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RESUMO

O objetivo geral deste trabalho foi a utilizacdo de diferentes técnicas para
aumentar a vida atil do mexilhdo cozido e resfriado, envolvendo a
aplicacdo do CO.. Na primeira etapa, foi proposto um processo
alternativo para os mexilhdes, utilizando um sistema integrado de
cozimento e resfriamento a vacuo, comparado ao método de cozimento e
resfriamento  tradicional, submerso em 4agua, seguido do
acondicionamento sob atmosfera modificada contendo 50% de CO; e
50% de N2. A vida util do produto foi avaliada através das propriedades
fisico-quimicas e da embalagem, além da contagem microbioldgica
durante 25 dias a 3 °C. As amostras acondicionadas sob atmosfera
modificada e submetidas ao processo alternativo de cozimento
apresentaram propriedades fisico-quimicas inalteradas e contagem
microbiana dentro dos padrdes permitidos pela legislagdo para moluscos.
A combinag&o dos dois processos mostrou-se efetivo contra exsudacdo da
agua do produto para a embalagem durante o periodo analisado. Na
segunda etapa do trabalho, utilizou-se um aparato experimental para
determinacdo da solubilidade do CO, em mexilhdo. Um planejamento
experimental 23 com trés pontos centrais foi montado para avaliar a
influéncia da pressdo, da temperatura e da relagcdo gas/produto no
processo de pré-solubilizacdo do CO». A solubilidade do CO; na fase
aquosa do produto foi obtida pela equacdo do gas ideal e por Equagdes de
Estado. Foi observado maior influéncia da pressdo e da relagdo
gés/produto no processo de solubilizagdo do CO- no produto. O modelo
matematico baseado na ndo idealidade mostrou bom ajuste aos dados
experimentais. Os mexilhdes apresentaram alta porosidade devido as
redes de capilares presentes em sua estrutura, que foram capazes de reter
a agua no interior da carne. Na terceira etapa, foi estudado o efeito da pré
solubilizacdo do CO: (soluble gas solubilization — SGS) como pré-
tratamento seguido do acondicionamento em atmosfera modificada
(SGS+AM), em atmosfera modificada (AM) e em ar (AR) na vida til de
mexilhdes cozidos armazenados a 3°C por 25 dias. Houve decréscimo do
pH para todas as amostras (SGS + AM, AR e AM) enquanto o conteldo
de 4gua (%), CRA e firmeza (N.g*) ndo mudaram significativamente com
0 tempo de armazenamento e com os tratamentos de envase. A presenga
do CO; promoveu reducdo do pH e do conteldo de &gua, aumento na
firmeza, enquanto a CRA ndo foi influenciada. Nas embalagens com AM,
0 CO; reduziu até o equilibrio (51,6 — 33,7 %), e mostraram colapso no
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filme de recobrimento na parte superior das bandejas, enquanto que as
embalagens com SGS permaneceram constantes (72,5 %), provavelmente
devido ao aumento da quantidade de CO; na embalagem oriundo do CO;
dissolvido durante o tratamento SGS no produto. SGS + AM reduziram a
contagem total de micro-organismos mesofilos e psicrotréficos,
comparados aos tratamentos com ar e AM. A aplicacdo do SGS resultou
em um efeito bacteriostatico no produto aumentando a vida atil (19 dias)
comparado com o envase com ar (5 dias) e AM (11 dias). Na quarta etapa,
foram avaliados os efeitos do tratamento SGS seguidos pela alta pressao
hidrostatica (APH) na qualidade e na vida atil dos mexilhdes cozidos,
comparando com o produto envasado com vacuo (VAC) e 0 processo
APH, armazenado a 3 °C durante 23 dias. O processo a APH promoveu
aumento no pH dos mexilhdes, enquanto que o tratamento SGS + APH
reduziram o pH, devido ao efeito do CO,. A CRA e a firmeza nao foram
influenciadas pelos tratamentos aplicados. As amostras tratadas por APH
e SGS + APH tiveram maior exsudacgdo do que os mexilhdes embalados
a vacuo. As contagens totais de micro-organismos mesofilos e
psicrotréficos permaneceram baixas para o tratamento SGS + APH (< 1
log UFC/g), enquanto APH alcancaram 3 log UFC/g em 20 dias e VAC
alcancou 6 log UFC/g em 13 dias. Apenas SGS + APH foi capaz de
prolongar a aparéncia e odor do produto como aceitavel através do
armazenamento (23 dias) em relacéo ao tratamento APH (13 dias) e vacuo
(VAC) 7 dias. Todas as propostas de processos aplicados aos mexilhdes
cozidos foram capazes de aumentar a vida Gtil desses produtos.

Palavras-chave: mexilhdo, resfriamento a vacuo, pré-solubilizacdo de
CO;(SGS), alta pressao hidrostatica (APH), vida dtil.



ABSTRACT

The main objective of this work was the use of different techniques to
increase the shelf life of cooked and cooled mussels involving the
application of COa. In the first step a study of the mussels’ cooking
alternative process using an integrated cooking and vacuum cooling and
compared to the traditional method of cooking and cooling submerged in
water was carried out, followed by packaging under modified atmosphere
containing 50 % CO; and 50 % Na». The shelf-life of the product was
assessed by physicochemical and packaging and microbiological count
for 25 days at 3 °C. The samples packed under modified atmosphere and
subjected to alternative cooking process showed unchanged
physicochemical properties and microbial count within the standards
allowed by law for mollusks. The combination of the two processes was
effective against exudation of water from the product to the packaging
during the analysis period. In the second stage, was used an experimental
apparatus to determine the solubility of CO, in mussels. A 23
experimental design with three central points was performed to evaluate
the influence of pressure, temperature and gas/product ratio in the CO;
solubilization process. The solubility of CO; in the aqueous phase of the
product was obtained by the ideal gas equation, and equation of state. At
this stage the greatest influence on the pressure and gas/product ratio was
observed in the solubility of CO, in the product process. The
mathematical model based on non-ideality was fitted to experimental
data. The mussels had a high porosity due to capillary networks present
in its structure have been able to retain water within the meat. In the third
step, was studied the solubilizing effect of CO- (soluble gas solubilization
— SGS) as pre-treatment followed by packaging under modified
atmosphere (SGS + MA), in modified atmosphere packaging only (MA)
in the shelf life of cooked mussels stored at 3 © C for 25 days. There was
a decrease in pH for all samples (SGS + MA, AIR and MA), while water
content (%), WHC and firmness (g-') did not change significantly with
storage time and with packaging treatments. CO, presence promoted
reduction in pH and water content, increased firmness, while the WHC
was not influenced notably. In MA packaging CO; reduced until
equilibrium (51.6 to 33.7 %) and showed higher cover deflation in the
film, whereas the packaging SGS remained constant (72.5 %), probably
by increasing the amount of CO; in the package due to the dissolved CO»
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during SGS treatment. SGS + MA reduced the total count of mesophilic
and psychrotrophic microorganisms, compared to treatments with air and
MA. The application of SGS resulted in a bacteriostatic effect on
increasing product shelf life (19 days) compared with the packaging with
air (5 days) and MA (11 days). In the fourth step, the effects of treatment
SGS followed by high hydrostatic pressure (HHP) on quality and shelf
life of cooked mussels were evaluated by comparing with product
packaged in vacuum (VAC), and the HHP process, stored at 3 °C for 23
days. The HHP process promoted an increase in pH of mussels, whereas
treatment SGS + HHP reduced pH due to the CO; effect. WHC and
firmness were not affected by the treatments applied. In the HHP treated
samples and SGS + HHP, exudation had greater than the vacuum packed
mussels. The total counts of mesophilic and psychrotrophic
microorganisms remained low for the treatment SGS + HHP (< 1 log
cfu/g) whereas HHP achieved 3 log CFU/g in 20 days and VAC reached
6 log CFU/g in 13 days. Only SGS + HHP treatments were able to prolong
the appearance and odor of the product as acceptable by storage (23 days)
compared to the HHP treatment (13 days) and vacuum (VAC) 7 days. All
proposed procedures applied to cooked mussels were able to increase the
shelf-life of these products.

Keywords: mussel, CO; pre-solubilization (SGS), hydrostatic high
pressure (HHP), shelf-life.
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ESTRUTURA DO TRABALHO

O trabalho foi estruturado da seguinte forma:
e Introducéo.

e Capitulo 1 — Reviséo Bibliogréafica. Neste capitulo é apresentada
a revisdo sobre os diversos estudos sobre o0 assunto abordado na
tese envolvendo a matéria-prima e 0s processos estudados.

e Capitulo 2 — Processo alternativo de coccdo e envase sob
atmosfera modificada para mexilhdo Perna perna. Neste
capitulo foi proposto um método alternativo de coc¢do para o
mexilhdo desconchado para evitar contaminacdo cruzada e
reduzir a exsudacdo no interior das embalagens.

e Capitulo 3 — Aplicacdo do CO, em mexilhdo: avaliagdo do
mecanismo de absor¢do durante o processo de pré-solubilizagéo
(SGS). Neste capitulo é apresentada a técnica de pré-
solubilizacdo em mexilhdes bem como o mecanismo de atuacao
que envolve esse processo.

e Capitulo 4 — Efeito da pré-solibilizacao do CO; na qualidade do
mexilhdo Mytilus edulis cozido. Neste capitulo sdo apresentados
a aplicacdo do processo de pré-solubilizacdo do CO2 combinado
com envase sob atmosfera modificada, comparando com o
envase sob atmosfera modificada sem pré-solubilizacdo e envase
com ar, através de avaliacao fisico-quimica e microbiol6gica no
armazenamento a 3 °C.

e Capitulo 5 — Aplicagéo da alta pressao hidrostatica combinada
com o processo de pré-solubilizacdo em mexilhdo Mytilus edulis
cozido. Neste capitulo é apresentado um estudo a respeito da
combinacdo do processo de pré-solubilizacdo do CO, com alta
pressdo hidrostatica em mexilhGes, comparando com o processo
de alta pressdo hidrostatica sem a pré-solubilizagdo e com o
envase a vacuo.
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INTRODUCAO

A conservacdo dos alimentos depende de técnicas que
possibilitem aumentar a vida Gtil dos alimentos, associada a manutengado
das suas caracteristicas sensoriais. O dioxido de carbono (CO2) é um gas
gue vem sendo estudado para utilizacdo em alimentos, em especial em
sistemas com atmosfera modificada, para aumentar a vida util dos
produtos. A atmosfera modificada consiste em introduzir uma mistura de
gases no envase do alimento, sem posterior controle da atmosfera. Para
gue este método de conservagdo seja efetivo, € necessério que o alimento
tenha uma qualidade bacteriologica adequada e controle rigoroso de
temperatura, além da utilizacdo de embalagens de baixa permeabilidade
a0 CO, (LOPEZ-VASQUEZ & VANACLOCHA, 2004; SOCCOL &
OETTERER, 2003). A atmosfera modificada tem efeito em pescado por
inibir as reagdes de oxidacdo e o crescimento bacteriano.

Os gases utilizados em atmosfera modificada sdo CO3, Oz € Na.
O nitrogénio (N2) é um gas inerte e insipido, que apresenta baixa
solubilidade em agua e lipidios, 0 que o torna um gas de preenchimento,
evitando o colapso das embalagens pela absorcdo de CO, e através da
substitui¢do do oxigénio da embalagem, inibindo crescimento microbiano
e 0 rango oxidativo em pescado. A presenca de O, em pequenas
proporcBes favorece o crescimento de bactérias aerdbias e inibe o
desenvolvimento de bactérias anaerdbias restritas (SCHIRMER &
LANGSRUD, 2010; KERRY, O’GRADY & HOGAN, 2006; PATSIAS
et al., 2006; SOCCOL & OETTERER, 2003).

O dioxido de carbono (CO3) é o gas com fungdo mais importante
em sistemas de atmosfera modificada, por seu efeito bacteriostatico e ndo
toxico. As concentracfes de CO- interferem na respiracdo microbiana,
através da sua dissolu¢cdo nos alimentos, modificando o pH. O
desempenho do CO; como inibidor de crescimento microbiano é
aumentado quando ocorre aumento da solubilidade do COq,
provavelmente por ser aplicado na faixa de baixas temperaturas
(SIMPSON, ACEVEDO & ALMONACID, 2009; SIVERTSVIK et al.,
2002).

O alcance do aumento da vida Util vai depender da matéria-prima
e também do conteldo de gordura, a populacdo microbiana inicial, a
mistura de gas, a relacdo gas/volume do produto e da temperatura de
armazenamento (SIVERTSVIK et al., 2002).



A eficiéncia da embalagem sob atmosfera modificada pode ser
aumentada em produtos que nao respiram, em especial os frutos do mar,
adotando-se uma relagdo gas/produto (g/p) adequada, expressa em base
massica, para garantir a disponibilidade do CO, como bacteriostatico e
para evitar o colapso da embalagem. Para frutos do mar, recomenda-se
uma relagdo g/p de 2:1 a 3:1 (SIVERTSVIK & BIRKELAND, 2006).
Porém, para a industria, o volume ocupado pelas embalagens é um fator
importante para sua comercializagdo e armazenamento, de forma que a
adocao de relagdes g/p reduzidas soluciona o problema.

Sivertsvik et al. (2003) propuseram um método para reduzir o
tamanho da embalagem necessaria para o acondicionamento, que consiste
na dissolu¢cdo do CO, no produto antes do envase, utilizando como
ferramenta a influéncia da temperatura (baseada no comportamento
previsto pela Lei de Henry), sobre a quantidade de gas dissolvido no
produto, onde sabe-se que a solubilidade do CO; aumenta a baixas
temperaturas e com aumento da pressao total e parcial do gas, realizando
uma dissolugdo prévia do CO; puro no alimento em uma quantidade
suficiente, durante o periodo de 1-2 h (SIVERTSVIK et al., 2004). Esse
método de pré-solubilizacdo do CO; é conhecido como SGS (Soluble Gas
Stabilization), com potencial de impedir o colapso das embalagens,
mesmo com baixas relagdes g/p em relacdo ao envase sob atmosfera
modificada tradicional (ROTABAKK et al., 2008a, 2008b;
SIVERTSVIK & BIKERLAND, 2006; SIVERTSVIK et al., 2004).

O tratamento SGS tem apresentado resultados promissores em
diversos alimentos, como peito de frango, camardo, queijo, bacalhau,
entre outros (ROTABAKK et al., 2010, SIVERTSVIK & BIRKELAND,
2006; JAKOBSEN & RISBO, 2009; SIVERTSVIK, 2007). Modelos
matematicos baseados em transferéncia de massa vém sendo
desenvolvidos para aplicacdo em projetos de otimizag&o de processos em
alimentos que ndo respiram, com objetivo de reduzir o tempo e o custo
dos testes de laboratério (SIMPSON & CAREVIC, 2004).

Alguns estudos sugerem a combinacéo de técnicas sinérgicas de
preservacdo para aumentar a inativacdo microbiana e aumentar a vida Util
do produto. A combinacédo da alta presséo e tecnologias de envase ou alta
pressdo com tratamento térmico brando tem aplicacbes praticas na
industria de alimentos (MURCHIE et al., 2005; GARCIA-GONZALEZ
etal., 2007). A combinagao do envase com atmosfera modificada usando
gases pressurizados com processo a alta pressao sob baixas temperaturas
ja foi aplicado em pescado, como salmdo (AMANATIDOU et al., 2000).
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O processamento a alta pressao hidrostatica (APH) é um processo
ndo térmico que tem sido investigado como um método alternativo para
a preservagdo de alimentos, capaz de inativar micro-organismos
patogénicos e deteriorantes, bem como enzimas enddgenas, sob pressdes
acima de 100 MPa, enquanto as propriedades sensoriais e nutricionais sdo
mantidas, prolongando a vida util dos alimentos. A aplicagdo dessa
técnica em frutos do mar tem sido principalmente em ostras, abertura e
desconhe, melhorando a seguranca e a vida Util desse molusco. Esta
técnica também tem sido aplicada em outros tipos de produtos ja
comercializados, como pescado, presunto cozido ou curado, produtos a
base de frutas como guacamole, geleias de frutas e sucos prontos ao
consumo (KOVAC et al., 2010; MURCHIE et al., 2005). Outras
potenciais aplicagfes na industria de frutos do mar sédo a remocéo da carne
da concha de crustaceos como a lagosta, caranguejo e camarao, além da
producdo de surimi e preparo de peixe defumado a frio (TERIO et al.,
2010; AUBOURG et al., 2010).

O uso do processo SGS em alimentos antes do tratamento a alta
pressdo ndo é relatado pela literatura. Na combinagdo entre 0 SGS e 0
processo de alta pressdo acontece a solubilizagdo do CO2 no mexilhédo a
pressdo atmosférica e durante a aplicacdo de alta pressdo, o CO:
solubilizado deve ter sua acdo intensificada pela influéncia da presséo
elevada.

A utilizacdo das técnicas que envolvem o CO,, como a atmosfera
modificada e a pré-solubilizacdo do CO,, combinados com diferentes
processamentos como resfriamento a vacuo e o tratamento a alta presséo
hidrostatica, podem ser aplicadas para agregar valor a um importante
produto oriundo da regido litoranea de Santa Catarina, 0 mexilhdo Perna
perna (Linnaeus, 1758), que é um molusco bivalve, conhecido
internacionalmente como “brown mussel”. O seu cultivo, denominado
mitilicultura, é uma das modalidades mais produtivas que se conhece,
pelo baixo custo de producédo e a facilidade no manejo, além do apelo
nutricional (DIAS et al., 2010). O litoral do Estado de Santa Catarina
apresenta condicdes climaticas e ambientais adequadas para seu cultivo,
0 que resulta em uma atividade econdmica em expansdo, que se iniciou
na década de 80 e ganhou destaque no cendrio nacional, consolidando-se
como maior produtor desse molusco no Brasil, com producédo superior a
15.000 t/ano. Nesse sentido, ha interesse em melhorar toda a cadeia de
producdo, desde o monitoramento da qualidade do ambiente marinho no
cultivo até a conservacdo do produto final (MARQUES et al., 1998;
RESGALLA JR et al., 2007; SAENZ et al., 2010; SILVA et al., 2010).



O processamento de mexilhdo no Brasil é recente e esta em fase
de desenvolvimento, de forma que apresenta limitacGes, como a vida Gtil
reduzida e o risco microbiol6gico associado a comercializagdo do produto
in natura, pelo hébito da populacdo de consumir esse produto
insuficientemente cozido, o que traz a necessidade de controle e
aprimoramento de processos (CORDEIRO et al., 2007; WOOD, 1996).

O contetdo elevado de agua e a microbiota nativa presentes no
mexilhdo Perna perna tornam o produto altamente perecivel necessitando
de mecanismos que reduzam a carga microbiana natural, bem como evitar
o0 desenvolvimento da microbiota que sobrevive ao tratamento térmico e
aumento da vida util do produto processado (LIMA et al., 2013). Uma
alternativa para aumentar a vida Util de mexilhdes é o uso de atmosfera
modificada, com énfase na utilizacdo das propriedades bacteriostaticas do
CO; e seu potencial em solubilizar no conteido aquoso e nos lipidios dos
alimentos que néo respiram.

A conservacdo de mexilhdes in natura através do uso de
atmosfera modificada combinada com a refrigeragdo do produto vem
sendo estudada (PASTORIZA et al., 2004; GOULAS et al., 2005;
CAGLAK et al., 2008). Porém, as informagdes sdo muito limitadas
guando se trata da atuacdo do gas no produto cozido, bem como a
utilizacdo de vécuo e de alta pressdo hidrostatica (APH) como processos
combinados com a aplicacdo de CO, em mexilhdes. Os processos em
estudo podem contribuir significativamente para melhorar a qualidade de
mexilhGes e consequentemente aumentar sua vida Util, abrindo
possibilidades a novas formas de comercializagdo no mercado nacional e
para exportacéo.

Diante do exposto, o0 objetivo da tese foi investigar a eficacia de
diferentes processos no aumento da vida Util do mexilhfes cozidos e
desconchados.



OBJETIVOS

Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo geral investigar a eficacia de diferentes
processos, utilizando o CO2 como meio, no aumento da vida atil do
mexilhdes cozidos e desconchados.

Objetivos Especificos

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Aplicar o sistema de cozimento e resfriamento a vacuo para o
mexilhdo Perna perna desconchado como alternativa ao
processo convencional;

Aplicar dioxido de carbono em mexilhdes a baixas pressdes e
temperaturas e determinar a solubilidade do gas no produto
através do metodo manométrico em aparato experimental;
Estudar o processo de pré-solubilizacdo (SGS) do CO; em
mexilhdo Perna perna e avaliar a influéncia da relacdo
gas/produto, temperatura e pressdo na solubilidade e na taxa de
absorcéo do COy;

Auvaliar a influéncia do CO; nas caracteristicas do mexilhdo
Perna perna através dos parametros fisico-quimicos e
microbioldgicos;

Aplicar o processo de pré-solubilizacdo (SGS) do CO; nos
mexilhes Mytilus edulis em escala ampliada seguido do envase
sob atmosfera modificada e avaliar a vida Gtil do produto quando
comparado as amostras acondicionadas em ar, durante o
armazenamento.

Avaliar a aplicacdo do processo de pré-solubilizacdo (SGS)
combinado com processo a alta pressdo hidrostatica em
mexilhdes;

Verificar a influéncia da alta pressdo na textura e caracteristicas
sensoriais do mexilhdo com e sem aplicacdo da pré-solubilizacdo
de COZ;

Determinar a vida Gtil do produto pré solubilizado com CO;
combinado com processo a alta pressdo através das analises
microbioldgicas e fisico-quimicas associadas a composicdo
gasosa no interior da embalagem, comparando com envase a
VAcuo e com tratamento a alta presséo.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1  Mexilhdo (Perna perna e Mytilus edulis)

Os mexilhdes sdo moluscos bivalves marinhos, classificados
taxonomicamente como parte do filo Mollusca, classe Bivalvia, Subclasse
Pteriomorphia, ordem Mytiloida e familia Mytilidae (MARQUES, 1998).
Os géneros mais comuns sdo o Mytilus, Perna e Mytella. Esses tipos de
moluscos vivem fixos aos costdes rochosos, na regido de variacdo de
marés e inicio do infralitoral (FERREIRA & MAGALHAES, 1997). No
Brasil, a espécie predominante é a do mexilhdo Perna perna, conhecido
como “brown mussel” e é considerado, do ponto de vista comercial, uma
das espécies mais importantes (TAVARES et al., 1998).

A ocorréncia do mexilhdo na costa brasileira se estende do Espirito
Santo até o Rio Grande do Sul. O mexilhdo da espécie Perna perna é
didico e de agua marinha (TAVARES et al., 1998). A Tabela 1.1
apresenta as espécies brasileiras de mexilhdo mais comuns:

Tabela 1.1 - Espécies de mexilhdo mais comuns no Brasil.

NOME ESPECIE
mexilh&o, marisco Perna perna
sururu Mytella falcata (=charruana)
mexilh&o da Patagbnia Mytilus edulis platensis
mexilh&o dos tolos Brachidontes solisianus
mexilhdo dos tolos Brachidontes darwinianus (=exustus)

Fonte: Scalice (2003).

Outra espécie com grande valor comercial é o mexilhdo azul
(Mytilus edulis) sendo um bivalve de grande importancia no setor de
frutos do mar europeu. A producdo do mexilhdo na Europa é em torno de
700 a 800.000 t por ano, enquanto as fazendas marinhas norueguesas
produzem em torno de 2000 t por ano em cultivos suspensos, com o
potencial de expanséo através dos anos. O cultivo do mexilhdo azul esta
distribuido nas &guas europeias, se estendendo desde o Mar Branco na
Russia até o sul, como a costa do Atlantico no sul da Franca. A espécie
Mytilus edulis possui capacidade de suportar grandes variacbes de
salinidade, dessecacao, temperatura e tensdo de oxigénio, o que facilita a
sua distribuicdo nos ambientes marinhos. A aclimatacdo da espécie €
ampla, desde locais subtropicais aos habitats congelados com frequéncia.
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A maioria dos mexilhdes cultivados sdo produzidos em menos de 2 anos,
embora possam viver até 18-24 anos (FAO, 2004). A Figura 1.1 apresenta
0 aspecto das espécies de mexilhdo com maior valor comercial, Perna
perna e Mytilus edulis, respectivamente.

Figura 1.1 - Espécies de mexilhdo com grande valor comercial (a) Perna perna
e (b) Mytilus edulis.

(@) (b)
Fonte: Google, (2012).

Os mexilhGes sdo susceptiveis a contaminagdes, por serem
animais que filtram a 4gua e se alimentam de matéria organica e
inorganica, que contém bactérias e virus. Os mexilhdes in natura ttém uma
contagem microbiana alta, o que exige um controle rigido durante o
processamento e manipulacdo (OLIVEIRA et al., 2011; ROBERTSON,
2007; CROCl et al., 2002).

1.1.1  Morfologia do mexilhdo Perna perna e Mytilus edulis

Os mexilhdes cultivados com interesse econémico sao
provenientes de varias espécies, havendo semelhancas e diferencas entre
as mesmas, documentadas por estudos baseados na multiplicidade de
caracteristicas do mexilhdo, como a morfologia, fisiologia e genética
(MOREIRA, 2008). O posicionamento do género Perna dentro da familia
Mytilidae é confuso, porém é representado por trés espécies com
distribuicdo geogréfica: P. canaliculus (Gmelin, 1791) restrito a Nova
Zelandia, P. viridis (Linné, 1758) do Indo-Pacifico, e P. perna que é
amplamente distribuida ao longo das costas da Africa e da costa atlantica
da América do Sul (NARCHI & BUENO, 1997). Essa complexidade
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também se aplica a espécie Mytilus edulis, em relacdo a identificacdo de
suas caracteristicas, devido a sua capacidade de hibridizar em zonas de
contato secundario com outras espécies, como M. galloprovincialis e M.
trossulus, 0 que traz questionamento quanto a validade da situacdo
taxonémica deste molusco (GROENENBERG et al., 2011).

Os moluscos desenvolvem exoesqueleto rigido em forma de
concha para se proteger de predadores e suportar a pressao hidrica do
meio aquético em que habitam. A formagao das conchas é resultante da
deposicdo continua de uma substancia produzida pelo préprio molusco, o
nacar, a partir da superficie interna da concha onde se desenvolve,
proporcionando um mecanismo de defesa contra parasitas e uma forma
de manter a area lisa e livre de corpos estranhos como grdos de areia
(SILVA et al., 2010).

O mexilhdo apresenta duas conchas, que sdo unidas por um
musculo adutor (responsavel pelo controle da abertura e fechamento das
valvas) para realizar sua alimentacdo e respiracdo (LUDORFF &
MEYER, 1973). A concha dos mitilideos é equivalva e inequilateral, com
umbos proségiros proximos a extremidade anterior. A tendéncia que a
concavidade da borda ventral das valvas tem em ser maior nos animais
gue vivem em costdes expostos do que naqueles de costdes protegidos,
em que a borda ventral é mais convexa foram documentados nos
mexilhGes Perna perna e Mytilus edulis (NARCHI & BUENO, 1997). As
caracteristicas visuais da concha evidenciam a coloracao violeta mesclada
com purpura e agata e tons de castanho para o género Perna, enquanto
em Mytilus edulis observa-se o formato triangular no contorno; cor roxa,
azul, marrom e ocasionalmente possui cor marrom escura destacada com
inscrigdes radiais roxas (NARCHI & BUENO, 1997; FAO, 2006). Essas
duas espécies possuem diferencas no tamanho da concha (média entre 3
a 5 cm para Mytilus edulis e 5 a 8 cm para a espécie Perna perna). Na
parte interna estd localizada o umbo, que é o extremo pontiagudo da
concha e a face interna € de cor violacea e de aspecto nacarado, onde se
distinguem os pontos de insercdo de diferentes misculos (MOREIRA,
2008). Ainda na face interna, sdo percebidas diferencas entre essas duas
espécies, cuja valva de Perna perna ndo existe a cicatriz do muasculo
adutor anterior, e esta auséncia é uma das caracteristicas que distinguem
0 género Perna do Mytilus, que a possui. Todos os outros misculos que
se inserem nas valvas de Perna perna apresentam-se de forma a marcar
dois grupos distintos de cicatrizes. Em Mytilus formam uma Unica cicatriz
(NARCHI & BUENO, 1997).
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A regido encefdlica e olhos sdo ausentes nos moluscos
(LUDORFF & MEYER, 1973). O manto, as laminas branquiais, o pé e
0 bisso séo as principais estruturas que compdem a anatomia interna do
mexilhdo. O manto é composto por laminas epiteliais que formam as
cavidades do animal, e servem como abrigo aos outros 0rgaos,
encobrindo-os. As laminas branquiais efetuam a respiragdo, com a
absorcdo de oxigénio e selecdo das particulas alimentares a serem
absorvidas. O pé é usado para a locomocédo do mexilhdo quando ocorre 0
desprendimento do animal do substrato (MARQUES, 1998). A funcdo de
possibilitar a fixacdo do mesmao as superficies é desempenhada pelo bisso,
cuja estrutura forma-se a partir de uma substancia protéica secretada por
um conjunto de glandulas no interior do pé do mexilhdo, que entra em
contato com um produto de glandulas, o fenol e a propria dgua do mar, e
é polimerizado. Essa estrutura no inicio é filamentosa, como algas, para
entdo ocorrer uma fixacdo secundéria a um substrato rigido (FERREIRA
& MAGALHAES, 1997). Existem diferencas nas caracteristicas do bisso
entre as espécies, onde o0 Perna perna possui maior resisténcia no bisso e
exige a soltura manual dos mexilhdes, enquanto Mytilus edulis possui
facilidade em se desprender do meio onde estdo fixados. Essa diferenca
esta relacionada com a auséncia do misculo adutor anterior em Perna
perna, decorrente do ligamento bissal mais firme, embora a musculatura
em todos os mitilideos siga um mesmo padrdo estrutural (NARCHI &
BUENO, 1997; SCALICE, 2003). A Figura 1.2 mostra a anatomia interna
e externa do mexilhdo, enquanto a Figura 1.3 mostra a anatomia do
mexilhdo Mytilus edulis.

