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RESUMO

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

OTIMIZACAO DE FORMULACOES DE SALSICHA MISTA
PRODUZIDAS COM CARNE DE JUNDIA (Rhamdia quelen)

AUTORA: JAQUELINE PICCOLO.
ORIENTADORA: TATIANA EMANUELLI.
CO-ORIENTADOR: ERNESTO HASHIME KUBOTA
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 05 de marco de 2010.

Este trabalho avaliou o uso da polpa de residuos da filetagem e da fibra de soja na
elaboracdo de salsichas mistas de carne vermelha e pescado, com o objetivo de
aumentar o valor nutricional de salsichas e viabilizar o aproveitamento de sub-
produtos agroindustriais. Primeiro avaliamos o efeito da substituicdo da carne
vermelha com polpa obtida a partir de residuos da filetagem de jundia (PRF 0, 25, 37
e 50% da massa total) nas propriedades nutricionais, tecnoldgicas e sensoriais,
assim como na vida util salsichas armazenadas sob refrigeracdo. A substituicao
resultou em salsichas sensorialmente aceitaveis tanto em uma formulagédo com o
teor convencional de gordura (PRF-25%) quanto em uma formulagdo com gordura
reduzida (PRF-37%). Essas formulacdes, especialmente aquela com gordura
reduzida, apresentaram um melhor valor nutritivo (maior conteudo de EPA+DHA e
menor razao n-6/n-3) e melhores caracteristicas tecnoldgicas do que o controle com
carne vermelha e teor convencional de gordura. A adicdo de polpa de pescado néao
acelerou a oxidacao lipidica durante o armazenamento refrigerado. Embora a polpa
de peixe ndo tenha aumentado a contagem de mesodfilos, deve-se tomar cuidado
com a estabilidade microbiolégica, ja que as formulagbes contendo a polpa de
pescado apresentaram uma contagem de microorganismos psicrotroficos
ligeiramente maior durante o armazenamento refrigerado. Secundariamente, visando
ampliar o conjunto de aplicagdes dos subprodutos agroindustriais, nés investigamos
o efeito da fibra de soja (0; 1,6; 2,4; 3,8 e 4,5%) nas propriedades fisico-quimicas,
tecnoldgicas e sensoriais de salsichas de carne e polpa de residuos da filetagem de
jundia formuladas com gordura reduzida. A fibra de soja diminuiu a umidade e



aumentou o teor de cinzas e proteinas, sem alterar a atividade de agua ou pH das
salsichas. Todas as formulagbes contendo fibra apresentaram maior tendéncia ao
amarelo (elevado valor de b*) e aumento da dureza, gomabilidade e mastigabilidade,
enquanto que as outras alteragdes na cor (saturacdo e angulo de cor) e textura
(parametros de elasticidade e coesividade) foram observados somente nas
formulacdes contendo niveis médios e superiores de fibra de soja. A fibra de soja
reduziu a perda no cozimento e melhorou a estabilidade da emulsdo. A avaliagao
sensorial revelou que até 2,4% de fibra alimentar (5,4% de p6 de fibra de soja) pode
ser adicionado as salsichas de carne/pescado com gordura reduzida, sem
mudancas na sua aceitacdo global. Estes resultados indicam que a polpa de
residuos da filetagem do jundia e a fibra de soja podem ser utilizadas no
desenvolvimento de salsichas novas e mais saudaveis, a base de carne e pescado,
enriguecidas em acidos graxos n-3 e fibra alimentar, as quais apresentam com
melhores propriedades tecnoldogicas, mas mantém caracteristicas sensoriais

similares aos produtos convencionais.

Palavras-chave: valor nutricional, salsicha, pescado, fibra de soja.
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This study evaluated the utilization of pulp obtained from filleting wastes and soybean
fiber in the formulation of mixed red meat/fish sausages and was aimed at increasing
the nutritional value of cooked sausages and making good use of agroindustrial by-
products. First we evaluated the effect of replacing red meat with silver catfish pulp
obtained from filleting wastes (PFW 0, 25, 37 and 50% of total batter) on the
nutritional, technological and sensory properties, as well as on the shelf life of
sausages under refrigeration. The replacement yielded sensory acceptable cooked
sausages both in a full-fat formulation (PFW-25%) and in a low-fat formulation (PFW-
37%). These formulations, especially the low-fat one had improved nutritional value
(higher EPA+DHA content and lower n-6/n-3 ratio) and better technological
characteristics than the full-fat red meat control sausage. The lipid oxidation during
refrigerated storage was not accelerated by fish pulp. Although fish pulp did not
increase total plate counts, some caution must be taken with the microbiological
stability, since fish-containing sausages had slightly higher psychrotrophic counts
during refrigerated storage. Secondly, aiming at enlarging the range of applications of
agroindustrial by-products, we investigated the effect of soybean fiber (0, 1.6, 2.4, 3.8
and 4.5%) on the physiochemical, technological and sensory properties of low-fat
meat/fish cooked sausages made with a pulp from silver catfish filleting wastes.
Soybean fiber decreased the moisture and increased ash and protein content, with
no changes in water activity or pH of sausages. All fiber-containing sausages had
greater tendency to yellowness (higher b* value) and increased hardness,



gumminess and chewiness, while the other changes in color (chroma and hue angle)
and texture parameters (springiness and cohesiveness) were observed only in the
formulations containing intermediate and higher soybean fiber levels. Soybean fiber
reduced cooking loss and improved emulsion stability. Sensory evaluation revealed
that up to 2.4% soybean dietary fiber (5.4% soybean fiber powder) can be added to
low-fat meat/fish sausage formulations without changes in the overall acceptability.
These results indicate that the pulp from silver catfish filleting wastes and soybean
fiber can be used to develop novel healthier fish/meat sausages enriched in n-3 fatty
acids and dietary fiber, with better technological properties, while keeping sensory

characteristics similar to the conventional products.

Keywords: nutritional value, cooked sausage, fish, soybean fiber.
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1 INTRODUCAO

Diante de um consumidor cada vez mais exigente e preocupado com a saude,
busca-se a elaboragdo de produtos com maior qualidade, ndo s6 aquelas
relacionadas ao sabor e aparéncia, mas também as que dizem respeito a produtos
benéficos nutricionalmente como os ricos em lipidios insaturados e fibras.

Seguindo essa linha, os pescados se tornam matérias-primas importantes
para o desenvolvimento destes tipos de produtos, ja que além de serem fontes
importantes de proteina, sao ricos em acidos graxos poliinsaturados, principalmente
os da familia n-3 (FENNEMA, 2000; SUAREZ-MAHECHA et al., 2002). A
importancia destes acidos graxos na reducdo de ftrigliceridios e colesterol ja foi
demonstrada em varios estudos (LIU et al., 2003; RIVELLESE et al., 2003).

Entre os peixes de agua doce cultivados na Regidao Sul do Brasil, o jundia
vem sendo apontado como uma espécie promissora, pois € de facil manejo e
apresenta carne saborosa e sem espinhos intramusculares, o que facilita o seu uso
na tecnologia de alimentos (CARNEIRO et al., 2003; MEYER e FRACALQOSSI,
2005). No entanto, ainda sdo escassas as pesquisas sobre o comportamento
tecnolégico e a estabilidade da sua carne. Além disso, a consolidagdo do cultivo
desta espécie depende do escoamento da producédo, a qual depende do aumento da
diversificacao dos produtos oferecidos ao consumidor (SONODA, 2006).

O processamento de pescados na industria gera uma quantidade grande de
residuos, logrando sérios problemas ambientais (BRUSCHI, 2001). No entanto,
pesquisas recentes mostram que subprodutos de espécies de origem marinha
apresentam valor nutricional aproximado ao da parte comestivel destas (BRUSCHI,
2001; OLIVEIRA, 2002). Assim, o aproveitamento dos residuos da filetagem
industrial de pescados poderia ocorrer mediante o desenvolvimento de novos
produtos (MAIA, 1998).

No contexto atual, a soja € a principal matéria-prima para a producao de 6leo
vegetal comestivel para a alimentacao humana (EMBRAPA SOJA, 2009). Aliado a
isso esta o crescente aumento da producao de biocombustiveis, onde o volume de



19

graos de soja processados tem aumentado 9,7% nos ultimos dois anos em funcéo
da utilizacdo desta leguminosa como matéria-prima na obtencdo de biodiesel
(BATISTA, 2007). Assim, o aumento da producdo de biodiesel e 6leo vegetal tem
levado ao aumento de subprodutos como a fibra de soja. Embora ainda nédo tenha
alcancado seu auge de consumo, ha evidéncias de que a fibra de soja exerga varios
efeitos benéficos a saude como a reducdo do colesterol total (LO et al., 1986),
principalmente da fracdo LDL (CHO et al. 1985), reduzindo riscos de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares e prevenindo a aterosclerose (LO et
al., 1987; LIU, 1997; HERMANSEN et al., 2001), e em decorréncia desses
beneficios na saude humana, esta poderia ser destinada para inclusdo de fibras em
alimentos de amplo consumo pela populacao, como os produtos carneos.

A salsicha € um dos embutidos mais tradicionais produtos carneos do mundo
(AYO et al., 2007; AYO et al., 2008). Trata-se de um produto carneo cozido curado de
massa fina, caracterizado pelo elevado grau de divisdo dos seus constituintes e
elevado conteudo de gordura (até 30%) (MAPA, 2000). A gordura utilizada na
elaboracao de salsichas convencionais € de origem suina e bovina, sendo, portanto,
pobre em &cidos graxos poliinsaturados e apresentando relacao n-6/n-3 em torno de
13:1 (AYO et al., 2007), bastante acima do maximo recomendado pela Organizacao
Mundial da Satde que é entre 3:1 e 4:1 (HORROCKS e YEO, 1999; SUAREZ-
MAHECHA et al., 2002). Além disso, as salsichas convencionais sdo desprovidas de
fibra alimentar.

Além disso, ha uma tendéncia da pesquisa com produtos carneos em
desenvolver formulagées com teor de gordura reduzido para atender as exigéncias do
consumidor atual. Este se preocupa ndo somente com as caracteristicas sensoriais,
mas também com os beneficios nutricionais que um produto oferece como, os ricos
em lipidios insaturados e fibras (COFRADES et al., 2000; FERNANDEZ-GINES et al.,
2004; YANG et al, 2007; FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2008; CHOI et al., 2010), como
principal pardmetro de decisdo de compra.

Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi otimizar formulacbes de
salsicha mista contendo, além de carne bovina e suina, os subprodutos da industria
de pescados (residuo da filetagem de jundia) e também do processamento da soja
(fibra de soja), visando incrementar o valor nutricional das salsichas através da
inclusdo de acidos graxos 6mega-3 e fibras, bem como viabilizar o aproveitamento

de subprodutos agroindustriais.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Pescados

2.1.1 Aquicultura

A aquicultura mundial segue crescendo a um ritmo maior que o crescimento
populacional e mais rapidamente que qualquer outro setor de produtos de origem
animal, com indice de crescimento médio anual de 6,9% (FAO, 2008). No ano de
2006, os peixes congelados representaram 50% do total de pescados processados
para consumo humano; fornecendo pelo menos 15% do aporte médio de proteinas
animais a mais de 2,9 milhdes de pessoas (FAO, 2008). Porém, o0 uso € o
processamento dos pescados tem se diversificado significativamente nas ultimas
duas décadas, em funcdo da mudancga de gosto do consumidor, novas tecnologias,
embalagens e logistica (FAO, 2008).

Apesar da grande disponibilidade de 4gua e do grande potencial brasileiro para
a aquicultura, a ingestdo de pescados no Brasil ocupa o quarto lugar, quando
comparada a de carnes vermelhas, de aves e de suinos (FAO, 2005). O consumo de
pescado no Brasil ainda € baixo (6,9 kg/per capita/ano), comparado com outros
paises como Portugal (60 kg/per capita/ano), sendo duas vezes menor do que a
recomendag¢do da Organizacdo Mundial da Saude (12 kg/per capita/ano) (FAO,
2005).

Algumas razbes para isto estdo relacionadas a oferta dos pescados:
associadas aos investimentos insatisfatérios em equipamentos de pesca e ao
manejo inadequado dos estoques, que levam a dificuldade de geracao de produtos
seguros. Outros fatores estdo relacionados a sua demanda, ao préprio habito
alimentar da populagdo, a menor saciedade, a concorréncia com outras fontes de
proteina animal (aumento da oferta de carnes de aves e suinos) ou com outras
fontes de alimentos; e as caracteristicas de distribuicao de renda (FAO, 2005;
SONODA, 2006).
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Porém, ainda assim, o Brasil € o pais com maior potencial para se tornar o
maior produtor mundial de pescado cultivado, visto que, possui dgua disponivel para
o cultivo, disponibilidade de graos de soja e milho para producao de racdes, clima
tropical, aumento de consumidores, além de possuir a maior e mais diversificada
fauna de agua doce do mundo. Para tanto, é necessaria a transformagéo da carne
de peixe num produto popular, a qual s6 sera possivel com reducdo de custo,
apoiada na adocdo de tecnologia, de insumos de qualidade e producéo
(OETTERER, 2002).

Sendo assim, uma atencdo maior a area de desenvolvimento de novos
produtos a partir dos residuos do beneficiamento de pescados poderia gerar mais
investimentos neste setor e modificar a situacdo de demanda de pescados,
modificando o habito alimentar da populacdo e reduzindo o custo desta matéria-

prima.

2.1.2 Importancia nutricional dos pescados

Os pescados possuem todos os aminoacidos essenciais a dieta humana, em
especial a lisina, sendo excelentes fontes protéicas (15 a 25%), de alta
digestibilidade (acima de 95%), conferindo proteina de valor biolégico superior ao de
outras fontes animais (leite e carne bovina) (FENNEMA, 2000; BALDISSEROTO e
RADUNZ NETO, 2004; OETTERER et al., 2006). Também sdo fontes de minerais
como magnésio, zinco, manganés, cobre, vanadio; de vitaminas A, D, E e K, e as do
complexo B (PALLAORO, 1997; OETTERER, 2002).

Além disso, os pescados possuem baixo teor de colesterol e sdo ricos em
acidos graxos poliinsaturados, principalmente os da familia n-3, em especial, o acido
docosaexaenodico (DHA C22:6 n-3) e o0 eicosapentaendico (EPA C20:5 n-3)
(HORROCKS e YOE, 1999; FENNEMA, 2000; SUAREZ-MAHECHA et al., 2002).

Os acidos graxos sao freqlientemente nomeados de acordo com suas
estruturas quimicas e sdo classificados conforme o numero de insaturagbes em:
saturados, monoinsaturados e poliinsaturados (GOMEZ, 2003). Ao grupo dos acidos
graxos poliinsaturados, os quais contém de 18 a 22 carbonos, pertencem trés
familias de acidos graxos: n-3; n-6 e n-9 (BELITZ e GROSCH, 1997).
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Aos acidos graxos poliinsaturados € atribuida importancia devido ao fato de
sintetizarem mediadores inflamatérios (CONTRERAZ-GUZMAN, 1994; SUAREZ-
MAHECHA et al., 2002). Ja os acidos graxos poliinsaturados especificos da familia
n-3 sdo apontados como essenciais para o desenvolvimento de células nervosas
(neurbnios e células gliais), durante a formacédo fetal, acarretando sérias
consequéncias em casos de sua caréncia (BELDA e POURCHET-CAMPOS, 1991),
além de atuarem na prevencao de canceres como o de mama (ISBILEN et al., 2006;
JUDE et al., 2006) e de colo de tGtero (ROYNETTE et al., 2004). Os principais 4cidos
graxos dessas familias sdo o acido linolénico (C18:3 n-3), precursor dos acidos
eicosapentaendico (EPA, C20:5 n-3) e docosaexaendico (DHA, C20:6 n-3), e 0 4cido
linoléico (C18:2 n-6), precursor do acido araquidénico (C20:4 n-6) (FENNEMA, 2000;
SUAREZ-MAHECHA et al., 2002).

O organismo humano sintetiza os acidos graxos através do sistema
enzimatico acido graxo sintase, elongase e dessaturase. No entanto, os mamiferos
nao sao capazes de sintetizar o acido linoléico (n-6), necessario para a formacéo de
membranas biologicamente ativas; nem o acido a-linolénico (n-3), que é sintetizado
somente pelas plantas (BELITZ e GROSCH, 1997). Assim, a denominagéo de acido
graxo essencial é utilizada para os acidos graxos que nao podem ser sintetizados
pelo organismo humano e por isso, precisam ser fornecidos pela dieta (CARVALHO
et al., 2003). Ambos os acidos graxos supracitados devem ser supridos pela dieta, e
a partir da elongacédo e dessaturagdo de suas cadeias serdo formados os outros
acidos graxos das familias n-6 e n-3 como o araquidénico, o EPA e o DHA, os quais
desempenham importantes funcdes bioldgicas (STRYER, 1994; BELITZ e GROSCH,
1997).

Os animais dependem de EPA e DHA para um desenvolvimento normal.
Ambos sdo importantes por agirem nos sistemas vascular, imunolégico e
neurolégico por participarem da producédo de eicosanodides, como prostaglandinas,
prostaciclinas, tromboxanos e leucotrienos (OETTERER et al., 2006).

Estima-se que o consumo de n-3 pela populacao norte-americana, no periodo
precedente a industrializacdo, atingia a razdo de 1:1 a 2:1, devido ao consumo
abundante de vegetais e produtos marinhos. Contudo, com o avanco da
industrializagdo, e em fungdo do desenvolvimento de 6leos refinados com alto teor

de &acido linoléico (n-6) e reducdo na ingestao de frutas e verduras, ocorreu um
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aumento progressivo da razao n-6/n-3 nas dietas. (KRIS-ETHERTON et al., 2000;
SIMOPOULOQS, 2002; SIMOPOULQOS, 2004).

Baseando-se em dietas contendo de 20 a 35% de gorduras, o Institute of
Medicine (IOM, 2002), recomenda um consumo diario de acidos graxos na razao n-
6/n-3 de 10:1. No entanto, alguns autores indicam uma razdo n-6/n-3 étima de 6:1
(WIJENDRAN e HAYES, 2004), enquanto que a Organizagdo Mundial da Saude e
outras associagdes, como a Sociedade Brasileira de Alimentacdo e Nutricdo, e 0
Departamento de Saude do Reino Unido recomendam que a razao de acidos graxos
polinsaturados n-6/n-3 esteja entre 3:1 e 4:1 (HORROCKS e YEO, 1999; SUAREZ-
MAHECHA et al., 2002).

Sabe-se que o consumo elevado de acidos graxos da familia n-6, como o
linoléico e araquiddnico, resulta na producao excessiva de eicosandides e perdxidos
da série dos leucotrienos B4, protaglandinas E2 e tromboxanos A2, os quais
possuem efeitos pré-inflamatérios, vasoconstritores e de agregacao plaquetaria. Ao
contrario disto, a ingestao de acidos graxos da familia n-3 de cadeia longa, como o
EPA e o DHA, leva a um aumento na producédo de tromboxanos A3 e leucotrienos
B5, que possuem menor efeito vasoconstritor e agregador plaquetario que os
eicosanodides produzidos pelo acido araquidénico (SIMOPOULQOS, 1999;
SIMOPOULOS, 2000), além de atuarem na prevencdo de canceres como o de
mama (ISBILEN et al., 2006; JUDE et al., 2006) e de colo de Gtero (ROYNETTE et
al., 2004). Deste modo, a reducdo da razdo n-6/n-3 resulta em diminuicdo da
vasoconstricdo e agregacao plaquetaria (SIMOPOULOS, 1999; MARTIN et al.,
2006).

Além disso, estudos clinicos revelaram que a reducéo da razao n-6/n-3 reduz
a taxa de mortalidade de pacientes com doenga cardiovascular, incidéncia de
inflamacdes derivadas de artrite reumatoide e a ocorréncia de asma (LORGERHIL et
al., 1994; JAMES e CLELAND, 1997; BROUGHTON et al. 1997). Estudos
populacionais sugerem que dietas contendo moderadas quantidades de EPA e DHA
exercem efeitos cardiovasculares benéficos, diminuindo trigliceridios plasmaticos,
pressao arterial e agentes pr6 inflamatérios, reduzindo assim o risco de doenca
arterial coronariana, arritmia, aterosclerose e trombose (WIJENDRAN e HAYES,
2004).

Em alguns estudos, o interesse em elevar o conteudo nutricional de produtos

ja conhecidos pelo consumidor apoiou-se no uso de 6leos provindos de pescados.
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Céceres et al. (2008) conseguiu reduzir a razédo n-6/n-3 de mortadelas incluindo éleo
de peixe como fonte de n-3 na formulacado. O produto desenvolvido ndo apresentou
mudancas na oxidacao lipidica e obteve aceitacao similar a da formulacao controle.
Igualmente, em linglicas adicionadas de éleo de peixe obteve-se efeito positivo na
melhora do perfil de acidos graxos, principalmente EPA e DHA (VALENCIA et al.,
2008).

