichas onde a adigao de
0,060% de soforolipidio aumentou a estabilidade da emulsdo, apresentou maior CRA e
menor PAC, com maior quantidade de liquido retido na matriz;

e Maiores resultados para IAO e IAA nas formulagdes contendo soforolipidio (0,008%,
0,024%, 0,040 e 0,060%) mostraram que as massas de salsicha se tornaram mais
estaveis; bem como, afetou os pardmetros L*, a* e b*, atuando no desenvolvimento e
fixacdo da cor da emulsao carnea;

e A andlise de TPA das salsichas mostrou diferenca significativa para os parametros forga,
dureza, adesividade, gomosidade e mastigabilidade entre a amostra controle e a
formulagdo com 0,060% de soforolipidio, resultando em uma massa homogénea ¢
consistente;

e O valor de TBARS da amostra controle (conservante quimico) nio teve diferenca
significativa para as formulacdes com 0,040% e 0,060% de soforolipidio, demonstrando
que a sua adi¢@o apresentou tendéncia para ser um antioxidante para uso carneo;

e A formulagdo de salsicha com 0,060% de soforolipidio obteve o melhor resultado. Para
as contagens de C. perfringens. Para os demais microrganismos analisados, ndo houve
diferenca entre as formulagdes e seus resultados foram satisfatorios;

e As micrografias das amostras salsichas revelaram que a adi¢do de soforolipidio tornou
massa menos porosa € com menos fendas observaveis, sugerindo sua melhor integridade
estrutural;

e A formulacdo das microcapsulas com adi¢ao de 9g de soforolipidio apresentou melhores
resultados de eficiéncia da encapsulamento (38,1%) e com maior rendimento (59,33%);

e Os tamanhos das microcépsulas foram de 1,036pm e 1,432pum formulagdo com 9g e 6g
de soforolipidio respectivamente, além disso, as micrografias mostraram formato
esférico, superficies ligeiramente rugosas, porém, sem rachaduras aparentes, indicando
maior protecdo e retencdo do material ativo;

e Os valores de potencial zeta deste estudo se classificam como minimamente estdveis
para amostra com 9g e altamente estaveis para amostra com 6g de soforolipidio. Os
resultados de PDI apresentaram caracteristicas de particulas polidispersas com uma

variedade de distribui¢des em seus tamanhos;
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Desta forma, foi demonstrada a viabilidade para microencapsulagdo do soforolipidio, sendo
uma alternativa inovadora para substituir os conservantes usuais na industria alimenticia, uma vez que
o soforolipidio apresentou propriedades biologicas eficientes como antimicrobiano, antioxidante,

estabilizante e emulsificante natural.
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