Figura 1.2 - Anatomia externa e interna do mexilhdo Perna perna.

Regido Dorsal

Fonte: Ferreira; Magalhées (1997).
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Figura 1.3 - Anatomia do mexilhdo Mytilus edulis.

Musculo Adutor
Anterior Pe

; ranqui
Bisso Branqulas

Musculo Adutor

Posterior
Bordo do Manto

Glandula Digestiva

Boca

Palpos Labiais

Estémago
Intestino Glandula Digestiva

. Saco do Estilete
Coragao
Cristalino

Fonte: MOREIRA (2008).

O mexilhdo possui sexos separados, sendo classificado como
didico. A sua reproducdo ocorre por fecundacdo em ambiente aquatico,
dos gametas masculino e feminino. Toda a area do manto pode formar
gametas, 0 que contribui no peso da porcdo comestivel. As glandulas
sexuais ou foliculos estdo distribuidos no manto, que abrigam os 6vulos
e 0s espermatozdides produzidos pelas gbnadas. Os gametas conferem ao
manto uma coloracgdo caracteristica, sendo branco-leitoso nos machos e
laranja-salmdo nas fémeas. A reproducdo dos mexilhdes acontece
praticamente durante o ano todo, com algumas variagdes, que sdo
associadas a fisiologia dos organismos, determinando a formagdo ou
liberacdo de material reprodutivo. Os mexilhdes da espécie Perna perna
iniciam sua maturacdo sexual com dois a trés centimetros de comprimento
(MARENZI & BRANCO, 2006; MARQUES, 1998). Na espécie Mytilus
edulis, a reproducdo é considerada sazonal, onde a liberacdo dos gametas
pelos mexilhdes ocorre durante a primavera e verdo europeus, como
resultado do estimulo promovido pelo aumento da salinidade e da
temperatura da agua nesta época do ano (MOREIRA, 2008). A cor do
manto nem sempre é um guia confiavel para a identificacdo do género de
Mytilus edulis, porque a cor dos gametas varia do branco até o
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laranja/rosa, além dos casos de hermafroditismo (BEAUMONT,
GJEDREM & MORAN, 2007; MOREIRA, 2008). A Figura 1.4 mostra o
mexilhdo Perna perna macho e fémea, e a Figura 1.5 mostra 0 mexilhao
Mytilus edulis, respectivamente.

Figura 1.4 - Mexilhdo Perna perna macho (branco-Ileitoso) e mexilhdo fémea
(vermelho-alaranjado).

S

Fonte: Grupo de Estudos Pesqueiros UNIVALI —Itajai (2009)

Figura 1.5 - Mexilhdo Mytilus edulis fémea (vermelho-alaranjado) e mexilh&o
macho (branco-leitoso).

S. Macneill

Fonte: Google (2014).

Assim como outros moluscos, o mexilhdo utiliza a filtracdo da
agua como meio de alimentacdo. Esse mecanismo ocorre através do
movimento ciliar de células das branquias, sendo o fitoplancton o
principal constituinte da sua dieta (FERREIRA & MAGALHAES, 1997).
O seu desenvolvimento esta relacionado também a fatores externos que
interferem no seu crescimento, como o0 ambiente de cultivo, a temperatura
e circulacdo da agua e a densidade de animais em uma area fixa, 0 que
influencia na disponibilidade do alimento ao mexilhdo, além da
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concorréncia predatoria e das exigéncias reprodutivas (BOWNES &
MCQUAID, 2010). Um mexilh&o possui tamanho comercial em torno de
5a8cm (TAVARES et al.,1998).

A sazonalidade do mexilhdo foi estudada e comprovada em
diversas pesquisas (MARQUES et al., 1998; RESGALLA JR. etal., 2007,
VERNOCCHI et al., 2007; SOKOLOWSKI et al., 2010). A carne do
mexilhdo passa por variagdo durante o ano devido a composicdo do
fitopléncton, que serve como alimento, na regido de cultivo, o que
proporciona alguma diferenca no tamanho e também nos valores de sua
composicgéo centesimal (TAVARES et al., 1998). O rendimento da carne
para mexilhGes de cultivo é maior do que de estoques naturais, devido ao
fato de que os mexilhdes de cultivo estdo sempre submersos, tendo assim,
sua capacidade de respiracdo e filtragdo potencializadas. Nos estoques
naturais, as variagdes de maré tornam o acesso do mexilh&o aos nutrientes
inconstante (FERREIRA & MAGALHAES, 1997). Assim, 0s animais
passam por auséncia de alimentagdo, com consequente queda no
metabolismo. Isso traz um menor crescimento e rendimento da carne dos
mexilhGes em cultivo (MARQUES, 1998).

1.1.2 Cadeia produtiva e processamento do mexilhdo Perna perna
e Mytilus edulis

Historico e produgdo

A mitilicultura consiste na criacdo de mexilhGes com o objetivo
comercializar o produto in natura ou processado e € uma atividade
existente na Europa desde o século XII, com o desenvolvimento dos
processos de cultivo e industrializacdo ja nos séculos XV e XVI. Na
primeira metade do século XX, ocorreu uma implantagao importante dos
cultivos no mercado devido ao grande aumento no consumo (FERREIRA
& NETO, 2008).

A comercializacdo do mexilhdo Perna perna no Brasil ocorre
principalmente na forma in natura, marinado e congelado, direcionada
para estabelecimentos comerciais como bares e restaurantes locais no
atacado. Algumas empresas ja comercializam mexilhdo marinado e
temperado, ou pré-cozido acondicionado em embalagens flexiveis. Em
outros paises, como os da Europa, a forma de comercializacdo do
mexilhdo Mytilus edulis e Mytilus galloprovincialis é in natura, sem
casca ou como mexilhBes desconchados, refrigerados, embalados em
embalagens flexiveis e defumados (FURLAN et al., 2007; CAGLAK,
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CAKLI & KILINC, 2008). Quanto ao consumo, 0 mexilhdo a vinagrete
corresponde a 20 % dos pratos preparados com esse molusco (FURLAN
et al., 2007).

O cultivo comercial do mexilhdo Perna perna em Santa Catarina
foi promovido por instituicdes publicas, através da participacdo de 6rgaos
de pesquisa como o EPAGRI e de trabalhos de pesquisa desenvolvidos
na Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC (EPAGRI, 2012). O
desenvolvimento dessas pesquisas possibilitou o desenvolvimento da
atividade a nivel familiar, com o objetivo de melhoria da economia local.
A comercializagdo costuma ser feita apenas entre produtores e
restaurantes e peixarias sem um controle de qualidade dos mexilhdes in
natura ou processados (SOUZA et al., 2009).

O cultivo de moluscos bivalves no Estado de Santa Catarina
aumentou com o decorrer do periodo, sendo responsavel por 95% da
producdo nacional. A ostra, 0 mexilhdo e a vieira estdo entre as espécies
em destaque (SOUZA et al., 2009; EPAGRI, 2012). A producéo total de
moluscos comercializados em 2011 por SC (mexilhdes, ostras e vieiras)
foi de 18.253,8 toneladas (t), representando um aumento de 16,75 % em
relacdo a 2010 e representando a maior producdo ja registrada para o
Estado (EPAGRI, 2012).

A comercializagdo de mexilhdes na safra 2011 foi de 15.965 t,
representando um aumento de 16,35 % em relacdo a safra 2010. O
aumento da safra 2010 foi de 12,23%, quando comparado com o valor da
safra 2005, que era a maior até o momento. Houve uma reducdo no
numero de mitilicultores, passando de 624, em 2009, para 588 em 2010,
e 599 em 2011, mesmo com o aumento da producdo. A crescente
demanda nacional pelo produto; a maior disponibilidade de sementes
provenientes de coletores artificiais; o assentamento remoto e extracdo de
bancos naturais; o estabelecimento de uma tabela com precos minimos ja
praticados por alguns produtores; protetoras do mercado, garantindo
maior rentabilidade e as campanhas de incentivo ao consumo de moluscos
inspecionados, estao entre os fatores que contribuiram para o aumento da
producdo de mexilhdo Perna perna em SC (EPAGRI, 2012).

O conjunto desses fatores somados a morfologia da costa
litordnea e a importancia socioecondmica que esta atividade tem
adquirido faz com que os parametros ambientais que regem a producéao
do mexilh&o sejam uma estratégia basica para dar suporte ao ambiente de
cultivo especifico para esse fim (RESGALLA JR et al., 2007).
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O cultivo do mexilhdo Mytilus edulis ndo era realizada com
finalidade comercial até o século XIX, e sua coleta era feita a partir de
leitos selvagens existentes, tendo como objetivo alimentar, utilizar como
isca de peixe e fertilizante. No entanto, as operagdes envolvendo a
aquicultura foram baseadas na necessidade de se estocar alimentos, em
especial o pescado. No século XIlI ja existiam sistemas de engorda de
mexilhdo em estacas na Franga, enquanto os paises do norte da Europa
desenvolveram o cultivo submerso, em parcelas menores. O aluguel de
parcelas de cultivo de mexilhdes no inicio do século XIX resultou da
pesca excessiva de leitos naturais. Na virada da década de 1970, o cultivo
tradicional foi melhorado com novos desenvolvimentos tecnolégicos que
utilizam cultivos suspensos (cordas ou espinheis) (FAO, 2006).

A producdo de Mytilus edulis na Europa se estabilizou em grande
escala em paises tradicionais, como a Francga e a Holanda e a contribuicdo
em termos de tecnologia no momento tem sido de nagfes periféricas
como o Reino Unido, Noruega e Irlanda. O aumento na producéo de
mexilhdo tem sido observado em paises como o Canada e a Irlanda, € a
tendéncia no mercado € a énfase em produtos transformados substituindo
a comercializacdo tradicional do mexilhdo na concha. O comércio
internacional de mexilhGes tem aumentado de forma consistente nos
Gltimos 20 anos, de forma que o mercado de importag&o e exportagao para
0 Mytilus edulis fresco depende da demanda, que é varidvel com o estagio
de desenvolvimento do molusco e da época do ano (FAO, 2006). A Figura
1.6 apresenta a producdo global do mexilhdo Mytilus edulis desde a
década de 50 até o ano de 2010. As fazendas de cultivo na Noruega
produzem em torno de 2000 t por ano em cultivo suspenso, com o
potencial de expansdo todo ano. Para atingir este objetivo, o
desenvolvimento de novos produtos com o aumento da vida Gtil em
relacdo aos produtos frescos tradicionais aumentara a flexibilidade em
relacdo ao transporte e manipulagdo dos produtos (SSB, 2013;
SANDBERG et al., 2007).



18

Figura 1.6 - Producdo global de Mytilus edulis nos dltimos 60 anos.

1330E

2000E
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Fonte: FAO (2006)
Beneficiamento dos mexilhdes Perna perna e Mytilus edulis

Os mexilhGes sdo coletados e transportados ainda vivos, com as
valvas fechadas. O primeiro requisito é a procedéncia de aguas limpas e
que estejam isentos de micro-organismos patogénicos. Quando o0s
moluscos provém de regides arenosas, é recomendavel deixa-los em um
tanque com agua corrente durante o tempo adequado para a remogao do
lodo e faz-se a limpeza externa para a remocdo de algas e sujidades
aderidas (LUDORFF & MEYER, 1973). A qualidade microbiolégica do
mexilhdo in natura é influenciada pela condic&o sanitéria da agua em que
eles se desenvolvem e a contagem microbiolégica do produto é também
influenciada pelas praticas no processamento e armazenamento (WHO,
2009; HUSS, 1997).

O processamento de mexilhGes, de maneira genérica, é composto
das seguintes etapas: recepcao do produto ainda na concha em fardos,
€OCGa0 por vapor ou agua quente, seguindo de choque térmico do produto
em agua fria, e o desconche (de forma manual ou automatica), podendo
ser congelados ou do tipo “pronto para consumo” para entdo serem
embalados (CRUZ & FLETCHER, 2011).

O sistema de beneficiamento sofre alteracdes, podendo ser parcial
ou totalmente automatizado, dependendo do local e do nivel tecnoldgico.
Em paises mais desenvolvidos e com histdrico mais extenso do cultivo e
processamento de mexilhdes, como a Espanha, o processamento é
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realizado de forma padronizada e automatizada.

O mexilhdo Mytilus edulis e Mytilus galloprovincialis,
beneficiados na Espanha tem dois destinos principais: 0 congelamento ou
0 produto na forma enlatada (SCALICE, 2003). As versdes de mexilhdo
congelado, defumado ou em vidro de conservas também sdo produzidas
(FAO, 2001). A descricdo das etapas de processamento referentes as
espécies europeias na forma automatizada € feita a seguir, segundo Barros
et al. (2009):

Operagdes preliminares: os mexilhdes coletados ainda vivos
chegam a indUstria e através de uma correia transportadora e séo
direcionados para a lavagem das conchas por cilindros rotativos, que ao
mesmo tempo em que removem as sujidades, servem para peneirar €
remover os mexilhdes que estdo fora das especificacdes. Os mexilhes
ficam temporariamente armazenados em containers de 1000 kg para a
alimentagcdo das linhas de processo. A seguir, os aglomerados de
mexilhdo sdo encaminhados para uma maquina debulhadeira, para ser
dividido em pedagos. Esse equipamento consiste em um cilindro metalico
com um eixo fixo de pas de metal cortantes que dividem os aglomerados.
Os filamentos do mexilhdo (bisso) sdo removidos por outro equipamento,
cuja eficiéncia varia, dependendo se o bisso permanece junto a concha ou
n&o.

Operac0es de processo: a coc¢do é feita com vapor de agua a
115 °C em um sistema de processamento continuo, semelhante a uma
panela, onde os mexilhdes abrem as conchas devido ao tratamento
térmico. O sistema tem um par de travas que ajusta a entrada-saida de
uma carga de mexilhdes, por meio de valvulas. Apds o cozimento, 0
mexilhdo passa por uma separagao em trés passos:

1) A carne é separada da concha por flotacdo em um banho de
salmoura refrigerado, para reduzir a temperatura da carne apds o
aquecimento, evitando que eles fiqguem quebradicos e/ou degradados. A
seguir, sdo submetidos a uma correia transportadora com agitacdo para
facilitar a retirada de carne que ainda ndo se separou das conchas, para
finalmente passar por uma inspecdo visual e manual para recuperar a
carne remanescente das etapas anteriores.

2) Remocdo adicional do bisso que néo foi retirado ainda da carne
de mexilhdes, por um equipamento provido de uma malha que garante a
fixaclo da carne para remover os filamentos. A carne é classificada pelo
tamanho em diferentes peneiras, da maior para a menor.
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3) No caso do mexilhdo ser direcionado para a linha enlatada, é
realizada uma operacdo de desidratacdo, através de inje¢do de vapor, para
remover a gua contida na carne para evitar dispersdo e langamento da
agua durante a esterilizacao das latas, 0 que poderia causar distor¢fes nos
recipientes.

No Brasil, a automatizagdo das industrias ainda é escassa, pois
depende de investimentos altos e muitas vezes, da importacdo desses
equipamentos especificos. A seguir sdo descritas as etapas da linha semi-
automatizada no pais. A

Figura 1.7 ilustra o fluxograma genérico do processamento do
mexilhdo Perna perna (LIMA, 2010).

As conchas limpas seguem para a coc¢do, onde a carne é extraida
das mesmas em virtude do enfraquecimento do musculo adutor que
mantém a concha fechada. Assim, a temperatura mais alta supera a forca
gue mantém tensos os musculos adutores e as valvas sdo separadas e a
carne pode ser extraida com facilidade. Em alguns casos, a membrana
exterior do manto ou os sifées sdo eliminados, quando 0s moluscos sdo
oriundos de regifes arenosas e estavam enterrados (LUDORFF &
MEYER, 1973). A abertura das valvas ndo significa o término da coccéo,
pois a abertura dos bivalves ocorre em seguida ao contato com o calor, 0
gue ndo € suficiente para a eliminagdo de micro-organismos (WOQOD,
1996).

A coccdo além de extrair a carne dos moluscos, serve como o
tratamento térmico dado ao produto com a finalidade de reduzir a carga
microbiana e inibir o crescimento de bactérias, parasitas e virus
patolégicos ao homem. O tempo de exposicdo ao calor imido é variavel
conforme o tamanho, velocidade de penetracdo do calor e condigdes de
aquecimento (CAVALHEIRO, 2011; ANTONIOLLI, 1999).

Conforme Silva Janior (1995), a temperatura ideal no interior do
alimento durante a coc¢do é de 74 °C por 5 minutos ou 65 °C por 10
minutos, considerando as condigdes mais criticas de contaminacéo, desde
a recepcdo até o consumo.

Os mexilhGes cozidos e desconchados sdo submetidos ao
resfriamento, para reduzir a velocidade das transformac@es microbianas e
bioguimicas, prolongando sua vida util. As pequenas unidades produtoras
normalmente utilizam a aspersdo ou imersdo do produto em agua gelada.
As desvantagens dessa pratica sdo o consumo elevado de &gua no
processo e o risco de contaminagdo microbioldgica pela agua de
resfriamento ou gelo. A carne é direcionada para o desconche manual,
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com separacdo da carne e direcionamento desta para um novo
resfriamento imerso em agua. A carne pode ter diferentes destinos, como
a fabricacdo de conservas (enlatamento em salmoura), ou ser resfriada
e/ou congelada, sendo direcionadas para o envase e comercializagdo
(HUBER, 2004).

Figura 1.7 - Processamento genérico de mexilhdes.
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Lima (2010) descreveu os procedimentos utilizados para o
processamento do mexilhdo Perna perna em uma inddstria da grande
Floriandpolis, que adotava procedimentos de lavagem das conchas em
tanque com agua salgada para remover sujidades e utilizava um rolo
mecanizado desenvolvido pela prépria empresa para selecdo do tamanho.
As conchas selecionadas seguem para a parte interna da industria, através
de uma esteira, onde séo acondicionadas em caixas plasticas previamente
higienizadas para o processo de cozimento, com vapor a temperatura de
100 °C durante 5 minutos. O produto cozido é imerso em um tanque para
resfriamento, contendo agua e gelo durante alguns minutos, apds sdo
drenados e descascados manualmente. Os mexilhdes descascados séo
colocados em recipientes do tipo peneira, em ago inox, para remog¢do do
excesso de agua e posteriormente sdo acondicionados em caixas plasticas.
Os mexilhBes acondicionados nas caixas sdo pesados e imersos em tanque
com agua e gelo, para manutengdo da temperatura. Ap6s a imersdo, o
produto é disposto em uma mesa para sele¢do manual, onde sdo
descartados os mexilhGes de menor tamanho, com coloracdo diferente do
padrdo ou fisicamente danificados. Por fim, sdo embalados e refrigerados
a 3 °C para comercializacéo.

A refrigeragdo aplicada a conservagao de frutos do mar é essencial,
visto que evita o crescimento de diversos grupos de micro-organismos,
como os termofilos (35 °C a 55 °C) e mesofilos (10 °C a 40 °C). O grupo
capaz de interferir nos alimentos sob refrigeracdo séo os psicrotréficos (-
5°C a 15 °C). O uso de temperaturas mais baixas de refrigeracdo (abaixo
de 5°C) retarda a alteracdo microbiana e evita o crescimento de patdgenos
(FELLOWS, 1994). Dependendo do processo de manipulacéo, a vida Util
de mexilhdes refrigerados crus é de 6 a 7 dias (CAGLAK, CAKLI &
KILINC, 2008).

1.1.3  Caracteristicas fisico-quimicas

Os mexilhdes possuem um valor nutricional excelente, o que torna
0 produto uma 6tima alternativa para o0 consumo humano. O mexilhdo é
rico em minerais, como selénio, calcio, ferro, magnésio, fésforo e
vitaminas A, B1, B2, B6, B12 e C. O conteudo lipidico dos mexilhdes &
rico em acidos graxos poliinsaturados, correspondente a 37-48 % dos
lipideos totais. O que contribui para que este produto seja considerado
saudavel sdo as proporcdes das gorduras saturadas, monosaturadas e
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poliinsaturadas (ORBAN et al., 2002; CAGLAK, CAKLI & KILINC,
2008).

O mexilhdo € um produto que apresenta uma variacao sazonal no
que se refere a composicao de sua carne. O valor calérico do mexilhdo é
comparado ao de peixes magros, sendo de 80 kcal/100 g. Os mexilhdes
estdo incluidos no grupo do pescado que apresenta baixo valor calérico,
além de baixos teores de lipideos e proteinas. Em compensacdo, apresenta
um teor elevado de glicogénio (CORDEIRO, 2005).

A agua é o componente existente em maior proporcao na carne de
pescado e de moluscos, com valores em torno de 75 a 80 %. Os teores de
agua elevados potencializam a agdo de agentes de deterioracdo e por isso
a quantidade da 4gua deve ser reduzida, como maneira de contribuir para
sua conservacado. O carboidrato presente no mexilhao é o glicogénio, que
varia de 1 a 7 % de sua composicao. O valor proteico médio de mariscos
é de 13 % (CORDEIRO et al., 2007). O teor de cinzas em mexilhdo é de
1a2% (KAI & RUIVO, 1988).

A Tabela 1.2 apresenta a composi¢do centesimal do mexilhéo,
determinada por Lima (2010).

O pH do mexilhdo é semelhante aos demais produtos de pescado,
com valores em torno de 5 a 7, e por isso, classificado como um produto
de baixa acidez. Os mexilhdes ndo sdo contemplados especificamente
pelo Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem Animal — (RIISPOA) quanto aos valores de pH, mas aplicam-se
os limites estipulados para pescado, cujo valor para carne externa é de 6,8
e para a interna, inferior a 6,5. Os dados de pH néo sdo suficientes para
determinar o frescor, de forma que outras analises complementam as
condigdes fisico-quimicas do produto (FURLAN et al., 2007). O pH do
mexilhdo pode variar de acordo com as condi¢des de armazenamento. A
realizacdo de estudos especificos para o pH dos moluscos bivalves é
essencial, pois os valores de referéncia até entdo utilizados sdo para
pescado, e os mexilhGes possuem composi¢do centesimal diversificada, o
que pode acarretar decomposicao e alteragdo do pH de forma diferente do
pescado (GALVAO et al., 2006).
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Tabela 1.2 - Composicéao centesimal da carne de mexilhdo Perna perna cozido
e resfriado.

Componente Valor
Umidade (g) 100 g 76,4£0,2
Proteinas (g) 100 g 14,0£0,1

Carboidratos (Fracdo NIFEXT) 53+0,3
Lipidios (g) 100 g 22+0,1
Cinzas (g) 100 g 2,1+£0,2

*Qs valores percentuais dos componentes representam o valor médio + desvio
padrdo de determinacBes em triplicata.
Fonte: Lima (2010)

A atividade de agua tem sido um parametro importante para
garantir a estabilidade de alimentos e controlar o crescimento de micro-
organismos deterioradores e causadores de intoxicacdo e infeccdo
alimentar. O controle da &gua livre nos alimentos visa tornar o alimento
estavel perante a deterioracdo microbiana, de forma que os micro-
organismos sao dependentes da dgua para seu desenvolvimento. O valor
alto de atividade de agua (aw > 0,95) do mexilhdo o torna um substrato
ideal para os micro-organismos, combinados com a presenga de
aminodcidos livres, dos niveis de glicogénio e pH alto (6,7 a 7,1)
(CAGLAK, CAKLI & KILINC, 2008).

A capacidade de retencdo de agua (CRA) é definida como a
aptidao da carne em reter de forma total ou parcial a sua prdpria agua, ou
a agua que for adicionada ao produto durante 0 seu processamento
(ORDONEZ et al., 2005; MCMILLIN, 2008). Esta relacionada com os
mecanismos de perda ou ganho de agua nos produtos. Esse parametro
pode auxiliar no perfil de exsudacdo do mexilhdo, no sentido de avaliar
sob quais condicdes o produto pode perder agua e comprometer a sua
gualidade. Esta propriedade influencia diretamente na cor, textura,
firmeza, maciez e na suculéncia da carne e no desenvolvimento e na
apreciacdo das caracteristicas sensoriais, no valor nutritivo, no valor
comercial e na atitude tecnoldgica da carne (ORDONEZ et al., 2005).

A CRA esta diretamente relacionada com a suculéncia do
produto, que pode ser modificada para maior ou menor grau, de acordo
com as operacdes envolvidas nas diferentes formas de processar a carne.
A maior retencdo de agua é favordvel em produtos de pescado, por
resultar em melhores caracteristicas de textura, suculéncia, cor e sabor
(TEIXEIRA & BEIRAO, 1999).
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Pulgar et al. (2012) explicam o mecanismo de perda de 4gua em
carne suina, associando a perda de dgua na carne pela coccdo por trés
processos principais, onde a dgua pode ser evaporada devido ao aumento
da temperatura e/ou redugdo da pressdo, seguido do encolhimento das
proteinas miofibrilares a altas temperaturas, com uma diminuicéo paralela
no volume interfibrilar, o que reduz a capacidade da miofibrila para
retencdo da agua. Assim, uma parte da agua retida por capilaridade é
perdida durante o cozimento.

O mexilhdo tem a sua perda de 4gua no armazenamento vinculada
a degradacdo da estrutura muscular, causada pela combinacdo das
enzimas proteinases enddgenas do molusco com a atividade microbiana,
gue acarreta a secrecdo de uma gama de enzimas hidroliticas, em especial
proteinases. Além disso, o alto contelido de glicogénio e o contetdo livre
de aminodcidos da carne do mexilhdo sdo fontes utilizadas para o
crescimento microbiano e encurtam a vida Util do produto fresco
(MASNIYOM, BENJAMA & MANEESRI, 2011). Portanto, em virtude
da perecibilidade do produto, prolongar a vida util tem sido o objetivo de
diversos estudos com mexilhdo (LIMA, 2010).

Os pigmentos que compdem a cor final do mexilhdo também sao
dependentes da sua fase gametogénica. A presenca de alguns pigmentos
nos mexilhdes é conhecida ha mais de cem anos, como a clorofila, que
pode existir nos 6rgaos, visceras e gbnadas de bivalves (LOUDA et al.,
2008). Os carotendides sdo pigmentos que prevalecem nas fémeas, por
isso a diferenca de coloragdo em relagdo aos machos. A cor desses
moluscos acaba sendo influenciada pelo seu metabolismo, seja para a
reproducdo (gametogénese) ou, apds sua morte, por reacdes deteriorantes,
decorrentes de agdo microbiana (MARQUES, 1998).