2.1.3 Jundia (Rhamdia quelen)

Devido a ampla extensao e diversidade climatica brasileira, varias espécies
nativas tém sido estudadas para aproveitamento em aquicultura (FRACALOSSI et
al., 2004). Uma das espécies com maior énfase em estudos na regido Sul do Brasil,
em funcdo de sua ampla distribuicdo geografica (da Argentina até o sul do México),
é o jundia (SILFVERGIP, 1996; FRACALOSSI et al., 2004).

O jundia é um peixe de couro, cuja cor varia de marrom-avermelhado claro a
cinza, com a parte ventral mais clara. E um peixe onivoro, com clara preferéncia por
peixes, crustaceos e insetos. Vive junto as margens e vegetacao de lagos e pogos
fundos dos rios, preferindo ambientes de aguas mais calmas, com fundo de areia e
lama (BALDISSEROTO e RADUNZ NETO, 2004).

Jundia é o nome comum dado aos peixes pertencentes a classe:
Osteichthyes, série: Teleostei, ordem: Siluriformes, familia: Pimelodidae, género:
Rhamdia, e espécie: Rhamdia quelen (SILFVERGRIP, 1996). Trata-se de uma
espécie que tem despertado grande interesse por demonstrar resisténcia ao manejo
e ao frio, eficiéncia na conversao de alimento e, especialmente, por apresentar carne
saborosa e sem espinhos intramusculares, tornando-se ideal para a filetagem na
industria e de excelente aceitagcdo pelo mercado consumidor (CARNEIRO et al.,
2003; MEYER E FRACALOSSI, 2005).

A composicao quimica dos pescados pode variar de acordo com os fatores
como espécie, idade do animal, sexo, estagdo do ano, fatores ambientais e
alimentacdo. O conteudo protéico dos jundias varia de 12 a 18%, sendo que o
componente mais variavel é a gordura, que apresenta uma porcentagem de 2,5 a
5,7% no jundia (KUBOTA e EMANUELLI, 2004).
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Além disso, a composicao dos pescados também ¢é afetada pela regido do
corpo do peixe utilizada para as determinagdes (BOCHI et al.,, 2008; KUBOTA e
EMANUELLI, 2004). Assim, regides ventrais tém maior concentracdo de gordura que
regibes dorsais (NAKAMURA, 2007); sendo que o maior teor de gordura é
encontrado nas visceras, seguido da carcaga, enquanto que a menor quantidade
esta no filé (JOBLING et al., 2002).

Em estudos recentes quanto a composicao nutricional de filés de jundia crus,
observaram-se teores de 76,0 a 79,5% de umidade; 1,1 a 3,8% de cinzas; 15,5 a
17,8% de proteinas e 1,3 a 2,5% de gorduras (LAZZARI et al., 2006; WEBER et al.,
2008). Entretanto, segundo Weber et al. (2008), a composicao quimica de carcacas
de jundia foi similar a de filés dessa mesma espécie, com valores de 79% para a
umidade; 1,1% de cinzas, 19,9% de proteinas e 6,1% de gorduras.

Os pescados sao os alimentos mais naturalmente ricos em acidos graxos do
tipo n-3 de cadeia longa, os quais apresentam amplos efeitos benéficos a saude
humana (KUBOTA e EMANUELLI, 2004). Os &cidos graxos mais abundantes
encontrados em filés de jundia cru foram o acido oléico (C18:1 n-9), o acido linoléico
(C18:2 n-6) e o &cido palmitico (C16:0); além de apresentar quantidades
consideraveis de 4cido docosaexaenoico (DHA C22:6 n-3) (WEBER et al., 2008).
Em formulagdes de fishburgers ficaram evidentes os aumentos nas concentracoes,
principalmente, dos &acidos graxos monoinsaturados miristoléico (C14:1n-5),
palmitoléico (C16:1 n-7) e gonddico (C20:1 n-9); e dos poliinsaturados a-linolénico
(18:3 n-3), araquiddnico (C20:4 n-6), timnoddnico (EPA C20:5 n-3) e clupanoddnico
(DPA C22:5 n-3) a medida em que se substituiu o filé de pescado por polpa de
residuos da filetagem (BOCHI et al., 2008).

Entretanto, a fracdo lipidica do pescado, por ser em sua maior parte
insaturada, pode ser facilmente oxidada durante o armazenamento, 0 que ocorre
mais rapidamente e é mais expressiva em peixes com teores maiores de gordura,
prejudicando a qualidade do produto. Buscando retardar esse processo, para o
armazenamento do jundia, o congelamento é uma das alternativas mais indicadas,
ja que se verificou uma vida de util maxima de até 12 meses a temperaturas de -
25°C a -30°C para peixes magros (KUBOTA e EMANUELLI, 2004).

Apesar de todas as caracteristicas de potencial processamento, o jundia continua
sendo uma espécie pouco explorada, sendo comercializado primordialmente na
forma de filé ou peixe inteiro (KUBOTA e EMANUELLI, 2004).
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Tabela 1 — Nomes dos principais acidos graxos

Nome comum Abreviatura Nomenclatura

Acidos graxos saturados

Butirico C4:0 Butanoico
Caproico C6:0 Hexandico
Caprilico Cg:0 Octanoico
Caprico C10:0 Decanoico
Laurico C12:0 Dodecanoico
Miristico C14:0 Tetradecanoico
Palmitico C16:0 Hexadecanoico
Estearico C18:0 Octadecanoico
Araquidico C20:0 Eicosanoico
Behenico C22:0 Docosanoico

Acidos graxos monoinsaturados

Palmitoléico C16:1.n-7 cis 9-hexadecaenoico
Oléico C18:1. n-9 cis 9-octadecaenoico
Elaidico C18:1. n-9 trans 9-octadecaenoico
Gondoico C20:1.n-9 cis 11-eicosendico
Ericico C22:1.n-9 cis 13-docosendico
Brassidico C22:1. n-9 trans 13-docosenodico
Cetoléico C22:1.n-11 cis 11-docosendico
Nervonico C24:1.n-9 cis 15-tefracosenoico

Acidos graxos poliinsaturados

Linoleico C18:2.n-6 9.12-octadecadienodico
a-Linolénico C18:3.n-3 9.12.15-octadecatrienoico
y-Linolénico C18:3.n-6 6.9.12-octadecatrienoico
Columbinico C18:3.n-6 5.9.12-octadecatrienoico
Araquidonico C20:4.n-6 5.8.11.14-Eicosatetraenoico

Timnodonico (EPA) C20:5.n-3 5.8.11.14.17- eicosapentaenoico
Clupanodonico (DPA) C22:5.n-3 7.10.13.16.19- docosapentaenoico
Cervonico (DHA) C22:6.1n-3 4.7.10,13.16.19-Docosahexaendico

Fonte: Linscheer e Vergroesen (1994 ) appud Gomez (2003).
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2.1.4 Processamento de pescados

O rendimento no processamento de pescados sera maior quanto maior for o
peso do peixe, encontrando-se na literatura valores de rendimento de filetagem de
jundia de 25% chegando a 30 e 42% para peixes de até 1,2kg (KUBOTA e
EMANUELLI, 2004; BOCHI et al., 2008). No entanto, um terco da captura mundial
de pescado nao é viabilizada para o consumo humano, podendo ser gerados até
75% de residuos como, filés, cabeca, visceras, espinhas, pele e outros (constituido
principalmente pelas nadadeiras), ou seja, matéria-prima sem valor comercial
(OETTERER, 2002).

Os residuos gerados no processamento de pescados sao atualmente
aproveitados na producéo de 6leo bruto e farinha de peixe para alimentagao animal,
0s quais tém baixo valor comercial. Entretanto, diversos produtos para consumo
humano podem ser elaborados a partir desses residuos, tais como, concentrados
proteicos, farinhas, gelatina e minced (OETTERER et al., 2006).

A polpa ou carne mecanicamente separada (CMS) de pescado pode ser
definida como sendo um “produto obtido a partir de uma Unica espécie, ou mistura
de espécies de peixes com caracteristicas sensoriais similares, através do processo
de separacao mecénica da parte comestivel, gerando particulas de musculo isenta
de ossos, visceras, escamas e pele” (FAO/WHO, 1995). A obtencdo da polpa de
pescado mecanicamente desossado — minced fish - representa a primeira etapa do
fracionamento de proteina para o uso como “ingrediente alimenticio” e é a fracao
comestivel do pescado com variacbes de textura, cor, sabor e estabilidade
(OETTERER et al., 2006).

O processo de obtencdo da polpa de pescados é economicamente
comparavel ao de filetagem com relagdo ao rendimento. Bochi et al., (2008)
encontraram rendimento de filés de jundia de 25,7% e residuos de 20%, obtendo
rendimento de polpa de filés de 89% e de polpa de residuos da filetagem de 75% em
relacao ao peixe eviscerado. O rendimento encontrado por Bruschi (2001), para filés
de corvina foi de 35% e de atum de 50%, obtendo residuos de 65 e 50%,
respectivamente.

O processamento da polpa de peixe inicia com os pescados passando pelo
desossador, que consta de um cinto de borracha o qual pressiona os peixes contra
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um tambor perfurado (orificios de 3 a 5 cm) forcando a carne a passar para o interior
do tambor, separando os 0ssos e a pele da parte comestivel (OETTERER et al.,
2006). Entretanto, durante esse processamento, ocorre 0 rompimento das células,
maior superficie de exposicao, incorporacao de oxigénio e a conseqliente exposicao
a oxidacao, afetando o sabor, coloracéo e textura (OETTERER et al., 2006). Assim,
0 congelamento rapido da polpa de peixe seria um dos processos mais indicados
para retardar sua deterioracdo, aumentando sua vida Gtil e proporcionando sua
comercializacao em blocos (OETTERER, 2002; KUBOTA e EMANUELLI , 2004).

Deste modo, a possibilidade de explorar o uso da polpa estimula o
desenvolvimento de novos produtos na industria brasileira, podendo oferecer ao
consumidor um alimento seguro, conveniente e tornando-o um potencial consumidor
da carne de pescado (OETTERER, 2002). A polpa de pescado pode ser utilizada na
elaboracdo de produtos enformados (blocos de polpa condimentada, cozida,
enformada, fatiada e congelada) ou na industria é aplicavel a salsichas, fishburgers,
nuggets, entre outros ou para preparo do surimi (OETTERER et al., 2006).

Estudos recentes informam que o interesse em utilizar a polpa de peixe no
desenvolvimento de novos produtos e no aprimoramento nutricional dos ja
existentes é real, e traz resultados satisfatérios (TOKUR et al., 2006; BOCHI et al.,
2008). Bentis et al. (2005), produziram polpa lavada de uma espécie de sardinha
(Sardinops pilchardusts), a fim de possibilitar o beneficiamento de peixes
subutilizados pela industria. Ao final do experimento, indicaram que a polpa de
sardinha apresentou alto conteudo de acidos graxos poliinsaturados, principalmente
EPA e DHA, provando a qualidade da gordura encontrada. Riebroy et al. (2007),
elaboraram formulacdes de linglicas fermentadas com polpa lavada e congelada por
um periodo de 15 dias de um pescado de origem marinha (Priacanthus tayenus). Os
produtos elaborados com polpas congeladas por até 12 dias tiveram aceitacao
global excelente, ndo se diferenciando significativamente dos elaborados com polpa
fresca (RIEBROY et al., 2007).

Estdo cada vez mais evidentes na literatura os estudos relacionados ao
processamento e beneficiamento de pescados de agua doce nativos do Brasil,
apresentando produtos de valor agregado de excelente qualidade e aceitacdo. Em
formulacbes de fishburgers produzidos carne de jundid encontrou-se que a
substituicao de até 50% do filé por polpa de residuo da filetagem de jundia resultou

em produtos com boa aceitacdo sensorial e melhora no valor nutricional e
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caracteristicas de cocgcdao (BOCHI et al., 2008). Tokur et al. (2006) desenvolveram
formulacdes de fish fingers produzidos com polpa de carpa (Cyprinus carpio), 0s
quais se mostraram aceitaveis e se mantiveram estaveis por um periodo de 5 meses
em temperatura de congelamento. Sebben et al. (2000), encontraram maior
rendimento de formulacbes de fishburgers contendo polpa nao-lavada em
comparacado com as formulagcdes com polpa lavada de carpa (Cyprinus carpio); e
nao apontaram diferencas significativas com relacao ao perfil sensorial em 247 dias
de armazenamento congelado. No estudo de Fogaca (2009), a polpa lavada de
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) apresentou perda protéica e lipidica; e
aumento de umidade, comparada com a polpa nao lavada. No entanto, a elaboracao
de fishburgers com polpa lavada de tilapia forneceu um produto de boa a excelente
aceitacao global (FOGACA, 2009). Kirschnik (2007), avaliou a aceitacao sensorial e
composicao de nuggets preparados com CMS de tilapias evisceradas e
descabecadas e; com CMS das carcacas de tildpia. Foi observado que, como na
carcaga permanece o tecido ventral, o qual é rico em gordura, as formulacdes
contendo CMS das carcacas tiveram maiores teores de gordura e menor proteina
em sua composicao, obtendo boa aceitagdo global entre criangas e adolescentes.
Oliveira Filho (2009) elaborou salsichas a partir de CMS de residuos da filetagem de
tilapia do Nilo e verificou que, apesar da diminuicdo de textura e da tendéncia ao
amarelo com o acréscimo da CMS, as formulagbes com 40 e 60% de CMS do
pescado obtiveram os melhores escores na aceitacdo global em comparagdo com
salsichas elaboradas com 100% de filé.

Com base no exposto nos paragrafos anteriores, observa-se o recente
crescimento de estudos relacionados a viabilizagdo da polpa de residuos da
filetagem de pescados de agua doce para evitar a subutilizacao destas espécies. No
entanto, considerando as caracteristicas tecnoldgicas distintas entre as espécies de
pescados, € necessario ampliar os estudos com jundia, os quais ainda sao escassos
(BOCHlI et al., 2008).

2.2 Soja
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2.2.1 Do Gréao a Fibra de soja

A soja [Glycine max (L.) Merrill], nativa da China, € uma das culturas mais
antigas do Extremo Oriente (LIU, 1997). Atualmente, o Brasil ocupa o segundo lugar
mundial na producao de soja, a qual compreende uma das culturas mais imponentes
economicamente (LIU, 1997; EMBRAPA SOJA, 2009).

A soja é a principal fonte de matéria-prima para producdo de 6leo vegetal
comestivel. Segundo Bagger et al. (1998), a soja contém de 38 a 42% de proteinas;
18 a 22% de lipidios; 7 a 15% de fibra alimentar; 1 a 2% de amido e 4,7 a 7,6% de
sacarose. Os conteudos de umidade, cinzas e carboidratos reportados pela
EMBRAPA SOJA (2009) ficam em 13; 4,4 e 31%, respectivamente. Os acidos
graxos mais predominantes no grao sao: palmitico (C16:0), esteéarico (C18:0), oléico
(C18:1); e os acidos graxos essenciais linoléico (C18:2 n-6) e linolénico (C18:3 n-3)
(LIU, 1997).

A cultura ocidental impede que grande parte dos subprodutos dessa
leguminosa, como cascas, farelo e fibras, sejam aproveitados na alimentagéo
humana. Assim, a soja é destinada a producdo de éleo vegetal e o subproduto
resultante é destinado para consumo animal (LIU, 1997; GUILLON e CHAMP, 2002).
Um dos motivos para que isso ocorra € que, assim como outras leguminosas, a soja
possui fatores antinutricionais, os quais sdo substancias que geram respostas
fisiolégicas adversas podendo influenciar no seu aproveitamento e digestibilidade
pelo organismo e, muitas vezes, interferem na utilizagdo desses produtos
(OETTERER et al., 2006). Os inibidores de proteases sao os principais fatores
antinutricionais, denominados assim por reduzirem a digestibilidade e absorcao
protéica, j& que se ligam a tripsina e/ou quimotripsina e a parede intestinal,
impedindo a eficiéncia digestiva e crescimento de quem os consome, principalmente
na forma in natura (LIENER, 1994; OETTERER et al., 2006). Porém, como a maior
parte desses fatores antinutricionais é termolabil e humanos consomem leguminosas
somente apds coccédo, eles ndo constituem um problema de saude maior (BELITZ e
GROSCH, 1997; SILVA e SILVA, 2000; OETTERER et al., 2006).

O processamento da soja a 6leo bruto é iniciado com o processo de pré-
limpeza da leguminosa com retirada das cascas, seguida de secagem mantendo até
10% de umidade no produto que sera acondicionado nos silos. A quebra do gréao é
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efetuada em quebradores de rolo objetivando obter completa exposicao das células
na laminagao para uma perfeita extragao do 6leo. A etapa seguinte é o aquecimento
dos graos a 70-75°C por 20 a 30 minutos que provoca o aumento das células de
6leo. Na laminacao, os graos aquecidos passam por um par de cilindros que os
achata formando uma Iamina de 0,2 a 0,3 mm. As laminas passam para a préxima
fase, a expansao, que tem como principio umedecer o grdo, aquecé-lo com ajuda da
friccao e injecao de vapor e, obter uma massa expandida pela diferenca de pressao.
Apoés, os graos laminados, condicionados e expandidos entram em extratores de
6leo e saem desengordurados e umidos de solvente, o qual € removido (LIU, 1997;
OETTERER et al., 2006).

Depois da extracdo por solvente, restam o 6leo bruto e o farelo umido. A
recuperacdo do solvente ocorre aguecendo-se o farelo com o éleo sob vacuo e
evaporando o solvente, gerando o 6leo dessolventizado que segue para o tanque de
deposito. O farelo umido sofre secagem e passa pelo dessolventizador, em seguida
€ resfriado, seco, e tem sua granulometria homogeneizada (OETTERER et al.,
2006).

Depois da obtencéo do farelo de soja, € realizado o processamento da farinha
de soja, que é produzida através da moagem desse farelo descascado e
desengordurado e sera a partir da fracdo insoluvel da farinha de soja
desengordurada que se originara a fibra de soja (SIEVERT et al., 1990). O farelo de
soja, nas condicbes em que é normalmente obtido, ndo é préprio para consumo
humano em decorréncia de suas condigdes higiénicas. Assim, a denominacao de
farinha de soja é empregada para designar produto semelhante ao farelo, porém,
adequado para consumo humano (MIYASAKA e MEDINA, 1981).

A farinha de soja é, provavelmente, o produto com maior aplicacdo na
alimentacdo humana (MIYASAKA e MEDINA, 1981). Segundo a ANVISA (1978), a
farinha de soja trata-se do “grao de soja moido, previamente descorticado e
parcialmente desengordurado”. Sao estabelecidas como caracteristicas quimicas a
umidade maxima de 9%; cinzas de no maximo 6,5%; proteina minima de 45% (N*
5,27) ou 50% (N * 6,25); 6leo maximo de 2%; fibra de no maximo 4% (ANVISA,
1978). Igualmente, as condicbes microbioldégicas desse produto devem ser
rigorosamente cumpridas respeitando-se tolerancias de contagem-padrao em placas
maxima de 200.000 microorganismos/g; coliformes totais maxima de 100

microorganismos/g; coliformes fecais maximo de 10 microorganismos/g; bolores e
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leveduras maximo de 1.000 microorganismos/g; Bacillus cereus maximo de 1.000
microorganismos/g e, Salmonela auséncia em 50 gramas (ANVISA, 1978). O
emprego da farinha de soja em alimentos € destinado a incorporacdo em farinhas
mistas de sopas e mingaus, farinhas panificaveis para massas, cereais para
criangas, processamento de carne (embutidos); alimentos liquidos, refrigerantes e
substitutos do leite (MIYASAKA e MEDINA, 1981).

Basicamente, no processo de obtencdo da farinha de soja integral é
primeiramente, realizada uma limpeza nos graos de soja isentos de contaminacao,
para a remocao de palhas, pedras e metais com a ajuda de peneiras, ventilacdo e
separadores magnéticos. Em seguida, é feita a quebra dos grdos em um moinho de
discos, objetivando soltar as cascas dos cotilédones. O processo da descorticagem
ocorre para retirada das cascas, as quais podem gerar pigmentos escuros no
produto e reduzem o teor dos outros nutrientes. A proxima etapa € a maceragao dos
gréos em agua para facilitar o cozimento, o qual é realizado em 4gua em ebulicao
por 5 a 10 minutos com a finalidade de eliminacdo dos fatores negativos e
antinutricionais contidos na soja crua. Apds isso, a agua é drenada e 0s graos sao
secos até 8% de umidade final, resfriados e moidos. Apds isso, a farinha de soja
integral (contendo entre 18 e 21% de 0leo) é transformada em: farinha de soja
lecitinada (lecitina e 15% de 6éleo); com alto teor de gordura (15% de 6leo); com
baixo teor de gordura (5 a 6% de 6leo) e desengordurada (1% de 6leo residual)
(MIYAKASA e MEDINA, 1981).