A textura em mexilhdes é uma propriedade importante para
aceitacdo do produto pelo consumidor, embora hajam poucos estudos
publicados sobre o assunto. No caso do mexilhdo Perna perna, a textura
da carne in natura apresenta-se como mole e aderida as paredes internas
das valvas. Apds o cozimento, que tem por consequéncia a abertura das
valvas e desprendimento da carne das paredes, a textura do mexilhdo
torna-se endurecida. A quantidade de agua presente no mexilh&o é outro
fator que determina a textura, em especial na dureza do produto.

A avaliacdo instrumental da textura é aplicada a diversos
alimentos, e na avaliagdo de produtos carneos, Huidobro et al. (2005)
citam que o texturdbmetro é adequado para esta analise, uma vez que esse
dispositivo é capaz de mensurar a resisténcia do tecido ao corte e a
compressdo. A andlise instrumental deve ser baseada na forca de
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cisalhamento, capaz de oferecer uma resposta adequada a caracteristica
do produto, que possui consisténcia elastica e borrachenta. Cavalheiro et
al. (2012) avaliaram a textura de mexilhGes submetidos a diferentes
tratamentos de coccdo combinados com resfriamento a vacuo. Os autores
utilizaram como parametro de resposta a medida de forca de cisalhamento
por uma célula de cisalhamento de Kramer (Kramer shearcell — KSC),
um conjunto de 05 ou 10 laminas que se move verticalmente por fendas
de um suporte onde a amostra é colocada, e acoplada ao sistema
(Texturbmetro TAXT2). Essa probe é recomendada para produtos cuja
configuracdo ou estrutura é variavel, com perfil heterogéneo.

A textura dos mexilhdes pode ser afetada por outros fatores, como
0 cozimento e o pH. Segundo Westphalen (2005), existe relagéo entre pH
e a textura do produto, devido ao processo de gelatinizacdo das proteinas
miofibrilares, o que influencia de forma direta a textura de produtos
carneos cozidos. A estabilidade e desnaturacdo das proteinas podem ser
afetadas pela concentracdo de sal, o que acarreta alteracbes nas
caracteristicas fisico-quimicas do produto (THORARINSDOTTIR et al.,
2002).

1.2 Conservagao do mexilh&o

A qualidade dos moluscos bivalves depende do perfil
microbioldgico apresentado pelo produto ao longo da cadeia produtiva,
desde o cultivo destes para processamento, até a comercializacdo do
produto final. Desta forma, a qualidade global de mexilhGes resulta de
fatores biologicos (contagem microbiana, a auséncia de micro-
organismos patogénicos e virus, a auséncia de toxinas de algas, a auséncia
dos parasitas), quimicos e das caracteristicas sensoriais, que envolve
desde o0 aspecto da casca até o produto final, que consiste no rendimento
da carne, sua aparéncia e sabor tipicos, além da auséncia de componentes
indesejaveis, como sujidades ou alteragdes em virtude de parasitismo ou
ma conservacdo do produto (VERNOCCHI et al., 2007).

O mexilhdo deve ter caracteristicas sensoriais e microbioldgicas
adequadas para consumo durante 0 seu prazo de validade. A contagem
microbiana inicial elevada do mexilhdo in natura é o primeiro obstaculo,
pois as &guas estuarinas do litoral brasileiro tém contaminacdo
microbiana muito alta, principalmente por patégenos, e sabe-se que a
condicdo sanitaria da dgua de cultivo é um fator decisivo na qualidade do
produto cru (FREITAS et al., 2006).
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No Brasil, a eliminacdo da microbiota inicial do produto é
dificultada, devido a auséncia de tecnologia adequada das empresas
processadoras de frutos do mar para tratar oS seus produtos.
Adicionalmente, as pessoas envolvidas na manipulagdo de frutos do mar
sdo, em geral, da comunidade local, sem habilidade técnica para este
trabalho. A consequéncia é um processo praticamente manual e com
deficiéncias, que refletem na vida Gtil do produto, que acaba sendo
reduzida. Em uma industria da grande Floriandpolis, amostras de
mexilhao cozido e resfriado apresentaram vida Util reduzida (12 dias) em
relagdo ao referenciado na embalagem (20 dias) devido a presenca de
Vibrio sp. e as contagens elevadas de psicréfilos e psicrotroficos, que
levam & deterioracdo do produto. Neste estudo, constatou-se
recontamina¢do microbiana no processo, envase inadequado por
atmosfera modificada, o que comprometeu a fungdo da mistura gasosa,
além de problemas com a aplicacdo das Boas Préticas de Fabricacdo
(LIMA, 2010).

As operacdes de resfriamento e lavagem em pequenas inddstrias
envolvem o uso de um sistema estagnado, no entanto a contaminagdo
cruzada pode levar a um aumento do nivel de contaminacdo do produto
durante o processamento (RODRIGO et al., 2005).

A exsudacao ou perda de 4gua é uma caracteristica existente em
produtos carneos, e pode variar conforme o tipo de produto. No caso do
mexilhdo, o conteldo majoritario é a agua, que em conjunto com
caracteristicas de perecibilidade e elevada atividade de agua (Aw),
propicia que o produto sofra exsudacdo da &gua para o interior de
embalagens, conforme foi observado por Lima (2010), o que pode
promover deterioracdo mais acelerada e a rejeicdo do produto pelo
consumidor devido ao conteldo de agua acumulado dentro das
embalagens (MCMILLIN, 2008). Em outros produtos carneos,
comercializados em bandejas, as almofadas com acéo absorvente s&o
comumente utilizadas para combater os problemas de exsudacdo
(KERRY, O’GRADY & HOGAN, 2006).

As folhas ou almofadas absorventes sdo produzidas por muitas
empresas, como a Cryovac® e Dri-Loc® (Sealed Air Corporation, EUA),
Thermarite® e Peaksorb (Australia), Toppane (Japdo) e Fresh-R-Pax®
(Maxwell Chase Technologies, LLC, EUA) para o controle liquido em
alimentos com elevada atividade de agua, como carne bovina e suina.
Estes sistemas consistem em um polimero super absorvente localizado
entre duas camadas de um polimero micro poroso ou nao-tecido. Tais
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folhas sdo usadas como almofadas absorventes colocadas em frangos
inteiros ou em pedacos (SUPPAKUL et al., 2003).

Nas redes de supermercado brasileiras, observa-se que estas
almofadas ficam no fundo das bandejas de isopor, e ndo sdo visiveis ao
consumidor. No caso de embalagens flexiveis com o mexilhdo cozido, a
presenca das almofadas comprometeria a aparéncia e ndo garantiria uma
absorcdo homogénea da umidade dentro da embalagem, por isso a
necessidade de se ter um produto final com menos exsudado.

1.3 Grupos alvo de micro-organismos em mexilhdes

Os frutos do mar, como os mexilhdes, possuem caracteristicas
microbioldgicas de acordo com o seu habitat, bem como de acordo com
as condi¢des da dgua em que se desenvolvem. Os mexilhfes podem filtrar
até 30 L de agua do mar por dia, constituida de matéria organica e
inorganica necessaria para sua alimentacéo, e as particulas retidas na sua
estrutura podem conter bactérias e virus (GUILLON-COTTARD et al.,
1998). Os moluscos, quando consumidos crus podem ser responsaveis por
surtos de febre tifoide, hepatite e outras gastroenterites (OLIVEIRA et al.,
2011).

O marisco fresco é caracterizado por uma vida Util relativamente
curta, inferior a 7 dias e geralmente estdo contaminados por bactérias
aerdbias Gram-negativas (EMBORG et al., 2002).

Os micro-organismos presentes na microbiota do mexilhdo séo os
deteriorantes e os patogénicos. Os micro-organismos deteriorantes séo
aqueles que causam deterioracdo no produto em virtude do seu
metabolismo e possuem capacidade proteolitica, pectinolitica e lipolitica
(KAI & RUIVO, 1988). A deterioragdo microbiana durante a distribuigdo
e armazenamento dos alimentos é causada apenas por uma pequena fragéo
de micro-organismos enguanto que nas etapas de coleta, processamento e
manipulagdo a contaminagdo é maior e mais ampla (HUIS IN’T VELD,
1996).

Embora o consumo de frutos do mar ndo seja em grande proporcao
guando comparado aos demais produtos carneos, estes produtos sdo
responsaveis por uma série de surtos causados por bactérias patogénicas,
algas marinhas toxicas ou virus, em paises como os EUA. Isso se deve ao
acumulo de agentes patogénicos no produto durante a sua alimentagdo. A
vigilancia aponta gastroenterites, hepatites e diarreia como doengas
transmitidas por frutos do mar, devido a presenca de algumas espécies de
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Vibrio sp. (V. parahaemolyticus, V. vulnificus, e V. cholerae), que
representam maior risco quando consumidos crus (HUSS, 2000).

As culturas microbianas presentes no mexilhdo sdo mistas, e a
predominéncia de um grupo ou outro depende das condicGes do alimento,
como combinacdo de pH, temperatura e condi¢cdes de atmosfera. Assim,
as bactérias deteriorantes e/ou patogénicas que se desenvolvem dentro da
faixa de pH tipico do produto (6,5), em alguns casos, combinado com um
meio mais acido (com a presenca de CO) pode proporcionar condigdes
ideais para que outro grupo venha a se desenvolver no armazenamento,
como as bactérias acido-lacticas. A presenca deste grupo de micro-
organismos origina-se do préprio alimento, e em condicGes favoraveis
ocorre 0 seu crescimento. Assim o meio (0 alimento) torna-se mais
seletivo em relagdo ao crescimento de outros micro-organismos, que sao
inibidos devido & producdo de uma ampla gama de metabdlitos
antimicrobianos, tais como acidos organicos, peréxido de hidrogénio,
diacetil e bacteriocinas (MATAMOROS et al., 2009; GRAM &
DALGAARD, 2000).

Alguns micro-organismos patogénicos entéricos, como a Shigella
spp., podem ser veiculadas pelos pescados, além da Yersinia enterocolitica,
Campylobacter jejuni e Listeria monocytogenes (KAI & RUIVO, 1988).

As bactérias citadas na legislacdo Brasileira (RDC 12/2001, da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA (BRASIL, 2001))
por causar infeccOes alimentares, ligadas ao consumo de produtos de
pescado sdo Salmonella sp, os coliformes termotolerantes a 45 °C, cujo
maior percentual estd ligado a Escherichia coli e ao Vibrio
parahaemolyticus, este Gltimo préprio do ambiente marinho. O limite
maximo permitido de Vibrio parahaemolyticus, é apenas estabelecido para
pratos prontos a base de pescados, em cozinhas, restaurantes e similares,
sendo o limite de 10%/g.

Os seguintes limites sdo previstos para moluscos bivalves, carne de
siri e similares cozidos, temperados e nao industrializados resfriados ou
congelados.

i) Coliformes a 45 °C/g: 5 x 10

ii) Estafilococos coagulase positiva/g: 10°

iii) Salmonella sp./25g: Auséncia.

A Tabela 1.3 apresenta os padrdes microbioldgicos determinados
pela legislagdo Brasileira para moluscos.

O Codex Alimentarius, através da CAC-RCP 52 (2003), determina
gue tanto para a agua de cultivo quanto para os moluscos frescos, um
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indicador de contaminacdo microbiana é necessario, e 0 mais indicado é
a E. coli ou coliformes termotolerantes e coliformes a 35 °C (totais) para
detectar a presenga de contaminacéo fecal.

A Agéncia de Protecdo a Salde - Health Protection Agency (2009)
demonstra como a legislacdo internacional procede em relacéo aos limites
de contagens microbioldgicas para os produtos prontos para consumo
comercializados, expressos em CFU/g:

i) Bacillus cereus: <103

ii) Outros Bacillus spp. Patogénicos (grupo B. subtilis): <103

iii) Clostridium perfringens: <10

iv) Listeria monocytogenes: <10; ndo detectavel em 25 g para
alimentos com potencial de desenvolver o micro-organismo.

v) Staphylococcus aureus e outros estafilococos coagulase-
positivos: <20

vi) Vibrio parahaemolyticus: <20

Os limites de contagem microbianas estabelecidas pela legislagdo
Brasileira diferem da legislacdo Internacional. Segundo Huss (2000) a
Legislacdo espanhola, através do Boletin Oficial del Estado (BOE) — na
Espanha - n°® 308/1993, estabelecem limites microbioldgicos para bivalves
em funcdo dos coliformes fecais de <300/100g; E. coli <230/100g e
auséncia de Salmonella spp em 25 g. As normas da legislacdo Europeia que
controlam a qualidade sanitaria da producdo comercial de moluscos
bivalves, estabelece o padrdo para o produto final de 3 x 102 coliformes
fecais/100 g de bivalves (frescos e liquido intravalvular) para bivalves vivos
comercializados no mercado (CAMPOS & CACHOLA, 2007).



31

Tabela 1.3 Padrfes microbiol6gicos para moluscos, de acordo com a RDC n°12,
de 02 de Janeiro de 2001 (BRASIL, 2001).

Tolerancia para

Salmonella sp/25 g

Aus.

Grupo de alimentos Micro-organismo r ep?'g;gzttgiiva
m M
i H 2 3
Moluscos bivalves in Estafil. Coag. Positivalg 5x 10 10
natura,
resfrjados ou cgngelados, Salmonella sp/25 g
ndo consumido cru. Aus.
10 5x10
Coliformes a 45 °Clg
Moluscos bivalves,
cozidos, temperados e Estafil. Coag. Positiva/g 102 10°
ndo, industrializados
resfriados ou congelados. Salmonella sp/25 g
8 Aus. T
>
gg 10 107
= O
>3 Moluscos secos e ou -
ey (5] o,
2 g salgados. Coliformes a 45 °Clg
S :
3 Semi conservas de Estafil. Coag. Positiva/g 102 5x102
&"3 moluscos mantidas sob
refrigeracéo (marinados, Salmonella sp/25 g
anchovados ou A, —
temperados). '
Pescado defumado, 10 102
moluscos e crustaceos,
refrigerados ou Coliformes a 45 °Clg
congelados. 2 5
Produtos derivados de Estafil. Coag. Positiva/g 10 510
pescado (surimi e
similares), Salmonella sp/25 g A, —
refrigerados ou '
congelados.
10 10°
o4 .
g & Coliformes a 45 °Clg
> S
258
oS8 Estafil. Coag. Positiva/g , 5
SSE A base de carnes, 10 5x10
g Lo pescados e similares crus  Vibrio parahaemolyticus
2 § 38 (quibe cru, carpaccio, (especifico para produtos
= ac f P 3
§ 2 g sushi, sashimi, etc). de a base de pescados) 102 5x10°
S E T
v L v
e
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1.3.1 Contagem total de aer6bios mesdfilos

A contagem padréo em placa ou contagem de aerébios mesdéfilos
em um produto alimenticio reflete a qualidade da matéria-prima, bem
como as condicBes de armazenamento e estocagem, permitindo estimar a
vida Gtil do alimento em questdo (JAY, 2005).

Esse tipo de contagem encontrado é um dos indicadores
microbioldgicos mais comumente utilizados, para descrever se a limpeza,
desinfeccdo e o controle da temperatura durante o tratamento industrial,
transporte e armazenamento foram realizados de forma adequada. Outra
utilidade é a informacgdo obtida a respeito da alteracdo incipiente nos
alimentos, como desvios de temperatura na refrigeracdo ou controle no
descongelamento de alimentos (ICMSF, 1980).

Outro aspecto interessante da contagem total é permitir detectar
a deterioracdo quando ainda ndo é possivel identifica-la por testes
guimicos nem pelas caracteristicas organolépticas do produto. Quando o
alimento apresenta uma microbiota elevada, caracterizada como uma
cultura mista, entre as quais ndo apresenta somente patogénicos, mas
micro-organismos deteriorantes ou inofensivos em relagdo a riscos de
salde e a capacidade de promover formacdo de odores indesejaveis
(MOHAN et al., 2010).

A contagem total de aerébios mesdéfilos em mexilhdes e vieiras
indica a qualidade microbiolégica dos frutos do mar e das aguas
circundantes, bem como a higiene durante a lavagem e processamento.
Um valor elevado de contagem aerdébia que seja maior que 10° ou log 10°
UFC/g, pode indicar um perigo potencial para a saide dos consumidores.
Desta forma, o uso da contagem total em placas aliada a contagem de
psicrotréficos pode ser usado para estimar a vida Gtil microbiana de frutos
do mar, visto que este Ultimo grupo é o principal contribuinte para a
deterioragdo de frutos do mar sob temperaturas de refrigeracdo (KHAN
et al., 2005).

1.3.2  Micro-organismos psicrotroficos e psicrofilos

Os psicrotroficos sdo organismos capazes de crescer em
temperaturas entre 0 °C a 7 °C e produzem coldnias visiveis (ou turbidez)
no periodo de 7 a 10 dias. A amplitude de temperatura dos psicrotréficos
é de -5°C a 40 °C, com a temperatura 6tima acima dos 20 °C (BAPTISTA
& VENANCIO, 2003). Desta forma, os micro-organismos que causam a
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deterioragdo de carnes, aves e vegetais no intervalo de 0 °C a 5 °C
deveriam ser considerados psicrotroficos (JAY, 2005). A contagem
desses micro-organismos avalia 0 grau de deterioracdo de alimentos
refrigerados (FRANCO, 2003).

As espécies e linhagens que podem crescer abaixo de 7 °C sdo
amplamente distribuidas entre os géneros de bactérias Gram-negativas e
menos entre as Gram-positivas. As principais bactérias desses géneros
produzem alteracGes em carne, ovos e outros alimentos conservados em
temperaturas de refrigeragdo. O desenvolvimento das bactérias nas
temperaturas de refrigeradores domésticos (4,4 °C) é lento.

Os psicrotroficos presentes no pescado e frutos do mar sdo
provenientes do ambiente de cultivo, em especial das dguas temperadas.
Entre os psicrotroficos, as Pseudomonas e Shewanella dominam a
microbiota do alimento depois de uma a duas semanas de armazenamento
(SIVERTSVIK et al., 2002).

Os psicrofilos sdo definidos como micro-organismos adaptados
ao frio que se desenvolvem entre 0°C e 20 °C, com temperatura 6tima de
crescimento entre 10 e 15 °C (FRANCO & LANDGRAF, 2005;
FRANCA FILHO et al. 2006). E, possuem uma amplitude de temperatura
de crescimento de -8 °C a 25 °C (BAPTISTA & VENANCIO, 2003).

Os psicréfilos mais conhecidos sdo capazes de se adaptar e se
desenvolver a temperaturas préximas a 0°C, mas tém o seu crescimento
otimo entre 25 e 35°C, 0 que os aproxima dos mesofilos (FRANCA
FILHO et al. 2006).

1.3.3  Vibrio sp.

Vibrio sp. tem seu habitat principal em aguas estuarinas, frutos
do mar e peixes (TYAGI et al., 2009). Normalmente, este patégeno é
eliminado durante o cozimento e sua presenca em alimentos cozidos pode
ser causada por recontaminacao do produto. Para evitar riscos e garantir
a qualidade do produto, é importante implementar Boas Préaticas de
Fabricacdo (BPF), juntamente com o controle de 4gua de processo e dgua
do cultivo.

As diversas espécies de Vibrio sp. estdo distribuidas no ambiente
marinho, e alguns desses micro-organismos sdo patogénicos ao homem.
O género inclui pelo menos 12 espécies patogénicas ao homem, das quais
10 podem transmitir doencas por sua contaminacao em alimentos (LIMA
DOS SANTOS & VIEIRA, 2013). Destas espécies, Vibrio cholerae,
Vibrio parahaemolyticus e Vibrio vulnificus sdo responsaveis pela
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maioria das infeccBes alimentares causadas por este grupo, como surtos
de enterite infecciosa, quando absorvido em grandes numeros. Bactérias
no género Enterococci sdo apontadas como indicadoras mais apropriadas
que Escherichia coli sobre o risco de consumo de mexilhdes com Vibrio
sp. (TYAGI et al., 2009; MARINO et al., 2005).

As espécies V. parahaemolyticus e V. cholerae foram isolados
em casos de gastroenterite causada por alimentos contaminados (ambas
as espécies) e agua contaminada (o ultimo). V. vulnificus é observado
principalmente em infecgfes extra-intestinais (septicemia, feridas, etc.)
septicemia primaria causada por V. vulnificus é geralmente associado com
0 consumo de frutos do mar, especialmente os bivalves crus (LIMA DOS
SANTOS &VIEIRA, 2013).

Vibrio parahaemolyticus é uma bactéria Gram-negativa
halofilica e que se apresenta na forma de bastonetes curtos. E anaerobio
facultativo e seu crescimento ocorre melhor em pH alcalino entre 7,5 e
8,5 e a temperatura 6tima entre 35 e 37 °C, além de se desenvolver em
ambientes com presenca de sal (VIEIRA, 2003). O nome Vibrio
parahaemolyticus significa “Vibrio que dissolve o sangue” e este ndo ¢
isolado na auséncia de NaCl (2 a 3 %) (FORSYTHE, 2002).

Os sintomas comumente descritos e associados com infecgdes
causadas por Vibrio parahaemolyticus sdo: diarreia, nausea, vomito,
cefaleia, febre e calafrios. Os surtos registrados indicam que a causa € o
consumo de alimentos de origem marinha crua ou inadequadamente
cozidos, ou cozidos e recontaminados (LEE et al., 2008). As infec¢des
por esse micro-organismo sdo mais frequentes nos meses de verdo,
periodo com maior distribuicdo quantitativa no ambiente marinho
(ARCHER & MORETTO, 1994).

Uma das espécies mais comuns isoladas a partir de mexilhdo e
agua do mar é o Vibrio alginolyticus, que faz parte do habitat marinho
normal durante periodos quentes e pode atingir concentrag@es suficientes
para causar doencas em seres humanos, como infeccfes, formacgdo de
feridas e otite interna e externa, além de infeccdo gastrointestinal, embora
sua acdo como patdgeno entérico ndo seja clara (RIPABELLI et al.,
2003). A infecglo vinculada ao consumo de frutos do mar nunca foi
relacionada a esse micro-organismo (LHAFI & KUHNE, 2007). A
ocorréncia de Vibrio alginolyticus ndo é significante em espécies
especificas de pescado marinho analisadas como camardes ou moluscos
bivalves (JAKSIC et al., 2002).

O isolamento de qualquer espécie de Vibrio sp. a partir de
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alimentos cozidos indica préaticas de higiene inapropriadas, ja que essa
classe de micro-organismo € rapidamente destruido pelo calor
(FORSYTHE, 2002).

A preocupacdo em eliminar a contaminagdo de alimentos por
Vibrio parahaemolyticus estd no aumento dos casos de infeccdo. No
Brasil, outros estudos j& detectaram esse micro-organismo em amostras
oriundas de ambientes diversos, e por isso, é essencial 0 monitoramento
do ambiente de origem, no pescado e também da incidéncia esse micro-
organismo em exames clinicos, para facilitar o diagndstico e assim obter
dados mais precisos a cerca de contaminacdes alimentares por Vibrio
parahaemolyticus (ROJAS et al., 2011).

1.3.4 Bactérias produtoras de sulfeto de hidrogénio (HS)

As bacterias produtoras de H.S estdo presentes naturalmente em
pescado de agua marinha (salméao, bacalhau) e frutos do mar (camaréo,
caranguejo), cujo nimero muitas vezes esta relacionado com a vida til
desses produtos (HOZBOR et al., 2006). Esse grupo faz parte das
bactérias especificas deteriorantes para os produtos oriundos de aguas
temperadas e tropicais, dispostas na forma fresca e armazenada
aerobicamente sob  refrigeracio (GRAM & HUSS, 1996;
KOUTSOUMANIS & NYCHAS, 1999).

A producdo de H.S por esse grupo de bactérias acarretam
processos de deterioracdo e producdo de pigmentos, descolorindo as
carnes tornando-as esverdeadas, onde H»S reage com a mioglobina para
formar sulfitomioglobina. Esse efeito é observado em produtos carneos
armazenados entre 1-5 °C, sob envase a vicuo ou atmosfera modificada
sem oxigénio e ndo costumam ocorrer em pH abaixo de 6,0 (JAY, 2005).
Odores intensos e desagradaveis também séo produzidos em virtude da
reducdo de N-Oxido de trimetilamina para trimetilamina, além da
producdo de H.S (DALGAARD, 1995). Alguns trabalhos identificaram
como bactérias desse grupo: Pseudomonas mefitica; S. Putrefaciens;
Lactobacillus sake e Shewanela putrefaciens (JAY, 2005; HOZBOR et
al., 2006).

Algumas condigdes sdo capazes de inativar ou inibir o crescimento
das bactérias produtoras de H»S, como o processo de cocgdo em camardo
(SIVERTSVIK & BIRKELAND, 2006); e a presenca de CO; em sistemas
de atmosfera modificada pode inibir fortemente o crescimento de
bactérias especificas deteriorantes desse grupo (como S. Putrefaciens),
porém muitas das misturas gasosas testadas em um estudo com aplicacdo
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de atmosfera modificada em bacalhau ndo inibiu todo o crescimento
(GRAM et al., 1987). Combinacéo de baixo pH com armazenamento a
baixas temperaturas pareceu explicar a auséncia de bactérias produtoras
de H2S em bacalhau envasado com atmosfera modificada (SIVERTSVIK,
2007). Mohan et al. (2010) reduziram o crescimento de bactérias
produtoras de H.S em peixe da familia cavala, utilizando aborvedores de
oxigénio e acetato de sédio como antimicrobiano a 2 °C.

1.4  Acondicionamento sob atmosfera modificada

O aumento da vida Util de alimentos processados através do
controle dos processos deteriorativos é um dos mais importantes objetivos
da indlstria. Para tal, as alteracbes de natureza bioquimica e
microbioldgica devem ser consideradas para a manutencdo da vida Util,
gue é condicionada por oxidacdo decorrentes da temperatura, exposi¢ao
ao oxigénio, luz e crescimento microbiano (LUCIANO et al., 2009).

O processo de embalagem sob atmosfera modificada (MAP) é
um sistema para acondicionamento do alimento através da remocao ou
alteracdo da composicdo normal do ar atmosférico por uma mistura
gasosa adequada capaz de aumentar a sua vida util (SGRHEIM et al.,
1999). A conservacdo de carne fresca oriunda de diferentes matérias-
primas, acondicionada sob atmosfera modificada, apesar de possuir uma
composicdo 6tima para cada produto, necessita de materiais que oferecam
barreira a permeacdo de gases e contra a umidade, a fim de manter
constante a atmosfera no headspace da embalagem (VENTURINI;
CONTRERAS-CASTILLO & FARIA, 2009).

Entre as vantagens do uso da atmosfera modificada nesses
produtos e particularmente em produtos de pescado refrigerado, esta o
aumento da sua vida Util e utilizagdo de embalagens de aparéncia mais
atraente ao consumidor e inodora pelo fato da embalagem transparente
ndo entrar em contato direto com o conteldo e possuir uma manipulacio
e rotulagem facilitadas (CANN, 2001).

Os fendbmenos de transferéncia de massa tipicos em sistema de
embalagens de alimentos sdo a absorcdo, a permeacdo e a difuséo,
conforme mostrados na Figura 1.8. A permeacdo é o fendbmeno de
transferéncia de massa que ocorre quando uma molécula ultrapassa
através de uma membrana de material ou a partir de uma regido de elevada
concentracdo para uma area de baixa concentracdo. A difusdo é o
movimento de moléculas no interior de um material provocada por uma
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diferenca de concentracdo. Absor¢do é a sorcdo das moléculas da
superficie a partir do ambiente para o material. Os coeficientes de
transferéncia de permeacdo, difuséo e absor¢do sdo a permeabilidade (P),
a difusividade (D), e a solubilidade (S), no caso de um gas, ou 0
coeficiente de particdo(K) para um soluto, respectivamente.

Figura 1.8 - Fendmenos de transferéncia de massa e as caracteristicas dos seus
coeficientes.

L »
Permeacio P Permeabilidade
Solubilidade (S) e
Absor¢io —P coeficiente de particdo
(K)
Difusio > Difusividade (D)

Fonte: Adaptado de Han; lon (2005).

Em termos de constituintes, os sistemas de embalagem em
alimentos podem ser representados como um sistema “embalagem-
alimento” ou um sistema “embalagem-headspace-alimento” conforme
mostra a Figura 1.9.
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Figura 1.9 - Sistemas de envase para alimentos e comportamento relativo de
substancias ativas.

EMBALAGEM ALIMENTO

Difuséo
Imobilizagéo
Quimica

EMBALAGEM “HEADSPACEY”

Equilibrio da Equilibrio de

Evaporacéo
porag - i v
sorcao

Difusao quimica

Fonte: Adaptado de Han (2000).