SIEVERT et al. (1990), relataram que a fibra de soja, € o produto oriundo do
processamento da soja descascada e desengordurada, sendo o principal material da
parede celular do cotilédone (folhas primordiais do embrido da planta que irrompem
durante a germinacao da semente) da soja, sem componentes da casca. Dubois et
al. (1993) e Pfoertner e Fisher (2001) referiram que o conteudo de fibra alimentar
total do cotilédone assim como o da casca foi semelhante (80 e 75%,
respectivamente). Entretanto, o cotilédone pareceu conter mais fibra alimentar
soluvel e proteina (21 e 13%, respectivamente) que a casca de soja (10 e 8%
respectivamente). Assim, sua capacidade de retencao de agua foi avaliada em 7 a
8%, enquanto que a da casca de soja foi de 4 a 5% (PFOERTNER e FISHER,
2001). Ja os macronutrientes lipidios e carboidratos disponiveis mostraram menores
valores no cotilédone (0,2 e 0%, respectivamente), que na casca de soja (2 e 6%,
respectivamente) (DUBOIS et al.,, 1993; PFOERTNER e FISHER, 2001). Seibel e
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Beléia (2008) também investigaram o cotilédone da soja e observaram como
principais monossacarideos a galactose, glicose e arabinose/ramnose, e o principal
componente na fragao de carboidratos, a hemicelulose, fibra insolavel.

Em funcao de seus componentes, a fibra de soja tem se mostrado no cenario
mundial de alimentos como um aditivo alimentar com potencial funcional (OLIVEIRA
et al., 2002), tendo como principal motivo dessa propriedade funcional e, também
tecnoldgica, uma ampla capacidade de retengdo de agua. Em laboratério, a fibra de
soja absorve de 3,5 a 7 vezes o seu peso em agua (OLIVEIRA et al., 2002). Essa
faixa de capacidade em ligar agua € importante, tanto para prover as necessidades
de processamento de alimentos quanto para fornecer uma importante funcéo
fisiolégica quando consumida. Em estudo sobre diarréia aguda causada por
patdgenos, a fibra de soja reduziu esses surtos, provavelmente devido ao seu alto
potencial em ligar agua (PAULE e OSTROM, 1997; VANDERHOOF et al. 1997).
Estudos demonstram a eficacia da fibra de soja na reducgéo de colesterol (LO et al.,
1986), principalmente nas hiperlipidemias (CHO et al. 1985). A suplementacao de
fibra de soja reduziu significativamente o colesterol plasmatico total e LDL-colesterol
em coelhos alimentados com 15g diarias de fibra de soja (LO e COLE, 1990).
Também foi demonstrado efeito da fibra de soja na prevencado da aterosclerose,
quando coelhos alimentados com essa fibra mostraram consistente aumento de
excrecao fecal de acido biliar e conseqliente redugdo de colesterol circulante e
menor incidéncia de lesdes aterosclerodticas (LO et al., 1987). A suplementagéao de
fibra de soja (50g/ dia) na dieta de pacientes diabéticos tipo 2, evidenciou efeitos
benéficos dessa fibra alimentar na reducdo do risco de desenvolver doencgas
cardiovasculares (HERMANSEN et al., 2001). Foram obtidos resultados satisfatérios
também com relagdo a tolerancia a glicose, a qual obteve melhoras quando
administradas 40g de fibra de soja diarias durante 12 semanas em diabéticos tipo 2
(MADAR et al., 1985).

Assim, a fibra da soja é composta por fracbes de carboidratos sollveis e
insollveis. A fracao de carboidratos sollveis é parcialmente digerivel e contém entre
outros, rafinose e estaquiose, que sao cadeias complexas de dificil digestao,
enquanto na fracdo de fibras insolUveis estdo presentes a celulose e a lignina, as
quais sao observadas especialmente na casca. A retirada da casca ao mesmo

tempo que aumenta a concentragdo dos nutrientes mais nobres, como a proteina,
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reduz a quantidade de fibra, potencializando a utilizacdo do farelo como fonte de
aminodcidos (BUNGE BRASIL, 2009).

Em funcéo de a fibra de soja possuir caracteristicas benéficas a saude como
a reducao do colesterol total (LO et al., 1986), principalmente da fragdo LDL (CHO et
al. 1985), reduzindo riscos de desenvolvimento de doengas cardiovasculares e
prevenindo a aterosclerose (LO et al., 1987; LIU, 1997; HERMANSEN et al., 2001), e
pela crescente demanda no processamento de soja e geracdo de subprodutos, uma
alternativa para a inclusdo deste na alimentacdo humana seria sua introducdo em
alimentos de grande consumo pela populagcédo, como os produtos carneos.

Sendo assim, seria viavel a utilizagcdo de subprodutos do processamento da
soja (fibra de soja) como fonte de fibra alimentar para enriquecimento nutricional de

produtos processados.

2.2.2 Implicag6es nutricionais das fibras

Considerando a necessidade de uma denominacdo universal para fibras, o
Food and Nutrition Board/ Institute of Medicine (IOM, 2005) englobou-as da seguinte
maneira: fibra dietética/alimentar, como sendo os carboidratos e lignina nao digeriveis
intrinsecos e intactos nas plantas; fibra funcional, consistindo no isolamento de
carboidratos n&do-digeriveis que tenham efeitos benéficos na fisiologia humana; e por
fim, fibra total, a qual € a soma das fibras dietéticas com as fibras funcionais.

Sendo assim, as fibras alimentares consistem primariamente em compostos de
origem vegetal constituidos, principalmente, de polissacarideos e substancias
associadas que nao sofrem hidrélise, digestdo e absorcdo no intestino delgado
(FAO/WHO, 1996; CUPPARI, 2005). Os componentes da fibra alimentar estdo
presentes nas dietas consumidas diariamente, sendo encontrados nas frutas,
vegetais e graos integrais (CUPPARI, 2005).

A classificagdo dos componentes da fibra alimentar se da de acordo com a sua
solubilidade. A fibra soluvel foi assim descrita em virtude de sua solubilidade em agua
e precipitagdo em etanol a 78%, e tem como efeitos fisioldgicos o retardo do
esvaziamento gastrico, reducdo da absorcao de glicose e da absorcao de lipidios,

aumento do volume das fezes, além da fermentacdo intestinal e conseqliente
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proliferacao de bifidobactérias contribuindo para o equilibrio da flora intestinal. Fazem
parte dessa classificacao a pectina (maga, cascas de frutas citricas), gomas (aveia,
leguminosas secas), algumas hemiceluloses (psyllium) e os fruto-oligossacaridios
(alho, cebola, banana, tomate, alcachofra) (CUPPARI, 2005).

Deste modo, as fibras soluveis afetam o metabolismo dos lipidios, aumentando
a excrecao de acidos biliares, elevando a converséo de colesterol para esses acidos,
e diminuindo a absorcao de lipidios. E, além disso, reduzem os niveis de glicose e
insulina sanguinea, em fungéo da diminuigao da velocidade de esvaziamento gastrico
ndao causando picos de hiperglicemia poés-prandial e contribuem para maior
saciedade, diminuindo a densidade energética da dieta e reduzindo a incidéncia de
obesidade (IOM, 2005).

Ja as fibras insollveis atuam no organismo acelerando o transito intestinal e
aumentando o volume das fezes, reduzindo incidéncias de obstipacdo intestinal e
diverticulite, contribuindo para a saude do intestino; além de redugcédo da permanéncia
de substancias carcinogénicas, derivadas da nossa dieta, no trato intestinal (IOM,
2005). Dentre seus componentes estdo a celulose (farinhas integrais, farelos e
leguminosas), hemiceluloses tipo B (farelo, cereais, soja, graos integrais) e lignina
(vegetais maduros, trigo) (IOM, 2005).

Desse modo, as fibras alimentares de modo geral exercem acgao reguladora da
funcao gastrintestinal, além de fornecer beneficios tanto na taxa de glicose quanto de
colesterol sanguineo, e reduzir a densidade energética da dieta, prevenindo a
obesidade (FAO/WHO, 1996).

As mudancas na direcdo de uma ‘dieta ocidental’ iniciaram-se nos Estados
Unidos, de forma lenta, ainda na segunda metade do século XIX e durante o século
XX, enquanto que nos paises em desenvolvimento, estas mudangas ocorreram ha
bem menos tempo. Em contrapartida, nestes paises elas foram significativamente
mais rapidas, havendo grande consumo de produtos refinados, gorduras,
especialmente as de origem animal, agUcar e reduzida em carboidratos complexos e
fiboras (MONTEIRO, 2000).

Em funcdo da necessidade de ingestdo de fibras, visto os efeitos benéficos
causados por seus componentes e a necessidade de reintroducao destas nos habitos
diarios, cada pais estabelece suas recomendacgdes diarias de consumo adequado de
fibras. Na Alemanha, o consumo indicado é de 20 e 15,79 de fibra alimentar/dia, para
homens e mulheres, respectivamente (COSTA e PELUZIO, 2008). Nos Estados
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Unidos, o Food and Nutrition Board/ Institute of Medicine (IOM, 2005), por meio das
recomendagdes de consumo de nutrientes, as DRI’s, recomenda que a ingestao ideal
diaria de adultos deve estar em torno de 25g (21 a 26g para mulheres e 30 a 38g
para homens) de fibra total. J& a FAO/WHO (1996), refere como ideal a ingestao de
27 a 40g por dia para a populagdo saudavel. No Brasil, o Ministério da Saude
(BRASIL, 2005), através do Guia Alimentar para a populacdo brasileira, indica a
populacao de adultos jovens saudaveis um consumo diario de 25g de fibra alimentar.
Deste modo, a introducdo de fibras alimentares em produtos usualmente desprovidos
deste constituinte, como os produtos carneos, poderia ser mais uma alternativa para

o consumidor preocupado em atender as recomendacdes diarias de fibra.

2.3 Produtos carneos

2.3.1 Tecnologia de producéao de salsichas

O embutido carneo é um “produto elaborado com carne ou 6rgaos
comestiveis curados ou ndo, condimentado, cozido ou nao, defumado e dessecado
ou nao, tendo como envoltorio tripa natural (bexiga ou outra membrana animal) ou
artificial” (MAPA, 1952). A salsicha é um dos embutidos mais tradicionais produtos
carneos do mundo (AYO et al., 2007; AYO et al., 2008), sendo definida como o
“produto carneo industrializado, obtido da emulsdo de carne de uma ou mais
espécies de animais de acougue, adicionados de ingredientes, embutido em
envoltério natural, ou artificial ou por processo de extrusdo, e submetido a um
processo térmico adequado” (MAPA, 2000).

A salsicha exige uma variedade de ingredientes carneos e nao-carneos para
sua elaboracdo. Como ingredientes obrigatérios para sua confeccao estao incluidas
as carnes das diferentes espécies de animais de agougue e sal. E permitida a
adicdo de carne mecanicamente separada (até 60% em salsichas comuns), miados
comestiveis de diferentes espécies de animais de agougue (até 10% de estébmago,
coracao, lingua, rins, miolos, figado), tenddes, pele e gorduras, exceto nas salsichas
Viena e Frankfurt (MAPA, 2000).
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Dentre os ingredientes ndo-carneos, destacam-se os aditivos (conservantes,
fosfatos, agentes ligadores, antioxidantes, corantes), envoltérios, especiarias e
condimentos (cloreto de sédio).

A agua é um ingrediente que pode ser adicionado na forma fluida ou na forma
sélida (gelo), sendo que o Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de
Produtos de Origem Animal - RIISPOA (MAPA, 1952), prevé que a adicdo de agua
no preparo de salsicha ndo ultrapasse 10% do total dos componentes; e a legislacao
de Parametros de Identidade e Qualidade de Salsichas estabelece que 65% é o
conteudo maximo de umidade aceitavel no produto acabado (MAPA, 2000).

O cloreto de sédio, além de conferir sabor ao produto, possui propriedades
bacteriostatica, de solubilizagdo de proteinas miofibrilares e de retencédo de agua. A
restricdo de seu uso a concentracdes abaixo de 2% é devida ao possivel
desenvolvimento de produto com sabor excessivamente salgado e desagradavel ao
paladar (TAKAHASHI, 1980).

Os condimentos tém a finalidade de fornecer substancias aromaticas ao
produto sem incorporar valor alimenticio, e costumam chegar as industrias de
produtos carneos na forma de blends de especiarias, as quais sao distribuidas de
acordo com os sabores desejados no produto a ser executado (PARDI et al., 1994).

Dentre os aditivos estdo os conservantes, que atuam na seguranca
microbiana. Os conservantes de destaque na elaboracao de salsicha sdo o nitrato e
o nitrito, que inibem o crescimento de bactérias anaerdbicas, incluindo o Clostridium
botulinum (COULTATE, 2004), e atuam na estabilizagcdo da coloracdo vermelha
(FERREIRA E CAMARGO, 1993). Entretanto, o nivel de nitrato ndo deve exceder
0,039/100g; e o de nitrito, 0,0159/100g (ANVISA, 1998; MAPA, 2006).

Os fosfatos e polifosfatos sdo os principais estabilizantes utilizados na
industria carnea, e agem elevando o pH do meio, aumentando a capacidade de
ligacdo de agua das proteinas musculares durante o cozimento; elevando assim a
suculéncia do produto (PARDI et al., 1994; COULTATE, 2004). A legislacao
brasileira permite niveis de, no maximo, 0,3% de fosfato sobre o peso do produto
final (ANVISA, 2001).

Os agentes de liga mais comumente aplicados na elaboracdo de salsichas
sao as farinhas ou mesmo o amido (fécula). Esses ingredientes sao capazes de ligar
grandes quantidades de agua, mas com baixa capacidade de emulsificacdo
(COULTATE, 2004). De acordo com a legislacéo, a adicao de fécula aos embutidos
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cozidos nao deve ultrapassar 2%. Além disso, os teores de carboidratos totais e
amido em salsichas estdo estabelecidos em valores maximos de, 7% e 2%,
respectivamente (MAPA, 2000).

Outros agentes ligadores, considerados proteinas nao-carnicas pela
legislacédo, sao os derivados da soja como a proteina texturizada de soja, proteina
concentrada de soja e proteina isolada de soja, que variam conforme seus teores de
proteina (COULTATE, 2004; GAVA, 2002). A legislacdo permite a adicao de até 4%
dessas proteinas ndo-carnicas em salsichas comuns, enquanto que a proteina
minima contida no produto final esta estabelecida em 12% (MAPA, 2000).

Em fungdo da grande quantidade de gordura adicionada as salsichas, €
necessaria a introducao de antioxidantes, os quais retardam ou impedem a
deterioragao por processo de oxidagdao (GAVA, 2002). Os principais antioxidantes
usados na industria carnea sdo o sais eritorbato e ascorbato de sddio, que originam
o acido ascorbico, sem limites estabelecidos pela legislacdo (ANVISA, 1998; MAPA,
2006).

Os corantes atuam na restauracdo da cor dos produtos afetados pelos
processos, padronizando a coloracdo dos produtos (COULTATE, 2004). A ANVISA
estabelece limites para seus usos, sendo o maximo permitido para o carmim, de
0,019/100g e; para o urucum de 0,002/100g (ANVISA, 1998; MAPA, 2006). Os
aromatizantes de fumaca sao responsaveis por conferir o sabor e 0 aroma de
defumado aos alimentos, ndo devendo transferir mais que 0,03 ug/Kg de 3,4-
benzopireno ao alimento final (ANVISA, 2007).

Os embutidos de massa fina, como a salsicha, caracterizam-se pelo elevado
grau de divisao de seus constituintes (TERRA, 1998). O processamento da salsicha
inicia com as carnes magras, ricas em miosina e actina, passando pelo refino no
cutter com a metade da quantidade de gelo e de sal. Essa solucdo salina extrai
completamente as proteinas miofibrilares, preparando-as para o completo
encapsulamento das goticulas de gordura. A seguir, adiciona-se a gordura,
formando uma emulsdao carnea a qual é constituida de duas fases: uma fase
continua representada pela dgua e uma fase descontinua representada pelas
goticulas de gordura. Essas fases, apesar de imisciveis, sdo estabilizadas pelas
proteinas soluveis da carne que foram extraidas durante a cominuicdo em cutter,
gerando a estabilizacdo quando recobrem integralmente as goticulas de gordura,

evitando a coalescéncia das mesmas. Além das proteinas sollveis da carne também
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agem como estabilizantes, as proteinas de soja, do leite, do soro, do plasma e o
colageno (TERRA, 1998).

Concluida a emulsificacdo, a massa é embutida em tripas de celulose e
dividida em gomos, e passa-se para o0 cozimento. Nessa etapa, o calor ao
desnaturar as proteinas, ira transforma-las em alvéolos contendo goticulas de
gordura; além de refletir na cor, aroma, sabor e textura do produto (TERRA, 1998).
Ainda falando em ingredientes nao-carneos, a gordura empregada para a formacao
da emulsao de salsichas é de origem animal, sendo o toucinho o mais empregado
(TERRA, 1998). A adigdo de gordura em salsichas comuns é estabelecida em um
conteudo maximo de até 30% pela legislacdo (MAPA, 2000). Por ser de origem
animal, a gordura utilizada na elaboracdao de salsichas convencionais é, portanto,
pobre em acidos graxos poliinsaturados, sendo encontrados como acidos graxos
majoritarios e em ordem decrescente de quantidade, o linoléico (18:1 n-9), palmitico
(16:0), linolénico (18:2 n-6), palmitoléico (16:1 n-7), estearico (18:0), vacénico (18:1
n-7) e miristico (14:0) (BRAGAGNOLO & RODRIGUEZ AMAYA, 2002) e apresenta
relacdo n-6/n-3 na faixa de 13:1 (AYO et al., 2007), bastante acima do maximo
recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude que é entre 3:1 e 4:1
(HORROCKS e YEO, 1999; SUAREZ-MAHECHA et al., 2002). Além disso, as
salsichas convencionais sdo desprovidas de fibra alimentar.

Em decorréncia de consumidores mais conscientes, intensificou-se a
pesquisa relacionada aos produtos carneos reduzidos em gordura (CHOI et al.,
2009; COFRADES et al., 1995; GRIGELMO et al., 1999) ou adicionados de gorduras
menos nocivas ao organismo como 6leos vegetais, (BLOUKAS e PANERAS, 1993;
YILMAZ et al., 2002), nozes (AYO et al., 2008), algas comestiveis (LOPEZ-LOPEZ et
al., 2009), e éleo de peixe (LIN et al., 2002; VALENCIA et al., 2008).

Como a simples retirada da gordura resulta em mudancas geralmente
desfavoraveis no sabor e textura tornando estes produtos menos suculentos, mais
firmes de aparéncia mais escura e formando crostas indesejaveis na superficie
(KEETON, 1994), tém sido avaliados diversos substituintes de gordura como as
gomas alfarroba e xantana (LURUENA-MARTINEZ et al., 2004), concentrados e
isolados de soja (CHEMPKA e BABJI, 1996; KATSARAS e PEETZ, 1994; YANG, et
al., 1995); além das fibras de varios vegetais como couve-flor, tomate, cenoura e
repolho (TORNBERG e SJOHOLM, 2005), as fibras de frutas como a laranja
(FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2008), macad e péssego (GARCIA et al., 2007;
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FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2007), e as fibras de cereais como a farinha de aveia
(YANG et al., 2007), fibra de aveia (PINERO et al., 2008) e o farelo de arroz (CHOI
et al.,, 2010) em produtos carneos representando perfis sensoriais aceitaveis em
relacdo aos produtos convencionais.

Também € permitido pela legislacao brasileira o uso de até 60% de CMS (de
bovinos, aves e suinos) em substituicdo a matéria-prima carnea em salsichas
comuns (MAPA, 2000). Entretanto, a utilizagdo de CMS de pescado nao esta
descrita na referida legislagdo. Além disso, 0 uso de grandes proporgoes de CMS
em embutidos pode acarretar problemas de ordem sensorial ligados principalmente
a textura e arenosidade, e desenvolvimento de rancidez (TRINDADE et al., 2005).
Benjakul et al. (2005) observaram que a solubilidade da proteina diminuiu durante o
armazenamento congelado como resultado da desnaturacdo e agregacdo das
proteinas miofibrilares na polpa de peixe, o que poderia oferecer problemas
estruturais aos produtos carneos com adicao de polpa.

Diante disso, a pesquisa de diferentes produtos carneos elaborados com
pescados é promissora e ainda escassa em dados precisos quanto a estabilidade
estrutural dos produtos desenvolvidos.
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Abstract

Aiming at increasing the nutritional value of cooked sausages and making good use
of an agroindustrial by-product we evaluated the effect of replacing red meat with fish pulp
obtained from filleting wastes (PFW 0, 25, 37 and 50% of total batter) on the nutritional,
technological and sensory properties, as well as on the shelf life of sausages. The
replacement yielded acceptable cooked sausages both in a full-fat formulation (PFW-25%)
and in a low-fat formulation (PFW-37%). These formulations, especially the low-fat one had
improved nutritional value and technological characteristics than the full-fat control sausage.
The lipid oxidation during refrigerated storage was not accelerated by fish pulp. Although fish
pulp did not increase total plate counts, some caution must be taken with the microbiological
stability, since fish-containing sausages had slightly higher psychrotrophic counts during
refrigerated storage. Results indicated that the fish pulp can be used to develop novel

healthier fish/meat sausages.
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1. Introduction

Fat intake, especially saturated fat and cholesterol, is associated to increased risk of
cardiovascular diseases (Daviglus, Pirzada & He, 2008). Red meat and meat products are
important sources of saturated fat and cholesterol. Cooked sausages are among the meat
products that have the highest fat content (20-30%) (Woo, Lee & Kim, 1995). However, they
are very popular due to their low cost and high acceptance among broad sections of
population (Ayo, Carballo, Olmedilla-Alonso, Ruiz-Capillas & Jiménez-Colmenero, 2007;
Pearson & Gillett, 1999). Therefore, efforts have been made to increase the amount of
polyunsaturated fatty acids and hence to improve the nutritional quality of this product, by
adding different vegetable oils (Bloukas & Paneras, 1993; Yilmaz, Simsek & Isikli, 2002),
edible seaweed (Lépez-Lopez, Cofrades & Jiménez-Colmenero, 2009) and fish oil (Caceres,
Garcia & Selgas, 2008). However, some of these products, especially those made with
seaweed and fish oil, would have a higher cost. Moreover, addition of seaweed was not well
accepted by the panelists due to the off-flavor of this product (Lépez-Lopez, Cofrades,
Jiménez-Colmenero, 2009). Similarly, the fish taste would not be accepted by the population
in a red meat product.

Besides the concern with fat, the consumer preference for alternative healthier food
products has also stimulated the development of meat analogs using alternative protein
sources. Various sausage formulations were developed with different alternative protein
sources, like egg white (Jiménez-Colmenero, Barreto, Fernandez & Carballo, 1996), whey
proteins (Lyons, Kerry, Morrissey & Buckley, 1999), soy and plasma proteins (Cofrades
Guerra, Carballo, Fernandez-Martin & Jiménez-Colmenero, 2000) and wheat proteins (Yang,
Keeton, Beilken & Trout, 2001), which were used either as functional ingredients or adjuncts.
Fish are important sources of protein having all the essential amino acids for human diet
(FAO, 2008). However, the use of fish proteins in mixed fish/meat products has been
scarcely investigated. Murphy, Gilroy, Kerry, Buckley & Kerry (2004) successfully replaced
part of pork meat from breakfast sausages by surimi, which is a concentrate of myofibrillar

proteins obtained after mincing and water washing of fish flesh. In addition, fish sausages
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where hake or cod flesh substituted for pork meat were recently studied (Cardoso, Mendes,
Pedro & Nunes, 2008a; Cardoso, Mendes & Nunes, 2009).

Silver catfish (Rhamdia quelen) is a freshwater fish widely spread from southern
Mexico to central Argentina (Perdices, Bermingham, Montilla & Doadrio, 2002). This species
has been identified as promising for the Brazilian aquaculture, because it is easy to handle,
resistant to cold and has good feed efficiency (Carneiro, Mikos, Schorer, Oliveira &
Bendhack, 2003). In addition, this species has no intramuscular bones, making it ideal for
filleting in the industry and having an excellent acceptance by consumers (Meyer &
Fracalossi, 2005). The best cultivation conditions for raising silver catfish have been widely
investigated recently (Melo, Neto, Silva, & Trombetta, 2002; Meyer & Fracalossi, 2004;
Coldebella & Radiinz Neto, 2002; Copatti, Coldebella, Radiinz Neto, Garcia, Da Rocha &
Baldisseroto, 2005; Lazzari et al., 2006). However, studies on the technological performance
and stability of silver catfish flesh are scarce (Bochi, Weber, Ribeiro, Victério & Emanuelli,
2008; Weber, Bochi, Ribeiro, Victorio & Emanuelli, 2008).

We have recently demonstrated that a pulp from filleting wastes of silver catfish could
substitute up to 50% of fish fillets in fishburgers, with no changes in sensory acceptance and
an improvement of nutritional value (lower n-6/n-3 ratio) and cooking characteristics (Bochi,
Weber, Ribeiro, Victorio & Emanuelli, 2008). The use of filleting wastes is desirable because
it would reduce the environmental impact caused by these residues. In addition, it is also
interesting because polyunsaturated fatty acids, especially n-3, are essential to the neural
development (Ruxton, Reed, Simpson & Milington, 2004) and have beneficial cognitive and
motor effects (Barcelos et al., 2009). Furthermore, there are evidences that they decrease
cholesterol levels and consequently the risks of cardiovascular diseases (Ruxton, Reed,
Simpson & Milington, 2004). They also have a beneficial role against inflammatory diseases
(Ruxton, Reed, Simpson & Milington, 2004) and certain cancers such as prostate, colon and
breast (Rose & Connolly, 1999).

Therefore, the use of this pulp in the formulation of novel meat/fish products could be

a valuable alternative for this low-cost by-product of the fish industry. Moreover, the



46

development of new fish products, free of fishy odor and taste, and with the nutritional
benefits of the fish would enlarge the range of consumers of healthier products. The
objective of this study was to evaluate the effect of increasing levels of fish pulp obtained
from filleting wastes on the characteristics of cooked red meat sausage, in order to develop a
healthier low-cost meat/fish product. We assessed the nutritional, technological and sensory

properties, as well as the shelf life of the products.

2. Materials and methods
2.1 Filleting waste pulp

Fresh silver catfish (Rhamdia quelen) were obtained from local market. After
purchasing, fish were transferred to the laboratory in bags. On arrival at the laboratory, they
were washed in cold water with 5 ppm chlorine, beheaded, gutted, and filleted. Ventral
muscles and backbone without fins were considered as residues of the filleting process and
amounted to 26.5+2.1% of total carcass. These residues were washed in cold water
containing 5 ppm of chlorine and passed once through a meat grinder fitted with a 5 mm
plate and once through a 2 mm plate to obtain a fish pulp without visible fishbone (72.4+3.4%
of yield). The resulting mass, which was called pulp obtained from filleting wastes, was
packed in plastic jars with lids and kept at - 20°C until use (about 30 days). This fish pulp had
the following composition: 73.2+0.5% moisture; 1.8+0.01% ash; 12.0+0.1% protein and

6.8+0.02% fat.

2.2 Sausage formulation

Three independent replicates were made for each cooked sausage formulation. Lean
beef and pork samples were obtained from boneless rounds and trimmed from all
subcutaneous and intermuscular fat, as well as thick visible connective tissue. Meat portions
were thawed at 5°C for 24 hours, sliced and weighed. Pork back fat was previously crushed
and weighed. The powder ingredients were supplied by Bremil S./A. (Arroio do Meio, Rio

Grande do Sul, Brazil) and were previously weighed, packed in plastic jars with lids and kept
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at room temperature until use. Four different sausage formulations were made with
increasing levels of pulp from filleting wastes (0, 25, 37 or 50%), which was added to replace
the beef and pork meat in full-fat sausages (Table 1). In addition, we also investigated the
effect of pulp from filleting wastes (0 or 37%) in a low-fat sausage formulation (Table 1). In a
pilot study we observed that all formulations containing the fish pulp were very soft compared
to the control (data not shown). For this reason, we included wheat fiber to increase the
firmness of the formulations containing fish pulp (Table 1).

In the control formulations (no filleting waste pulp) the meat were comminuted in a
cutter with the salt and cold water containing the liquid smoke. After complete extraction of
myofibrillar proteins, the meat was emulsified with pork back fat. Then the powder
ingredients were added in the following order: sodium tripolyphosphate, seasoning mix,
sodium nitrite, soybean protein isolate, sodium erythorbate and starch. The wheat fiber and
the natural coloring carmine were added only in formulations containing filleting waste pulp.
Wheat fiber was added after the addition of the soybean protein isolate and the natural
coloring was dissolved in the cold water.

The batters were stuffed into synthetic cellulose casings (20mm diameter) and hand
linked at 15 cm intervals. The sausages were pre-incubated at 60°C for 30 minutes prior to
cooking at 74-76°C until the center temperature of the sausage reached 72°C. Then they
were cooled with cold water (5°C), casings were removed and sausages were stored at
5+1°C in plastic jars with lids for up to 24h until evaluation of the chemical composition,
sensory characteristics, fatty acid profile and water activity. Another set of sausages were
vacuum packed and stored at 5+1°C for shelf life analysis. Microbiological, lipid oxidation and
pH assays were performed after 1, 7, 14, 21, 28 and 42 days of storage for determining the

shelf life of sausages.

2.3 Proximate composition
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Moisture was determined by the weight loss after 4 h at 60°C in an assisted air
circulation oven, followed by 8 h at 105°C. Ash content was determined at 550°C (method
9283.03) according to AOAC (1995). Crude protein (N x 6.25) was determined by the
microKjeldahl procedure (method 960.52) of the AOAC (1995). Fat was extracted using
chloroform and methanol as described by Bligh & Dyer (1959) and used for determination of
fat content and fatty acid profile. To prevent lipid oxidation during and after extraction, 0.02%
butyl hydroxy toluene was added to the chloroform used. The caloric content (kcal) was
estimated on a basis of 9 kcal/g for fat, 4 kcal/g for protein and 4 kcal/g for available
carbohydrates (Jiménez-Colmenero, Cofrades, Lopez-Lopez, Ruiz-Capillas, Pintado &

Solas, 2010).

2.4 Sensory analysis

Sensory analysis followed the procedures described by Meilgaard, Civille & Carr
(1991). The research protocol was previously approved by the local Research Ethics
Committee (23081.001270/2009-27) and all the panelists gave their informed consent prior
to the inclusion in the study.

Panelists were selected by a questionnaire for determining their interest in
participating and possible factors of exclusion like allergic problems, smoking habit and
others. Training sections for development of a unique concern about the selection
parameters studied were made. A triangular test was applied after training process for
exclusion of non-sensible panelists. Thirteen trained panelists were selected for sensory
evaluation of sausages. Each panelist was instructed to cleanse their palate between
samples tasting using the tap water. Samples were prepared by steeping sausages in boiling
water in individual pans for 2 min. Then, they were codified and randomly offered to the
panelists at similar amount and temperature. Panelists were asked to evaluate sample color,
texture and taste using a structured 7-point hedonic scale (1=dislike very much; 7=like very

much).
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Overall acceptability was evaluated by non-trained panelists (30) that received the six
samples of sausages and were asked to rank samples according to the increase of overall

acceptability, so that the most preferred sample received the highest score.

2.5 Technological characteristics
2.5.1 Cooking loss

The batters were stuffed into casing, weighed and heated at 60-75°C for 1 hour in a
water bath and then cooled to room temperature. After cooling, the remaining exudates were
removed with absorbent paper, the cooked batters were reweighed and the cooking loss was
calculated (Lee et al., 2008).

Cooking loss (%) = [cooked batter weight (g) — raw batter weight (g)]/ raw batter weight x 100

2.5.2 Water holding capacity (WHC)

The procedure of Lin & Huang (2003) was followed. Approximately 5 g of raw batter
was placed in a 50 mL centrifuge tube with 10 mL of distilled water. Following a 10 min
centrifugation at 2000 x g at 15°C, the supernatant was decanted and the final sample weight
was determined. WHC was calculated as follows:

WHC = [(final sample weight (g) - original sample weight (g)] /original sample weight (g) x

100

2.5.3 Emulsion stability

The procedure of Hughes, Cofrades & Troy (1997) was followed. Raw batter (25 @)
was weighed in a 50 mL centrifuge tube, and centrifuged for 1 min at 2700 x g. The tube was
heated at 70°C in a water bath for 30 min and centrifuged for 3 min at 2700 x g. The
supernatant was decanted into a preweighed crucible and the centrifuge tube (plus pellet)
was reweighed. The crucible was heated overnight at 105°C and reweighed. Total

expressible fluid (TEF) and %fat expressed were calculated as follows:
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TEF = (weight of centrifuge tube and sample) — (weight of centrifuge tube and pellet)

%TEF = (TEF/original sample weight) x 100

%Fat = {[(weight of crucible + dried supernatant) — (weight of empty crucible)] / TEF} x 100

2.6 Fatty acids profile

Aliquots (2-3 mL) of the chloroform lipid extract from Bligh & Dyer (1959) were
evaporated at 50°C using a vacuum pump, followed by saponification in methanolic KOH
solution and esterification in methanolic H,SO, solution (Hartman & Lago, 1973). Methylated
fatty acids were analyzed using an Agilent Technologies gas chromatograph (HP 6890)
equipped with a capillary column HP-INNOWax (polyethylene glycol, 30 m x 0.25 mm x 0.25
um) and flame ionization detector. The temperature of the injector port was set at 250°C and
the carrier gas was nitrogen (0.9 mL/min). After injection (1 uL, split ratio 50:1), the oven
temperature was increased from 120°C to 250°C at 20°C/min and hold at this temperature
for 13.5 min. Standard fatty acid methyl esters (Sigma, Saint Louis, USA) were subjected to
the same conditions and the following retention times were used to identify the fatty acids.

Results were expressed as percentage of total area of the identified fatty acids.

2.7 Aw
The water activity of the sausages was determined after 1 day of refrigerated storage
using an ACQUA LAB CX-2 system (Decagon devices Inc.), which is based on the chilled-

mirror dewpoint method.

2.8 pH
The pH of the sausages was measured during the whole storage period as described
by Pastoriza & Sampedro (1994). Homogeneized samples (1 g) were mixed with 9 mL

distilled and assessed using a pH meter (DMPH — 2 Digimed) previously calibrated.
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2.9 Lipid oxidation

The conjugated dienes value was determined in the fat, extracted by the Bligh & Dyer
method (1959). Cyclohexane was used as the solvent and the optical density was recorded
at 233 nm (Recknagel & Glende, 1984). All measurements were corrected to a uniform base
of 1 mg lipid/mL of cyclohexane.

The peroxide value was determined in the fat, extracted by the Bligh & Dyer method
(1959), using a ferric thiocyanate method according to Chapman & Mackay (1949). No
preliminary dilution with a benzene/methanol solution was necessary. A standard curve using
ferric iron solution was used to calculate the content of peroxides in the fat.

Thiobarbituric  acid  reactive  substances  (TBARS) were  determined
spectrophotometrically as described by Buege & Aust (1978). The sausages were
homogenized with 1.5% KCI and the supernatant was incubated at 100°C for 15 min, in a
medium containing trichloroacetic acid and thiobarbituric acid. After incubation, butyl alcohol

was used to extract the reaction product that was determined at 535 nm.

2.10 Microbiological counts

Enumeration of microorganisms in samples consisted of total plate count and
phsychrotrophic plate count assessed as described by Morton (2001) and Cousin, Jay &
Vasada (2001), respectively. For all analysis sausage samples (10g) were aseptically
obtained, followed by blending in 0.1% (w/v) peptone for 2 min in a stomacher. Appropriate
serial dilutions were then plated onto plate count agar (Difco, Detroit, Ml). Total count was
determined by the pour plate method after incubation at 35-37°C for 48 h and psychrotrophic

count was determined by the spread plate method after incubation at 7-10°C for 10 days.

2.11 Statistical analysis
All measurements were made at least in duplicate and the results are means of three

independent experiments. Proximate composition, technological and sensory characteristics
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(color, texture and taste), fatty acid profile and Aw were analyzed using one-way analysis of
variance (ANOVA). Shelf life data (microbiological data, pH and lipid oxidation data) were
evaluated using two-way factorial ANOVA (3 formulations x 6 storage times). Post hoc
comparisons were made using Tukey’s test (P<0.05). Statistical analyses were carried out
using Statistica 6.0 (Copyright® Stat Soft, Inc 1984-2001). Results of the overall
acceptability test were evaluated using Friedman test and the Newell and Mac Farlane’s

table of critical absolute rank sum differences (Newell & MacFarlane, 1987).

3. Results and discussion
3.1 Proximate composition

The proximate composition and caloric content of cooked sausages are shown in
Table 2. The substitution of filleting waste pulp for red meat (up to 50% of total batter
formulation) did not affect the moisture content of sausages, but moisture was higher in the
low-fat sausages when compared to the full-fat ones (P<0.05). This behavior is typical of low-
fat products, and is the result of fat substitution by moisture (Luruena-Martinez, Vivar-
Quintana & Revilla, 2004). Ash content was similar among sausages, with the exception of
the full-fat sausage containing 25% fish pulp, which had higher ash content than the full-fat
control sausage. The presence of small bone fragments with an unequal distribution in the
fish pulp could be responsible for this result. The protein content was lower in all fish-
containing full-fat sausages than in the full-fat control (P<0.05), which could be related to the
addition of wheat fiber in these formulations. In addition, all low-fat sausages had lower
protein content when compared to the full-fat control sausages (P<0.05), which could be
related to the higher moisture content of the first formulations. Fat content was not affected
by the addition of fish pulp (P<0.05). As expected, the low-fat sausages had lower fat content
than the full-fat sausages (P<0.05). This reduction of fat content reduced the caloric content
of sausages about 20% when compared to the full-fat formulations (P<0.05). However, the

addition of filleting waste pulp did not change the caloric content of sausages.
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3.2 Sensory analysis

Sensory scores of cooked sausages are shown in Table 3. The substitution of filleting
waste pulp (37 and 50% of total batter formulation) for red meat reduced the color scores of
full-fat sausages when compared to control (P<0.05), but 25% pulp caused no change in this
score. Similarly, low-fat sausages with 37% fish pulp had lower color scores than the low-fat
control (P<0.05). Fish flesh has a lower content of heme pigments when compared to red
meat (Cardoso, Mendes & Nunes, 2008a), which must have contributed to the paler color
and the lower color scores of pulp-containing formulations. The low-fat control sausage had
higher color score than the full-fat control (P<0.05), which could be related to the higher
amount of red meat in the first. Interestingly, low-fat sausage containing 37% fish pulp had
color score similar to the full-fat control. The full-fat sausage containing 25% fish pulp had
texture score higher than full-fat control (P<0.05), but no other relevant differences were
observed in the texture among samples. Similar results concerning color and texture
changes were found when pork meat was replaced by cod mince (up to 50% replacement) in
a cod frankfurter sausage (Cardoso, Mendes & Nunes, 2009).

The taste scores were similar among all formulations, indicating that no undesirable
fishy odor was detected in the pulp-containing sausages. This result is better than that
obtained with the addition of fish oil to cooked sausages, which reduced the scores of flavor
(Céaceres, Garcia & Selgas, 2008; Valencia, O’Grady, Ansorena, Astiasaran & Kerry, 2008).

The overall acceptance of sausages evaluated by the ordering test showed that only
the addition of 50% fish pulp reduced the acceptance of sausages when compared to the
control (P<0.05).

Thus, only the full-fat sausage containing 25% fish pulp and the low-fat sausage
containing 37% fish pulp had scores equal or better than the full-fat control in all sensory
evaluations. For this reason we selected these formulations as the better for further
evaluation. These levels of fish pulp addition are similar or slightly higher than the
maximum levels of whiting surimi (up to 25%) that did not change the flavor and acceptability

of pork cooked sausages (Murphy, Gilroy, Kerry, Buckley & Kerry, 2004), which suggests a
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greater potential of the pulp from silver catfish filleting wastes as an ingredient in cooked

sausages.

3.3 Technological characteristics

Cooking loss was not changed in the full-fat sausage containing 25% fish pulp, but it
was lower in the low-fat sausage containing 37% fish pulp when compared to the full-fat
control (P<0.05; Table 4). Previous studies showed that the reduction of fat level increases
the cooking loss of sausages (Cofrades, Guerra, Carballo, Fernandez-Martin & Jiménez-
Colmenero, 2000; Ayo, Carballo, Solas & Jiménez-Colmenero, 2008). However, the addition
of 50% filleting waste pulp improved the cooking yield of fishburgers (Bochi, Weber, Ribeiro,
Victério & Emanuelli, 2008). Based on these evidences we suggest that the fish pulp was
responsible for the lower cooking loss of the pulp-37 low-fat sausage.

Fat and moisture retention are related to the ability of the protein matrix to hold water
and bind fat. Both fish pulp-containing formulations had higher water holding capacity when
compared to the full-fat control (P<0.05; Table 4). Thus, we suggest that the fish pulp has
better water holding capacity than red meat or the wheat fiber that was added only in the
fish-containing formulations could have contributed for this effect.

Fat separation and emulsion stability indicate hydration/binding properties, which
represent the ability of the meat emulsion to retain moisture and fat during processing
(Luruena-Martinez, Vivar-Quintana & Revilla, 2004). A lower total expressible fluid, indicates
a more stable emulsion, because less fluid is released during processing. Both fish pulp
containing formulations had lower total expressible fluid when compared to the full-fat control
(P<0.05; Table 4). This finding parallels with the higher water holding capacity of these
formulations. The amount of fat in the expressible fluid (fat loss) was similar in both full-fat
formulations, but significantly lower in the low-fat sausage with 37% fish pulp (P<0.05; Table
4), which is probably related to the lower initial fat content of this formulation. These results

indicate that the low-fat sausage containing 37% fish pulp had the highest emulsion stability.
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3.4 Fatty acids profile

The major fatty acids found in sausages were oleic acid followed by palmitic, linoleic
and stearic acids (Table 5). These fatty acids were found at a proportion similar to that
previously described for red meat cooked sausages (Ayo, Carballo, Olmedilla-Alonso, Ruiz-
Capillas & Jiménez-Colmenero, 2007). No significant differences were observed in the levels
of C20:1n9, C18:2n6, C20:3n3 or in the sum of n-6 fatty acids or monounsaturated fatty
acids among samples.