O sistema embalagem-alimento consiste do acondicionamento
de alimentos so6lidos em contato direto com o material da embalagem; ou
ainda liquidos de baixa viscosidade ou alimentos liquidos sem headspace,
embalados individualmente, como “prontos para consumo” ou carnes a
véacuo. Os principais fendmenos de migracao envolvidos neste caso séo a
difusdo entre o material da embalagem e os alimentos, na interface (HAN,
2000).

O outro sistema compreende a interacdo entre embalagem,
headspace e o alimento, que é representado por alimentos acondicionados
em embalagens flexiveis, copos e caixas. Nesse caso, ocorre uma
evaporagdo ou distribuicdo equilibrada de uma substancia entre a
embalagem, o headspace e os alimentos. Substancias volateis ativas
(como os gases) podem ser utilizados, tendo em vista a sua capacidade de
migracao entre esses elementos, ou ainda para manipular as condicoes de
permeabilidade e de reacdo das substdncias com o alimento e a
embalagem, conforme os requisitos de cada produto para sua conservacao
(QUINTAVALLA & VICINI, 2002; HAN, 2000).
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O acondicionamento dos produtos carneos em atmosfera
modificada tem sido realizado em bandejas envoltas por filmes
permedveis ao ar no interior de embalagens tipo “masterpack”, filmes
encolhiveis e com baixa permeabilidade ao O para aplicagdo de vacuo
ou embalagens adequadas para reter 0 CO2 e 0 N2 (MCMILLIN, 2008).

A atmosfera modificada consiste em uma etapa apés a retirada
do ar atmosférico, onde ocorre a injecdo de uma mistura gasosa, composta
por Oz, N2 e CO». O resultado € o aumento significativo da vida util de
produtos frescos e curados, reduzindo perdas por deterioragcdo precoce
(MCMILLIN, 2008).

A atmosfera modificada tem efeito nos produtos de pescado por
inibir as reacBes de oxidagdo e o crescimento bacteriano. O aumento da
vida Gtil vai depender da espécie e também de alguns fatores, como o
conteido de gordura, a populagdo microbiana inicial, a mistura de gas, a
relagdo gas/produto e a temperatura de armazenamento (CAGLAK et al,
2008).

Goulas et al, (2005) determinaram as mudangas
microbioldgicas, bioquimicas e sensoriais de mexilhfes vivos (Mytilus
galloprovincialis) durante armazenamento sobre condicfes aerdbias, a
vacuo e com atmosfera modificada para determinar a vida Util do produto,
com o mesmo tipo de embalagem. Os resultados microbiologicos e fisico-
guimicos indicaram que a atmosfera modificada pode ser usada para
aumentar a vida Util de mexilh®es resfriados com casca, aumentada para
5a6diasa4 °C.

Caglak, Cakli & Kilinc (2008) acondicionaram mexilhdes in
natura sob vacuo e com diferentes proporcdes de gases sob atmosfera
modificada e armazenaram o produto a 2 °C. A qualidade foi avaliada
através das contagens microbiolégicas, analises quimicas e sensoriais.
Obtiveram os melhores resultados para a mistura de (80 % CO./ 20 %
N2), com vida Util de até 8 dias.

Berndrdez & Pastoriza (2011) investigaram a aplicagdo de
atmosfera modificada em mexilhGes vivos (Mytilus galloprovincialis) de
diferentes tamanhos, em diferentes concentra¢bes de oxigénio (20, 75 e
85%) e avaliaram a influéncia da proporcdo gasosa na mortalidade e na
qualidade de produto embalado. Os autores encontraram maior
estabilidade do produto acondicionado em concentragfes mais elevadas
de O e a baixas temperaturas, o que reduz o metabolismo do mexilhdo
vivo.

O envase de produtos carneos pré-cozidos em atmosfera
modificada é comum no oeste da Europa, contudo sdo raros os estudos
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gue mostram como ocorrem 0s mecanismos de solubilidade e de difuséo
de CO2 nos alimentos (SIVERTSVIK & JENSEN, 2005).

Os estudos na preservagao de moluscos cozidos com a atmosfera
modificada ainda séo restritos, em especial com mexilhdes, de forma mais
informacOes sobre 0s mecanismos de atuacdo do CO» sdo necessarios.

1.4.1 Gases utilizados na atmosfera modificada

Os produtos carneos exigem uma embalagem com barreira a
umidade e a permeabilidade de gas para manter as condi¢es constantes
durante o armazenamento. As misturas gasosas normalmente utilizadas
para acondicionar alimentos sob atmosfera modificada s&o compostas por
CO3, Oz e N2, mas outros gases nao toxicos também podem ser usados
(MCMILLIN, 2008).

O didxido de carbono é o gas com maior importancia em sistemas
de atmosfera modificada, uma vez que ndo € téxico e possui efeito
bacteriostatico. Quanto maior a concentragdo de CO», mais baixa é a
respiracdo de micro-organismos e sua velocidade de crescimento. Em
relacdo a acdo bacteriostatica do CO; sobre 0s micro-organismos, esta
ainda nao esta totalmente esclarecida, porém, a teoria amplamente aceita
é de que a dissolucdo do CO, modifica o pH do alimento, o que inibe o
micro-organismo de sua taxa de crescimento 6timo, e com isso, diminui
a frequéncia respiratoria (SIMPSON, ACEVEDO & ALMONACID,
2009).

O oxigénio preserva a cor vermelha em carne e sustenta a
respiracdo dos produtos frescos. Porém, este gas é responséavel pelas
reacOes de oxidacdo dos lipidios, rancidez, perda de gosto e sabor e
descoloracdo de alimentos, além de possibilitar o crescimento de micro-
organismos aerdbios, nos quais grande parte exerce a¢do deteriorante e
em conjunto com outras reacdes quimicas, viabiliza a deterioragdo. A
remocdo do oxigénio do headspace é essencial para manter o produto
fresco por um periodo maior. Por outro lado, deve permanecer na
propor¢do suficiente a fim de evitar o desenvolvimento de micro-
organismos anaerébios (MCMILLIN, 2008; NOVAK et al., 2003).

O nitrogénio é um gas inerte e ndo reativo com pigmentos a base
de carne (MCMILLIN, 2008). E moderadamente sol(vel em é&gua e
gordura e ndo exerce efeito intrinseco sobre os micro-organismos. O
principal motivo para o seu uso € possibilitar o deslocamento do oxigénio,
atuando como um gas inerte resultando em reducéo de reacGes oxidativas
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e inibicdo de micro-organismos aerdbios. O seu uso também ¢é atribuido
por ser um “gés de enchimento”, que fisicamente protege os alimentos na
prevencdo de colapso da embalagem (NOVAK et al., 2003).

1.5 Solubilidade do CO; em produtos que néo respiram

A solubilizacdo de gases em alimentos ocorre comumente por
difusdo, que consiste em um processo pelo qual a matéria é transportada
a partir de uma parte do sistema para outro, resultante de movimentos
moleculares aleatérios (CRANK, 1975). A respeito de convec¢do em
alimentos nos sistemas de atmosfera modificada ndo ha muita
informacdo, pois a resisténcia a conveccdo € insignificante quando
comparado com a difusdo molecular nos alimentos (SIMPSON,
ACEVEDO &ALMONACID, 2009).

Aplicando este conceito para alimentos, a difusdo em uma matriz
solida é mais complexa do que a difusdo em um liquido ou um gés, pois
a difusdo do CO; na matriz sélida é na verdade aparente, uma vez que o
CO2 difunde apenas através do liquido dentro da matriz ou da fase gasosa
em um solido. A absorcdo de CO; pode ser representada pela variagdo da
massa no meio gasoso como funcdo da variacdo de pressdo (em
embalagens rigidas) e como variacdo do volume (embalagens flexiveis),
conforme descrito pelas Equacdes (1.1 e 1.2) (SIMPSON, ACEVEDO &
ALMONACID, 2009).

dnco, Vo dPco, (1.1)
dt  RT dt

dnco, _ & dvco, (1.2)
dt RT dt

onde:

Vo é 0 volume da fase gasosa (m?), v é o volume parcial de CO;
(m?®), p é pressao parcial de CO2 (Pa), R é a constante universal dos gases
(8,314 J mol* K1) e T é a temperatura (K), n € o nimero de mols de CO;
e t é o tempo (s).

Quando se trata da solubilidade do CO, em alimentos com
elevado teor de dgua, 0 CO> pode dissolver-se na dgua para formar acido
carbbnico (H.COs), que se dissocia em bicarbonato (HCO3), carbonato
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(C0%7) e hidrogénio (H*) de acordo com os seguintes mecanismos
(GARCIA-GONZALEZ et al., 2007):

CO(g) <« COZ(aq)[COZ]aq =HX Pco,

(1.3)
Com H = 3,3 x 10mol.(L atm) (25 °C)
C0,(aq) + H,0 <= H,CO04 (1.4
H,CO 25°C
1H2€04] =1,7%x10"3 mol.L? ( )
[CO2] aq
H,CO3 < H* + HCO3 (1.5)
[HCOZ][H?] (25 °C)
———— —=25x10"*mol.L™?
[H2C03] oq
HCO3 < H* 4+ C0%~ (1.6)
[CO3~1[H*] (25°C)

=5,61x10"11 LL?
[HCO5] e

Onde as notaces (g) e (aq) referem-se ao estado das espécies,
gas e liquido, respectivamente. Em condicBes atmosféricas normais, a
concentracao de dioxido de carbono dissolvido (ndo hidratado), COz (aq),
pode ser relacionado com a pressao externa parcial de CO: (pco,) € pela
constante de Henry (H).

Em um sistema binario (ar-dgua), quando um soluto é
introduzido, este se distribui entre as duas fases, procurando restabelecer
0 equilibrio termodinamico. No caso de alimentos, ocorre a introdugdo de
CO2 em um sistema gas (headspace da embalagem-agua e/ou lipidios
contidos no alimento). Esse fendmeno de distribuicdo foi modelado
utilizando a Lei de Henry, que na teoria da Termodindmica moderna é
documentada na literatura por sua determinacdo experimental e sua
significincia em ar-agua (NIRMALAKHANDAN, BRENNAN &
SPEECE; 1997).
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Em esséncia, H (constante de Henry) pode ser considerado como
a razdo da concentracdo em fase gasosa do soluto para a concentracdo da
fase liquida. O conceito basico de particdo tem sido definido e
interpretado pela ciéncia e engenharia de formas diferentes, algumas
vezes gerando certa discussdo (NIRMALAKHANDAN, BRENNAN &
SPEECE; 1997).
A Lei de Henry aplica-se somente quando a concentracgao do soluto
e a sua pressao parcial sdo baixas, isto €, quando o0 gas e sua solu¢do sao
essencialmente ideais, e quando o soluto ndo interage fortemente de
nenhuma maneira com o solvente. De acordo com essa lei, um aumento
da pressao parcial de CO2 no headspace deve refletir mais CO- dissolvido
no produto (ROTABAKK et al., 2007). No caso da quantidade absorvida
de CO2 em um produto no equilibrio, o sistema € resolvido através de um
balanco com a atmosfera ambiente, de acordo com a Lei de Henry,
conforme mostrada pela Equacéo 1.8 (ROTABAKK et al., 2010).
Péo,” = Heo, , X Céoy (1.7)
Onde:
t=00
CO2 ¢ a pressdo parcial do CO2 no equilibrio, pertencente ao
produto (Pa);

CO2¢ a constante de Henry para CO;, dependente da
temperatura (Pa. (mg kg™));

t=c0

CO2¢ 3 concentracdo de equilibrio de CO2 no produto
(mg. kg).

O inverso da constante de Henry fornece, em geral, uma boa
estimativa da solubilidade (S) do par soluto-solvente para o mesmo
sistema e sabe-se que a solubilidade de gases é dependente da
temperatura. As relagGes entre as constantes de Henry dos gases N2 e CO»

em agua, Hy. /Hco. =60e dos gases O, e CO, em 4agua,
N, / Fco,

Ho, /Hco, =30, confirmam a consideragéo da dissolugio de CO;

como fendmeno predominante (ROTABAKK et al., 2008).

Rotabakk et al. (2010), em estudo com filés de frango,
encontraram uma boa estimativa da constante de Henry no alimento
segundo a Equacdo 1.8. A estimativa considera que o CO; dissolve


http://pt.wikipedia.org/wiki/Concentra%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/G%C3%A1s_ideal
http://pt.wikipedia.org/wiki/Solu%C3%A7%C3%A3o_ideal
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exclusivamente na fase aquosa do alimento (78% de agua), ndo podendo
ser utilizada para alimentos gordurosos.

H Hco, Hyo (1.8)
COpp=—rgit=

onde: Xw é fracdo de 4gua no alimento, HCOZ’p e HCOz’Hzo

sdo as constantes de Henry do CO, no produto (alimento) e na agua,
respectivamente.

Outra condicdo que satisfaz a Lei de Henry é quando a atividade
termodindmica do componente de interesse ¢ diretamente proporcional a
sua concentracdo molar numa dada fase (BEATTIE, 1993).

Carroll, Slupsky & Mather (1991) pesquisaram as restri¢cGes da
aplicacdo da Lei de Henry para a solubilidade do CO, em agua ha
literatura para alimentos. Com base nesses dados, 0s autores propuseram
um modelo baseado na Lei de Henry que correlaciona dados para presséo
(abaixo de 1 MPa). Os autores consideram a igualdade das fugacidades
entre solvente e soluto, com algumas simplificacdes. Assume-se que 0s
coeficientes de atividade para o solvente e para o soluto sdo iguais e a
correlagdo de Poynting é desprezivel. A fracdo de solvente e soluto séo
expressos respectivamente como:

x1Py = y191P (1.9)

X2H1 = Y202 P (1.10)
Onde x; é a fracdo molar do componente i na fase liquida, yi
é a fracdo molar do componente i na fase vapor, Plo é a pressdo de

vapor do solvente puro, H21 é a constante de Henry, @; é o
coeficiente de fugacidade do componente i na mistura onde o
componente 1 é agua e o0 2 é o dioxido de carbono e P ¢ a pressdo
total. O produto (yz.P) é a pressdo parcial do CO. A Tabela 1.4

apresenta as constantes de Henry do CO; reportadas pela literatura
para alimentos que néo respiram.
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Tabela 1.4 Constantes de Henry do CO; para alimentos que ndo respiram.
Fonte: Adaptado de Cabral (2011).

Umidade Lipidios

H o énci

Produto (Pa.PPMY) T(°C) (%) (%) Referéncia
Filé de * Rotabakk et
frango 428 £37 2 8 al. (2010)

Sivertsvik et

Presunto 64,9 £6,5 4 72,3 5,7 al. (2005)

Sivertsvik et
Peixe Sivertsvik et
Lobg 48937 0 716 25 Al (2004b)
Simpson et
* *

Pescada 29 0 al. (2001)
Ca_rne 445 2 * * Gill (1988)
ovina

Soares
Ostra 30,34 0 73 2 (2013)

Queijo

s o 4 54.21 2220 Cabral
(2011)
Frescal

Neste caso, a pressao é limitada até a faixa de 1 MPa porque o
modelo despreza a ndo idealidade na fase liquida e a pressfes mais
elevadas, os coeficientes de atividade e também a correlacdo de Poynting
ndo podem ser negligenciados devido a elevacgao da solubilidade do COs..
A 1 MPa, o erro é de 1 %, porém acima deste valor resulta em erro
significante.

O coeficiente de fugacidade para um componente na mistura
gasosa pode ser calculado por equacdes de estado, como van der Waals,
Equacdo do Virial, Soave-Redlich-Kwong e Peng-Robinson (SMITH,
VAN NESS & ABOTT, 2005). As equagdes de estado sdo descritas
abaixo:

A equacdo de estado de van der Waals é proposta a partir da
equacdo de gés ideal,

PV =RT (1.11)

Onde: P e T sdo, respectivamente, pressdo e temperatura
absolutas e V é o volume molar, enquanto R é a constante universal dos
gases cujo valor depende do sistema de unidades usado.
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A equacdo de gas ideal tem duas restricdes: as moléculas do gas
s80 pontuais e ndo existe interacdo entre elas. van der Waals retirou essas
restricdes, considerando que as moléculas tm volume e que entre elas
existe interacdo atrativa, chegando a equacdo empirica apresentada
abaixo (1.12):

(P+5)(v—b)=RT (L12)

Onde: o parametro “a” reflete as interacBes intermoleculares
enquanto b esta associado ao volume molecular. Se estes pardmetros
forem nulos, a equacdo de van der Waals se reduz a equacdo dos gases
ideais.

O célculo de a e b partem de duas equaces e duas incdgnitas. No
ponto critico, a isoterma P versus V tem um ponto de inflexdo. Neste
ponto as duas derivadas da isoterma se anulam, resultando:

_ 27(RT,)?
e,
(1.13)
p= Rl
8P,
(1.14)
As variveis reduzidas sao:
P |4 T

Assim, obtém-se a forma reduzida da equacéo de van der Waals:
3 8T,
(Pr + V—) (Vr - T) (1.16)

Onde P, é a pressdo reduzida, V, o volume reduzido e T, a
temperatura reduzida. A equacao de van der Waals nesta forma independe
dos valores de a e b sendo invariante para todos os fluidos.

A temperatura e a pressao sdo facilmente explicitaveis, de forma
gue a equacao se apresenta da seguinte forma quando se explicita V:

(143—§)(1+8P—7;T)142+P314—i=0 (1.17)

T Py



47

Esta € uma equacdo cubica. As equacdes cubicas podem ter trés
raizes reais ou uma raiz real e duas raizes complexas conjugadas ou ainda
trés iguais no ponto critico. Quando T,>1, esta equacdo tem apenas uma
raiz real, enquanto para T,<1, o nimero de raizes reais é trés.

A equacdo de van der Waals iniciou as equagdes de estado
cUbicas conhecida como familia de van der Waals: van der Waals (1873);
Clausius (1880); Berthelot (1899); Redlich-Kwong (1949); Wilson
(1964); Borner (1966); Soave (1972); Lee-Erbar-Edmister (1973); Peng-
Robinson (1976); Schmitdt-Wenzel (1980); Harmens-Knapp (1980), etc.

A equagcdo do Virial é dada por uma série da forma:

142D, 8D, 2O
RT |4 v 14

Onde: B(T), C(T) e D(T) sdo, respectivamente, o segundo, 0
terceiro e o quarto coeficiente do virial, e dependem da temperatura do
sistema.

A equacdo do virial é aplicada somente para previsdo das
propriedades na fase vapor e se truncada no segundo termo (mais usual)
pode ser utilizada para pressoes baixas e moderada (P < 1,01 MPa):

4o (1.18)

PV B(T
—=1 + Q
RT v
A equacdo do virial possui uma forma generalizada, que permite
gue os parametros ajustaveis sejam calculados através das propriedades
criticas das substancias, sendo representada por:

(1.19)

z=1+%=1+(i—§z)’;—: (1.20)
(%) = B 4+ wB! (1.21)
B® =0,083 — ‘)T"—zf (1.22)
Bl =0,139 — "Tﬂ (1.23)

Tlc =T, (1.24)

=P, (1.25)
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Onde: Z é o fator de compressibilidade, P, e T, correspondem a
pressdo e temperatura reduzidas, respectivamente. w € o fator acéntrico
e B? e B* sdo aproximacdes de ordem zero e de primeira ordem em w.

Vale ressaltar que a generalizagdo apresentada s6 é recomendada

para Vr >2.
—=V; (1.26)

Ve

A equacdo de Soave-Redlich-Kwong foi proposta por Soave
(1972) como um melhoramento da equacdo de estado de Redlich-Kwong
(REDLICH & KWONG, 1949). E uma equagdo matemética muito
utilizada em simulagdo e modelagem termodindmica de processos,
juntamente com a equacao de Peng-Robinson.

A equacgdo Soave-Redlich-Kwong € escrita como:

_RT xa

v v(v+b)

(1.27)

Onde: v é o volume molar do sistema, T é a temperatura, P é a
pressdo do sistema e R é a constante universal dos gases perfeitos. Os
pardmetros da mistura, a, b e o, sdo definidos a partir de pardmetros dos
componentes puros como segue:

2m2
a= 0,427:1—37R T? (1.28)
p = Q08664RT, (1.29)
PC

2
1
x= (1 + (0,48508 + 1,55171w — 0,17613w?) (1 - Tr/z)) (1.30)

%:n; (1.31)

A equacdo de Peng-Robinson foi elaborada para servir no calculo
das UPG —Unidades de Processamento de Gas. Ela compete com a
modificacdo de Soave da equacdo de Redlich-Kwong tendo um
desempenho melhor no calculo da fase liquida. A expressdo matematica
desta equacdo é:
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RT xa
P= v—b v(v+b)+b(v—b) (1.32)
Onde: P é a pressdo, v é o volume molar, T é a temperatura

absoluta, R é a constante universal dos gases € “a”, “b”, “a.” e “m” sdo:

a =040724"7 (1.33)
b= 0,07780% (1.34)
1/ 2
=({1+m (1 +T, 2)
(1.35)
m = 0,37464 + 1,5422w — 0,26992w2 (1.36)

Onde (@ é o fator acéntrico. O subindice C se refere ao ponto
critico e o subindice R se refere a condicdo de propriedade reduzida.
Neste caso, a temperatura reduzida que € a razdo entre a temperatura € a
temperatura critica. A equacao ndo € explicita em relacdo a V. Neste caso
ela se transforma numa equacéo polinomial do terceiro grau:

73— (1-B)Z2+(A—3B2—2B)Z—AB—-B2—-B3=0
(1.37)

Onde, A, B e Z sdo:

@ . p=2E. =%, (1.38)

 R2r2’ RT’ RT’

A regra de mistura da equagdo de Peng Robinson € apresentada
a seguir:

a= ZLZ] X x]'ai]' (139)
=(1- U)a /2 (1.40)
b= Zi xibi (141)



50

A equacgéo de Peng Robinson tem aplicabilidade para calculo do
equilibrio liquido-vapor de diversas misturas incluindo hidrocarbonetos e
gases como sulfeto de hidrogénio e dioxido de carbono.

A resolucdo das equagdes cubicas envolve um calculo iterativo a
partir de programas computacionais, e sdo usados para obter as raizes da
equacao cubica.

Com a finalidade de avaliar o comportamento da solubilidade a
pressdes mais altas, modelos termodindmicos com equacdes de estado
tém sido desenvolvidos para prever com precisdo a solubilidade do CO;
em solugdes aquosas (GARCIA-GONZALEZ et al., 2007). Neste caso, 0
potencial quimico do CO; na fase vapor é calculado usando uma equagéo
de estado, enquanto o potencial quimico do CO; na fase gasosa € descrito
por um modelo de interacdo, através de simulacdo numérica (DUAN &
SUN, 2003).

15.1 Parametros envolvidos na solubilidade do CO;em alimentos

Os fatores mais importantes que afetam a solubilidade do CO;
em alimentos estdo relacionados a quantidade de agua e de gordura e ao
pH inicial. Este ltimo merece uma énfase especial, porque a alteragdo de
pH no alimento promovido pela absor¢do de CO; pelo alimento, torna
perceptivel o sabor 4acido nesses produtos quando consumidos
imediatamente ap6s a remog¢do da atmosfera modificada (SIMPSON,
ACEVEDO & ALMONACID, 2009).

A molécula de CO; é mais sollvel em agua do que qualquer outro
gas utilizado em sistemas de atmosfera modificada, quando comparados
a0 Oz e N2. A temperatura de 0 °C, atinge o nivel mais elevado de
solubilidade em agua, chegando a 77 atm mmol/kg™. Fatores como o
aumento de temperatura e da concentragdo de NaCl em um alimento
diminuem a solubilidade de CO. Gill (1988) menciona que mais de 99 %
do CO; esta como gas dissolvido e menos de 1 % como acido carbnico,
que se dissocia parcialmente na carne (pH 5,5 a 0 °C). Nessa situacdo, a
solubilidade do CO; é de aproximadamente 43 mmol/(kg.atm)* e diminui
0,85 atm mmol/kg para o aumento de cada grau Celsius e aumenta em 16
atm mmol/kg para cada unidade de pH. A molécula de CO, também &
altamente soltvel em lipidios, onde a solubilidade aumenta juntamente
com a temperatura.

A solubilidade do CO, também estd relacionada com outros
parametros, como a determinagdo do coeficiente de difusdo, que néo é
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afetada de forma significativa dentro da faixa de temperatura de
refrigeracdo, desde que esta seja constante. Para cada aumento de
temperatura na ordem de 10 °C é obtido um aumento de 3 % na
solubilidade do COg, de acordo com a correlagdo de Wilke; Chang (1955).
O problema de transferéncia simultanea de calor e massa em regime
transiente foi resolvido por Simpson et al. (2003), que relataram a
mudanca marginal de CO; no headspace quando se muda a temperatura
entre 0 °C a 15 °C.

Sivertsvik et al. (2004) afirmaram que o CO; deve difundir na
fragdo aquosa do alimento, de modo que o coeficiente de difuséo deve ser
menor do que o da agua pura. Essa afirmacdo nem sempre é verdadeira,
uma vez que a transferéncia de CO, também pode ser facilitada pela
presenca de atividade enzimatica, como a anidrase carbdnica (reacdo
apresentada pela Equacdo 1.42), presente em carne bovina, suina, peixes,
frangos e outros alimentos frescos.

Anidrase Carbdnica

H,CO; €O, + H,0 (1.42)

A escolha das proporcGes de cada gas no sistema de atmosfera
modificada é essencial, visto que este influencia ndo somente 0 aspecto
visual do produto, mas principalmente na sua microbiota, podendo alterar
ou inibir o desenvolvimento de determinado grupo de micro-organismos
em favor de outro grupo menos nocivo, ou ainda evitar o aumento da
contagem total durante periodos mais longos de armazenamento (ESMER
etal., 2011).

O pescado é muito susceptivel a deterioracdo microbioldgica e
guimica, o que faz com que a extensdo da vida Util através da atmosfera
modificada seja dependente das caracteristicas da matéria-prima (espécie,
teor inicial de gordura, populacdes microbioldgicas, etc) e também da
temperatura da mistura gasosa e dos materiais utilizados nas embalagens
(GOULAS & KONTOMINAS, 2007).

No caso de produtos carneos, a atmosfera gasosa exerce uma
funcdo seletiva sobre a microbiota do produto. O armazenamento
refrigerado e aerdbio favorece o crescimento de bactérias gram-negativas
e aer6bias em formato de bastonete, incluindo Pseudomonas spp. Essa
bactéria predomina sobre as demais, e produz odores indesejaveis em
virtude do seu metabolismo, onde ha quebra de proteinas em
amino&cidos. J4 em condicOes anaerdbias de armazenamento refrigerado,
onde os niveis de CO, estdo elevados, ocorre uma aceleracdo ao
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desenvolvimento de bactérias 4cido-lacticas (que normalmente é lento) e
inibe a deterioragdo aerdbia. Pode haver a possibilidade de crescimento
de alguns anaerébios indesejaveis, como o género Clostridium sp. Por
outro lado, na presenca de oxigénio, a bactéria Brochothrix
thermosphacta pode ocasionar a deterioracdo de carnes (ESMER et al.,
2011).

A solubilidade do CO; é potencializada com as baixas
temperaturas, e no caso da atmosfera modificada, a concentracdo e a
guantidade de CO, em contato com o alimento variam no decorrer do
periodo de armazenamento. A atmosfera modificada aplicada no
headspace da embalagem passara por alteragdes da concentracao inicial
de g&s durante o armazenamento. Isto porque a composi¢do gasosa no
headspace é dindmica e variagBes ocorrem normalmente devido ao
metabolismo do alimento, a respiracdo microbiana, a solubilidade do gés
e permeabilidade do material da embalagem (JAKOBSEN & RISBO,
2009; SIMPSON et al., 2001).

A temperatura interfere diretamente na eficicia da atmosfera
modificada, uma vez que o efeito bacteriostatico varia conforme esse
pardmetro. O processo de inibi¢do no crescimento microbiano pelo CO;
e suas condicGes de armazenamento a baixas temperaturas pode ser
interrompido devido aos desvios de temperatura, e ocasionar 0
crescimento de micro-organismos anaerobios facultativos e aerdbios
patégenos resistentes ao CO,, que antes ndo tinham as condigdes
adequadas para desenvolvimento (MCMILLIN, 2008).