An important nutritional characteristic of fish is the higher content of polyunsaturated
fatty acids, especially long chain n-3 fatty acids when compared to red meat (McAfee et al.,
2010). As expected the addition of fish pulp caused important changes in the fatty acids
profile of sausages (Table 5). The content of docosaheaenoic acid (DHA), the sum of n-3
fatty acids and the (EPA+DHA)/C16:0 ratio increased in the full-fat sausage containing 25%
fish pulp when compared to the control, and had an additional increase in the low-fat
sausage containing 37% fish pulp, which suggests a behavior linear with the fish pulp
content. Accordingly, the n-6/n-3 ratio showed an inverse behavior to the fish pulp content,
with significant reductions in this value in the formulation containing 25% fish pulp and further
reduction in the formulation containing 37% fish pulp.

The importance of the intake of fatty acids n-6 and n-3 was demonstrated by various
studies (Krauss et al.,, 2000). However, the diet must have a balance between the
consumption of n-6 and n-3 fatty acids. The recommendation of health organizations as the
World Health Organization, the Brazilian Society of Nutrition and the Health Department of
the United Kingdom to prevent cardiovascular diseases is an ingestion of n-6/n-3 fatty acids
on a ratio lower than 4:1 (Enser, 2001; Okuyama & Ikemoto, 1999; Horrocks & Yeo, 1999).
However, the n-6/n-3 ratio in Western diets is estimated to be in the range 20:1 to 25:1
(Simopoulos, Leaf & Salem, 1999), well above the recommended ratio. Although the fish-
containing sausages did not reach the recommended ratio, they had a severe reduction in

their n-6/n-3 ratio reaching values well below those found in Western diets (Table 5). This
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indicates that fish-containing sausages, especially the low-fat sausage containing 37% fish
pulp, are healthier formulations.

Since the total fat content was very different among sausages (Table 2) and the fatty
acid profile was expressed as the percent of total fatty acids, we also calculated the total
amount of n-3 provided by 100 g sausage (Table 5). We observed that the low-fat sausage
containing 37% fish pulp provided the highest EPA+DHA content per 100 g sausage,
followed by the full-fat sausage containing 25% fish pulp and the full-fat control that provided
the lowest values (P<0.05; Table 5). The International Society for the Study of Fatty acids
and Lipids recommends that the intake of EPA+DHA should be at least 0.22g/day until the
optimum value of 0.65g/day (Simopoulos, Leaf & Salem, 1999). Thus, 100g of the low-fat
sausage containing 37% fish pulp provides 27% of the minimum recommended EPA+DHA
daily intake, while the full-fat sausage containing 25% fish pulp provides 14%.

The content of C14:0, C16:0, C16:1, C18:3n3, C20:5n3, as well as the sum of PUFA
and the PUFA/SFA ratio were higher in the low-fat sausage containing 37% fish pulp than in
the full-fat control (P<0.05), with no differences among both full-fat formulations. The content
of C20:4n6 was also higher in the low-fat sausage containing 37% fish pulp than in both full-
fat sausages (P<0.05). In contrast, the content of C18:0, C18:1n9, C20:2 and the sum of
SFA were lower in the low-fat sausage containing 37% fish pulp than in the full-fat control
(P<0.05), with no differences among both full-fat formulations. This could be explained
because the back fat used in higher amount in the full-fat formulations is rich in saturated
fatty acids, especially C18:0 and poor in polyunsaturated fatty acids, when compared to the

red meat and fish pulp (Wood et al., 2003).

3.5 Lipid stability of sausages

Since fish polyunsaturated fatty acids are more prone to oxidation than saturated fatty
acids (Olafsdéttir et al., 1997), we found it important to evaluate if the fish-containing
sausage formulations would have decreased lipid stability during refrigerated storage. Lipid

oxidative changes were determined by measuring conjugated dienes (CD) and peroxide
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value (PV) that are the primary oxidation products, as well as thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) that are secondary oxidation products.

ANOVA revealed a significant formulation x storage time interaction on the CD and
PV values (Fig 1). CD values of both full-fat formulations were very similar and showed
almost no changes during the storage time. In contrast, CD values of the low-fat formulation
with 37% fish pulp increased in the first 7 days of storage, yielding values higher than those
of the full-fat control from the 7" day of storage onwards (P<0.05; Fig. 1A).

PV values of all samples increased during the storage, but this increase seemed to
be less accentuated for the low-fat sausages with 37% fish pulp, which had lower PV values
than the full-fat control in the 14™ and 42" days of storage (P<0.05; Fig. 1B). Full-fat sausage
containing 25% fish pulp had a PV behavior similar to that of full-fat control.

TBARS values of all samples had no significant changes during the storage time
(0.12£0.04 mg MDA/kg sausage at the first day vs. 0.15+£0.04 mg MDA/kg after 42 days of
storage) and remained well below the maximum value considered to be indicative of meat
products in good conservation state concerning to oxidative changes (3 mg/kg; Al-Kahtani,
Abu-Tarboush, Bajaber, Atia, Abou-Arab & El-Mojaddidi, 1996). Although fish-containing
sausages had higher content of polyunsaturated fatty acids than control sausages, there
were no differences in the TBARS values among the formulations (data not shown).
Cardoso, Mendes, Pedro & Nunes (2008b) also did not find important TBARS changes
during the refrigerated storage of fish (hake) sausages (no red meat) for up to 83 days under
vacuum. Our results indicate that sausages did not undergo important lipid oxidation during
the storage period, since only the primary oxidation products (CD and peroxides) increased
during this period, with no changes in the secondary oxidation products (TBARS). Peroxides
are formed after CD in the lipid oxidative chain reactions (Simic & Taylor, 1987). Thus, both
full-fat sausages seem to be at a slightly more advanced oxidative stage than the low-fat
sausage, since their CD values were already at a plateau and only their peroxide value were
increasing, while in the low-fat sausages CD values were still increasing and these sausages

had lower peroxides value than both full-fat formulations. Meat products with higher fat
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content are more prone to lipid oxidation than those with reduced fat content (Morrissey,
Sheehy, Galvin, Kerryh & Buckleyh, 1998), which was probably responsible for the lower
oxidative reactions of the fish-containing low-fat sausage, despite its higher content of
polyunsaturated fatty acids. In addition, the increase of polyunsaturated fatty acids by fish
pulp addition (25%) to the full-fat formulation also did not accelerate lipid oxidation, when
compared to the full-fat control. Similar results were found for pork/surimi sausages, where
the higher fat level was found to be the major factor associated to increased lipid oxidation

during storage (Murphy, Gilroy, Kerry, Buckley & Kerry, 2004).

3.5 Microbiological stability of sausages

Although the pulp from filleting wastes was obtained under hygienic conditions and
from resources at good conservation state, the microbiological characteristics of this
ingredient are different from those of the red meat. Thus, we found it important to evaluate
the microbiological stability of the fish-containing sausages during refrigerated storage. Since
microbiological growth is dependent on the water activity (Lund, Baird-Parker & Gould,
1999), we determined this parameter in the three sausage formulations (control full-fat, pulp-
25 full-fat and pulp-37 low-fat) over the storage time. Water activity ranged from 0.983 to
0.989, which is similar to values previously reported for frankfurters (Gonzalez-Vifas,
Caballero, Gallego & Garcia Ruiz, 2004). No significant changes were observed over the
storage time or among the three sausage formulations (data not shown).

ANOVA revealed a significant formulation x storage time interaction (P<0.05) on the
total plate counts (Fig. 2A). At the beginning of the storage all formulations had similar and
low total plate counts as a result of the thermal processing. Total plate counts increased
significantly over the storage time. Both fish-containing formulations had higher total plate
counts than the full-fat control sausages at the 14" day of storage (P<0.05). However, the
total plate counts of full-fat control had a remarkable increase from the 14" to the 21" day of
storage, so that the low-fat sausage containing 37% fish pulp had lower total plate counts

than control at the 21™ day of storage (P<0.05). Despite, these differences among samples
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in the middle of the storage, from the 28" day of storage onwards all sausages had similar
total plate counts. In addition, there is no specific microbiological limit for cooked sausages,
and there is usually little change on the organoleptic quality with counts up to 10® CFU/qg,
which are common at the point of consumption (Varnam & Sutherland, 1995). In our
experiment, only the full-fat sausage containing 25% fish pulp exceeded this value at 42 days
of storage.

Psychrotrophic microflora consists mainly of lactic acid bacteria (Reuter, 1981), which
can tolerate the anaerobic environment and delay the quality alterations in product, due to
the acidification (Bjorkroth & Korkeala, 1996). ANOVA revealed significant main effects of the
formulation and the storage time on the psychrotrophic counts and pH, but no significant
interaction among these factors. For this reason, the effects of formulation and storage time
on these parameters were presented separately (Fig. 2B, Fig. 3). Psychrotrophic counts
increased over the storage time (P<0.05). Although counts were already different from
control at the 7" day of storage, the greater increase occurred between the 7" and the 14"
day, which parallels with a decrease in the pH (Fig. 3), indicating that this was probably
related to the development of lactic acid bacteria. The growth of lactic acid bacteria leads to
a decrease of pH, and this helps to create an unfavorable environment for the development
of pathogenic microorganisms (Nielsen & Zeuthen, 1985). Psychrotrophic counts reached
7.97 log CFU/g at 42 days of storage (Fig. 2B), which is similar to the values previously
reported for frankfurters at 41 days of storage (LOpez-Lopez, Cofrades & Jiménez-
Colmenero, 2009). Fish-containing sausages had higher psychrotrophic counts than the full-
fat control (P<0.05; Fig. 2B) and the pH of these sausages was significantly higher than the
full-fat control (P<0.05; Fig. 3). These findings suggest that the higher psychrotrophic counts
of these samples are unrelated to lactic acid bacteria and could possible represent

deteriorating microorganisms.

4. Conclusion
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The substitution of filleting waste pulp for red meat yielded acceptable cooked
sausages both in a full-fat formulation (up to 25% fish pulp) and in a low-fat formulation (37%
fish pulp). These fish-containing formulations, especially the low-fat one had improved
nutritional value and technological characteristics than the full-fat control sausage. The
addition of fish pulp did not accelerate lipid oxidation during refrigerated storage. Although
the addition of fish pulp did not reduce the shelf life of the sausages assessed by total plate
count, some caution must be taken with the microbiological stability, since both fish-
containing sausages had slightly higher psychrotrophic counts during refrigerated storage.
Thus, results indicate that the pulp obtained from filleting wastes can be used to develop

novel healthier meat products, which is a valuable alternative for this processing by-product.
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Table 1
Batter formulations (for 100 kg) of sausages with different levels of filleting waste pulp and fat

Ingredients (kg)
Formulations®

Beef meat Pork meat Filleting waste pulp Back fat  Wheat fiber

Control full-fat 34.3 34.3 0 17 0
Pulp-25 full-fat 20.3 20.3 25 17 3
Pulp-37 full-fat 14.3 14.3 37 17 3
Pulp-50 full-fat 7.8 7.8 50 17 3
Control low-fat 40.8 40.8 0 4 0
Pulp-37 low-fat 20.8 20.8 37 4 3

A All formulations contained salt (1.0%), water (8.4%), sodium tripolyphosphate (0.2%), seasoning
mix (0.9%), sodium nitrite (0.3%), soybean protein isolate (1.7%), sodium erythorbate (0.2%),
starch (1.7%), and liquid smoke (0.01%). Natural coloring carmine (0.01%) was added only in the
pulp-containing formulations, Control full-fat: 0% filleting waste pulp + 17% fat; Pulp-25 full-fat:
25% filleting waste pulp + 17% fat; Pulp-37 full-fat: 37% filleting waste pulp + 17% fat; Pulp-50
full-fat: 50% filleting waste pulp + 17% fat; Control low-fat: 0% filleting waste pulp + 4% fat; Pulp-

37 low-fat: 37% filleting waste pulp + 4% fat.



Table 2

Effect of filleting waste pulp and fat level on the chemical composition (%) of cooked sausages on wet weight basis

Formulations” Moisture Ash Protein Fat Caloric Content (Kcal)
Control full-fat  64.8+0.7° 1.8+0.2° 147+0.1* 11.6+0.7® 191.5 +6.7°
Pulp-25 full-fat  63.9+1.2° 26+0.1* 125+04° 11.6+0.2%® 177.0 +6.1°
Pulp-37 full-fat  63.0+1.5° 22+0.1* 122+04° 124+1.6° 181.1 +9.6°
Pulp-50 full-fat  63.1+0.6° 2.1+02® 124+08° 122+0.8° 184.9 + 4.17
Control low-fat ~ 71.4+2.0* 1.9+03°> 10.7%0.7° 8.0 +£1.9° 155.0 + 10.2°
Pulp-37 low-fat 68.5+0.5° 20+0.1° 11.7+04* 91+12% 148.2 +5.2°

A Control full-fat: 0% filleting waste pulp + 17% fat; Pulp-25 full-fat: 25% filleting waste pulp + 17% fat; Pulp-37 full-fat:

37% filleting waste pulp + 17% fat; Pulp-50 full-fat: 50% filleting waste pulp + 17% fat; Control low-fat: 0% filleting

waste pulp + 4% fat; Pulp-37 low-fat: 37% filleting waste pulp + 4% fat.

All values are mean = standard deviation of three replicates (n = 3).

& Means within a column that have no common superscript letter are significantly different (P<0.05).

69



70

Table 3

Effect of filleting waste pulp and fat level on sensory attributes of cooked sausages

Trained panel (n=13) Non-trained panel (n=30)
Formulations” Color® Texture® Taste®  Overall acceptability®
Control full-fat 4.1 3.8 3.8° 1072
Pulp-25 full-fat 5.1 5.12 5.0° 1162
Pulp-37 full-fat 3.1¢ 4.2%c 4.32 91
Pulp-50 full-fat 2.0° 3.5° 3.6° 59°
Control low-fat 5.92 4.9% 4.32 1322
Pulp-37 low-fat 4.0% 4.8%® 4.4° 1257

A Control full-fat: 0% filleting waste pulp + 17% fat; Pulp-25 full-fat: 25% filleting waste
pulp + 17% fat; Pulp-37 full-fat: 37% filleting waste pulp + 17% fat; Pulp-50 full-fat: 50%
filleting waste pulp + 17% fat; Control low-fat: 0% filleting waste pulp + 4% fat; Pulp-37
low-fat: 37% filleting waste pulp + 4% fat.

® Results are mean values for the evaluated attribute using a structured 7-point hedonic
scale (1=dislike very much; 7=like very much).

© Sum of ranks in the ordering test, where a higher value indicates a higher degree of
likeness. The critical value at 5% of significance for 30 panelists and 6 samples is 42,
according to Newell and MacFarlane’s Table.

%€ Values within a column that have no common superscript letter are significantly

different (P<0.05).
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Table 4

Cooking loss, water holding capacity and emulsion stability of cooked sausages with

different levels of filleting waste pulp

Emulsion stabilit
Cooking loss Water holding muision Stabilly

LA
Formulations Total expressible  Fat loss

(%) capacity (%)
fluid (%) (%)
Control full-fat 20.3 £1.0° 63.4 £5.5° 7.6 £2.0° 57.5 £6.5°
Pulp-25 full-fat 16.7 +3.92 77.4 + 7.6 3.5+ 1.6 55.2 + 8.4
Pulp-37 low-fat 28+1.7° 79.1+7.2° 1.4+04° 6.8 +2.1°

A Control full-fat: 0% filleting waste pulp + 17% fat; Pulp-25 full-fat: 25% filleting waste
pulp + 17% fat; Pulp-37 low-fat: 37% filleting waste pulp + 4% fat.

All values are mean * standard deviation of three replicates.

*® Means within the same column that have no common superscript letters are

significantly different (P<0.05).



Table 5

Fatty acid composition (g/100g total fatty acids) of cooked sausages with different levels of

filleting waste pulp
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Formulations”

Fatty acids Control full-fat Pulp-25 full-fat ~ Pulp-37 low-fat
C14:0 myristic 1.11 £0.06° 1.13 £0.10° 1.37 £0.10°
C16:0 palmitic 22.48 +0.25° 2237 £0.10°  23.02 +0.22°
C18:0 stearic 14.00 + 0.37° 13.39+0.032  11.71 £0.28°

> SFA 39.64 +0.61°  38.94+0.29°  38.16+0.30°
C16:1 palmitoleic 1.34 £ 0.02° 1.62 +0.06° 3.07 £ 0.24°
C18:1n9 oleic 36.13 £ 0.25° 36.02+£0.30°  34.55+0.35°
C20:1n9 eicosenoic 0.87 £0.00 0.88 £ 0.01 0.89 £ 0.04

YMUFA 39.66 + 0.27 39.84 +0.28 39.84 + 0.41
C18:2n6 linoleic 17.29 + 0.41 17.55 £ 0.10 17.05 + 0.28
C18:3n3 a-linolenic 0.99 +0.01° 1.02+0.01° 1.08 £ 0.03?
C20:2 eicosadienoic 0.84 +0.00% 0.84 +0.012 0.73 £0.03°
C20:3n3 eicosatrienoic 0.15+0.01 0.16 £ 0.01 0.16 £0.02
C20:4n6 arachidonic 0.58 +0.00° 0.53 +0.01° 0.79 + 0.02°
C20:5n3 eicosapentaenoic 0.05 +0.02° 0.06 +0.01° 0.15+0.01°
C22:6n3 docosahexaenoic 0.00 £ 0.00° 0.20 + 0.05° 0.58 + 0.05°

SPUFA 20.70 + 0.39° 21.25+0.15°  22.04 +0.28°

PUFA/SFA 0.52 £ 0.02° 0.54 +0.01° 0.58 + 0.012

yn-6 18.61 £ 0.38 18.93 £ 0.11 19.28 + 0.24

>n-3 1.22 +0.03° 1.46 +0.08° 2.01 +£0.05°

n-6/n-3 15.18 + 0.39° 12.96 + 0.66° 9.59 £ 0.27°

(EPA+DHA) g/100 g sausage  0.005 + 0.001°  0.031 +0.002°  0.059 + 0.002°
(EPA+DHA)/C16:0 0.002 +£0.001°  0.011 +0.003° 0.031 +0.002

" All values are mean + standard deviation of three replicates. Values within the same row that

have no common superscript letters are significantly different (P<0.05). Control full-fat: 0%
filleting waste pulp + 17% fat; Pulp-25 full-fat: 25% filleting waste pulp + 17% fat; Pulp-37 low-
fat: 37% filleting waste pulp + 4% fat. EPA: eicosapentaenoic; DHA: docosahexaenoic; SFA:

saturated fatty acids; MUFA: monounsaturated fatty acids; PUFA: polyunsaturated fatty acids.
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Fig 1. Effect of filleting waste pulp level on conjugated dienes (A) and peroxide value (B) of
cooked sausages during refrigerated storage. Results are mean * standard deviation of three

replicates. *Significantly different from control full-fat the same day (P<0.05).
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Fig 2. Effect of filleting waste pulp level on total plate count (A) and psychrotrophic count (B)
of cooked sausages during refrigerated storage. Results are mean + standard deviation of
three replicates. *Significantly different from control full-fat at the same day (P<0.05).

*Significantly different from day 1 (P<0.05).
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from control full-fat (P<0.05). *Significantly different from day 1 (P<0.05).
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Abstract

Aiming at enlarging the range of applications of agroindustrial by-products, we
investigated the effect of soybean fiber (0, 1.6, 2.4, 3.8 and 4.5%) addition on the
physiochemical, technological and sensory properties of low-fat meat/fish cooked sausages
made with a pulp from filleting wastes. Soybean fiber decreased the moisture and increased
ash and protein content, with no changes in water activity or pH of sausages. All fiber-
containing sausages had greater tendency to yellowness (higher b* value) and increased
hardness, gumminess and chewiness, while the other changes in color (chroma and hue
angle) and texture parameters (springiness and cohesiveness) were observed only in the
formulations containing intermediate and higher soybean fiber levels. Soybean fiber reduced
cooking loss and improved emulsion stability. Sensory evaluation revealed that up to 2.4%
soybean dietary fiber (5.4% soybean fiber powder) can be added to low-fat meat/fish

sausage formulations without changes in the overall acceptability.
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1. Introduction

Cooked sausages are one of the most traditional meat products in the world and
usually contain up to 30% animal fat (Lin and Huang, 2003). Fat plays a major role in
mouthfeel, binding properties, hardness, juiciness and, for consequence, in the overall
appearance and acceptability of meat products (Cofrades et al., 2000a). However, because it
is a product of animal origin, the fat used in the preparation of conventional cooked sausages
is rich in saturated fatty acids (Bragagnolo and Rodriguez-Amaya, 2002), which have been
associated to cardiovascular disorders (Daviglus et al., 2008).

Nowadays, the increasing consumer awareness and health-consciousness, created a
great demand for low-fat products, while retaining good flavor and overall acceptability (Lin
and Huang, 2003). Thus, the research related to low-fat meat products (Choi et al., 2009;
Grigelmo-Miguel, Abadias-Seros and Martin-Belloso, 1999) or meat products containing less
harmful fat, as vegetable oils (Bloukas and Paneras, 1993; Choi et al., 2009), walnuts (Ayo et
al., 2008), seaweeds (Lépez-Lopez et al., 2009) and fish oil (Lin et al., 2002; Valencia et al.,
2008) has been intensified (Jiménez-Colmenero, 2007).

However, the simple removal of fat from cooked sausages usually results in
unfavorable changes like undesirable taste, texture and appearance, making these products
less juicy, harder and forming dark crusts on the surface side (Keeton, 1994). For this
reason, it is convenient to use non-meat ingredients that enhance water-holding capacity and
can help to obtain a desirable texture. Thus, carbohydrates and fiber from vegetables such
as cauliflower, tomato, carrot and cabbage (Tornberg and Sjéholm, 2005), cereal fiber such
as oatmeal (Yang et al., 2007), and rice bran (Choi et al., 2010) have been successfully
employed to improve cooking losses and enhance texture (Jiménez-Colmenero, 1996; Akoh,
1998) yielding acceptable sensory profiles compared to the conventional sausages. These
and other fibers have been used in meat products not only as potential fat substitutes, but
also because of their possible health benefits (Hughes et al., 1997), since they may reduce

the risk of obesity, cardiovascular diseases, colon cancer, and others (Slavin, 2004).
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Legumes have a relevant amount of dietary fiber. Fibers from different legumes such
as chickpea (Tushan Sanjeewa et al., 2010), pea (Pietrasik and Janz, 2010), blackeye bean
and lentil flour (Serdaroglu et al., 2005) have been studied as extenders in bologna and other
cooked sausages with minimal effects on flavor. Among legumes, soybean has gaining
importance nowadays due to its use for the production of biodiesel (Roman, 2003). Brazil is
the second world producer of this grain. According to the Brazilian Union of Biodiesel, in
2008, the soybean oil was responsible for about 80% of the national biodiesel. In addition,
most of the biodiesel that is currently made all over the world uses soybean oil (Demirbas,
2009). In terms of sustainability, the use of vegetable oils for biodiesel production generates
an extensive amount of solid by-products (pressed seed/grain cakes) (Nunes et al., 2009).
The soybean by-products, which are rich in protein and dietary fiber are mainly used in
animal feed. However, due to their nutritional value, they could also be used in human
nutrition. There is considerable evidence that the major component of dietary fiber in
soybean fiber (insoluble fiber) helps to reduce cholesterol (Lo et al., 1987), reducing the risks
of cardiovascular disease (Hermansen et al., 2001). Nevertheless, studies on the
incorporation of soybean fiber into cooked sausages are scarce (Cofrades et al., 2000a).

As the seed/grain industry, the fish industry also generates large amounts of solid
residues. In 2006, the world fish production was 141.6 million tons of fish, however, around
50% of the total fish material processed became waste material (FAO, 2006). Thus, if
disposed improperly, these fishery wastes can cause serious environmental problems.
Moreover, fishery wastes, mainly filleting wastes, can be considered as important bio-
resources due to their valuable components (Shih et al., 2003), such as healthy lipid sources
(Bochi et al., 2008). We have recently demonstrated that a pulp from filleting wastes of silver
catfish could substitute up to 50% of fish fillets in fishburgers, with no changes in sensory
acceptance and an improvement of nutritional value (lower n-6/n-3 ratio) and cooking
characteristics (Bochi et al., 2008). Moreover, we also demonstrated that the substitution of
filleting waste pulp for red meat yielded acceptable cooked sausages both in a full-fat

formulation (up to 30% substitution) and in a low-fat formulation (45% substitution) (Piccolo
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et al., unpublished data). These fish-containing formulations, especially the low-fat one had
improved nutritional value and technological characteristics than the full-fat control sausage
(Piccolo et al., unpublished data).

The development of new fish products added by soybean dietary fibers, with all
nutritional benefits of the fish and legume fiber would enlarge the range of applications of by-
products from the fish and grain industry. Therefore, the objective of our study was to
investigate the effect of soybean fiber addition on the physicochemical, technological and
sensory properties of low-fat meat/fish cooked sausages made with a pulp obtained from fish

filleting wastes.

2. Materials and methods
2.1. Filleting waste pulp

Fresh silver catfish (Rhamdia quelen) were obtained from local market. After
purchasing, fish were transferred to the laboratory in bags. On arrival at the laboratory, they
were washed in cold water with 5 ppm chlorine, beheaded, gutted, and filleted. Ventral
muscles and backbone without fins were considered as residues of the filleting process and
amounted to 26.5+2.1% of total carcass. These residues were washed in cold water
containing 5 ppm chlorine and passed once through a meat grinder fitted with a 5 mm plate
and once through a 2 mm plate to obtain a fish pulp without visible fishbone (72.4+3.4% of
yield). The resulting mass, which was called pulp obtained from filleting wastes, was packed

in plastic jars with lids and kept at -20°C until use (no more than 30 days).

2.2 Soybean fiber

Three different lots (500g) of edible soybean fiber powder were obtained at local
market and stored at -20°C until required. This soybean fiber had 8.1+0.04% moisture,
5.0+£0.01% ash, 27.8£1.0% protein, 4.0+0.3% fat, 55.1£1.0% total carbohydrates, among
which 11.2+0.54% nitrogen-free extract and 44.2+0.1% total dietary fiber (42.0+0.3%

insoluble fiber and 2.2+0.4% soluble fiber).
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2.3 Sausage formulation

Three independent replicates were used for each cooked sausage formulation. Lean
beef and pork samples were obtained from boneless rounds and trimmed from all
subcutaneous and intermuscular fat as well as thick visible connective tissue. Meat portions
were thawed at 5°C for 24 hours, sliced and weighed. Pork back fat was previously crushed
and weighed. The powder ingredients were supplied by Bremil S/A. (Arroio do Meio, Rio
Grande do Sul, Brazil) and were previously weighed, packed in plastic jars with lids and kept
at room temperature until use. The basic low-fat meat/fish sausage formulation used had
42.4% red meat, 38.2% filleting waste pulp and 4.2% back fat (control: DF-0, Table 1). This
basic formulation was modified by including increasing levels of soybean fiber to yield the
following test formulations with increasing levels of dietary fiber: 1.6, 2.4, 3.8 or 4.5% (Table
1). The amounts of meat (red meat and fish pulp), back fat, soybean protein isolate and
starch from the basic formulation were proportionally reduced to include the soybean fiber in
the test formulations. Preliminary tests showed that the addition of fiber (3.8 and 4.5%)
generated a drier batter. For this reason the amount of water used in these formulations was
slightly increased (Table 1).

In the control formulation (no dietary fiber/soybean fiber) the meat was comminuted in
a cutter with the salt and cold water containing the liquid smoke. After complete extraction of
the myofibrillar proteins, the meat was emulsified with pork back fat. Then the powder
ingredients were added in the following order: sodium tripolyphosphate, seasoning mix,
sodium nitrite, soybean protein isolate, sodium erythorbate and starch. The natural coloring
was diluted in the water and added only to the formulations containing soybean fiber.

The batters were stuffed into synthetic cellulose casings (20mm diameter) and hand
linked at 15 cm intervals. The sausages were pre-incubated at 60°C for 30 minutes prior to
cooking at 74-76°C until the center temperature of the sausage reached 72°C. Then they

were cooled with cold water (5°C), casings were removed and sausages were stored at
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5+1°C in closed plastic jars for 24 hours before analysis. Samples for textural analysis were

vacuum packed and kept at 5x1°C.

2.4 Composition and physicochemical characteristics

Moisture was determined by the weight loss after 4h at 60°C in an assisted air
circulation oven, followed by 8h at 105°C. Ash content was determined at 550°C (method
9283.03) according to AOAC (1995). Crude protein (N x 6.25) was determined by the
microKjeldahl procedure (method 960.52) of the AOAC (1995). Fat was extracted using
chloroform and methanol as described by Bligh and Dyer (1959) and used for determination
of fat content and fatty acid profile. To prevent lipid oxidation during and after extraction,
0.02% butyl hydroxytoluene was added to the chloroform used. Total dietary fiber and
insoluble fiber were evaluated in soybean fiber according to AOAC (1995) methods 985.29
and 991.42, respectively, and soluble fiber was calculated by difference. All the enzymes
used in chemical analysis, Termamyl 120L® (amylase), AMG 200® (amyloglycosidase) and
Alcalase 2.4L° (protease), were provided by Novozymes Latin America Ltd. Total dietary
fiber of each sausage formulation was estimated from the fiber content of soybean fiber and
the amount of fiber incorporated into the formulation. Available carbohydrates (Nitrogen-free
extract, NFE fraction) were calculated by difference, as follows: [NFE fraction % = 100 —
(moisture% + crude ash% + crude fat% + crude protein% + dietary fiber%)]. The caloric
content (kcal) was estimated on a basis of 9 kcal/g for fat, 4.0 kcal/g for protein and NFE
fraction (Jiménez-Colmenero et al., 2010).

The pH of the sausages was measured as described by Pastoriza and Sampedro
(1994). Homogeneized samples (1 g) were mixed with 9 ml distilled and assessed using a
pH meter (DMPH — 2 Digimed) previously calibrated. The water activity of the sausages was
determined using an ACQUA LAB CX-2 system (Decagon devices Inc.), which is based on

the chilled-mirror dewpoint method.

2.5 Color
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The color of sausages was assessed using a CR-300 colorimeter (Minolta Ltd.,
Osaka, Japan), according to the International Commission on lllumination (CIE 1976 L* a* b*
and CIE L* C* H*), using a standard illuminant D65, with a standard angle of 10° observation,
calibrated with a white plate (number 15233011). The sausages were homogeneized in a
blender for a set time (15 seconds) and placed on a Petry dish, which was placed over a
smooth white surface. Three measurements were recorded directly on the samples after
turning 90 from the previous reading. According to the International Commission on
lllumination (CIE 1976) the chromaticity coordinates a* and b* indicate the direction of color,
where +a* is the red direction and -a* is the green direction; +b* is the yellow direction and -
b* is the blue direction. L* is the luminosity that ranges from 0 (absolute black) to 100 (full
white). C* is the chroma or saturation of the color. Hue angle is the observable color, which is

expressed in degrees: 0° (red), 90° (yellow), 180° (green) to 270° (blue).

2.6 Technological properties
2.6.1 Cooking loss

The batters were stuffed into casing, weighed and heated at 60-75°C for 1 hour in a
water bath and then cooled to room temperature. After cooling, the remaining exudates were
removed with absorbent paper, the cooked batters were reweighed and the cooking loss was
calculated (Lee et al., 2008).

Cooking loss (%) = [cooked batter weight (g) — raw batter weight (g)]/ raw batter weight x 100

2.6.2 Water holding capacity (WHC)

The procedure of Lin and Huang (2003) was followed. Approximately 5 g of raw batter
was placed in a 50 ml centrifuge tube with 10 ml of distilled water. Following a 10 min
centrifugation at 2000 x g at 15°C, the supernatant was decanted and the final sample weight
was determined. WHC was calculated as follows:

WHC = [(final sample weight (g) - original sample weight (g)] /original sample weight (g) x

100
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2.6.3 Emulsion stability

The procedure of Hughes et al. (1997) was followed. Raw batter (25 g) was weighed
in a 50 ml centrifuge tube, and centrifuged for 1 min at 2700 x g. The tube was heated at
70°C in a water bath for 30 min and centrifuged for 3 min at 2700 x g. The supernatant was
decanted into a preweighed crucible and the centrifuge tube (plus pellet) was reweighed. The
crucible was heated overnight at 105°C and reweighed. Total expressible fluid (TEF) and

%fat expressed were calculated as follows:

TEF = (weight of centrifuge tube and sample) — (weight of centrifuge tube and pellet)

%TEF = (TEF/original sample weight) x 100

%Fat = {[(weight of crucible with the dried supernatant) — (weight of empty crucible)] / TEF} x

100

2.7 Texture profile analysis

Texture profile analysis (TPA) was performed in a TA-XT.plus Texture Analyzer and
Texture Expert Exponent Software (Stable Microsystems Ltd., Surrey, England). Prior to
analysis, samples were allowed to equilibrate to room temperature. The cooked sausages
were prepared (diameter 2.0 cm, height 1.0 cm) and a double compression cycle test was
performed up to 50% compression of the original portion height with an aluminum cylinder
probe of 45 mm diameter. As in the other assays three independent replicates were
evaluated for each sausage formulation. For each replication nine determinations were made
and the average was used in the statistical analysis. The conditions of texture analysis were
as follows: pre-test speed 1 mm/s, post-test speed 5.0 mm/s, head speed 5.0 mm/s, force 1
g, trigger 5 g. The following parameters were quantified (Bourne, 1978) hardness: peak force

(N) required for the first compression; springiness: distance (cm) of sample recovery after the
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first compression; cohesiveness: ratio of active work done under the second compression
curve to that done under the first compression curve (dimensionless); and chewiness:

hardness x Cohesiveness x springiness (N e cm).

2.8 Sensory evaluation

Sensory analysis followed the procedures described by Meilgaard et al. (1991). The
research protocol was previously approved by the local Research Ethics Committee
(23081.001270/2009-27) and all the panelists gave their informed consent prior to the
inclusion in the study.

Panelists were selected by a questionnaire for determining their interest in
participating and possible factors of exclusion (allergic problems, smoking habit and others).
Training sections for development of unique concern about the selection parameters studied
were made. A triangular test was applied after the training process for exclusion of non-
sensible panelists. Twelve trained panelists were selected for sensory evaluation of
sausages. Each panelist was instructed to cleanse the palate between sample tasting using
the water provided. Samples were prepared by steeping low-fat cooked fish sausages in
boiling water in individual pans for 2 min. Then, they were codified and randomly offered to
the panelists at similar amount and temperature. A descriptive test using a structured seven-
point scale provided with verbal descriptions at the end points was used to evaluate the color
(1=little intense; 7=very intense), texture (1=very firm; 7=very soft) and juiciness (1=very dry;
7=very juicy). Overall acceptability was evaluated by the ordering test of preference.
Panelists received samples of the five sausage formulation and were asked to rank samples
according to the increase of overall acceptability, so that the most preferred sample received

the highest score.

2.9 Statistical analysis
All measurements were made at least in duplicate and the results are means of three

independent experiments. Results were analyzed using one-way analysis of variance
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(ANOVA) and post hoc comparisons were made using Duncan’s test (P<0.05). Statistical
analyses were carried out using Statistica 6.0 (Copyright® Stat Soft, Inc 1984—2001). Results
of the overall acceptability test were evaluated using Friedman test and the Newell and Mac

Farlane’s table of critical absolute rank sum differences (Newell and MacFarlane, 1987).

3. Results and discussion
3.1 Composition and physicochemical characteristics

The composition of meat/fish low-fat sausages with increasing levels of soybean fiber
are shown in Table 2. Moisture content of cooked low-fat sausages linearly decreased with
the increase of soybean fiber content, being significantly lower in all fiber-containing
formulations than in the control (DF-0). Yilmaz (2005) showed that wheat bran, which has
higher insoluble fiber content than soybean fiber, also decreased the moisture content of
meatballs. Despite the reduction of moisture content, soybean fiber did not affect the water
activity (range: 0.988-0.990) or the pH (range: 6.51-6.59) of low-fat sausages (data not
shown). Dietary fiber from other leguminous (pea) also did not change the pH values of low-
fat sausages (Pietrasik and Janz, 2010). Cofrades et al. (2000a) also did not found any effect
of soybean fiber on the pH of pork bologna sausages.

The addition of soybean fiber significantly increased the ash content in all
formulations. Leguminous seeds contain appreciable amounts of some vitamins and
minerals as well as dietary fiber (Guillon and Champ, 2002). The dietary fiber of grains is
primarily associated to the cell wall and hulls that also have the higher mineral content
(Pfoertner and Fisher, 2001), which explains the ash increase. Protein content showed the
same behavior, but the increase was only significant for the sausages containing dietary fiber
levels equal to or higher than 3.8%. This finding is in agreement with the relatively high
protein content of the soybean fiber powder used. Similar increase of protein and ash content
were observed after incorporation of wheat bran and rye bran in meatballs (Yilmaz, 2004;
2005). Protein content also had a slight increase with addition of 4% pea flour bologna

sausages which meat content was held constant, compared to low-fat control (Pietrasik and
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Janz, 2010). As the soybean fiber powder has a low fat content, the fat content of sausages
did not change with the addition of this fiber.

Dietary fiber is the edible, nondigestible carbohydrate and lignin components as they
exists naturally in the plant foods; functional fiber is the isolated, extracted or synthetic fiber
that has proven health benefits; and the total fiber refers to the combination of the both cited
ones (Institute of Medicine, 2005). Thus, the Institute of Medicine (2005) recommends a
dietary reference intake of total fiber for the healthy adult population of 25g/day for female
and 38g/day for male. Thus, a 100g portion (two sausages) of the sausages containing 1.6,
2.4, 3.8 and 4.5% dietary fiber would provide, respectively, 6.4, 9.6, 15.2 and 18% of the total
daily fiber recommendation for females and 4.2, 6.3, 10 and 11.8%, respectively, for males.
These are important amounts considering that meat products usually provide no fiber.

Addition of 4.5% dietary fiber reduced the caloric content of low-fat cooked meat/fish
low-fat sausages (8%) when compared to the control (P<0.05; Table 2). This is not a great
decrease, but it is important to point out that this was not the focus of the present study,

because the control formulation was already low-fat sausage.

3.2 Color

The color parameters of low-fat cooked meat/fish sausages are shown in Table 3.
Neither lightness (L*) nor redness (a*) were affected by the presence of soybean fiber. A
decrease in fat content produces darker meat products (Hand et al., 1987; Claus and Hunt,
1991). Although all formulations evaluated in the present study are low-fat, we found higher
lightness values (63.0-64.5) than in full-fat bologna sausages enriched with lemon albedo
(47.3-50.3) (Fernandez-Ginés et al., 2004), and similar values to those of low-fat frankfurters
enriched with walnut (around 65.5) (Ayo et al., 2008). On the other hand, the yellowness (b*)
increased linearly with the increase of soybean fiber in the sausages and this increase was
significant in all fiber-containing formulations as compared to the control (DF-0). As found in
the addition of rye bran to reduced-fat sausages (Yilmaz, 2004), this increase in yellowness

might be a result of soybean carotenoid pigments. Similar results were found by Cofrades et
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al. (2000a) that added soybean fiber to pork bologna sausages with various fat levels and by
Cardoso et al. (2009) that added pea protein and carragenan to cod frankfurter sausage.

The saturation (chroma) represents the intensity and purity of the color or the amount
of gray in proportion to the hue. A highly saturated hue has a vivid, intense color, while a less
saturated hue appears more muted and grey. The saturation and hue angle (H®) of cooked
meat/fish low-fat sausage formulations linearly increased with the increase of soybean fiber,
and this increase was significant in the formulations containing dietary fiber levels equal to or
higher than 2.4%. The observed increase in the hue angle from 32° to about 43° indicates a
greater tendency to yellowness as compared to the control. This effect of soybean fiber on
L*, a* and b* values is similar to that observed after the addition of peach, orange and apple
fibers to reduced-fat dry fermented sausages (Garcia et al., 2002). In contrast, the chroma
and hue angle of low-fat bologna sausages were not affected by 4% pea fiber (Pietrasik and

Janz, 2010).

3.3 Technological properties

Soluble and insoluble fibers from various sources (seaweed, oat, lemon albedo,
hazelnut pellicle) increase the cooking yield in cooked meat products, because of their ability
to bind water and fat (Thebaudin et al., 1997; Fernandez-Ginés et al., 2004; Turhan et al.,
2005; Pifero et al., 2008; Lépez-Lopez et al., 2009). Accordingly, soybean fiber linearly
decreased the cooking loss of low-fat cooked meat/fish sausages when compared to the
control (DF-0) (P<0.05; Table 4). Also, soybean fiber reduced the cooking loss of pork
bologna sausages (Cofrades et al., 2000a). Cooking loss of low-fat meat products with
added dietary fiber improved as fat concentration decreased and dietary fiber increased
(Chin et al., 2004).