A composicdo do CO; pode ser afetada pela atividade
microbiana, uma vez que estes consomem oxigénio e produzem CO,.
Esse efeito s0 € significativo quando a deterioracéo é evidente e o produto
chegou ao término de sua vida Util, por isso que ndo é considerado um
fator relevante para o delineamento de um sistema com atmosfera
modificada (SIMPSON et al., 2001).

Soccol & Oetterer (2003) relatam que existem diversas teorias
gue podem explicar os caminhos pelos quais as células bacterianas séo
influenciadas pela acdo do CO.. As mais importantes se referem; (1) as
alteracBes nas funcdes das membranas celulares, incluindo efeitos nos
nutrientes; (2) inibicdo direta das enzimas ou reducdo das reacdes
enzimaticas; (3) penetracdo nas membranas bacterianas, levando a
mudancas do pH intracelular e (4) alteragdes diretas nas propriedades
fisico-quimicas das proteinas.
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Em alimentos que ndo respiram, a captacdo de oxigénio ndo é
considerada, porém, sabe-se que o tecido do masculo pode respirar nos
primeiros dias apds o abate, diminuindo depois com o0 tempo
(JAKOBSEN & BERTELSEN, 2002). Em alguns casos, a dissolucédo de
CO; na superficie de masculos que contenham elevados niveis de CO,
(>60 %) e pH reduzido, resultam no aumento da perda de &gua por
gotejamento, pela baixa CRA da proteina. Esse efeito é responsavel pelas
alteracBes na textura da carne quando expostas a concentracdes elevadas
de CO,. Por outro lado, Davis (1995) afirmou que o uso de O, pode
reduzir a exsudagdo no pescado durante o armazenamento, e sugere 0 Uso
do O2em pescado de baixo teor de gordura.

1.6  Aplicacdo do processo de pré-solubilizacio de CO2 (SGS) em
produtos que nao respiram

O conceito de grau de enchimento, dado pela relacdo volume do
produto versus volume da embalagem, determina a efetividade do
acondicionamento sob atmosfera modificada. Um percentual entre 25 e
33 % é recomendado para pescado marinho (ROTABAKK et al., 2008).
Outro conceito importante é a relacdo g/p, que ocorre entre o volume do
gas e o volume do produto e normalmente ¢ alto, na propor¢éo de 2:1 ou
3:1 (volume do gas duas ou trés vezes o volume do alimento), sendo
obtida através dos valores de pressdo parcial do gas dentro da embalagem
e 0 volume de gas no produto. Esta relacdo g/p elevada é necessaria para
prevenir o colapso da embalagem, devido ao CO; solubilizado ocupar
menos volume do gque na forma gasosa (SIVERTSVIK et al., 2004). Para
0 envase de frutos do mar, uma relagdo g/p entre 2 e 3 é recomendada
para um processo bem-sucedido, assegurando e efeito bacteriostatico do
gas e evitando o colapso da embalagem (SIVERTSVIK & BIRKELAND,
2006).

Os sistemas em atmosfera modificada sdo importantes na
conservacdo dos alimentos, porém exigem um maior volume das
embalagens ocupado pelo gas no headspace e 0 aumento da probabilidade
de furos na embalagem durante a distribuicdo, quando comparados com
a embalagem a vacuo (JAYASINGH et al., 2001). Desta forma, a
solubilizacdo de CO2 no alimento para ser efetiva necessita de
determinada quantidade de gas para reagir com o meio.

Com o objetivo de encontrar pardmetros capazes de estabelecer
relagdo g/p adequados e minimizar o problema do colapso da embalagem,
Sivertsvik et al (2004), Sivertsvik & Jensen (2005) montaram um aparato
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experimental para a determinagdo da quantidade de CO- dissolvido em
alimentos que ndo respiram (pescado). A agua e/ou alimento foram
colocados no aparato, e o CO; foi bombeado para o interior do sistema e
com a medicdo da variagdo da pressdo parcial do gas e da temperatura
com o tempo, foi calculada a solubilidade e as taxas de absor¢édo do CO»
no alimento aplicando a Lei de Henry e a Lei de Fick.

O processo proposto é denominado como pré-solubilizacdo do
CO, ou tratamento SGS (Soluble Gas Stabilisation), e consiste em um
método que avalia parametros extrinsecos (relagdo g/p, nivel inicial de
CO,, pressdo e temperatura totais no sistema embalagem-headspace-
alimento) e também parametros intrinsecos (pH, teor de &gua, sal,
contetdo de gordura) que influenciam na taxa de CO: dissolvido no
produto (SIVERTSVIK et al., 2004; SIVERTSVIK & JENSEN, 2005).

Cabral (2011) baseado em Sivertsvik (2004) montou um aparato
experimental para determinar a solubilidade de CO. em alimentos. O
aparato foi validado pela determinacédo da constante de Henry do CO2 em
agua destilada e o coeficiente de difusdo e efetivo do CO, em queijo minas
frescal. O autor aplicou a solugdo numérica da segunda Lei de Fick
unidirecional para cilindro, desprezando a resisténcia a transferéncia de
massa entre as fases e utilizando a concentracdo da superficie obtida
experimentalmente. O aparato apresentou Otima reprodutibilidade. A
solubilidade foi determinada através da constante de Henry a
temperaturas de 4, 7 e 10 °C, foi maior a temperatura de 7 °C, devido ao
efeito combinado, segundo o autor, da temperatura e mudangas de fase de
parte dos lipidios encontrados na estrutura do queijo. Desta forma, é
possivel aplicar os pardmetros obtidos como referéncia no processo de
pré-solubilizagdo do CO; no alimento antes de embalar (SGS — Soluble
Gas Stabilization).

No caso de alimentos que ndo respiram, como as carnes e em
especial os moluscos, 0 CO2 presente no alimento se dissolve na dgua e
nos lipidios presentes (SIVERSTVIK et al., 2004).

A quantidade de CO; dissolvido em alimentos que ndo respiram
foi predita e validada através da Equacdo (1.43) por Sivertsvik et al.
(2004a, 2004b, 2005) e os autores encontram boas estimativas para a
concentracdo de CO; dissolvido em agua, peixe cru e produtos de carne
cozidos, respectivamente.

pred ___ GI0RMeo,
co, PRT+(g/P)Hco,,pMco,

(1.43)
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Onde:
g/p é a relacdo entre volume de gas e volume de produto, Pégoz

¢ a pressdo parcial inicial de CO; (Pa), Mc02 ¢ a massa molecular do
CO; (g mol?), R é constante universal dos gases (J mol! K1), T é a
temperatura (K), HCOZ,p é a constante de Henry do CO; dissolvido no

produto (Pa. ppm).

Na tentativa de simplificar a aplicacdo da equacdo, os autores
sugerem a utilizacdo da constante de Henry do CO; na &gua, ao invés da
constante de Henry do CO2 no alimento, adicionando & equag&o os termos
de composicdo de dgua e gordura para peixe cru e apenas agua para 0s
produtos de carne cozidos, de acordo com as Equacgdes (1.44) e (1.45),
respectivamente.

cpred _ (% agua+% gordura) ( (9/P)PoyMco, ) (1.44)
CO, 100 PRT+(g/P)Hco,pMco, .

crred _ (% égua) ( (9/P)PEoyMco, ) (1.45)
€Oy 100 PRT+(g/P)Hco,pMco, '

Cabral (2011) ilustrou uma situacdo de tratamento SGS com
reducdo de pressdo, seguido de embalagem sob atmosfera modificada,
apresentado na Figura 1.10 e descreveu o que ocorre em cada etapa dos
tratamentos, baseado nas equacfes de predicdo da solubilidade de CO;
em alimentos. Ambos 0s processos sdo na mesma temperatura.
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Figura 1.10 - llustracéo do tratamento SGS seguido de embalagem em

atmosfera modificada.
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Fonte: Cabral (2011).

As etapas dos processos de pré-tratamento até a embalagem final
sdo representadas pelas letras A, B, C, D, E, F e G, descritas a seguir:
(A) Representa o inicio da pré-solubilizacdo do CO; no alimento

(B)

(©)

(SGS). A taxa de solubilizacdo é determinada pelo
coeficiente de difusdo efetivo do gas no alimento, pelo
gradiente entre a pressao parcial de CO durante o tratamento
e a pressdo de CO; de equilibrio e pela area de transferéncia
de massa.

E o fim do processo SGS, o qual nio se encontra no
equilibrio termodindmico do sistema. Atingir o equilibrio
durante 0 SGS néo é necessario, nem viavel, devido ao longo
tempo de processo necessario. A concentragdo alcangada no
estado B deve ser estabelecida levando-se em conta o efeito
microbiol6gico e mudancas em propriedades fisico-quimicas
e sensoriais como cor, exsudagéo, pH, etc.

Momento em que o alimento é retirado do sistema SGS e é
submetido a atmosfera normal, na qual a pressdo parcial de
CO; pode ser considerada zero (= 0,0003 atm). Nesse
momento, o0 alimento esta supersaturado e ocorre liberagao
do gas do alimento para a atmosfera. O grau de dessorcao é,
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evidentemente, influenciado pelo tempo e temperatura de
exposi¢do a atmosfera normal (ROTABAKK et al., 2010;
JAKOBSEN & BERTELSEN, 2006).

(D, E e F) O produto antes de ser embalado definitivamente esta
representado pelos estados D e F, sendo maior a dessor¢do no
estado F. Quando o produto no estado D é embalado sob
atmosfera modificada com determinada pressdo parcial de
CO; (estado E) ele continua supersaturado e, portanto, ainda
ird liberar CO.. Nesse caso pode ocorrer um inchamento de
embalagens flexiveis (JAKOBSEN & RISBO, 2009). O
trajeto até o equilibrio é influenciado pela razéo g/p da
embalagem. O trajeto vertical até o equilibrio € observado
guando o grau de enchimento da embalagem tende a 100%
(o/p tende a zero) e o trajeto horizontal quando o grau de
enchimento da embalagem tende a 0% (g/p tende a infinito).

(G) O estado G representa o produto embalado em atmosfera
modificada (mesma pressdo parcial de CO; que 0 estado E)
apo6s maior dessorcdo em atmosfera normal. Observa-se que
0 produto absorvera CO, até o equilibrio, mesmo que esta
quantidade seja muito pequena. E possivel utilizar uma
embalagem com alto grau de enchimento (baixo g/p) e altas
concentracdes de COz. Aqui se pode aproveitar o colapso da
embalagem para promover um aspecto de Vacuo
(SCHIRMER & LANGSRUD, 2010; JAKOBSEN & RISBO,
2009). Igualmente ao estado E, o trajeto até o equilibrio é
condicionado ao grau de enchimento da embalagem.

O tratamento SGS vem sendo aplicado em diversos produtos
carneos, como filés de salméo fresco, camardo descascado cozido, filés
de frango, alabote do Atléantico (SIVERTSVIK, 2003; ROTABAKK et
al., 2006; SIVERTSVIK & BIRKELAND, 2006; ROTABAKK et al.,
2008). O tratamento SGS ainda nao foi relatado em mexilhdes.

1.7  Alta pressao hidrostatica em alimentos

O processamento a alta pressao, também denominado como alta
pressdo hidrostatica (APH) ou processamento a ultra-alta pressao, é um
processo ndo térmico que visa a inativacdo microbiana para a producédo
de alimentos seguros, de alta qualidade e valor agregado, e mantém as
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caracteristicas sensoriais (aparéncia, cor, sabor e textura) a0 mesmo
tempo que proporciona uma alta retencdo de vitaminas (WRIGHT,
CARDELLO & BELL, 2007; PATTERSON, LINTON & DOONA,
2007). Além disso, o processo de alta pressdao ndo rompe as ligagdes
covalentes, assim a estrutura primaria das proteinas é pouco afetada
(MURCHIE et al, 2005). Embora a aplicagdo da alta pressdo em
alimentos seja recente e em desenvolvimento, esta tecnologia tem seu
inicio na década de 80 (MURCHIE et al., 2005).

A Tabela 1.5 apresenta as vantagens Unicas oferecidas pelo
processo a alta pressdo, de acordo com Nguyen & Balasubramaniam
(2011).

Esta tecnologia utiliza uma ampla faixa de pressdes até 900 MPa.
Um tipico sistema de alta pressdo consiste em um recipiente de pressao e
um dispositivo gerador de pressdo. Os alimentos sdo acondionados no
interior do recipiente, que ¢é fechado e depois bombeado com agua a partir
do fundo. Apds o sistema atingir a pressdo desejada, 0 bombeamento é
paralisado, as valvulas sdo fechadas e a pressao pode ser mantida sem a
necessidade adicional de entrada de energia, 0 que € vantajoso para as
indUstrias do setor. O principio do processo é aplicar a alta pressdo de
forma isostatica de forma que todas as regides do alimento possuam uma
pressdo uniforme, dispensando os gradientes de temperatura dos
tratamentos térmicos. No entanto, a aplicacdo de alta pressdo provoca o
aquecimento adiabatico nos alimentos (Figura 1.11), que pode variar de
acordo com a composi¢do do alimento (normalmente 3-9 °C/100 MPa).
A alta pressdo pode ser aplicada em conjunto com o calor, com
temperaturas iniciais em torno de 80-90 °C, e aquecimento de compressao
(T>121 °C) quando se deseja destruir esporos resistentes (PATTERSON,
LINTON & DOONA, 2007). A aplicacdo de alta pressdo em alimentos
solidos requer a remocéo de todo o ar possivel do alimento com envase a
vacuo, em embalagens flexiveis e de alta barreira, assim um maior
nimero de embalagens pode ser submetido ao processo em cada batelada
e o trabalho de compressdo ndo sera perdido no ar do sistema. Para
liquidos, o processo pode ser conduzido em batelada, realizando 0 mesmo
tipo de envase aplicado para sélidos ou de modo semi-continuo, com dois
ou mais recipientes com pistdes moéveis para comprimir os alimentos
liquidos (NGUYEN & BALASUBRAMANIAM, 2011).
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Tabela 1.5 - Vantagens particulares do processamento a alta presséo.

Descrigdo Vantagem
Presséo Distribuicdo rapida e uniforme
através da amostra
Distribuicdo térmica Impacto reduzido do gradiente
térmico
Compressdo fisica Aumento instantaneo de

temperatura e  subsequente
resfriamento na descompressdo

Manipulacéo do produto Adequada para ambos  0s
alimentos particulados e
bombeaveis

Tempo de processo Menos dependéncia do tamanho e
formato do produto

Funcionalidade Oportunidades ~ para  novos
processos, desenvolvimento de
produtos

Impacto na qualidade Alimento ndo deve sofrer
mudangcas quimicas significativas

Velocidade de reacéo Pressdo acelera a cinética de

inativacao térmica tradicional
Fonte: Nguyen & Balasubramaniam (2011).

A alta pressdo hidrostética vem sendo aplicada na pasteurizagéo de
alimentos, com pouco uso de calor no processo, elevando as temperaturas
para 20-45 °C e tem a vantagem de promover menos alteracfes nas
caracteristicas sensoriais dos produtos em comparacdo a pasteurizacéo
tradicional. Este tratamento inativa 0s micro-organismos vegetativos para
estender a vida Util de alimentos com elevada acidez e também de pode
estender a vida util de alimentos de baixa acidez refrigerados.

No processamento a alta pressdo para fins de esterilizacdo, a
pressdo e temperatura sdo aplicados de forma sinérgica para inativar
micro-organismos vegetativos e também o0s esporos, aumentando a
estabilidade de alimentos de baixa acidez. A condicdo necessaria ideal
para esterilizar alimentos de baixa acidez ¢ >700 MPa ¢ >105 °C, porém
existem poucas unidades experimentais capazes de operar nessas
condicdes, apenas com pequenos volumes internos, adequados para
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experiéncias microbioldgicas porém insuficientes para a producdo de
alimentos em maior escala (LAU & TUREK, 2007).

Alguns estudos mostram que o efeito do processo na textura dos
alimentos é variavel e dependente do género alimenticio. Em vegetais a
base de proteinas podem ocorrer aumento da firmeza e manutencdo da
estrutura muscular, aimenproporcionando menor escurecimento e com
isso coloragdo mais acentuada, aumento da firmeza em vegetais a base de
proteinas e manutencdo da estrutura muscular, que no entanto pode tomar
consisténcia borrachosa em alguns alimentos. Esse processo tem
oferecido produtos com melhor qualidade final do que a autoclavagem
comercial (LAU & TUREK, 2007).

Figura 1.11 - Processo de aquecimento adiabatico do produto durante o processo
de alta pressédo hidrostatica em alimentos.
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A composicao dos alimentos € um dos fatores que interferem na
extensdo com que a alta pressdo inativa 0s micro-organismos nos
alimentos, pois deve inativar enzimas ou alterar as propriedades fisicas
do alimento por desnaturacdo protéica ou enrijecer quanto a textura. Por
isso, ndo somente a inativagdo microbiana deve ser considerada, como
também os efeitos no alimento tratado (PATTERSON, LINTON &
DOONA, 2007).
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A efetividade da alta pressdo como um método de preservagdo
depende de fatores intrinsecos e extrinsecos que precisam ser analisados
guando se otimiza tratamentos para um alimento em especial. Assim, da
mesma forma que ocorre com o tratamento térmico, também s&o
estipulados um limiar de inativacdo especifico para cada micro-
organismo, abaixo do qual ndo ocorre inativacdo. Acima desse limiar, 0
efeito letal do processo tende a aumentar de acordo com o aumento de
pressdo e/ou temperatura durante o processo (PATTERSON, LINTON &
DOONA, 2007).

As classes de micro-organismos respondem de forma diferente
aos tratamentos a alta presséo, de acordo com a seguinte ordem crescente
de resisténcia: bactérias vegetativas < bolores e leveduras < virus <
esporos bacterianos. Os esporos bacterianos podem ser extremamente
resistentes a alta pressdo, bem como a outras modalidades de tratamentos
como irradiagdo, calor e agentes quimicos (PATTERSON, LINTON &
DOONA, 2007).

A alta pressdo vem sendo aplicada em diversos grupos de
alimentos, em especial os produtos carneos, como as carnes em fatias,
fermentadas e inteiras; presunto curado e cru, tiras de frango pré-cozidos,
adicionalmente, a tecnologia permite a reducdo dos niveis de
conservantes quimicos adicionados (lactato de sodio, lactato de potassio,
e diacetato de sodio) em virtude da eliminacdo de organismos de
deterioracdo e inativacdo de bactérias patogénicas como L.
monocytogenes, E. coli e Salmonella spp (PATTERSON, LINTON &
DOONA, 2007).

Na indUstria de frutos do mar a principal aplicacdo da alta pressédo
esta nas ostras, para abertura de conchas e separacao da carne, oferecendo
muitas vantagens no processamento, melhorando a seguranca e
estendendo a sua vida Gtil (MURCHIE et al., 2005). A remoc&o da carne
da concha de outros crustaceos como lagosta, caranguejo e camardo
também vem sendo estudada (TERIO et al., 2010; AUBOURG et al.,
2010). Para esses produtos, a literatura relata a utilizacdo de pressdes na
faixa de 200-300 MPa para uma eficiente remocdo da casca. Até o
momento, apenas pequenas companhias, localizadas principalmente no
Canada,nos Estados Unidos e Nova Zelandia vem realizando esse
processo, Vvisto que o mercado Europeu é mais resistente ao aplicar essa
tecnologia em bivalves porque os consumidores costumam comprar
apenas ostras e lagostas vivas. O desenvolvimento da tecnologia de alta
pressdo aplicada a bivalves esta restrito devido a existéncia de muitas
patentes na area. Essas patentes trazem certa confuséo quando se referem
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a inativacdo microbiana, pois ha pesquisas publicadas na literatura sobre
inativacdo de patdgenos em frutos do mar (TONELLO, 2011). A Figura
1.12 apresenta a distribui¢do do processamento a alta pressdo em relagédo
ao tipo de produtos processados.

Figura 1.12 - Distribuicéo dos equipamentos de alta pressdo envolvidos com
cada classe de alimentos processados.

Produtos
e
0,
36% 30%
<
Frutos do mar
Sucos e : g e pescados
bebidas 14%
14% Outros produtos

6%
Fonte: Tonello (2011).

Hurtado et al. (2001) aplicaram alta pressdo em polvo através de
uma pressurizacdo continua e pulsada em etapas, € em ambos 0s casos, a
7 e 40 °C. Os autores observaram reducbes na microflora microbiana
durante o armazenamento a 3 °C, ap0s a pressurizagdo em etapas a 400
MPa a 40 °C. Foram observadas redugdes nas perdas de 4gua e também
na capacidade de retencdo de dgua. Houve um aumento da vida Util de 43
dias no polvo pressurizado em relagéo ao produto néo tratado.

Calik et al. (2002) estudaram a aplicagdo de alta pressdo em ostras
do pacifico e sob caldo inoculados com Vibrio parahaemolyticus sob
diferentes niveis (241, 276, 310 e 345 MPa) e os resultados mostraram
gue este micro-organismo foi reduzido na cultura pura e nas ostras
inteiras. A inativacdo foi dependente do tempo e da pressdo aplicados,
onde as melhores condi¢Bes foram obtidas a 345 MPa por 30 e 90 s,
atingindo niveis ndo detectaveis e se mostrou eficiente para reduzir Vibrio
parahaemolyticus em ostras.
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He et al. (2002) processaram ostras do pacifico sob alta pressdo de
207 a 310 MPa durante 0, 1 e 2 min e armazenaram a 4 °C e avaliaram o
produto durante 27 dias. O tratamento de alta pressdo promoveu discreto
decréscimo do pH (6,3 para 5,8) e da umidade e a atividade de lipase ndo
foi significativamente reduzida. A microbiota foi reduzida em para 2 e 3
logs e permaneceram baixos durante o armazenamento. A qualidade das
ostras foi considerada com indices de qualidade mais altos do que as
amostras sem o tratamento a alta presséao.

Linton et al. (2003) investigaram as mudangas proporcionadas pelo
tratamento a alta pressdo em quatro espécies de frutos do mar (mexilhdes,
camardes, vieiras e ostras), e observaram que o processo foi capaz de
inativar a microflora tipica deteriorante, como psicrotréficos, coliformes
e Pseudomonas spp. estendendo a fase lag de crescimento desses micro-
organismos. Apds 0 armazenamento, as principais bactérias foram
Bacillus, Acinetobacter, Moraxella e bactérias A&cido-lacticas. As
contagens microbianas se mantiveram baixas mesmo ap6s 28 dias de
armazenamento a 2 °C.

Cruz-Romero et al. (2004) avaliaram o efeito da alta pressao (a
100-800 MPa por 10 min a 20 °C) em ostras, em relacdo as caracteristicas
fisico-quimicas. A alta pressdo induziu mudancas na cor, caracteristico
do produto cozido, se mostrou mais volumoso e aparéncia suculenta em
relacdo ao tecido cru. Observou-se que a carne descolou da concha,
provavelmente devido a desnaturacdo do musculo adutor. A umidade
aumentou, enquanto cinzas e proteinas diminuiram em relacdo as ostras
n&o tratadas, acima de 800 MPa.

Hsu et al. (2009) processaram ostras inteiras sob alta pressdo (150-
300 MPa) para determinar as propriedades biogquimicas e de abertura das
conchase avaliaram o desempenho das ostras tratadas sob coc¢do a 160
°C por 90 s, para 0 prepato de um prato de omelete, para avaliacdo das
propriedades fisicas e sensoriais em relagdo as ostras in natura. Os
melhores tratamentos para o desconche de ostras foram a 250 e 300 MPa.
O omelete de ostras tratadas com alta pressdo foram aceitos pelos
consumidores e mostrou que é possivel melhorar a aceitabilidade do
produto com a aplicagdo desta tecnologia.

Meujo et al. (2010), estudaram o efeito da aplicacdo da alta pressao
usando CO- supercritico na inativacdo microbiana de ostras inteiras e
obtiveram duas reducfes logaritmicas e trés reducbes logaritmicas na
Contagem de Aerébios, nas condi¢es 100 bar e 37°C por 30 minutos e
172 bar e 60°C por 60 minutos, respectivamente. Vibrio fisheri teve
reducdo de sete ciclos logaritmicos, na condi¢do de processamento a 100
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bar, 37°C e 30 minutos. A textura das ostras in natura e das ostras tratadas
com alta pressao nao diferiram significativamente na aparéncia, odor e na
textura na analise sensorial.

Gou et al. (2010) avaliaram a influéncia da alta presséo hidrostatica
em lulas para a inibicdo de N-Oxido desmetilase de trimetilamina e a
producdo de off-flavours. O tratamento foi aplicado a 300 MPa por 20
min e o produto foi avaliado durante 12 dias de armazenamento. A lula
teve a atividade da N-Oxido desmetilase de trimetilamina reduzida
significativamente pela alta presséo.

O desafio para a industria de frutos do mar é controlar a geracédo
de maus odores e a deterioracdo microbiana (GOU et al., 2010). Alguns
estudos sugerem a combinag&o de técnicas sinérgicas de preservagdo para
aumentar a inativacdo microbiana e melhorar a qualidade dos produtos,
em particular, a combinacdo da alta pressdo e tecnologias de envase ou
alta pressdo e tratamento térmico brando para aplicagfes praticas no
processamento de alimentos (MURCHIE et al., 2005; GARCIA-
GONZALEZ et al, 2007). Outra modalidade da alta pressdo utiliza o
diéxido de carbono, onde o alimento permanece em contato com o0 gas
pressurizado, em condicdo sub ou supercritico por um determinado
periodo. Assim, a inativacdo microbiana ocorre pela acdo da pressdo
combinada com o efeito bactericida do CO, em sistemas do tipo batelada,
semi-continuo e continuo (DAMAR & BALABAN, 2006). Em outro
estudo, Amanatidou et al. (2000) aplicaram a combinacdo do envase com
atmosfera modificada (50% CO; e O2) usando gases pressurizados com o
processamento a alta pressdo a 150 MPa, sob baixa temperatura (5 °C),
em salmdo e obtiveram aumento da vida Gtil de 4 para 18 dias
(AMANATIDOU et al., 2000).
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CONSIDERAGOES SOBRE O ESTADO DA ARTE DESTE
TRABALHO

A exploracdo dos recursos marinhos no mundo tem se acentuado,
principalmente com a inclusdo de paises como o Brasil, que
tradicionalmente firmam sua economia nas atividades agricolas e de
criacdo de animais. Algumas regides no pais possuem como fonte de
renda a atividade pesqueira, porém, 0 consumo majoritario de carnes
provém da criagdo de bovinos, suinos e aves, enquanto o consumo de
pescado ainda néo é culturalmente difundido no pais. O estado de Santa
Catarina utiliza seu litoral na extracéo de pescado e frutos do mar. A estes
ultimos, é possivel agregar valor maior do que o pescado tradicional, além
do estado ser o maior produtor de moluscos bivalves no pais.

O processamento de mexilhGes no Brasil ainda tem carater
artesanal em relacéo a outros paises mais desenvolvidos no setor, como
Nova Zeléndia, Espanha e Chile. Existem poucas empresas
processadoras, que apresentam deficiéncias na mecanizacdo e nos
procedimentos para um processo adequado, e por esta razdo ha interesse
em buscar solugdes para aumentar a vida Util dos moluscos e assim
comercializar o produto também em regides distantes do litoral.

Em relacdo a conservacdo de mexilhGes, as pesquisas tém
avancado no que concerne a combinacdo de fatores, tais como:
tratamentos térmicos capazes de eliminar a microbiota e garantir
aceitabilidade das caracteristicas sensoriais, tratamentos ndo térmicos a
alta pressdo, combinados com técnicas de envase, como a aplicagdo de
atmosfera modificada no mexilh&o vivo e/ou in natura, através do vacuo
ou de misturas gasosas contendo COz, N2 e Oz em diferentes proporcoes.
Esses processos, combinados com a conservagdo do produto a baixas
temperaturas, sdo capazes de prolongar a vida Util do produto. Entretanto,
a literatura referencia apenas trabalhos com aplicacdo de atmosfera
modificada em mexilhBes vivos e/ou crus, e ndo ha até o momento,
estudos disponiveis quanto a aplicacdo da atmosfera modificada em
mexilhdes cozidos e desconchados, que é uma alternativa viavel para a
logistica de transporte e, a0 mesmo tempo, uma forma mais pratica para
0 consumo.