The water holding capacity is measured as the amount of water absorbed per meat
amount (sausage batter). Although fibers have the ability to bind water (Thebaudin et al.,
1997), we found no increase of water holding capacity after the addition of soybean fiber in

the low-fat meat/fish sausages (Table 4). The porosity of fibers, chemical structure of the



90

components and size of the particles can affect the water holding capacity (Thebaudin et al.,
1997). Cooking loss assay is developed in hot water (around 70°C), while the water holding
capacity assay is developed in cold water. Thus, it is possible that the fiber can swell and
prevent the exit of water and fat in the first assay, but not in the second assay. Thus, this
physical difference of the fiber may give less water holding capacity to the fiber in the later
assay.

However, soybean fiber increased the emulsion stability as evidenced by the
reduction of total expressible fluid observed in the formulations containing 3.8% dietary fiber
level onwards (P<0.05; Table 4). This effect is probably related to the binding of both water
and fat by soybean fiber, since no changes were observed in the proportion of fat in the
expressible fluid (Table 4). Similarly, various other fibers were reported to increase emulsion
stability, like locust bean/xanthan gum in frankfurters (Luruefa-Martinez et al., 2004), oat’s
fiber in beef patties (Pifiero et al., 2008), and carrageenan and oat’s fiber in frankfurters

(Hughes et al., 1997).

3.4 Texture profile analysis

Hardness, gumminess and chewiness of low-fat meat/fish sausages increased with
the addition of soybean fiber, while the springiness and the cohesiveness decreased
(P<0.05; Table 5). Sausages with 3.8 and 4.5% dietary fiber were considered the hardest,
even though the addition of 1.6-2.4% dietary fiber already increased hardness when
compared to control (P<0.05). Springiness decreased in sausages with 3.8 and 4.5% dietary
fiber, indicating that these formulations were less elastic than control (DF-0). The
cohesiveness was reduced only in sausages containing 4.5% dietary fiber (P<0.05).
Gumminess and chewiness increased in all formulations containing soybean dietary fiber
(P<0.05), indicating that these samples were more rubbery. Wheat fiber also increased
gumminess and chewiness in reduced-fat sausages (Choi et al., 2010). Our results are in
agreement with Cofrades et al. (2000a), who observed that hardness and chewiness

increased as the soybean fiber content increased, while the cohesiveness decreased in pork
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bologna sausages. Cardoso et al. (2008) also observed increased hardness and chewiness

after addition of a pea fiber to pork sausages.

3.5 Sensory evaluation

The sensory characteristics of low-fat cooked meat/fish sausages are shown in Table
6. Despite the changes in b* values, chroma e hue angle (Table 3), the sensory panel found
no significant differences in the color among samples with increasing soybean fiber levels.

In contrast to the color, the texture and juiciness of meat/fish low-fat sausages
evaluated by a sensory panel were significantly affected by the increasing of dietary fiber.
Although no significant texture change was detected in sausages containing 1.6-2.4% dietary
fiber, sausages containing 3.8-4.5% dietary fiber had lower texture scores than control, being
considered firmer than control (P<0.05). In addition, sausages with 2.4-4.5% dietary fiber had
lower juiciness scores than control (P<0.05), being considered drier than control. These
findings are in agreement with the increase of hardness, gumminess and chewiness, and the
decrease of springiness and cohesiveness found in the texture analysis profile of sausages
containing increasing levels of soybean dietary fiber. Chickpea flour addition caused similar
changes in bologna: increased firmness and decreased juiciness sensory scores (Tushan
Sanjeewa et al., 2010).

The overall acceptance of the different formulations was evaluated using the ordering
test of preference. Low fat meat/fish sausages formulated with 3.8-4.5% soybean dietary
fiber were significantly less preferred than control and 1.6-2.4% soybean dietary fiber
sausages, but the acceptability of control and 1.6-2.4% soybean dietary fiber sausages was
similar. This behavior is similar to that observed in the sensory evaluation of texture, which
indicates that the texture change is the limiting factor that reduces the acceptability of low-fat
meat/fish sausages containing soybean fiber. Similar results were obtained for pea fiber that
did not change the overall acceptability of bologna sausages when added at 4% level

(Pietrasik and Janz, 2010).
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4. Conclusion

Addition of soybean fiber to low-fat cooked meat/fish sausages decreased the
moisture and increased ash and protein content, with no changes in water activity or pH. All
fiber-containing sausages had greater tendency to yellowness (higher b* value) and
increased hardness, gumminess and chewiness, while the other changes in color (chroma
and hue angle) and texture parameters (springiness and cohesiveness) were observed only
in the formulations containing intermediate and higher soybean fiber levels. The sensory
panel found no changes in the color of meat/fish sausages with soybean fiber addition, but a
firmer texture was found in the sausages containing 3.8-4.5% dietary fiber, and sausages
with 2.4-4.5% dietary fiber were considered dry. Low-fat meat/fish sausages formulated with
3.8-4.5% soybean dietary fiber were significantly less preferred than control and 1.6-2.4%
soybean dietary fiber sausages, but the acceptability of control and 1.6-2.4% soybean dietary
fiber sausages was similar, which indicates that texture change is the limiting factor that
reduces the acceptability of low-fat meat/fish sausages containing soybean fiber. In addition,
soybean fiber reduced the cooking loss and increased the emulsion stability. Our results
indicate that up to 2.4% soybean dietary fiber (5.4% soybean fiber powder) can be added to
low-fat meat/fish sausage formulations without sensory changes, and improving the
technological characteristics, when compared to a control sausage without fiber. A 100g
portion of this sausage can provide 9.6% and 6.3% of the daily fiber recommendation for

healthy adult females and males, respectively.
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Table 1

Batter formulations (g or ml for 100 g) of low-fat sausages with different levels of soybean

fiber*
Formulations

Ingredients DF-0 DF-1.6 DF-2.4 DF-3.8 DF-4.5
Beef meat 21.2 20.3 19.9 19.1 18.7
Pork meat 21.2 20.3 19.9 19.1 18.7
Filleting waste pulp 38.2 36.7 35.9 34.4 33.8
Back fat 4.2 4.0 3.9 3.8 3.7
Soybean protein isolate 1.7 1.6 1.6 1.5 1.5
Starch 1.7 1.6 1.6 1.5 1.5
Soy fiber 0 3.7 5.4 8.7 10.2
Water 9.2 9.2 9.2 9.3 9.3

A All formulations contained salt (1.0%), sodium tripolyphosphate (0.2%), seasoning mix
(0.9%), sodium nitrite (0.3%), sodium erythorbate (0.2%), liquid smoke (0.01%) and
natural coloring carmine (0.01%). DF-0 =0% dietary fiber; DF-1.6 = 1.6% dietary fiber; DF-

2.4 = 2.4% dietary fiber; DF-3.8 = 3.8% dietary fiber; DF-4.5 = 4.5% dietary fiber.
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Effect of soybean fiber level on the composition (g/100g wet matter) and caloric content (Kcal)

of cooked low-fat sausages”

Formulations DF-0 DF-1.6 DF-2.4 DF-3.8 DF-4.5
Moisture 69.5 + 0.4 67.3+03°  66.7+0.2° 65.1 £0.3° 65.0 + 0.26°
Ash 1.9+0.1° 2.1+0.0 2.1+0.0°% 2.2+0.0° 2.1+0.6°
Protein 11.2+0.2° 11.6+0.1°  11.5+02° 12.0 £ 0.0® 12.2+0.2°2
Fat 10.7 £ 0.4 10.9+0.3 10.3+0.3 10.1+£0.3 9.9+0.3
Total fiber* 0.00 1.6 2.4 3.8 45
Insoluble fiber* 0.00 1.55 2.27 3.65 4.28
Soluble fiber* 0.00 0.08 0.12 0.19 0.22
Caloric content 167.7+2.6° 167.8+22% 163219 161.3+23® 1544+43°

A All values are mean = standard error of three replicates. DF-0 =0% dietary fiber; DF-1.6 = 1.6%

dietary fiber; DF-2.4 = 2.4% dietary fiber; DF-3.8 = 3.8% dietary fiber; DF-4.5 = 4.5% dietary fiber.

#¢ Means within the same line that have no common superscript letters are different (P<0.05).

*Calculated from the content found in the soybean fiber and the amount of soybean fiber added in

the sausage formulation.
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Effect of soybean fiber level on the color parameters of cooked low-fat sausages”
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Formulations L* a* b* Chroma Hue angle
DF-0 64.4 +0.7 142+0.4 9.1 +0.2° 16.9 £ 0.3° 326+1.1°
DF-1.6 63.8+0.4 14.2 0.9 10.6 £0.2° 17.8+06°  37.0+2.3%
DF-2.4 63.2+0.6 141 £0.1 11.4 £0.7° 18.2+0.4>™  38.8+2.1%®
DF-3.8 63.0+0.2 14.3+0.3 12.9 £ 0.5% 19.3 £0.1%® 41.9+1.9%®
DF-4.5 64.5+ 1.1 14.2+0.3 13.4+£0.3° 19.5+0.2° 43.1 + 1.4

A All values are mean =+ standard error of three replicates. DF-0 =0% dietary fiber; DF-1.6 =

1.6% dietary fiber; DF-2.4 = 2.4% dietary fiber; DF-3.8 = 3.8% dietary fiber; DF-4.5 = 4.5%

dietary fiber.

#d Means within the same column that have no common superscript letters are different

(P<0.05).
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Table 4
Effect of soybean fiber level on the cooking loss, water holding capacity and emulsion

stability of low-fat sausages”

Emulsion stability

Formulations Cooking loss Water holding Total Fat loss (%)
(%) capacity (%) expressible fluid
(%)

DF-0 7.0+0.3% 329+1.1 2.6 £0.5° 9.4+05
DF-1.6 48+0.5° 32.7+1.9 2.2+0.3% 94+04
DF-2.4 42+0.5° 335+13 2.0 £0.3% 96+04
DF-3.8 22+0.1° 33.6 +3.6 0.7+£0.2° 8.1+0.6
DF-4.5 0.8 +0.3° 329+1.8 0.5+0.1° 8.0+0.5

A All values are mean =+ standard error of three replicates. DF-0 =0% dietary fiber; DF-1.6
= 1.6% dietary fiber; DF-2.4 = 2.4% dietary fiber; DF-3.8 = 3.8% dietary fiber; DF-4.5 =
4.5% dietary fiber.

#d Means within the same column that have no common superscript letters are different

(P<0.05).
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Effect of soybean fiber level on the texture profile of cooked low-fat sausages”
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Formulations Springiness Cohesiveness Gumminess  Chewiness
Hardness (N)
(cm) (dimensionlesss) (N) (N ecm)
DF-0 36.4 +0.8° 0.90 + 0.012 0.71 £0.012 255+1.0° 22.9+1.1°
DF-1.6 48.8+2.1° 0.88+0.01* 0.71 £0.012 355+21*% 30.5+1.5°
DF-2.4 51.5+1.6° 0.87+0.01® 0.70 £ 0.012 353+20° 31.2+15%
DF-3.8 62.8 + 3.5° 0.85 + 0.05° 0.70 £ 0.012 440+26% 354+22°%
DF-4.5 63.7 +2.9° 0.81 +0.01° 0.66 + 0.01° 415+1.0® 344+1.2°

A All values are mean =+ standard error of three replicates. DF-0 =0% dietary fiber; DF-1.6 = 1.6%

dietary fiber; DF-2.4 = 2.4% dietary fiber; DF-3.8 = 3.8% dietary fiber; DF-4.5 = 4.5% dietary fiber.

¢ Means within the same column that have no common superscript letters are different (P<0.05).



Table 6

Effect of soybean fiber level on the sensory attributes of cooked low-fat sausages

Formulations Overall
Color* Texture*® Juiciness®
acceptability**

DF-0 22+0.2 4.4+0.3° 4.4+0.3° 50°
DF-1.6 23+02 3.9+03%® 3.9+0.2% 45°
DF-2.4 25+03 3.8+05®  33+05 39%
DF-3.8 22+0.3 3.1+04° 2.6 +0.5° 23°
DF-4.5 2.0+0.3 2.8+0.3° 22+0.3° 23°

DF-0 =0% dietary fiber; DF-1.6 = 1.6% dietary fiber; DF-2.4 = 2.4% dietary fiber; DF-
3.8 = 3.8% dietary fiber; DF-4.5 = 4.5% dietary fiber.

*Evaluated using a structured seven-point scale provided with verbal descriptions at
the end points: color (1=little intense; 7=very intense), texture (1=very firm; 7=very
soft) and juiciness (1=very dry; 7=very juicy). Results are mean + standard error (n =
12).

**Sum of scores of the ordering test (higher scores of acceptability were attributed to
the most preferred sample). The critical value at 5% of significance for 12 panelists
and 5 samples is 22, according to Newell and MacFarlane’s Table.

#¢ Means within the same column that have no common superscript letters are

different (P<0.05).
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4 DISCUSSAO

A salsicha € um dos mais tradicionais produtos carneos embutidos do mundo
(PEARSON & GILLETT, 1999) e trata-se de um alimento com elevado conteudo de
gordura (até 30%) (MAPA, 2000). Os pescados sao importantes fontes de proteina e
ricos em &cidos graxos poliinsaturados n-3 (FENNEMA, 2000; SUAREZ-MAHECHA
et al., 2002), os quais fornecem beneficios na melhora do perfil lipidico sanguineo
(LIU et al., 2003; RIVELLESE et al., 2003). Além disso, 0 processamento de
pescados na industria gera uma quantidade grande de residuos, logrando sérios
problemas ambientais (BRUSCHI, 200) e desperdicio de partes do pescado ricas em
gorduras benéficas a saude (BOCHI et al., 2008). A legislacdo brasileira permite o
uso de até 60% de carne mecanicamente separada (CMS) de bovinos, aves e
suinos em substituicdo a matéria-prima carnea em salsichas convencionais (MAPA,
2000). Porém, a utilizacao de CMS/polpa de pescado nao esta descrita na legislacao
brasileira. Além disso, 0 uso de grandes propor¢coes de CMS em embutidos pode
acarretar problemas de ordem sensorial ligados principalmente a textura e ao
desenvolvimento de rancidez (TRINDADE et al., 2005).

Assim, foi proposto na primeira parte deste estudo (manuscrito 1),
incrementar o valor nutricional das salsichas através da inclusdo de acidos graxos
O6mega-3, aliado a viabilizacdo do aproveitamento de subprodutos da industria de
beneficiamento de pescados. Nesta parte do estudo (manuscrito 1), foram
otimizadas e avaliadas caracteristicas fisico-quimicas, tecnoldgicas e a vida util de
formulagdes de salsicha com alto e baixo teor de gordura, contendo, além de carne
bovina e suina, residuos da filetagem de jundia.

A substituicdo de carne por residuos da filetagem de jundia em até 50% nao
afetou a umidade das salsichas com alta gordura. Assim, todas as formulacbes com
alto teor de gordura mostraram valores de umidade dentro do maximo preconizado
pela legislacao brasileira (65%), enquanto que as formula¢des reduzidas em gordura
ficaram com valores de umidade maiores que o permitido de 65% (MAPA, 2000).

Somente as salsichas com alta gordura cumpriram a obrigatoriedade de presenca
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minima de 12% de proteinas, estabelecida pelo MAPA (2000). Ja nas formulacdes
com baixa gordura, o conteudo protéico foi menor devido a alta umidade dessas
salsichas. No entanto, € importante ressaltar que o conteudo de proteina destas
formulacdes ficou muito préximo do estabelecido pelo MAPA (2000), ainda que
levemente abaixo. A gordura nao foi afetada pela adicao de polpa de residuo de
pescado, porém a reducao da gordura diminuiu em 20% o0 conteudo calérico das
formulacées.

Foi verificada diferencga significativa no conteido de gordura das formulagdes
contendo alta e baixa gordura, entretanto, essa reducdo nao foi tdo expressiva
quanto esperado, ja que nas formulacdées contendo alta gordura foi adicionado 17%
de gordura animal e nas contendo baixa gordura foi adicionado somente 4% de
gordura animal (Table 4, Manuscrito 1). Isso pode ser explicado pelo fato de que
ambas formulagbes com alta gordura (a controle e a contendo 25% PRF) mostraram
grandes perdas no cozimento, 20,3%+1,0% e 16,7+£3,9%, respectivamente. Ao
contrario disso, a formulagdo de salsicha com baixa gordura (37% PRF e 4%
gordura) mostrou uma perda no cozimento (2,8+1,7%) muito inferior em comparacao
a formulacao controle com alta gordura. Assim, sugere-se que a maior perda durante
o cozimento tenha sido de gordura, fazendo com que a diferenga no teor de gordura
entre as salsichas com alta e baixa gordura ndo fosse tdo grande quanto aquela
encontrada na massa das duas salsichas (Table 2, Manuscrito 1).

A andlise sensorial revelou que a substituicao de carne por polpa de residuos
da filetagem reduziu os escores de cor das salsichas, o que pode ser explicado
devido ao menor conteudo de pigmentos heme no peixe do que na carne vermelha
(CARDOSO et al., 2008). Além disso, a introducao da polpa de pescado elevou o
escore de textura (1=desgostei muitissimo; 7=gostei muitissimo) e a aceitabilidade
geral, avaliada por teste de ordenagéo de preferéncia, foi reduzida somente com a
adicdo de 50% de polpa de pescado, ndo sendo detectado nas salsichas odor
desagradavel de peixe. Porém, somente as formulagdes contendo 37% de polpa de
residuo da filetagem de pescado e baixa gordura, e as com 25% de polpa de residuo
da filetagem de pescado e alta gordura apresentaram escores iguais ou maiores que
seus controles, razao pela qual foram escolhidas para o restante das anélises.

Quanto as caracteristicas tecnolégicas, estas foram melhoradas com a
introducé@o de polpa de pescado e, principalmente, com a reducédo da gordura. Em
ambas formulag¢des contendo PRF (25% PRF com alta gordura; e 37% PRF com
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baixa gordura) houve maior capacidade de ligar 4&gua e menor liquido exsudado,
porém, a percentagem de gordura no liquido exsudado foi menor nas salsichas com
menor teor de gordura, demonstrando maior estabilidade da emulsdo nesta do que
no controle. Além disso, esta formulacao também apresentou menores perdas no
cozimento do que a formulagéo controle.

Por ser de origem animal, a gordura utilizada na elaboracdo de salsichas
convencionais & mais rica em acidos graxos saturados comparada as carnes e a
polpa de peixe (WOOD et al., 2003). O conteudo de acidos graxos C18:0; C18:1n9,
C20:2 e a soma de acidos graxos saturados encontrados na formulagdo contendo
alta gordura e 25% de PRF nao foi diferente daquele encontrado no seu controle. No
entanto, o contetdo de DHA, a soma de &cidos graxos n-3 e a razao
(EPA+DHA)/C16:0 aumentaram com o acréscimo de polpa, sendo que esse
aumento foi mais acentuado com adicao de 37% de PRF e reducédo da gordura.
Diante da elevagédo no conteudo de acidos graxos n-3, houve reducgao significativa
da razdo n-6/n-3, conforme foi acrescida a polpa e reduzida a gordura (P<0.05).
Ainda que nao tenha sido atingida a razao n-6/n-3 preconizada pela Organizacao
Mundial da Saude e pela Sociedade Brasileira de nutricdo (4:1), como ideal para
consumo humano, este indice foi bastante melhorado nas formulagées com polpa de
peixe, quando comparado a formulacdo convencional (controle).

A Sociedade Internacional do Estudo de Acidos Graxos e Lipidios
(SIMOPOULOS, LEAF & SALEM, 1999) recomenda um consumo minimo diario de
0,22g/dia de EPA+DHA. Diante dessa indicacao, encontrou-se que uma porcao de
100g da formulacdo de 25% de PRF e alta gordura forneceria 14% do consumo
minimo recomendado, enquanto que a mesma por¢ao da formulagdo de 37% PRF
com baixa gordura proveria até 27% dessa recomendacao.

Os pescados sdao mais susceptiveis as reacées de oxidacao lipidica,
comparados as carnes suina e de aves, pois possuem alto conteudo de acidos
graxos insaturados (SANCHEZ-ALONSO et al, 2007), os quais, ao longo do tempo,
sofrem reducdo em seu conteldo em decorréncia de reacdes como a lipblise e a
peroxidacdo (ACKMAN et al., 1986). A estabilidade lipidica ocorrida nas salsichas foi
avaliada pela mensuracéo de produtos primarios (dienos conjugados e perdxidos) e
produtos secundarios da oxidacao lipidica (substancias reativas ao acido
tiobarbitarico - TBARS).
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Os valores de dienos conjugados nas formulagées com alta gordura (25%PRF
e controle) ndo mostraram mudancas durante o periodo de armazenamento
refrigerado, enquanto que as salsichas com baixa gordura e 37% PRF tiveram
aumento de dienos nos primeiros 7 dias, atingindo valores maiores que na
formulacdo controle a partir do 7° dia. Ja os valores de perdéxidos aumentaram
durante o armazenamento, mas esse aumento pareceu ser menos acentuado nas
salsichas com baixa gordura e 37% PRF.