Uma outra alternativa da aplicacdo do CO, em alimentos que ndo
respiram, é a técnica denominada soluble gas solubilization (SGS),
desenvolvida por Sivertsvik et al. (2003). Essa técnica pode ser usada
como alternativa a atmosfera modificada para diminuir o uso de
embalagens de grandes volumes, a0 mesmo tempo que aumenta a vida
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atil dos produtos. Esta técnica ja foi estudada em produtos céarneos
(salsicha e presunto), pescado (peixes com baixo e alto teor de lipidios) e
em laticinios. O presente trabalho é pioneiro em mexilhes e as
tecnologias estudadas tem potencial para aplicagdo neste tipo de produto.
O processo de pré-solubilizacdo do CO; (SGS) até o momento vem sendo
aplicado a baixas pressGes com tempo de processo de 2 horas. A
velocidade do processo, pode ser melhorada em escala industrial
utilizando pressGes mais altas, que potencializa a solubilidade do CO2 no
produto.

Outra tecnologia interessante para 0 aumento da vida Util de
mexilhdo é o processo a alta pressao hidrostatica, que vem sendo aplicada
a alguns frutos do mar, principalmente para o desconche de ostras, além
da remocdo da carne de lagostas e camarBes. Ndo existem relatos na
literatura a respeito do comportamento da alta pressdo em mexilhGes
cozidos e na influéncia deste processo na vida Util do produto.

A contribuicdo deste trabalho esta em propor a utilizagdo do CO-
como atmosfera ativa no mexilhdo cozido, tanto na forma pré-
solubilizada (processo SGS) e acondicionada em atmosfera convencional
ou em atmosfera modificada (COz e N), e ainda combinando o mexilh&o
pré-solubilizado com CO; ao tratamento de alta pressdo, fornecendo
dados sobre o comportamento do produto mediante as condigdes de
processo e conservacdo, a0 mesmo tempo que investiga as propriedades
fisicas de um produto de fisiologia heterogénea e poroso como o
mexilhéo.
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2 PROCESSO ALTERNATIVO DE COCCAO E ENVASE SOB
ATMOSFERA MODIFICADA PARA MEXILHAO Perna
perna.

Neste capitulo esta apresentado o estudo propondo um processo
alternativo visando minimizar a contamina¢do cruzada durante o
processamento do mexilhdo e exsudacdo de liquido nas embalagens
durante o armazenamento.

2.1  Introducao

A elevada quantidade de agua e a microbiota nativa presente no
mexilhdo Perna perna torna o produto altamente perecivel e susceptivel
ao desenvolvimento microbiano, o que requer controle durante seu
processamento com a utilizacéo das boas praticas de processo. Lima et al.
(2013) relatam que o mexilhdo Perna perna cultivado no litoral de Santa
Catarina, é altamente perecivel, devido a sua alta carga microbiana
oriunda de sua condicdo de cultivo e falta das Boas Praticas de
Processamento. Outro fator que deve ser considerado no
acondicionamento de produtos carneos € a exsudacdo da agua, mostrado
por Lima et al. (2013) nos mexilhdes cozidos, processados na industria,
para a embalagem durante armazenamento por 25 dias. A boa aparéncia
é o critério mais importante usado pelos consumidores para avaliar o
produto no momento da compra, incluindo a existéncia da perda de agua
depositada na embalagem, embora esta ndo esteja relacionada com a
qualidade microbioldgica. Os principais critérios sensoriais de produtos
carneos sdo a cor e a perda de dgua nas embalagens (OTTO et al., 2006).
A caracteristica mais importante da carne para a industria é a capacidade
de retencdo de &gua (CRA), causando rejei¢do pelos consumidores
guando ocorre a perda de agua (ANDERSEN, 2000; JEREMIAH, 2001).
Assim, o mexilhdo processado e envasado sob atmosfera modificada
requer um controle da microbiota e dos mecanismos de perda de agua
durante o armazenamento.

Os mexilhdes tem a sua perda de &gua relacionada a degradacéo
da estrutura muscular causada pela combinacdo das enzimas enddgenas
proteinases com a atividade microbiana, que causa a secre¢do de uma
variedade de enzimas hidroliticas, em especial proteinases. Além disso, o
alto teor de glicogénio e os aminoécidos livres na carne de mexilhdo séo
usados como nutrientes para o crescimento microbiano e reduzem a vida
atil do produto (MASNIYOM et al., 2011). Portanto, aumentar a vida Util
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com énfase na seguranca de alimentos tem sido o foco dos estudos com
mexilhdo (LIMA et al., 2013).

O processamento convencional de mexilhoes inclui as operacgdes
de coleta, limpeza e a coc¢do em vapor a 100 °C durante 6 min, seguido
da remocéo da carne das conchas, resfriamento imerso em agua e gelo,
envase, armazenamento e comercializacdo (HUBER, 2004; LIMA et al.,
2013).

Desta forma, melhorias no processamento convencional de
mexilhdes é uma alternativa para minimizar contaminagéo cruzada tendo
como consequéncia produtos com menor contagem microbiana inicial,
além de maior retencéo de agua e de qualidade microbiolégica e sensorial.

Alguns estudos tem indicado o uso do vacuo nos processos de
resfriamento, e outros tratamentos térmicos como o cozimento do produto
dentro de embalagens do tipo pouches (CAVALHEIRO et al., 2012). A
qualidade de carnes cozidas resfriadas usando o vacuo tem sido
investigada e expressas pela cor, sabor e textura. Em termos de
aceitabilidade global dos produtos, ndo ha diferenca significativa em
relacéo aos atributos sensoriais citados acima entre os produtos resfriados
usando vacuo ou métodos tradicionais (DESMOND et al., 2000, 2002;
MCDONALD et al., 2000, 2001).

O objetivo desde estudo foi propor um processo alternativo para
0 cozimento de mexilhdo Perna perna, visando evitar contaminacéo
cruzada e reduzir a exsudacdo dentro das embalagens.

2. MATERIAL E METODOS

2.1.1 Matéria-prima

O mexilhdo Perna perna foi obtido em uma industria localizada
na grande Floriandpolis. O produto foi adquirido in natura e foram
utilizados os mexilhdes colhidos no dia, com as conchas fechadas e que
apresentassem estado de frescor e integridade fisica. Os mexilhdes foram
embalados e acondicionados em caixa térmica e gelo para o transporte até
0 Laboratério de Propriedades Fisicas (PROFI) da UFSC, onde foram
armazenados em camara fria a 4+1 °C até o momento de serem
processados.

No Laboratdrio PROFI foi montado um esquema com 0S
seguintes passos: higienizacdo prévia dos equipamentos, utensilios e
superficies com sanitizante hipoclorito de sédio (200 ppm), seguido da
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aplicacdo de alcool a 70% (v/v). A qualidade da dgua e do gelo usados no
resfriamento também foi monitorada durante o processamento. A
manipula¢do do produto em todas as etapas foi realizada conforme o
recomendado pelas Boas Praticas de Fabricacdo. O bisso dos mexilhdes
e materiais aderidos as conchas foram extraidos com o auxilio de uma
faca, antes de serem submetidos ao processamento.

2.1.2  Processamento convencional

Os mexilhdes foram processados na forma denominada como
“convencional”, adotadas pelas industrias de beneficiamento do produto
do Estado de SC, esquematizada na Figura 2.1.

O processamento da matéria-prima foi dividida em bateladas de
2,5 kg, respeitando a capacidade dos equipamentos em uso, onde foram
processados. O cozimento das amostras foi realizado em gaiolas com uso
de vapor a 100 °C durante 6 minutos, em autoclave vertical (marca
Phoenix, modelo AV-50, Brasil). As amostras foram resfriadas por
imersdo em tanque contendo agua e gelo, a temperatura de 10 °C, durante
10 minutos. Em seguida os mexilhdes foram desconchados manualmente,
para separacdo da carne e posterior envase.
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Figura 2.1 - Fluxograma do procedimento adotado para processamento
convencional de mexilhdo Perna perna.
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2.1.3  Processamento alternativo de mexilhdes

O método alternativo buscou sugerir uma opgdo a etapa de
coccdo e desconche do mexilhdo Perna perna. Para tal, a primeira
modificacdo foi a inclusdo de um pré-cozimento do mexilh&o in natura
em vapor a 100 °C durante 3 minutos, em autoclave vertical (marca
Phoenix, modelo AV-50, Brasil). As conchas foram removidas
manualmente e a carne dos mexilhdes submetida novamente ao
tratamento térmico, para cozimento no sistema integrado de cozimento e
resfriamento a vacuo em um mesmo dispositivo experimental,
desenvolvido por Schmidt, Aragdo & Laurindo (2010) e utilizado por
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Cavalheiro et al. (2012) para processamento de mexilhdo cozido na
concha, apresentado na Figura 2.2.

Figura 2.2 - Esquema do dispositivo experimental utilizado nos experimentos de
cozimento e resfriamento a vacuo de mexilhdes.

< Sensorde
Aqufn pressao
f%
Aquisicio
de dados
Computador 2
L\ )
| (=
& ™ -
= Bomba de
Banlnt a vacuo
Aqueci termostatiz
Recipiente de cozimento/ ? Condensador de
ﬂ: resfriamento Vapor

Adaptado de Cavalheiro et al. (2012).

Nesse sistema, houve uma coc¢do no vapor a 100 °C durante 3
minutos, seguido do resfriamento do produto a vacuo, até este atingir a
temperatura de 10 °C, apds 20 min. Os mexilhdes foram retirados do
sistema e encaminhados para pesagem e envase. A Figura 2.3 mostra 0
fluxograma das etapas envolvidas no processamento alternativo de
mexilhdes.
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Figura 2.3 - Fluxograma do procedimento adotado para processamento
alternativo de mexilhdo Perna perna.
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2.1.4  Envase do mexilhdo processado

Porcbes de 100 g foram envasados sob atmosfera modificada,
para uma composigao de 50% de nitrogénio e 50% de di6xido de carbono,
da marca Linde, da linha MAPAX®. A embalagem utilizada para o
envase foi a selecionada nos testes preliminares, onde trés diferentes tipos
de embalagens tiveram sua permeabilidade ao CO, e O, monitorados
durante 25 dias de armazenamento. A embalagem selecionada possui as
seguintes caracteristicas: multicamada, constituida de uma mistura de
Polietileno de baixa densidade (PEBD) e Polietileno aditivados (PEL) e
poliamida, da empresa CELOFIX (Cambé - PR), com permeabilidades ao
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oxigénio (TPO2) 55 (cc/ m? dia) e ao vapor d’agua (TPVA) 62 (g/ H20.
m? dia), respectivamente. As amostras foram armazenadas em camara fria
a temperatura de 3+1 °C durante 25 dias.

2.1.5 Analises fisico-quimicas

As propriedades fisico-quimicas do mexilhao processado na forma
convencional e na proposta alternativa foram avaliadas ao longo do tempo
de armazenamento, em dois lotes distintos. O periodo estipulado para a
realizacdo das andlises foi: zero, 4, 7, 11, 14, 18 e 25 dias.

i) pH

O pH dos mexilhdes foi determinado por método eletrométrico, em
pHmetro digital Quimis modelo Q400A. A leitura do pH foi realizada
conforme a metodologia oficial do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (BRASIL 1981); onde 50 g de amostra foram
homogeneizadas em liquidificador até a formacdo de uma pasta. Em
seguida o eletrodo do pHmetro foi inserido diretamente na amostra
preparada, com leituras em triplicata.

i) Umidade
O contetdo de umidade dos mexilhdes foi determinado conforme
método do Instituto Adolfo Lutz (IAL) (2009). Foram utilizados 5 g de
amostra, submetidas ao aquecimento em estufa a 105 °C até obter massa
constante, com determinagfes em triplicata.

iii) Textura

A determinacdo das propriedades mecénicas de textura, foi
expressa pela firmeza dos mexilhdes cozidos e resfriados, realizada pela
medida da forca maxima de cisalhamento, utilizando uma célula de
Kramer (KSC) acoplada ao texturdmetro (Stable Micro System, modelo
TA.XT2i, Inglaterra) com célula de carga de 500 N. Os mexilhges foram
colocados dentro do suporte para amostra da KSC (aproximadamente 50
g) e submetidos ao ensaio numa velocidade de 3 mm.s™. Os resultados
foram expressos em firmeza do produto em N.g em triplicata.

iv) Perda de agua durante as etapas de processamento
Em todas as etapas do processo, o célculo da perda percentual de
agua foi realizado a partir do teor de umidade em base seca. Desta forma,
a perda de massa refere-se a perda de agua durante as etapas do
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processamento de mexilhGes, em ambos os métodos utilizados, foi
calculada a partir da diferenca entre o teor de umidade da amostra na etapa
anterior e o teor de umidade da amostra na etapa seguinte (Equacéo 2.1).

%PAP = 224100 2.1)

1

Onde: PAP ¢ a perda de 4gua em cada etapa de processamento,
X1 é o teor de umidade da amostra na etapa inicial a ser avaliada (g
agua.g sélidos secos?) e X é o teor de umidade da amostra ap6s cada
etapa avaliada (g dgua.g sélidos secos™).

Os valores positivos obtidos referem-se a massa de agua perdida,
enquanto que a obten¢do de valores negativos indica o inverso, ou seja,
ganho de agua durante determinada etapa do processo.

V) Avaliacdo dos exsudados na embalagem

Os exsudados do produto nas embalagens individuais foram
quantificados gravimetricamente em todo o lote analisado durante o
armazenamento. Para tal, cada embalagem armazenada foi pesada e
catalogada, assim como a massa de produto. A massa do exsudado (g)
foi dividida pela massa inicial do produto (g) e relatada como uma
percentagem (%), conforme descrita por (SIVERTSVIK &
BIRKELAND, 2006).

vi) Capacidade de retencdo de 4gua (CRA)

A capacidade de retencdo de &gua (CRA) dos mexilhdes
submetidos as duas modalidades de processamento foi determinada
utilizando um método modificado de centrifugacdo, conforme descrito
por Desmond et al. (2000). Amostras de aproximadamente 10 g+ 0,5 g
foram envolvidas em gaze e centrifugadas em tubo de polipropileno de
50 mL (contendo uma camada de algodao ao fundo) a 7000 rpm (5697 g)
por 10 minutos a 3 °C (Centrifuga Sigma, modelo 4k15, Alemanha). As
amostras foram pesadas antes e ap6s a centrifugacdo e a CRA foi
calculada de acordo com a Equacdo 2.2 (razdo entre a massa de agua
retida pela amostra apés a centrifugacdo e a massa de soélidos secos da
amostra). A média das triplicatas de cada processo foi considerada para a
analise estatistica.

(ma-xw)_(ma_md) (2 2)

mg.(1—x,,)

CRA (g 4gua/g amostra seca) =
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Onde: m, é a massa da amostra antes da centrifugacéo, mq € a
massa da amostra ap6s a centrifugacdo e xw € 0 teor de umidade da
amostra.

vii) Cor

As medidas de cor no mexilhdo processado foram divididas de
acordo com o género, onde o mexilhdo macho apresenta coloracéo branca
leitosa e o mexilhdo fémea, amarela alaranjada, respectivamente.
Utilizou-se um colorimetro (Miniscan EZ, Hunterlab) operando no
sistema Hunter (L*, a*, b*, C*, h), utilizando sistema de iluminacdo D65
e angulo de observagdo de 10°. De acordo com a escala, L*
(luminosidade, 0 a 100 — preto ao branco), as coordenadas de
cromaticidade a* e b* que indicam (-a = verde e +a = vermelho; -b = azul
e +b = amarelo). O “C*” representa o chroma, que fornece uma medida
da intensidade ou saturagdo da cor ¢ o “h” ¢ o angulo de matiz e
corresponde a tonalidade.

Foi calculado o fator AE, que é um valor numérico que expressa
a diferenca entre os parametros L*, a* e b* da amostra padrdo no espaco.
Esse fator indica o tamanho da diferenca de cor global no produto, mas
ndo indica a direcdo em que as cores sdo diferentes. E definido pela
Equacéo 2.3:

AE = /(L)% + (Aa*)? + (Ab*)? (2.3)

2.1.6  Grau de enchimento e composi¢ao gasosa da embalagem

i) Grau de enchimento

O grau de enchimento, definido como volume do produto versus
0 volume da embalagem (mL/mL), foi determinado nas embalagens
contendo 100 g (£0,03) de mexilhdo, de acordo com a metodologia
adaptada de Rotabakk et al., (2007). A embalagem é disposta em um
recipiente contendo 4000 mL de 4gua e um probe na forma retangular de
dimens@es de 17,5 mm x 13,5 mm x 2 mm, conectado ao texturometro
(Stable Micro System, modelo TA.XT2i, UK, com célula de carga de 500
N) por uma haste de 118 mm altura, conforme mostra a Figura 2.4. Dessa
forma foi realizada a imerséo da probe na 4gua. O probe tem um volume
total de 100 cm?, com massa de 437,73 g. A calibracdo do probe foi
realizada pela sua imerséo em &dgua a uma taxa de 2 mm/s, com 85 % de
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deformacdo e permaneceu durante o periodo de 30 s para estabilidade da
medicdo. O grau de enchimento da embalagem contendo o produto foi
realizado usando os mesmos parametros da calibracdo. A forca resultante
foi obtida a partir da Equacéo 2.4:

Fr= Fs-Fc (2.4)

Onde: F; € a forca de flutuacéo da probe sobre a embalagem, que
foi determinada pela diferenca entre a forca obtida na calibragdo (Fs)
menos a forca obtida (Fc).

O célculo do grau de enchimento foi realizado, de acordo com
Rotabakk et al. (2008) em que a forga de Flutuacdo € expressa para um
objeto, pela Equacéo 2.5:

F, = ps.g.Vp (2.5)

Onde F, é a Forga de Flutuacéo (kg.m.s™2); p é a densidade
do fluido no qual o objeto é submerso, em (kg.m™3) e V}, é o volume da
embalagem (m)3.

Esta equacdo também pode ser representada como:

F, = pf. g.(I(g %) (2.6)

Onde V; € o volume do gas, m,, € a massa do alimento (kg), py €
a densidade do fluido no qual o objeto é submerso e p, é a densidade do
alimento (kg.m™32). A forca da gravidade trabalha na direcdo oposta a
Forca de Flutuacdo. Considerando que a massa do gas é =~ 0,0 kg, a forca
da gravidade para a embalagem é:

Fyray = Mg. g (2.7)

Onde Fy,q, é a forca da gravidade (kg.m.s™%). A forca
resultante, conforme mensurada pelo texturémetro seria:
Fes = Fp — Egrav (2.8)

A substituicdo das Equacdes (2.6), (2.7) e (2.8) e rearranjando a
equagdo para V, obtem-se:
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F, m, m,
Y, = fres g Ma_Ma 2.9
9 gpr pF  pa (2.9)

A Equacdo (2.9) assume que a densidade para os materiais no
interior e exterior ao filme sdo equivalentes a densidade do fluido.
Com o valor de V;, obtém-se o grau de enchimento, dado por:
GE = 22,100 (2.10)
Vg
Onde GE é o grau de enchimento (%), V, € o volume de gas
contido na embalagem em e V;, é o volume da embalagem, ambos em

(m)3.

Figura 2.4 - Probe de imersdo em ago inox utilizada para o teste de grau de
enchimento das embalagens.

i) Composicdo gasosa
A andlise da composi¢do gasosa presente no headspace das
embalagens contendo o mexilhdo foi realizada mediante a leitura da
concentracdo de O, e CO- utilizando analisador de gases (CheckMate II,
PBI Dansensor). Realizou-se uma cinética de comportamento do CO, em
contato com a 4gua contida no mexilhdo no decorrer do tempo de
armazenamento, além de observar se havia presenca de O e sua evolucéo
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no periodo. As determinagfes foram feitas em duas etapas: (1) Leituras
de hora em hora até as primeiras 24 hs e (2) Medicdo durante os 25 dias
de armazenamento do produto processado.

iii) Concentragdo de CO2 nos mexilhGes

A concentracdo de CO; dissolvido nos mexilhdes (mg CO2/kg

produto) foi calculada através da variacdo do volume dentro das

embalagens, baseada em Rotabakk et al. (2007), de acordo com a Equacéo
(2.11):

1000 (Vco,i - Vco,:)Mco,

2.11
R.T.mp ( )

Cco, =

t
onde: €¢o;, 6 a concentracdo de CO, no tempo t (mg CO2/kg
produto), Veoat ¢ 0 volume de CO; no tempo inicial (md), Veost ¢ o
volume de CO2 no tempo t (m3), Mco, ¢ a massa molar de CO; (44.01
g/mol CO,) e s é a massa de produto (kg).
As taxas de absorcdo do CO2 nos mexilhGes foram calculadas
usando as diferencas na concentracdo gasosa, o volume livre dentro das

embalagens e a massa de mexilhGes, de acordo com a Equagdo (2.12)
(TORRIERI et al., 2009).

N _dco,
CO2abs~ " dt (2.12)

Onde: ®C02ap, 530 as taxas de absorgdo (mg CO2.kg produto.dt);
dCco
& éa variacdo da concentracdo de CO» com o tempo.

O comportamento da absor¢cdo de CO, nos mexilhGes foi
determinada através de equagdes de ajuste em relagdo aos dados
experimentais (Equacéo 2.13):

t
(€0 1= (2.13)
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Onde: t (d) € o tempo de cada ponto; [CO;] é a concentracdo de
CO; (mg CO2. kg produto), “a” e “b” sdo os parametros de ajuste para
0s dados experimentais.

Derivando a Equacdo (2.13) em relagdo ao tempo:

dCo, _ at
de (t+b)? (2.14)

Pela substituicdo da Equacdo (2.14) na Equacdo (2.12) e Equacdo
(2.13), as taxas de absorgdo do the CO, nos mexilhdes podem ser
determinadas, resultando em:

at

RC02a0:~ ()2 (2.15)

2.1.7 Analise estatistica

Os dados de caracterizacao fisico-quimica dos mexilhGes foram
tratados através da andlise de ANOVA, a fim de verificar se havia
diferenca significativa entre os processamentos testados, e se havia
mudangas nos parametros fisico-quimicos com o tempo de
armazenamento para 0s processamentos. A comparacdo de médias para
os fatores que apresentaram diferenca significativa (p<0,05) foi realizada
através do teste de Tukey. O software Statistica 7.0 foi utilizado para
ambos os testes.

2.1.8  Avaliacdo microbioldgica

A avalia¢do microbiolodgica foi realizada nos mexilhGes durante as
etapas de processamento e no produto final durante o armazenamento (0,
4,7, 11, 14, 18 e 25 dias), para contagem total de aerébios mesofilos, de
psicrofilos a 7 °C e Vibrio sp.

As andlises foram realizadas no Laboratério de Microbiologia e
Parasitologia do Centro de Ciéncias Bioldgicas da UFSC. Os métodos
utilizados para estes ensaios sdo descritos conforme American Public
Health Association (A.P.H.A.) — (2001).
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i) Contagem de Aerdbios Mesofilos Totais e Psicrofilos
Totais

Para a determinacdo de bactérias mesotfilas e psicréfilas, utilizou-
se como meio de cultura o Plate Count Agar (PCA) ou Agar Padrdo para
contagem. O sistema de espalhamento foi por superficie.

Cerca de 25 g de mexilhdo foram adicionados em 225 mL de
agua peptonada 3% e agitados durante 1 minuto. Foram vertidos nas
placas em torno de 15 a 20 mL de &gar fundido e resfriado a 44-46 °C,
apos a solidificacdo do meio foram inoculados 100 pL das diferentes
diluigdes do mexilhdo nas placas, sendo espalhadas até secar no meio. As
placas foram incubadas invertidas a 35-37 °C por 24h para contagem de
total de aerdbios mesofilos e a 7 °C por 10 dias para contagem total de
psicrofilos.

i) Presenca de Vibrio spp.

Em torno de 25 g de mexilhdo foram adicionados em 225 mL de
agua peptonada 0,1% com 3% de NaCl e agitados durante 1 minuto. Em
seguida foram vertidos cerca de 15 a 20 mL de meio agar de tiossulfato,
citrato, bilis e sacarose (TCBS) e resfriado até a temperatura entre 44-46
°C nas placas e apoés a solidificacdo do meio foram inoculados 100 pL
das diferentes diluicdes nas placas, sendo espalhadas até secar no meio.
As placas foram incubadas invertidas a 35-37 °C por 24h e foi realizada a
contagem apds esse periodo.

2.2 Resultados e Discussao

2.2.1 Caracteristicas fisico-quimicas do produto processado

i) pH e Textura
Os valores de pH encontrados para os dois processos e durante
o0s 25 dias de armazenamento ndo apresentaram variagdo significativa
guanto ao tipo de processamento e durante o periodo de armazenamento
(média de 6,5), conforme mostrado pela Tabela 2.1. Os valores de pH
estabelecidos pelo RIISPOA, do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (BRASIL, 1980), para pescado e derivados sdo inferiores
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a 6,5 na parte interna da carne e 6,8 na parte externa da carne.
Considerando que ndo ha limites de pH estabelecidos exclusivamente
para mexilhdo e que o método de pH para quantificar essa variavel utiliza
a parte interna e externa da carne simultaneamente, sdo aceitaveis 0s
valores de pH obtidos neste trabalho dentro da faixa estabelecida.

Tabela 2.1 - Média do pH e da textura no processamento tradicional e alternativo
de mexilhdes durante os 25 dias de armazenamento a 3 °C.

Tempo pH Textura (Firmeza — N.g?)
(dias) Convencional Alternativo Convencional Alternativo
00 6,50+0,02 6,640,044  4,47+0,36*" 5,05+0,72%

04 6,370,023 6,66+0,025  4,31+0,355% 5,10+0,65%

07 6,52+0,020 6,58+0,061  4,46+0,053 6,94+0,218%

11 6,430,010 6,46+0,064  4,32+0,314° 6,94+0,218%

14 6,48+0,015 6,61+0,045  5,60+1,933**  6,20+0,094%8

18 6,600,015 6,57+0,005 5,71+0,456*" 6,25+0,579%8

25 6,60+0,044 6,65+0,017  4,44+0,116"* 7,16+0,619%®
Letras minGsculas entre colunas: diferem quanto ao tipo de processo. Letras maidsculas
entre linhas: diferem quanto ao periodo de armazenamento. p < 0,05.

Os valores encontrados para o pH inicial (6,5) estdo de acordo
com os valores obtidos por Salan (2005) para mexilhdes processados, que
variaram de 5,8 a 7,11 e abaixo dos valores obtidos por Cordeiro et al.,
(2007), de 6,9 para mexilhdo submetido & cocgéo.

Os resultados de pH encontrados neste trabalho, (6,5), estdo
dentro da faixa exposta por Goulas et al. (2005), que explicam que o pH
do mexilhdo é considerado alto (6,7 -7,1), tornando-0s um substrato ideal
para o crescimento microbiano. Os resultados também se assemelham aos
obtidos por Lima et al. (2013), que avaliou o pH de mexilhdes Perna
perna pré-cozidos e processados, acondicionados com e sem atmosfera
modificada (50% CO2/50% N2). Os autores ndo encontraram diferenca
significativa quanto a influéncia da atmosfera modificada na alteracdo de
pH, com valores de 6,56 com atmosfera e 6,65 para os mexilhdes
acondicionados sob ar atmosférico. Neste trabalho, a manutencdo do pH
durante 0 armazenamento evidencia uma estabilidade do produto em
relacdo aos mecanismos de deterioracdo por causa enzimatica e/ou
microbiana.

O comportamento do pH em moluscos e sua influéncia como
determinante na qualidade do produto final tem sido questionada, de
forma que estes possuem o comportamento diferente das espécies de
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pescado, no qual este parametro é baseado. Galvao et al. (2006)
mostraram que ha necessidade de estudos especificos para os limites de
pH a serem estabelecidos a partir de dados de decomposicéo e alteragdo
deste parametro. Outros estudos como de Caglak et al. (2008) mostra
dificuldades para correlacionar o pH de mexilhdes selvagens da espécie
Mytilus galloprovincialis armazenados em atmosfera modificada
contendo 50% N2 e 50 % O, com a qualidade do produto. Os autores
mostram valor inicial de pH de 6,72 e, ap6s 8 dias, o pH foi de 6,38 e, aos
12 dias de armazenamento a 2°C, o pH de 5,99. Outro estudo no qual néo
foi possivel correlacionar a variagdo de pH com a qualidade sensorial do
produto foi o trabalho proposto por Erkan (2005), que estudou as
mudangas na qualidade de mexilhdo cozido da espécie Mytilus
galloprovincialis durante 0 armazenamento em refrigeragdo a 4 °C, e
obteve uma redug¢do ndo significativa do pH em 6 dias de armazenamento
(5,96 para 5,89).

A firmeza dos mexilhGes (Tabela 2.1) foi influenciada pelo tipo
de processamento, com valores mais elevados no processamento
alternativo. Provavelmente isso se deve ao menor teor de umidade das
amostras, 0 que esta relacionado com a maior rigidez do produto. Durante
0 periodo de armazenamento ndo foram observadas mudancas
significativas (p>0,05) na firmeza do mexilh&o em ambos 0s processos.

O valor inicial de firmeza do processamento alternativo obtido
neste trabalho (5,05 N.g™) esta de acordo com Cavalheiro et al. (2012),
que encontraram uma firmeza média de 5,1 N.g* para 0 mexilhdo cozido
sob vapor e resfriado a vacuo, enguanto no processamento convencional,
o valor inicial encontrado neste trabalho (4,47 N.g™) foi inferior ao obtido
pelos autores (5,4 N.g). A firmeza de mexilhGes cozidos e resfriados foi
avaliada em ambos os casos considerando a forca necesséria para as
laminas que constituem o probe cortar a amostra.

A determinagdo da textura em frutos do mar é essencial, visto
gue essa propriedade é um atributo importante neste tipo de produto,
guanto a aceitacdo do consumidor, e por consequéncia, a Ssua
comercializacdo. Ao contrario de outros muasculos alimentares, os frutos
do mar sofrem um rigor mortis mais rdpido, culmina no extenso
amolecimento da carne, causada pelo menor teor de tecido conjuntivo,
além de menor formacdo de ligacGes cruzadas no colageno desses animais
(ASHIE & SIMPSON, 1996). Desta forma, os processos de cocgdo e
conservagdo do mexilhdo no armazenamento, propostos neste trabalho,
podem contribuir em minimizar esses efeitos do rigor mortis e manter o
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mexilhdo com uma textura aceitavel para comercializacdo e consumo. O
cozimento alternativo manteve as propriedades fisico-quimicas do
produto até o final do periodo de armazenamento proposto, embora haja
a necessidade de complementagdo da analise instrumental com andlise
sensorial e a verificacdo de aceitacdo do produto final.

ii) Perda de Agua e Umidade

A determinacdo da umidade em g &gua.g sdlidos™ permite
observar as variagdes na perda ou ganho que ocorrem em cada etapa do
processamento de mexilh@o. Conforme esperado, houve perda de agua no
mexilhdo durante o cozimento (40,34 %) e ganho de agua apds o
resfriamento imerso (-27,28 %) devido ao contato com a &gua e o gelo,
nas etapas correspondentes ao processamento convencional, com perda
global de 13,6 %. No processo alternativo, houve perda sucessiva de agua
na pré-coccao (19,53 %) e apds o cozimento integrado ao resfriamento a
vacuo (38,70 %), com perda global de 4gua no mexilhdo de 58,23%, valor
este superior a perda global de massa obtida em processo semelhante por
Cavalheiro et al. (2012), que foi de 51,3 %.

Huber et al. (2003) também utilizaram vacuo no resfriamento de
mexilhdo com concha como alternativa ao resfriamento imerso. Os
autores encontraram perda de massa provocada pela evaporacio de agua
das amostras de mexilhdes com concha durante o resfriamento a vacuo de
aproximadamente 8,1%, o que demonstrou ser uma alternativa
tecnicamente viavel para o processamento de mariscos.

E importante considerar que além da &gua, h& outros
componentes solUveis que também sdo perdidos durante o cozimento. Por
exemplo, ocorre uma solubilizacdo parcial do colageno em virtude da
temperatura, e nesta etapa, a proteina flui para fora do mdsculo com a
agua, e pode formar uma gelatina mediante o resfriamento do exsudado
(PULGAR et al., 2012). Em relacdo ao mexilhdo ndo ha informacdo na
literatura a respeito da composicdo do exsudado, tampouco se a
guantidade de proteinas sollveis representa uma perda significativa no
processo. Chan, Hossain & Brooks (2006) mostraram que o
processamento promove perda proteica, onde recuperaram proteina de
mexilhdo contida na dgua residual de uma inddstria de processamento na
Nova Zelandia, a partir do escoamento do liquido produzido pelo
mexilhao no processo de cozimento em agua a 80 °C, e atestaram que no
processo hd uma composicao inicial de proteina variavel entre 0,3 mg/L
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a 0,6 mg/L na agua residual. Assim, o estudo desta composicdo no
exsudado do produto apds o processamento poderia indicar se ocorre
perda significativa de proteina pelo produto ou néo.

A umidade do produto ndo apresentou diferenga significativa ao
longo do periodo de armazenamento nos dois processamentos, porém
mostrou diferenga significativa entre os processos aplicados, conforme
apresenta a Tabela 2.2. Os menores teores de umidade foram observados
para 0 processo alternativo (0,70 g dgua.g amostral) que pode estar
relacionado relacionado possivelmente com a aplicacéo de vacuo durante
o resfriamento, acarretando uma perda maior de &gua, conforme
comentado anteriormente. No processamento convencional, o contato do
mexilhdo com a agua do resfriamento contribui para maior absor¢éo de
agua e consequentemente aumentardo o teor da umidade do produto.

Os valores encontrados para 0os mexilhdes neste trabalho para
ambos os métodos de cozimento sdo inferiores aos obtidos por Pedrosa e
Cozzolino (2001), de 0,83 (g agua. g amostral) e de Cordeiro et al.,
(2007), de 0,81 para mexilhdes submetidos a coccdo. Os valores
encontrados sdo proximos aos de Tavares et al., (1998), que obtiveram
0,72. As médias de umidade dos mexilhdes através do processamento
convencional neste trabalho aproximaram-se aos encontrados por Lima
(2010), que encontrou teores de umidade na faixa entre 0,72 a 0,79 (g
agua. gamostra) e se manteve ao longo dos 25 dias, nas duas condicdes
estudadas (com atmosfera modificada e ar), ndo apresentando diferenca
significativa (p>0,05). A variagdo nos teores de umidade encontrados na
literatura é comum, pois depende das alteragcdes sazonais na composi¢ao
do mexilhdo, estagio de desenvolvimento do molusco e dos diferentes
métodos de cocgdo empregados.
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Tabela 2.2 - Umidade e capacidade de retengéo de agua (CRA) no processamento
tradicional e alternativo de mexilhdes durante os 25 dias de armazenamento.

CRA (g HO retida/

2 i 4 1
= Umidade (g 4gua. g amostra™) g matéria seca)
5
(& —
S = g g S
o c = i<l =
o o © o ©
° ‘S = S £
o = 8 2 3
Q. S —_— c =
< g < 38 <
= O
In natura 0,82+0,641 0,82+0,641 3,72+0,27 3,72+0,27
R x 0,780,902 * 2,730,244
min.)
Coccao 0,730,923 * 2,17+0,099 *
(6 min.)
Resfriamento 0,7740,974 * 2,39+0,164 *
por imersdo
Cozimento (3
il 2 * 0,69+0,613 * 1,920,045
Resfriamento a
VAcuo
Periodo (dias) Apos Processamento
0 0,77+0,410PABC 0,69+0,783% 2,38+0,164"8  1,92+0,044%
4 0,77+0,529°E¢ 0,71+0,319% 2,65+0,0958  2,08+0,056*
7 0,76 £0,335°C0  0,70+0,5713ABC 2 62+0,176%8 2 27+0,524%
11 0,76+0,335"48 0,70+0,149%48 2 35+0,222%8 1 81+0,271A
14 0,76+0,293°E¢C 0,69+0,410%8C  264+0,322%8  2,17+0,046*A
18 0,78+0,125%A8 0,70+0,207*8 2 86+0,074°8  2,31+0,198*A
25 0,760,372 0,71+0,68324 2,83+0,03328  2,35+0,340%

Letras minusculas entre colunas: diferem quanto ao tipo de processo. Letras mailsculas entre
linhas: diferem quanto ao periodo de armazenamento. p < 0,05
* Etapas ndo existentes em determinado tipo de processamento
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iii) Capacidade de Retencéo de Agua (CRA) e Exsudac&o

A capacidade de retencdo de agua foi expressa pela agua retida
na matéria seca e, mostrou maior indice (2,38 g de agua retida para cada
g de matéria seca) no processo convencional, em relacdo ao processo
alternativo (1,92 g de &gua retida para cada g de matéria seca) e por
consequéncia com maior potencial para uma possivel exsudacdo na
embalagem, conforme mostra a Figura 2.5. O resultado corrobora com os
valores superiores de umidade e ganho de agua obtido para o processo
convencional.

Figura 2.5 - Presenca de exsudado e vapor de agua na embalagem de mexilhdo
proveniente do processamento convencional durante o armazenamento a 3 °C
durante 25 dias.

A coccéo integrada ao vacuo promoveu menor CRA no produto
final (1,92 g de agua retida para cada g de matéria seca). Isto ocorreu
devido a perda de agua no processo, visto que o principio do resfriamento
a vacuo é baseado na obtencao do resfriamento através da evaporacao de
parte da umidade do produto sob condicdes de vacuo (SUN & ZHENG,
2006). Esse efeito é favoravel a conservacao dos mexilhdes, desde que o
teor de dgua evaporado ndo seja prejudicial a qualidade do produto final.
Do contréario, haveria prejuizo na aparéncia e na textura do produto,
promovendo rejeigdo pelo consumidor. A Figura 2.6 apresenta o aspecto
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visual do produto obtido através do processamento alternativo,
comparado ao convencional.

O armazenamento do produto demonstrou que a capacidade de
retencdo de dgua ndo teve variagdo significativa em ambos 0s processos.
Desta forma, pode-se considerar que em condigdes estaveis de
armazenamento, com controle de temperatura, umidade relativa e
utilizacdo de embalagens adequadas, a CRA ndo é afetada.

Figura 2.6 - Analise visual das embalagens com mexilhdo processado durante o
armazenamento durante 25 dias.

Segundo Lawrie (2005) durante o cozimento de carnes e
produtos cdrneos os processos de transferéncia de calor e massa sdo
complexos. Assim, as propriedades térmicas, fisicas e sensoriais séo
alteradas pela CRA, aliada aos fenbmenos de desnaturacdo proteica e
derretimento da gordura. A CRA das proteinas diminui como
consequéncia da desnaturacdo das mesmas e pelas forgas internas
causadas por pressdes do encolhimento do tecido conjuntivo
(ERDOGDU et al., 2004). Assim, os fendmenos de exsudacdo também
podem ser associados a processos que ocasionem desnaturacdo das
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proteinas do muasculo do mexilhdo, onde o ponto isoelétrico das proteinas
pode ser afetado (MASNIYOM et al., 2011). A Tabela 2.3 apresenta 0s
resultados obtidos com a andlise de exsudado nas embalagens mediante
0s dois processos estudados.

Figura 2.7 - Auséncia de exsudado e de vapor de 4gua na embalagem de mexilhdo
proveniente do processamento alternativo durante o armazenamento a 3 °C
durante 25 dias.

Tabela 2.3 - Perda de agua por exsudagdo em mexilhGes Perna perna no
processamento tradicional e no alternativo.

Tempo Exsudacdo (%)
(dias) Convencional Alternativo
4 3,28 0,00
7 3,60 0,00
11 2,32 0,00
14 2,36 0,00
18 2,25 0,00
25 5,78 0,00

* Os valores se referem a massa de agua perdida pelo produto em relagéo a
massa inicial.

A exsudacgdo no processo convencional atingiu 5,78 % em 25
dias a 3 °C. Esses valores séo inferiores aos obtidos por Masniyom et al.
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(2011), que avaliaram o efeito do uso de atmosfera modificada sobre
mexilhdes frescos armazenados a 4 °C e encontraram um aumento da
exsudacdo com o armazenamento, com percentual inicial e final de 8 e 16
%, para as misturas gasosas testadas. Os mesmos autores constaram que
perda de exsudado pelo musculo contribuiu para menor aceitabilidade do
produto pelos consumidores, através de analise sensorial. Naturalmente,
neste trabalho, o produto processado possui menos exsudado, pois 0
excesso de agua foi perdido na etapa anterior do processamento, durante
a cocgéo.

Apesar da perda de adgua observada entre o produto in natura e
apo6s a cocgdo pelo processo convencional (40,34 %), a exsudacdo
também ocorre durante o armazenamento, principalmente a temperaturas
acima de 0 °C, provocando rejeicdo do produto pelo consumidor
(JEREMIAH, 2001).

A exsudacdo no armazenamento pode estar relacionada ao
contelido de &gua absorvido pelos mexilhdes durante a operacdo de
resfriamento em agua. O mexilhdo possui uma anatomia heterogénea
guanto a composi¢do das estruturas morfoldgicas, influenciada pela
sazonalidade e pelo estagio de desenvolvimento do mesmo. Assim, a
variacdo encontrada na exsudacdo durante os 25 dias de armazenamento
pode ter sido influenciada por esta condicdo, bastante comum neste tipo
de matéria prima.

O processamento alternativo ndo apresentou exsudacgdo nas
embalagens durante os 25 dias de armazenamento, garantindo boa
aparéncia do produto durante todo o periodo. Esse comportamento resulta
da modificacdo proposta no processamento alternativo, onde foi realizada
uma pré-coccao para retirada da carne das conchas e uma nova cocgdo
utilizando vacuo como alternativa ao resfriamento imerso ndo havendo
contato com a agua e com a agua perdida por este tipo de tratamento.
Cavalheiro et al. (2012) mostraram que o sistema integrado de cozimento
e resfriamento a vacuo, em mexilhdo cozido na concha, apresentou perdas
de agua devido a aplicacdo de vacuo. Desta forma, as perdas de agua,
expressas em umidade, ocorreram apenas durante as etapas de
processamento (Tabela 2.2) e ndo durante o armazenamento.

Sivertsvik (2007) avaliou a influéncia da concentracdo de CO-
nas perdas por exsudacdo em bacalhau armazenado a 0 °C, e observou o
aumento da perda de exsudado conforme o aumento do teor de CO- nas
embalagens. O autor ressalta, porém, que a formagdo de exsudados
também se relaciona com a relacdo de rigidez e flexibilidade da
embalagem, conforme a alteragdo de CO2 no headspace. Neste trabalho,
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porém, ndo foi evidenciado nenhum efeito da mistura gasosa aplicada
(50% CO; e 50% N3). Porém verificou-se que nas amostras processadas
pelo método convencional houve um aumento no exsudado entre 0 18° e
0 25 ° dia, provavelmente devido a diferenca de processamento, visto que
as atmosferas aplicadas foram idénticas em todas as amostras.

iv) Cor do produto

Os mexilhfes macho e fémea foram avaliados quanto a variacio
da coloragdo durante o armazenamento e com o tipo de processamento.
No Apéndice A estdo as Tabelas referentes as determinagdes de L*, a* e
b*, que foram utilizados para o calculo do parametro AE (mudanca global
de cor).

Né&o foram avaliadas as mudangas de cor entre machos e fémeas
devido ao fato de que essa diferenca de coloracdo é decorrente da
propor¢do bem maior de pigmentos carotenoides presentes na fémea em
relagdo aos machos. Nos estagios de gametogénese, 0s machos possuem
teor total de carotenoides em torno de 0,72 ug/g (base seca) enquanto as
fémeas possuem uma média de 4,19 pg/g (base seca). Por outro lado, os
machos possuem derivados totais de clorofila nesse mesmo estagio, de
20,59 ug/g (base seca), e sua coloracdo gonadal é branco leitosa (LOUDA
et al., 2008).

A Tabela 2.4 mostra os dados da mudancga global (AE) de cor e
0 parametro C* das amostras de mexilhGes machos e fémeas. O AE
mostra que o produto manteve suas caracteristicas de cor durante todo o
periodo de armazenamento, observado pelos resultados entre o primeiro
e Ultimo dia. A variacdo da cor total em carnes pode ser avaliada seguindo
a convencdo proposta por Abril et al. (2001), onde esta variacdo €
visualmente perceptivel para AE > 0,9, de forma que com essa
informacédo, é possivel diferenciar as carnes em relagdo ao pH (faixa
inferior e superior a 6,1). Seguindo essa convengdo, a variagdo na cor
deveria ser perceptivel, 0 que ndo ocorreu no caso dos mexilhdes,
possivelmente devido a heterogeneidade das amostras analisadas. A
dificuldade na quantificagdo da cor se deve a andlise destrutiva das
amostras, pois a aplicacdo de atmosfera modificada implica alguns
problemas na avaliacdo da cor, conforme explicam Mancini & Hunt
(2005).
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Tabela 2.4 - Mudanca global da cor (AE) e pardmetro C* para mexilhdes machos e fémeas submetidos ao processo convencional e
ao processo alternativo.

Tempo AE Macho AE Fémea C* Macho C* Fémea

(dias)  Convencional Alternativo  Convencional Alternativo Convencional  Alternativo  Convencional Alternativo
00 - - 13,570,674 14,42+0,86% 36,38+1,23* 39,6i%2,40 - -
04 7,37 £3,02°A 4,74+0,59°4 11,88+0,49% 13,86+0,953 32,38+1,11% 34,41%33,17 6,350,734 12,13+3,33%
07 7,26 £2,32°%A 3,51+0,88% 14,50+0,80 24 14,11+0,48% 30,352,462 35,211;31,81 8,47+2,88% 7,61+1,58%
11 8,09+2,66 5,23+2,50% 12,50+0,39 3 12,95+0,43 % 30,461,543 30,9%1,71:1 7,25+1,61% 12,52+3,61*A
14 14,00+1,43%® 4,55+1,07°% 14,98+1,94 34 14,14+0,89 %A 30,410,383 30,43}%2,04a 8,49+1,39 13,63+3,31%4
18 7,40+2,65% 3,86+0,90* 12,71+0,41°A 15,88+0,67 33,69+1,80%4 36,0347;2,12 5,92+1,30 6,82+1,81%
25 8,84+2,80% 5,79+0,85% 12,52+0,22 3 15,27+1,26 %4 33,70+1,91°4 5,82+1,58 7,63+1,82%4

41,40+1,12°
B

Letras mindsculas entre colunas: diferem quanto ao tipo de processo. Letras maiusculas entre linhas: diferem quanto ao periodo de
armazenamento. p < 0,05.
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Tabela 2.5 - Angulo hue (h) para mexilhdes machos e fémeas submetidos ao
processo convencional e ao processo alternativo.

Tempo h Macho h Fémea
(dias) Convencional Alternativo  Convencional Alternativo
00 79,80+0,75" 76,011,202  51,77+0,27°A  49,91+0,67*
04 79,13+0,56"  76,92+0,68%® 51,51+0,63% 50,23+1,12%
07 74,34+0,46"5C 78,410,458  50,61+0,36°"  46,84+0,323
11 78,22+0,73*8  77,68+0,86*® 57,73%6,12%  48,63+0,96 "
14 72,32+42,13°¢  78,63+0,43®  49,23+1,06* 47,88+1,31*
18 77,20+0,8438  74,90+0,73*  50,18+0,44% 48,790,502
25 78,12+0,55%® 76,37+0,89*% 50,75+0,60°* 48,83+0,29*

Letras minudsculas entre colunas: diferem quanto ao tipo de processo. Letras
maiusculas entre linhas: diferem quanto ao periodo de armazenamento. p < 0,05

C* ndo teve alteracdo significativa em relacdo ao tipo de
processamento e durante o tempo de armazenamento (p>0,05) para 0s
mexilhdes machos (de 11,88 até 15,88), enquanto para as fémeas,
somente houve variacdo de C* com o tempo quando comparado ao 25°
dia de armazenamento. O &ngulo de matiz para machos. A tabela 2.5
apresentou variacdo significativa (p<0,05) quanto ao tipo de processo.
Para as fémeas, ndo houve diferenca significativa entre os processos e
durante o periodo de armazenamento.

Os valores de Chroma (C*) e de L* sdo uteis quando se deseja
determinar em carne as alteracOes da coloragdo em razdo de fendmenos
como o rigor mortis (JEREMIAH, 2001). No caso dos moluscos, esses
pardmetros sdo importantes para avaliagdo da presenca de parasita no
produto ou como indicativo de processo de deterioracdo, seja por via
enzimatica ou microbioldgica, devido as alteraces de cor no manto do
molusco. O angulo hue ou de tonalidade pode ser influenciado pelo tipo
de embalagem aplicada, quando se trata da analise de cor do produto
dentro da embalagem (JEREMIAH, 2001). Neste estudo, as analises
foram realizadas ap0s a retirada do produto da embalagem, ou seja, ndo
houve influéncia da embalagem nos resultados.

Estes resultados sdo favoraveis, visto que a estabilidade da cor é
uma das caracteristicas importantes associadas com a qualidade de
produtos carneos acondicionados sob atmosfera modificada, por ser o
primeiro atributo percebido pelo consumidor, pois representa frescor e
boas condicdes para o consumo (NANNERUP et al., 2004).



117
2.2.2 Composicdo gasosa nas embalagens com mexilh&o

A Tabela 2.6 apresenta 0 comportamento da mistura gasosa
(50% CO; e 50% N) nos mexilhdes nas primeiras 24 horas depois do
envase e armazenamento a temperatura de 3 °C. Esta determinacéo é util
para compreender a cinética de absorc¢éo do CO- na fragdo aquosa contida
nos mexilhdes. Depois deste periodo, a concentragdo de CO; diminuiu
significativamente com o tempo de armazenamento (p <0,05), onde a
concentracdo final foi 17,66% no processo convencional (Tabela 2.7).
Torrieri et al. (2006) aplicaram seis diferentes atmosferas (0% O,-70%
CO32, 20% 02-70% de CO»; de 30% O,-60% CO», 40% 0,-60% de CO;
de 30% de O2-50% de COy; 21% de CO2-02 0%) em peixe lobo do mar e
quantificou a composicdo gasosa no headspace e verificaram que em
todos os casos, o didxido de carbono diminui, provavelmente como uma
consequéncia da dissolucdo de gases no liquido do tecido celular.

Um comportamento do CO; semelhante ao encontrado neste
trabalho também foi observado por Fernandez et al. (2009), que avaliaram
o efeito de aditivos naturais, refrigeracdo e envase sob atmosfera
modificada em filetes de salmdo do Atlantico. Os autores observaram
reduc@es crescentes de CO2 no decorrer do armazenamento para todas as
condi¢cdes experimentais, em que durante os seis primeiros dias, a
concentracdo de CO, diminuiu cerca de 25% e, a partir do 18° dia,
permaneceu constante até o 25° dia. E ao final do tempo de
armazenamento, houve uma redugdo de 30-40% da concentracdo inicial
de CO,. Os autores atribuiram que a reducdo do CO> ocorreu devido a
solubilidade do CO na agua do musculo do salmédo (formacéo de gas
carbbnico) e por perdas associadas a permeabilidade da embalagem
utilizada no trabalho.
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Tabela 2.6 - Composicdo gasosa no headspace da embalagem contendo
mexilhGes processados até 24 horas para amostras condicionadas a 3 °C contendo

50% de CO:..

Tempo (h) CO2 (%) 02 (%)
0 50,70+0,08 0,005+0,003
2 45,83+1,75 0,021%0,003
4 45,65+1,10 0,027+0,007
6 44,43+1,01 0,028+0,009
8 45,26+0,66 0,02520,002
10 44,01+1,20 0,030+0,008
12 43,76+2,32 0,030+0,006
14 44,48+0,84 0,032+0,004
16 44,03+1,52 0,040+0,018
18 45,11+0,96 0,030+0,004
20 45,08+1,13 0,033+0,004
22 44,18+1,71 0,00520,002
24 45,160,94 0,03620,002

Os processamentos aos quais 0os mexilhdes foram submetidos nao
influenciaram nos mecanismos de solubilizacdo do CO,, de forma que
ndo foi evidenciada nos resultados de composicdo gasosa. Houve
aumento significativo (p<0,05) na concentracdo de O, durante o
armazenamento dos mexilhdes - 0,008 % até 1,58 % para ambos 0s
processos testados. O aumento da concentragdo de O provavelmente
deve-se as propriedades de permeabilidade da embalagem, visto que nédo
foi adicionado O, na mistura gasosa empregada. Este teor, porém, ndo
acarreta problema no que se refere a proliferacdo de micro-organismos
aerobios, uma vez que necessitaria de uma proporcdo maior de O para
permitir o desenvolvimento. Por outro lado, essa permeacéo ao O pode
ser considerada positiva, uma vez que, de acordo com Mashiyom, et al.
(2011) a inclusdo de O, em sistemas de atmosfera modificada deve ser
considerada no sentido de evitar o aparecimento de bactérias estritamente
anaerdbias produtoras de toxinas.



119

Tabela 2.7 - Composicdo gasosa (CO, e O;) medidas no headspace das
embalagens de mexilhdo acondicionado sob atmosfera modificada durante 25
dias de armazenamento a 3 °C.

CO2 (%) 02 (%)
Convencional Alternativo Convencional Alternativo
48,63+0,21 50,70+0,08 0,008+0,001 0,011+0,000
40,48+0,15 41,96+0,08 0,103+0,001 0,080+0,001

Tempo (dias)

7 39,85+0,17 39,56+0,05 0,180+0,001  0,155+0,001

11 37,15+0,26 36,95+0,06 0,325+0,009  0,285+0,001

14 33,11+0,75 32,63+0,82 0,452+0,005  0,463+0,015

18 30,80+0,27 28,75+1,11 0,571+0,015  0,674+0,044

21 27,85x0,44 26,41+0,61 0,893+0,035  0,833%0,047

25 17,66+0,03 20,70£0.11  1,580+0,000  1,310+0,000
i) Proporcéo gas/produto nas embalagens

A proporcdo gas/produto foi quantificada nas mesmas
embalagens oriundas dos dois processos durante os 25 dias de
armazenamento, como mostrado pela Figura 2.8. A variacdo dos valores
da relacdo g/p entre as embalagens para ambos os tratamentos (4,5 até 5,0
no tempo inicial) pode estar associada com a maquina de envase, que ndo
adiciona no interior das embalagens volume total de gas exatamente igual.
Outro fator foi a permeacdo do Oz e CO2 nas embalagens.

Figura 2.8 - Evolucdo da relagdo gas/produto das embalagens com mexilhdo
processado durante o armazenamento.
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A avaliacdo dos dados obtidos no decorrer do armazenamento
mostrou que a relagdo gas/produto diminuiu com o tempo. Esta tendéncia
esta de acordo com o comportamento relatado por Rotabakk et al. (2007),
gue afirmam que a reducdo da relagdo gas/produto reflete na diminuicdo
da quantidade de gas presente no headspace, ou seja, menos CO2 para ser
dissolvido na massa do produto. Este resultado coincide com o fenémeno
de reducdo da proporcao gasosa de CO» durante o0 armazenamento devido
sua solubilidade no mexilh&o, conforme mostrado na Tabela 2.7.

A relacdo g/p aplicada (em torno de 4,5 a 5,0), estd dentro da
margem recomendada por Rotabakk et al. (2008), que avaliaram a
aplicagdo do método de pré-solubilizacdo do CO, em alabote do
Atlantico, e consideraram o percentual entre 25 e 33 % (ou g/p de 4:1 e
3:1) como ideais para assegurar o efeito bacteriostatico do CO; e para
prevencdo do colapso da embalagem. Esta relacdo g/p também esta de
acordo com as recomendacdes de Sivertsvik et al. (2002) que relatam que
a relacéo g/p usada deve ser de 2:1 ou 3:1 (onde o volume do gés deve ser
pelo menos o dobro ou o triplo da quantidade de produto), principalmente
guando se trata de alimentos com elevado teor de umidade.

Rotabakk et al. (2007) determinaram a solubilidade de CO; em
bacalhau acondicionado sob 60% de CO; e 40% de N inicial, utilizando
grau de enchimento em torno de 31,2 % e observaram que a concentracao
de CO2 no produto aumentou durante as primeiras 26 horas, juntamente
com o grau de enchimento, representando a reducdo de CO. no headspace
da embalagem.