Assim, somente os produtos primarios da oxidacdo (dienos e peroxidos)
apresentaram aumento durante 0 armazenamento, ndo havendo mudangas
significativas nos produtos secundarios (TBARS) da oxidacao lipidica, que
permaneceram bem abaixo do considerado indicativo de boa conservagao (3mg/kg;
AL KAHTANI et al., 1996).

Apesar de a matéria-prima ter se apresentado em boas condicées de
conservacao e a polpa de pescado ter sido obtida sob condigdes higiénicas, foram
avaliadas as caracteristicas microbiolégicas das formulacdes de salsicha. Como a
atividade de agua esta relacionada ao desenvolvimento de microorganismos, esse
parametro foi determinado nas formulacbes, ndo apresentando mudancas
significativas durante o armazenamento ja que a variacao foi entre 0,983 e 0,989. A
contagem de meséfilos teve aumento significativo durante o armazenamento
refrigerado (P<0,05). As salsichas adicionadas de polpa de pescado apresentaram
alta contagem de mesofilos no 14° dia, comparadas ao controle (P<0,05). Porém, do
14° ao 21° dia, o controle apresentou aumento de sua contagem, sendo que a
formulacdo com baixa gordura e 37% de polpa apresentou menor contagem que o
controle no 21° dia. Ja a partir do 28° dia, todas as formulagdes tiveram contagem de
meséfilos similar ao controle. Apesar de ndo existir um limite microbiolégico
especifico para salsichas, somente as formulacées acrescidas de 25% de PRF com
alta gordura excederam o valor usual de qualidade organoléptica (10® UFC/g) aos 42
dias de armazenamento refrigerado.

Quanto aos microrganismos psicrotroficos, sua contagem nas formulacoes
aumentou ao longo do periodo de armazenamento (P<0,05). A contagem de
psicrotréficos nas salsichas adicionadas de PRF foi diferente do controle no 7° dia e
mostrou grande aumento entre o 7° e 14° dias. Esse aumento de psicrotroficos

provavelmente esta relacionado ao crescimento de bactérias laticas, ja que esteve
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associado ao decréscimo de pH nesse periodo, o que ajuda a criar um ambiente
desfavoravel ao desenvolvimento de microorganismos patogénicos (NIELSEN &
ZEUTHEN, 1985). As maiores contagens de psicrotréficos foram apresentadas pelas
salsichas com polpa de pescado em relacdo ao controle (P<0,05). Estas
formulacbes também apresentaram valor de pH superior ao do controle, o que
sugere que neste caso a maior contagem nao estaria relacionada a bactérias acido
laticas, mas poderia representar a presenca de microrganismos deteriorantes nas
formulagbes com pescado .

Esses resultados indicam que a polpa obtida a partir de residuos da filetagem
pode ser usada para desenvolver produtos carneos novos e mais saudaveis, além
de ser uma valiosa alternativa para a agregacao de valor a esse subproduto.

Diante de consumidores cada vez mais conscientes e voltados a melhora da
qualidade de vida, as salsichas convencionais ja ndao sdo uma boa alternativa de
consumo. A adicdo maxima permitida pela legislacao de altos teores de gordura (até
30%) de origem animal (MAPA, 2000), a qual é pobre em acidos graxos
poliinsaturados (BRAGAGNOLO & RODRIGUES AMAYA, 2002), e o desprovimento
de fibra alimentar fornecem um produto escasso em caracteristicas nutricionais
benéficas a saude a esses consumidores. Além de incrementar o valor nutricional
quanto ao conteudo de acidos graxos émega-3, o teor nutricional em relagdo as
gorduras e ao conteudo de fibras também foi otimizado. Assim, diante dos altos
escores de aceitacdo; do valor nutricional e de caracteristicas tecnol6gicas
vantajosas; e de a oxidacao lipidica nao ter sido acelerada, salsichas contendo até
37% de PRF e com baixa gordura foram selecionadas para a continuacao deste
trabalho, que se deu pela introducao de fibras as salsichas. Assim, foram avaliadas
caracteristicas fisico-quimicas, tecnoldgicas, texturais e sensoriais de formulagdes
de salsicha mistas a base de carne vermelha/pescado com baixa gordura, as quais
continham quatro diferentes niveis de inclusdo de fibra de soja. O objetivo da analise
foi viabilizar o aproveitamento de subprodutos do processamento da soja nas
salsichas a base de carne/pescado. A fibra de soja foi escolhida tendo em vista, que
este grao tem sido o mais utilizado como fonte de 6leo para a producao de biodiesel,
o0 que tem aumentado grandemente a quantidade de subprodutos (DEMIRBAS,
2009). Estes subprodutos sao ricos em proteina e fibra, e atualmente muito

empregados na alimentagdo animal. No entanto, o seu aproveitamento na
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alimentacdo humana poderia agregar valor a estes subprodutos, além de contribuir
para a sustentabilidade de cadeia produtiva do biodiesel.

Por ter sido a formulacdo que apresentou as melhores caracteristicas
nutricionais, tecnoldgicas e sensoriais (manuscrito 1), a formulacao contendo 37%
de polpa de residuo da filetagem de jundia e gordura reduzida foi escolhida como
formulacéo basica para as salsichas formuladas no manuscrito 2. Porém, como no
segundo trabalho queriamos avaliar o efeito da fibra de soja, a fibra de trigo usada
nessa formulagdo no manuscrito 1, foi excluida da formulagdo no manuscrito 2,
fazendo com que as quantidades do restante dos ingredientes fossem aumentadas
proporcionalmente, resultando em maior quantidade de polpa na formulagao controle
do manuscrito 2 que na formulacdo contendo 37% de polpa e gordura reduzida do
manuscrito 1. Neste segundo trabalho a fibra de soja foi adicionada substituindo
parcialmente as carnes vermelhas, a polpa de residuo da filetagem, a gordura, a
proteina isolada de soja e o amido. Foram selecionados os niveis de inclusdo de
fibra de soja entre 3,7 e 10,2%, para resultar em niveis de fibra alimentar entre 1,6 e
4,5%, pois, segundo a legislacdo brasileira de rotulagem de alimentos, alimentos
contendo acima de 3% de fibra alimentar podem ser rotulados, como “produto fonte
de fibras” (ANVISA, 1998). E permitida pela legislacdo brasileira a adicdo de até 4%
de proteinas ndo-carnicas nas salsichas convencionais (exceto Viena e Frankfurt)
(MAPA, 2000). Sendo assim, como a fibra de soja é rica em proteinas (em torno de
27%), sua introducao nas formulacdes de salsicha ndo pode ultrapassar esse teor
maximo estipulado. Deste modo, o conteudo de proteina do isolado de soja e o
conteudo de proteina da fibra de soja de todas as formula¢ées foi somado tomando-
se 0 cuidado para que nao fosse ultrapassado o limite de 4%. Assim, todas as
formulacdes se encontraram dentro dos limites estabelecidos pela legislacdo para os
conteudos de proteinas nao-carnicas.

As salsichas mistas a base de carne/pescado mostraram redugéo linear no
conteudo de umidade com a adicéo de fibra de soja, sendo que a adicao de 3,8 e
4,5% de fibra permitiu atingir os valores de umidade maxima (65%) e proteina
minima (12%) estipulados pela legislacao brasileira (MAPA, 2000), os quais nao
eram atendidos pela formulagdo controle com reducdo de gordura, com ou sem
adicdo de pescado (manuscrito 1). Entretanto, o conteddo de carboidratos totais
(obtido por diferencga) foi maior que o limite de 7% estabelecido pela legislagdo em
todas as formulacées com fibra (8,2 a 10,7%, dados ndo mostrados). Considerando
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que a legislagéo vigente foi estabelecida para os produtos convencionais existentes
no mercado atualmente, e que a fibra alimentar esta incluida na fracdo de
carboidratos totais, & possivel que o desenvolvimento de embutidos carneos
enriguecidos em fibra impulsione uma revisdo da legislacdo. Ja os valores de
gordura estiveram dentro do que prevé o Regulamento Técnico de Identidade e
Qualidade de Salsichas (MAPA, 2000). Além disso, a Aw, o pH e o teor de gordura
nao foram afetados pela inclusdo de fibra de soja.

O consumo ideal de fibra total recomendado pelo “Institute of Medicine”
(2005) para uma populacédo adulta saudavel é de 25g/dia para mulheres e 38g/dia
para homens. Sendo assim, uma por¢cédo de 100g (2 unidades) de salsicha mista a
base de carne/pescado com baixo teor de gordura, adicionada de 1,6; 2,4; 3,8 e
4,5% de fibra alimentar poderia fornecer, respectivamente, 6,4; 9,6; 15,2 e 18% da
ingestao diaria recomendada de fibra total para uma populagdo adulta saudavel
feminina. Ja para a populacdo masculina, esses mesmos niveis de adicao de fibra
alimentar poderiam fornecer até 12% da recomendacgéao diaria de fibra total: 4,2; 6,3;
10; 11,8%; respectivamente. Especificamente para a populagdo brasileira, o
Ministério da Saude recomenda um consumo diario de 25¢g de fibra alimentar, sendo
fornecido até 18% em uma por¢édo de 100g de salsicha introduzida do maximo nivel
de adicao de fibra alimentar (4,5%).

A cor & um dos principais atributos de qualidade, constituindo-se na primeira
impresséo que o consumidor tem de um determinado produto. Assim, foi avaliado o
efeito da adicdo de fibra de soja nos parametros de cor das salsichas com baixa
gordura. A tendéncia ao amarelo (b*), saturacao (chroma) e angulo de cor (hue)
foram afetados pela incorporacdo de fibra alimentar. A tendéncia ao amarelo foi
significativamente maior em todas as formulagdes com fibra; enquanto que a
saturacdo e o angulo de cor mostraram valores maiores que o controle (P<0,05)
somente a partir da adicdo de 2,4% ou mais de fibra de soja. O aumento do angulo
de cor (de 32 para 43°) indicou aumento da tendéncia a cor amarela. Como
encontrado na adicdo de farelo de centeio em salsichas com reduzida gordura
(YILMAZ, 2004), esse fato pode ser devido aos pigmentos carotendides encontrados
na soja.

As fibras podem ser usadas nos embutidos carneos para aumentar o
rendimento na cocgdo, devido a sua habilidade em reter agua e gorduras
(THEBAUDIN, 1997). As caracteristicas tecnologicas de perda no cozimento e
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estabilidade da emulsdo foram melhoradas com a incorporacao da fibra de soja nas
formulacbes de salsicha com baixa gordura. Apesar da estabilidade da emulsao ter
sido significativamente melhorada somente nas formulagées adicionadas de 3,8% ou
mais de fibra alimentar, a perda no cozimento foi significativamente menor em todas
as formulacdes adicionadas de fibra, comparadas ao controle.

Ainda que a formulagéo controle (contendo 37% PRF e gordura reduzida) do
manuscrito 2 tenha sido baseada na formulacdo contendo 37% PRF e gordura
reduzida do manuscrito 1, estas duas formulagées nao iguais, pois no artigo 2 foi
excluida a fibra de trigo desta formulagéo, o que fez com que a proporcao de alguns
dos outros ingredientes também mudasse levemente, conforme discutido
anteriormente. Assim as discrepancias nas caracteristicas tecnologicas entre as
duas formulacdes estdo relacionadas a esta diferenca de composicdo. A menor
perda no cozimento e maior capacidade de ligar agua da formulacdo no manuscrito
1 em relacdo ao manuscrito 2, provavelmente se deve a fibra de trigo que foi
adicionada apenas no primeiro. Ja a menor estabilidade da emulsdo dessa
formulacdo no manuscrito 1 em relacdo ao manuscrito 2 se deve ao fato de que no
primeiro, as formulagdes foram desenvolvidas em processador de alimentos
doméstico, enquanto que no segundo, elas foram elaboradas em minicutter,
proporcionando melhora da estabilidade da emulsdo no segundo em fungdo dessa
melhor incorporacao dos ingredientes com esse equipamento.

A incorporagao de fibras produz modificagdes de textura e de estabilidade em
produtos alimenticios (THEBAUDIN, 1997). Assim, as caracteristicas de textura
foram afetadas pela adicdo de fibra de soja nas salsichas mistas a base
carne/pescado com baixa gordura. Dureza, gomabilidade e mastigabilidade
aumentaram, enquanto que elasticidade e coesividade diminuiram com a introducao
de fibra. Assim, a adi¢cdo de fibra tornou as salsichas avaliadas menos elasticas e
mais firmes em relagdo ao controle. Porém, essa diferenga na elasticidade so foi
evidenciada com a adicao de 3,8% ou mais de fibra alimentar.

As mudancas no perfil de textura podem resultar em significativas mudancas
na avaliacdo sensorial dos alimentos. Deste modo, as salsichas com baixo teor de
gordura a base de carne/pescado adicionadas de 3,8% ou mais de fibra alimentar
foram avaliadas pelo painel treinado como tendo textura significativamente mais
firme que o controle. Ja a suculéncia foi significativamente reduzida com a

introducao de 2,4% ou mais de fibra. Assim, as salsichas adicionadas de 1,6-2,4%
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de fibra alimentar obtiveram aceitacado global semelhante ao controle, enquanto que
a adicao de 3,8% ou mais de fibra alimentar reduziu significativamente sua

aceitacao.
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5 CONCLUSOES

Os resultados desse trabalho demonstraram a viabilidade nutricional,
tecnoldgica de salsichas mistas elaboradas com subprodutos obtidos da industria de
processamento de pescados e de graos, polpa de residuos da filetagem de jundia e
fibra de soja, tendo sido possivel obter produtos sensorialmente equivalentes aos

convencionais produzidos com carne vermelha e elevado teor de gordura.

*E possivel substituir a carne vermelha por polpa de residuos da filetagem de jundia
obtendo salsichas com aceitacdo sensorial semelhante a do controle, tanto em
formulacdes contendo o teor convencional de gordura (até 25% de polpa de jundia),
quanto em formulagdes contendo gordura reduzida (37% de polpa de jundia).

*A substituicdo da carne vermelha por polpa de jundia (em niveis sensorialmente
aceitos) resulta em aumento do valor nutritivo (maior contetdo de EPA+DHA e
menor razdo n-6/n-3) e melhoria das caracteristicas tecnolégicas das salsichas,

especialmente nas formulagées com gordura reduzida.

*A substituicdo da carne vermelha por polpa de jundid (em niveis sensorialmente
aceitos) ndo acelera a oxidagao lipidica das salsichas durante o armazenamento
refrigerado. Embora a adicdo de polpa de jundia também reduza a vida util das
salsichas avaliada pela contagem de mesofilos, alguns cuidados devem ser tomados
com a estabilidade microbiologica, uma vez que as formulagdes contendo polpa de
pescado apresentaram contagem de psicrotroficos ligeiramente maior durante o

armazenamento refrigerado.

*A adicdo de fibra de soja a salsichas mistas de carne/pescado com gordura
reduzida aumenta intensidade da coloracdo amarela e a dureza, e reduz a

elasticidade.
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*A adicao de fibra de soja confere vantagens tecnoldgicas as salsichas mistas com
gordura reduzida, tais como reducdo das perdas no cozimento e aumento da

estabilidade da emulsao.

*A modificacdo na textura é o fator limitante para a aceitacdo sensorial de salsichas
com adicao de fibra, sendo possivel incorporar até 2,4% de fibra alimentar de soja
(5,4% de farinha rica em fibra) em salsichas mistas a base de carne/pescado com

gordura reduzida, sem modificacdo na sua aceitacao.

*E possivel atender entre 6,5 e 10% da recomendagao diaria de fibras para adultos
saudaveis dos sexos masculino e feminino, respectivamente, com a ingestao de
uma porcdo de 100g da salsicha mista que apresentou aceitacdo sensorial
equivalente a do controle (2,4% de fibra alimentar de soja).
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado a participar de um estudo intitulado
“OTIMIZACAO DE FORMULACOES DE SALSICHAS MISTAS PRODUZIDAS COM
CARNES DIVERSAS”, que tem como objetivo desenvolver salsichas mistas,
procurando aumentar seu valor nutricional.

A salsicha é considerada um dos produtos carneos mais vendidos no Brasil,
possuindo elevado conteudo de gordura e sem fibras alimentares. Além disso, existe
uma busca por alimentos mais saudaveis, o que necessita a elaboracdo de um
produto (salsicha) com maior valor nutricional e baixo custo.

Procedimentos a serem realizados

Serdo oferecidas a vocé amostras de salsichas produzidas com diversas
carnes. Sera solicitado que vocé as prove, marcando nas fichas a sua resposta com
relacdo as caracteristicas sensoriais (cor, textura, etc.) do produto oferecido.

Riscos possiveis e beneficios esperados
Fica claro que vocé nao é obrigado a participar do projeto. No caso de
recusa vocé nao tera nenhum tipo de prejuizo. A qualquer momento da pesquisa
voceé é livre para retirar-se da mesma.

No caso de aceite, fica claro que os produtos oferecidos sao seguros e de boa
qualidade, ndo havendo prejuizos ou riscos a sua saude (a nao ser, MUITO
RARAMENTE, algum desconforto do estémago em funcao dos ingredientes normais
da formulacdo), assim como pode ocorrer durante o consumo de salsichas
convencionais. Nao haverd beneficio financeiro pela sua participacdo e nenhum
custo para voceé.

Vocé néo tera beneficios diretos, entretanto, ajudara a comunidade cientifica
na construgdo do conhecimento sobre as caracteristicas sensoriais (sabor, odor,
etc.) de um novo produto.

Confidencialidade

Os dados obtidos com esta pesquisa serdao publicados em revistas cientificas
reconhecidas. Os seus dados serdo analisados em conjunto com os de outros
participantes, assim, ndo aparecerao informacdes que possam lhe identificar, sendo
mantido o sigilo de sua identidade.

Utilizacao dos dados obtidos
O material coletado e os seus dados serdo utilizados somente para
esta pesquisa e ficardo guardados com o pesquisador por cinco anos, apdés o qual
serdo destruidos.
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Os pesquisadores responsaveis pelo estudo sdao a Prof? Dr? Tatiana
Emanuelli e Jagqueline Piccolo, aluna do Programa de P6s Graduacao em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos da UFSM. Em qualquer etapa do estudo vocé tera acesso
aos pesquisadores responsaveis pelo estudo para esclarecimento de eventuais
davidas.

Este estudo obteve aprovacdo junto ao Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Santa Maria, com protocolo n° 23081.001270/2009-27.

Telefones para contato com os pesquisadores

*Prof?. Dr2. Tatiana Emanuelli — Departamento de Tecnologia e Ciéncia dos
Alimentos — CCR

Email: tatiemanuelli@smail.ufsm.br

(55) 3220 8547

*Jaqueline Piccolo - P6s Graduagao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos —
UFSM

Email: jaquepiccolo@yahoo.com.br

(55) 9644 0702

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li
ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo “OTIMIZACAO DE
FORMULACOES DE SALSICHAS MISTAS PRODUZIDAS COM CARNES
DIVERSAS”. Ficaram claros para mim quais sdo os objetivos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que
minha participacao € isenta de despesas. Concordo voluntariamente em participar
deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou
durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo.

Assinatura do participante

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste sujeito de pesquisa ou representante legal para a participagcéao
neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo

Santa Maria, de de 2009.

Comité de Etica em Pesquisa (CEP/UFSM) - Avenida Roraima, 1000 - Prédio
da Reitoria - 7° andar - Sala 702. Cidade Universitaria - Bairro Camobi, 97105-900.
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APENDICE B - Questionarios para participantes da analise sensorial

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS E TECNOLOGIA DE
] ALIMENTOS - UFSM
QUESTIONARIO DE RECRUTAMENTO DE PAINELISTAS

Dados de Identificacao:
*Nome Completo: Telefone:

Endereco:

Local de trabalho/ estudo:

Sexo:( )M ( )F Profissao: Data nascimento: [/

Responda:
Vocé gosta de produtos carneos (linglica, salame, salsicha, mortadela, presunto, paté)?
( ) Sim ( ) Néo

Vocé gosta de salsicha?
( ) Sim ( ) Nao

Vocé gosta de carne de peixe?
() Sim ( ) Nao

Com qual frequéncia vocé consome salsicha?
( )2vezes/semana ( )1vez/semana ( ) 1vez/més ( ) ocasionalmente

Com qual frequiéncia vocé consome peixe?
( )2vezes/semana ( )1vez/semana ( ) 1vez/més ( ) ocasionalmente

Vocé gosta ou consome produtos carneos light ?
() Sim ( ) Nao

Vocé gosta ou consome produtos carneos enriquecidos com fibras?
( ) Sim ( ) Nao

Vocé é fumante?
() Sim ( ) Nao

Vocé tem algum tipo de alergia?
( ) Sim ( ) Nao

Vocé tem resfriados constantes?
() Sim ( ) Nao

Agradecemos a atencao!
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APENDICE C - Procedimento para obtencao da polpa de jundia

#

Figura 3 — Filés de jundia

FFigura 4 — Carcaca (sem cabeca, nadadeiras
e filés) de jundia

Figura 5 — Polpa de jundia envasada
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Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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