A utilizacdo de um grau de enchimento considerado adequado
(25 — 33%) ou g/p (4:1 — 3:1) proporciona a conservagdo do alimento
devido ao efeito bacteriostatico do CO,, 0 que atinge o objetivo do
acondicionamento sob atmosfera modificada. Porém, quando a questdo
de transporte e comercializacdo é considerada, necessita-se de um volume
alto de embalagem para comportar essa condicéo, o que resulta em baixo
rendimento de embalagem em relacdo ao produto embalado. A taxa de
absorcdo do CO; calculada para os mexilhdes durante os 25 dias de
armazenamento indica diferenca nas taxas obtidas para oS processos
estudados (299,6 mg CO,.kg produto.h-! para o processo convencional e
266,37 mg CO2.kg produto.h para o processo alternativo). A taxa de
absorcao do CO; reduziu até 0 momento em que o pseudo equilibrio foi
atingido, e depois deste, a solubilizacdo do CO; continuou a uma taxa
mais baixa, de acordo com a Figura 2.9.
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Figura 2.9 - Taxa de absorcéo de CO nos mexilhdes durante 25 dias.
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A média dos resultados para cada processo obtido para a
concentracdo de CO2 dissolvido nos mexilhGes esté apresentada na Figura
2.10. O volume médio de amostras foi de 96,41 + 0,2 cm? de mexilhdes
em um volume total médio de 372,31 + 20,63 cm? para as amostras do
processo convencional e 344 + 9,76 cm?® de volume total para o processo
alternativo. Nos dois casos, as concentracdes de CO, no produto
aumentaram com o tempo de armazenamento, e durante as primeiras 24
horas foi encontrada 638,36 mg CO..kg produto! para o0 processo
convencional e 485,28 mg CO,.kg produto™ para o processo alternativo,
a temperatura de 3 °C. Os valores mais elevados de CO; dissolvido para
0 processo convencional (média de mais de 125 mg CO,.kg produto* em
relacdo ao processo alternativo para cada ponto experimental) pode ser
explicado pelas diferencas na umidade entre os processos devido a alta
solubilidade do CO2 na &gua (SIVERTSVIK et al., 2000). Contudo, estas
diferengas nas concentragdes de CO, ndo comprometeram a efetividade
bacteriostatica do CO, para ambos os tratamentos.
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Figura 2.10 Concentracdo de CO, dissolvido em mexilhdes cozidos, a 3 °C
durante 25 dias.
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A concentracdo final média de CO; para os mexilhdes durante 25
dias foi de 1384,03 mg CO..kg produto* para o processo convencional e
1239,67 mg CO..kg produto™ para o processo alternativo. Este aumento
na quantidade de CO; dissolvido confirma o que também pode ser
observado com a composicdo gasosa e analise do g/p, que mostraram
decréscimo do volume nas embalagens e o percentual de CO; no
headspace com o tempo de armazenamento, devido a solubilidade do CO,
nos mexilhGes. O uso de um apropriado g/p assegura a solubilizagdo do
CO; e se obtém uma boa concentracdo de CO, dissolvido. Zhao et al.
(1995) mostram o0 aumento da solubilidade de CO, em carne aumentando
0 headspace da embalagem. Devlieghere et al. (1998) mostram que 0s
fatores mais importantes que determinaram a quantidade de CO;
dissolvido no meio aquoso de caldo BHI inoculado com Pseudomonas
fluorescens foram a relacdo gas/produto e a concentracao inicial de CO;
na fase gasosa.

Jakobsen & Bertelsen (2004) mostraram que a produgéo de &cido
carbdnico como consequéncia do CO> absorvido na carne promove uma
tendéncia a reduzir o pH dos alimentos, quando comparado com o pH
inicial. A concentracdo de CO; ndo influenciou o pH neste trabalho
(Tabela 2.1) cujos valores ndo mudaram durante o tempo de
armazenamento, embora a concentracdo de CO; tenha aumentado com o
tempo.
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A atmosfera modificada é uma proposta interessante para auxiliar
no controle do crescimento microbiano para aumentar a vida util dos
mexilhdes cozidos. Ulusoy & Ozden (2011) aplicaram duas misturas
gasosas (50% N2/50% CO, e 100% CO;) usadas como atmosfera
modificada para o armazenamento resfriado a 4°C de mexilhdes
recheados e obtiveram 13 dias de vida Gtil. Contudo, ndo se sabe qual a
concentragdo de CO; dissolvida nos mexilhdes. No presente estudo, 0s
mexilhGes tiveram uma vida Gtil mais longa, de 25 dias.

A absorcdo do CO; na agua e nos lipidios mostra diferentes
comportamentos de acordo com a temperatura (JAKOBSEN &
BERTELSEN, 2004). Por causa disso, 0 CO; dissolvido nos mexilhdes
também depende da temperatura de armazenamento e de suas
caracteristicas, fisico-quimicas, pois 0os mexilhfes sdo considerados um
alimento com elevado teor de dgua e baixa gordura (LIMA et al., 2013).

2.2.3 Avaliacdo microbiologica das amostras de mexilhdo
submetidas ao processamento convencional e alternativo.

A Tabela 2.8 mostra a contagem microbiana para as amostras de
mexilhdo para o processo de cozimento convencional e alternativo para
cada etapa do processamento.

A contagem total de micro-organismos aerobios mesofilos no
decorrer das etapas do processamento pelo método convencional foi de
5,1 x 10° UFC/g para 1,0 x 10% UFC/g. A contagem se manteve, o que
indica que ndo houve recontaminacdo nas etapas de processo. O
processamento alternativo proporcionou redugdo na contagem total
microbiana, de 1,2x10> UFC/g para <1,0x10* UFC/g. Os valores séo
semelhantes aos obtidos por Cavalheiro et al. (2012), que avaliaram as
contagens totais de mesofilos em mexilhdes in natura e processados a
vacuo e da forma convencional e obtiveram contagens de 3,0 x 102UFC/g
nos mexilhdes frescos e reducdo destes ap6s 0s processamentos para 2,2
x 10! UFC/g (batelada 1) e 1,2 x 102 UFC/g (batelada 2) nas amostras
processadas pelo método alternativo (cozimento a vapor e resfriamento a
vacuo) e para 2,9 x 10?2 UFC/g (batelada 1) e 2,2 x 102 UFC/g (batelada
2) nas amostras processadas pelo método tradicional (cozimento a vapor
e resfriamento imerso).
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Tabela 2.8 — Contagem de aerébios mesotfilos e presenga de Vibrio sp de
mexilhdes durante o processamento utilizando utilizando o método convencional
e 0 método alternativo.

Etapa do Aerbbios mesofilos (UFC/g) Vibrio sp.
processamento  Convencional Alternativo Convencional Alternativo
In natura 5,1x10° 1,2x10? Presenca Presenca
HEEEED - 2,0x10? - Auséncia
min.)

Coccao (6 min.) 1,0x10? - Auséncia -
Resfriamento 2 o
por imersio 1,0x10 - Auséncia -
Cocgdo (3 min)
;esfriamento a ) <1,0x10* ) HIETEE
Vacuo
Tempo (dias) Armazenamento
Apos os 1,0x10° <1,0x10% Auséncia Auséncia
processos - 0
4 1,1x103 3,0x102 Auséncia Auséncia
7 2,1x108 1,3x102 Auséncia Auséncia
11 1,0x103 1,4x102 Auséncia Auséncia
14 3,0 x 102 1,1 x 10? Auséncia Auséncia
18 9,0 x 102 2,8 x 102 Auséncia Auséncia
25 5,0 x 102 4,0 x 10* Auséncia Auséncia

O comportamento da microbiota das amostras durante o periodo
de armazenamento apresentou-se estavel até o 11° dia, apds esse periodo
observou-se uma reducdo para 5,0 x 10> UFC/g até o 25° dia no
processamento convencional e no alternativo a contagem média foi na
ordem de 10?2 UFC/g até 0 18° dia, e apds esse periodo houve uma reducéo
para 4,0 x 10* UFC/g. Essa queda pode ser atribuida a inibicéo do grupo
microbiano pela combinagdo da acdo do CO, e a menor umidade
consequente do processo alternativo.

Estes valores de contagem total estdo dentro de uma faixa
adequada para comercializacdo do produto, embora a Legislacdo
Brasileira ndo mencione padrdes microbioldgicos para contagem total de
meséfilos em mexilhdo, contagens da ordem de 10'-10° UFC/g
geralmente conferem excelentes condi¢fes microbiolégicas para
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produtos carneos refrigerados, pois a probabilidade destes produtos se
deteriorarem em curto periodo de tempo e/ou causarem toxinfec¢des
alimentares é muito baixa (SPOTO et al., 1999). Seria preocupante se as
contagens atingissem os niveis criticos totais estabelecidos para a
degradacdo de carne, conforme Insausti et al. (2001), que encontraram
contagem total limite de 10%a 107 UFC/g na degradacéo de carne.

A presenca de Vibrio sp foi observada nos mexilhGes in natura,
nos lotes submetidos a ambos os processos. A presenca de Vibrio sp no
mexilhdo in natura varia com o periodo de coleta. As temperaturas mais
altas da agua de cultivo proporcionam o crescimento deste micro-
organismo, nativo da microbiota da agua marinha, conforme mostrado
por Lima et al. (2013) para mexilhdes, De Mattos (2013) e Oliveira et al.
(2011) para ostras. O Vibrio sp, em especial o Vibrio parahaemolyticus,
esta presente em peixes e frutos do mar, em quantidade inferior a 103
UFC/g, ja em éaguas mornas a contagem atinge até 106 UFC/g. A
proliferacdo desse micro-organismo esta associada a refrigeracdo
inadequada de frutos do mar contaminados. A cocgdo com temperatura
maior do que 65 °C e resfriamento a temperatura inferior a 5 °C apds a
coleta sdo suficientes para seu controle. Os processos aplicados
eliminaram este micro-organismo. Do contrario, o isolamento de
gualquer espécie de Vibrio sp a partir de produtos cozidos indicaria
praticas inadequadas de higiene, pois esse micro-organismo é destruido
rapidamente pelo calor (FORSYTHE, 2002). Assim, a presenca de Vibrio
sp no mexilhdo é mais frequente durante 0s meses mais quentes do ano,
de forma que neste periodo devem ser reforcados os cuidados para evitar
a ingestdo deste produto na forma in natura ou pré-cozida pelo
consumidor.

Os resultados mostram que o tratamento térmico foi efetivo para
a eliminacdo de Vibrio sp. nos mexilhfes contaminados, e que ndo houve
contaminagdo cruzada durante o processamento. Isto indica que os
procedimentos adotados sdo capazes de evitar os problemas de
recontaminagdo no processo de mexilhdes conforme relatadas por Lima
et al. (2013), que encontrou recontaminacdo do mexilhdo por Vibrio sp.
apos as operacdes de resfriamento e nos produtos pronto ao consumo em
estudo realizado em uma industria local. A eliminacgdo de Vibrio sp neste
trabalho é importante, por ser um requisito para que o produto tenha
condicdes de comercializagdo, principalmente devido ao Vibrio
parahaemolyticus, que tem causado gastroenterites agudas, conhecidas
por sintomas desintéricos, especialmente depois do consumo de pescado,
camardo e ostras frescas (SOCCOL & OETTERER, 2003). A contagem
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de micro-organismos psicréfilos também foi avaliada durante as etapas
de processamento e armazenamento, conforme apresenta a Tabela 2.9.

Os tratamentos térmicos de ambos os processos foram eficazes e
reduziram a contagem de psicrotréficos do mexilhdo (1,2x10° para
<1,0x10* UFC/g). Esta baixa contagem é essencial para a conservagao do
produto, tendo em vista que 0 armazenamento ocorre a temperatura de
refrigeracéo e esse grupo de micro-organismos é responsavel por reacdes
de degradacdo e representa uma ameaca a manutencdo das suas
caracteristicas sensoriais. Durante o armazenamento, houve um aumento
na contagem na ordem de 10?> UFC/g, em relacdo ao periodo inicial de
armazenamento, para 0 processo convencional. Para o processo
alternativo, a contagem manteve-se na ordem de 10* UFC/g).

Com o conjunto de procedimentos adotados neste trabalho, o
mexilhdo cozido e resfriado atingiu uma vida Gtil de 25 dias, considerando
suas caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas, superior ao
encontrado por Lima et al. (2013), que avaliou mexilhdes pré-cozidos e
resfriados em uma inddstria de Santa Catarina, onde apresentaram
condi¢des de consumo apenas até o 12° dia de armazenamento. O
processo alternativo associado as condicdes 6timas de condicionamento
€ um passo importante para a cadeia produtiva de mexilhdo, porque
possibilita o transporte e comercializagdo do produto em regides distantes
do litoral, 0 que no momento é invidvel, visto que sua degradacéo é muito
rapida quando estdo presentes contagens microbianas mais elevadas,
levando-se em conta que a velocidade da degradacéo depende do tipo de
alimento, podendo ocorrer dentro de um dia ou dois para alimentos
pereciveis, atingindo niveis de 102 UFC/g, o que deve ser evitado
(FRANGCA FILHO et al., 2006).

Na literatura existem diversos estudos sobre a conservacdo do
mexilhdo fresco, com sua evolucdo durante 0 armazenamento e com uso
de técnicas como atmosfera modificada na sua conservagdo
(MASNIYOM etal. 2011; ERKAN, 2005; GOULAS et al., 2005; KHAN,
PARRISH & SHAHIDI, 2005; HO, LEE & YAM, 1997). No entanto,
existem poucas informacdes sobre a avaliacdo da qualidade de mexilhdes
cozidos e resfriados durante o armazenamento.

O uso de atmosfera modificada combinada com temperaturas de
refrigeracdo tem se mostrado eficiente no controle da microbiota total de
varios produtos marinhos, como o demonstrado por Chen & Xiong (2008),
para lagostas de garra vermelhas pré-cozidas e acondicionadas sob
atmosfera modificada a 2 °C, mantendo a contagem total em torno de 103
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UFC/g, durante 21 dias. Outro detalhe observado pelos autores é que a
atmosfera modificada foi mais efetiva no produto pré-cozido do que no
produto in natura, utilizando uma relagdo g/p elevada (~20:1).

Tabela 2.9 — Contagem de micro-organismos psicréfilos em mexilhdes durante o
processamento utilizando o método convencional e o método alternativo
acondicionado com atmosfera modificada.

Etapa do Micro-organismos psicrdéfilos (UFC/g)
processamento Convencional Alternativo
In natura 1,2x10° 1,2x10°
Pré-coccdo (3 min.) - 6,7x10°
Coccéo (6 min.) 2,0x102 -
Resfriamento por <1,0x10* -
imerséo
Resfriamento a vacuo - <1,0x10*
Tempo (dias) Armazenamento
Ap6s 0 processamento <1,0x10* <1,0x10*
-0
4 1,0x10? <1,0x10!
7 1,0x102 <1,0x10*
11 4,0x10? <1,0x10!
14 2,0x10? <1,0x10*
18 2,0x10? <1,0x10t
25 1,0x10? <1,0x10!

No presente estudo, os resultados microbiolégicos indicam que o
produto tem condicBes sanitarias adequadas perante 0s processamentos
testados. Portanto, os resultados obtidos neste trabalho foram decorrentes
da aplicacdo dos processos combinados com as Boas Praticas de
Fabricacdo e das operacdes de higienizacéo, além do monitoramento de
condicdes estdveis de temperatura durante o armazenamento. O
processamento alternativo foi efetivo para a manutencéo das propriedades
microbioldgicas do mexilhdo, combinado com a acdo bacteriostatica de
CO; da atmosfera modificada durante o armazenamento do produto.

2.3 Conclusoes

O processamento alternativo para mexilhGes é uma possibilidade
para resolver o problema com exsuda¢do nas embalagens flexiveis,
porque a CRA e a umidade foram reduzidas no mexilhdo devido a
aplicacdo do vacuo que abriram os poros e facilitaram a perda de agua
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durante o processo, sem afetar as caracteristicas fisico-quimicas. Nao
houve recontaminacdo por Vibrio sp. e a contagem microbiana foi
reduzida em virtude da baixa manipulacéo do produto e a agdo do vacuo,
que prejudicaram 0s micro-organismos. A concentracdo de CO;
dissolvido para as amostras sob atmosfera modificada contribuiram para
as contagens mais baixas de bactérias mesofilas e psicrofilas durante o
periodo de armazenamento. O processo alternativo combinado com a
acdo do envase sob atmosfera modificada demonstrou ser vantajoso por
manter as caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas do produto.
Houve um ganho na vida (til de 15 dias, quando comparados a estudos
prévios com o processo convencional.

Assim, 0 processo alternativo é uma proposta interessante para a
indUstria de processamento de mexilhdo visto que essa técnica emprega
coccdo e resfriamento realizados no mesmo equipamento. O processo foi
eficiente para controlar a exsudag&o e a recontaminagdo microbiana nos
mexilhdes, proporcionando um produto com caracteristicas fisico-
guimicas e microbiol6gicas mais estaveis do que o produto obtido pela
maneira convencional.
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3 APLICACAO DO CO; EM MEXILHAO Perna perna:
AVALIACAO DO MECANISMO DE ABSORGAO DURANTE
O PROCESSO DE PRE-SOLUBILIZACAO (SGS).

3.1 Introdugéo

O mexilhdo Perna perna (Linnaeus, 1758), é um molusco
bivalve conhecido internacionalmente como “brown mussel”. O cultivo
do mexilhdo tem uma alta produtividade devido aos baixos custos de
producdo, facil manuseio, além do alto valor nutricional (DIAS et al.
2010). A costa do Estado de Santa Catarina tem condi¢des climaticas e
ambienais adequadas para o0 seu cultivo, resultando em uma atividade
econdmica em expansao que iniciou na década de 80 do século passado e
ganhou espaco no cenario nacional, estabelecendo-se como o maior
produtor de moluscos no Brasil. Com isso, ha um interesse em melhorar
toda a cadeia de producgdo, desde o acompanhamento do monitoramento
do ambiente marinho, passando pela coleta até a obtencdo do produto
final (MARQUES et al., 1998; RESGALLA JR et al., 2007; SAENZ et
al., 2010; SILVA et al., 2010; LIMA et al., 2013).

O dioxido de carbono (CO2) é o gas mais importante em
sistemas de atmosfera modificada, devido ao seu efeito bacteriostatico.
Sob altas concentragdes, menor é a respiracdo e a velocidade de
crescimento microbianas (SIMPSON et al., 2009). A solubilidade do CO»
é potencializada com baixas temperaturas e também por altas pressdes.
Contudo, a pressdo elevada ndo aumentara a velocidade difusional,
porque o processo de difusdo segue a 22 Lei de Fick. A taxa de absor¢do
do CO- ndo é afetada pela presséo total, mas, principalmente, dependente
do nivel de percentagem de CO,. (MENDES & GONCALVES, 2008). O
que significa que a mesma quantidade de CO; dissolvido pode ser obtida
utilizando periodos de 3h a 100 % de CO- ou teor de 50 % CO; por 48 h.
Isto ocorre por conta do que descreve a Lei de Henry, onde a quantidade
de gas que dissolve em um liquido é proporcional & pressao parcial do gas
sobre o liquido, ou seja, na fracdo liquida presente no alimento
(SIVERTSVIK et al., 2004a).

A solubilizacdo do CO; nos alimentos para ser efetiva necessita
de uma certa quantidade de gas para reagir com o meio. Para isto, a
relacdo g/p usada é que determina a relacdo entre o volume de gas e o
volume de produto, aplicada em geral na proporcao de 2:1 ou 3:1 (volume
de gés duas ou trés vezes maior que o volume de alimento). Esta elevada
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relacdo g/p é necessaria para prevenir o colapso da embalagem, devido ao
CO; solubilizado ocupar menos volume do que a forma gasosa
(SIVERTSVIK etal., 2004a). Para o envase de frutos do mar, uma relagédo
g/p de 2:1 ou 3:1 é recomendado para um processo eficaz (SIVERTSVIK
& BIRKELAND, 2006).

O processo de pré-solubilizacdo (SGS) do CO, em alimentos é
um método alternativo ao envase tradicional sob atmosfera modificada,
usado para assegurar a acao bacteriostatica do CO,. Tem como objetivo
reduzir o tamanho da embalagem evitando o problema de murchamento
ou colapso nas mesmas, através da solubilizacdo do CO, na agua e no
conteldo lipidico do alimento antes do envase final. Este método avalia a
influéncia de pardmetros extrinsecos (relagcdo g/p, nivel inicial de COo,
pressdo total e temperatura no sistema embalagem-headspace-alimento)
e também parametros intrinsecos como pH, agua, sal e teor de lipidios
(SIVERTSVIK et al., 2004a, SIVERTSVIK et al., 2004b; SIVERTSVIK
& JENSEN, 2005; SIVERTSVIK & BIRKELAND, 2006; ROTABAKK
et al., 2008a, 2008b).

A absorcdo de CO; durante o processo SGS pode ser
representado pela variagdo da massa no meio gasoso como funcdo da
variacdo da pressdo em embalagens rigidas, ou variacdo de volume nas
embalagens flexiveis (SIMPSON et al., 2009).

A preservacdo de moluscos cozidos com atmosfera modificada
¢ ainda restrita, e especialmente para mexilhdes, o mecanismo de
absorcdo do CO; ndo estd elucidado e depende de muitos fatores,
incluindo a sua microestrutura. Este trabalho teve como objetivo avaliar
a absorcdo de CO, em mexilhdes desconchados (Perna perna) apés o
processo de pré-solubilizagdo sob condi¢des de volume constante.

3.2 Material e métodos

3.2.1 Processamento dos mexilhdes

Os mexilhdes frescos foram escovados sob agua corrente para a
remocdo da sujeira da superficie das conchas. Apoés isso, 0os mexilhdes
foram submetidos ao tratamento térmico sob vapor, na temperatura de
100 °C durante 6 minutos para a abertura das conchas e para reduzir a
microbiota presente. Ap6s a pré-coccdo, os mexilhdes foram resfriados
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em tanque com &gua e gelo & 10 °C durante 10 minutos. Os mexilhdes
foram manualmente descascados e a carne obtida submetida ao processo
de pré-solubilizacdo do CO..

3.2.2 Caracterizacdo do mexilhdo

Foram realizadas analises para a caracterizacdo macroscépica e
microscopica das amostras de acordo com as seguintes analises:

i) Massa especifica real e massa especifica aparente do
mexilhdo

A massa especifica real (p,.) foi realizada em equipamento Accu
Pyc Il 1340 da Micromeritics, utilizando-se a técnica de picnometria em
gas Hélio, de acordo com o principio de Arquimedes de deslocamento de
fluidos. O mexilhdo previamente desidratado foi utilizado nas analises,
onde aproximadamente 4,7 g de amostra foram depositadas em uma
capsula metalica e inseridas no equipamento para a determinagdo da
densidade real, expressaem kg.m™3.

A massa especifica aparente (p,) foi realizada pelo método de
deslocamento de volume na proveta. Uma proveta contendo 300 mL agua
destilada, a temperatura ambiente, foi utilizada e aproximadamente 50 g
de mexilhdo desconchado inteiro, foi imerso e 0 volume deslocado era
medido.

i) Caracterizagdo microestrutural do mexilhao

A superficie do mexilhdo foi caracterizada através da
microscopia eletrnica de varredura (MEV), realizada no Laboratorio
Central de Microscopia (LCME) da UFSC. As amostras foram obtidas
através do corte de pequenas se¢es do manto do mexilhdo com bisturi
cirlrgico e submetidas ao processo de liofilizacdo durante 24 horas para
remover toda a umidade residual. As amostras foram montadas em placas
de aluminio adicionais e revestida com ouro em equipamento recobridor-
anibnico de ouro (LEICA, EM SCD500, Germany). As amostras foram
posteriormente analisadas por um microscépio eletronico de varredura
JEOL JSM 6390LV (Japéo) operando a 10 kV.
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3.2.3  Pré-solubilizagdo do CO2 em mexilhdo Perna perna (método
SGS - Soluble Gas Stabilization)

O processo de SGS dos mexilhdes, bem como a solubilidade e da
taxa de dissolu¢do do CO, em agua e no produto foi realizado usando
aparato experimental descrito na Figura 3.1. O volume interno livre total
do equipamento, que inclui o volume livre das valvulas e conexdes, foi
calculado para maior precisdo dos resultados, e foi de 526 c¢cm?, obtido
através da medicdo das areas internas de todas as partes do sistema. A
Figura 3.1 apresenta o aparato experimental e o esquema representativo
dos elementos que constituem o sistema.

Figura 3.1 - Aparato experimental adaptado para o tratamento SGS.
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A unidade experimental consiste em um recipiente cilindrico
encamisado em aco inoxidavel (316 L), com dimensdes internas de 57
mm de didmetro e 200,5 mm de altura. A temperatura do sistema foi
mantida constante pela passagem de &gua na camisa conectada a um
banho termostatizado (Quimis, 6214m2, Brasil).

A temperatura do gas e do produto foi registrada com o uso de
dois termopares do tipo J (Salvi Casagrande — Brasil), que foram
calibrados e instalados no interior do sistema. Para a vedacdo completa
dos orificios de entrada dos termopares, utilizaram-se conexfes com
vedacdo facial através de O-Ring VCO de diametro de cada termopar
(Swagelok, Brasil).

A entrada e saida de gas do sistema foram equipadas com duas
valvulas do tipo agulha (Swagelok, Brasil). A entrada é conectada ao
cilindro com CO- (Linde, 99,9% de pureza, Brasil) através de um tubo de
nylon, e apds a valvula de saida de gas e alivio de pressdo foi adaptada
um sistema de encaixe para conectar ao analisador de gas (Checkmate II,
PBI-Dansensor, Dinamarca), para determinacdo continua da composi¢ao
gasosa.

A pressdo total do sistema foi medida por um transdutor de
pressdo relativa (Warme WTP-4010, 0-10V, Brasil). O transdutor de
presséao e os termopares foram ligados a um sistema de aquisicao de dados
(Agilent, Data Acquisition 34970A, EUA), conectado ao computador
com auxilio do software Benchlink Data Logger 3.0 (Agilent, 2009),
como mostra a Figura 3.2. Os dados de pressdo e temperatura foram
coletados a cada 30 segundos durante todo o periodo de experimento.
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Figura 3.2 - Conjunto de equipamentos para a execugédo dos tratamentos de pré-
solubilizacdo. -

i) Testes preliminares de vedacao no aparato experimental

O fechamento hermético do aparato foi verificado com a
realizacdo de testes de vedagdo em condicGes isotérmicas, onde o CO; foi
injetado no recipiente vazio e mantido por aproximadamente 24 horas sob
diferentes pressdes (400; 500; 800 e 900 kPa) e temperatura média de 4
°C.

i) Validacao do aparato experimental com agua

O aparato experimental foi validado com a realizagdo da
solubilizacdo do CO, em &gua destilada, que foi previamente mantida em
banho ultrassom durante 15 min, para a eliminagdo de gases dissolvidos.
Os experimentos foram realizados em triplicata, e as condicfes de teste
foram: pressao de 200 kPa, temperatura de 4 °C e relagéo gas/produto de
2:1. Para a obtencdo da relacdo g/p desejada, o calculo da massa de agua
necessaria foi obtida a partir das Equagdes (3.1), (3.2) e (3.3)
(ROTABAKK et al., 2008a).



145

A partir de:
Ip= 2 (3.0
Sabe-se que:
Vo=V, + 1, SV =V - (3.2)
De forma que g/p é:
9/ = L) 3)

Com o rearranjo da Equacdo (3.3), isola-se a massa de agua
necessaria para contemplar um g/p desejado, com a Equacéo (3.4):

Vi
g/ pt Pp)

(3.4)

m,= (

Onde: g/p é a relacdo gas/produto do sistema, V, sdo 0s volumes
(m3) total, V,, do produto e V, do gas, respectivamente, p,, € a massa
especifica aparente do produto (kg m) e m;, é a massa do produto (kg).

iii) Determinagdo do CO; absorvido

O balanco de massa adotado para a determinacdo do CO;
dissolvido na &gua foi realizado com as seguintes consideragdes:
O sistema hermeticamente fechado, com volume e temperatura
constantes;
A dissolucdo de CO, é o fendmeno dominante, desprezando-se as
dissolucGes de N2 e Oz, bem como o consumo ou produgdo de gases por
reacdes bioguimicas e microbioldgicas;
Gas ideal para baixas pressdes e ndo ideal para altas pressdes. A pressdo
de vapor de agua pode ser desprezada, (baixas temperaturas);
A variacdo da pressdo total do sistema fornece a informagéo da variagéo
da massa de CO; na fase gasosa (SIVERTISVIK et al., 2004a, 2004b,
2005).
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Com base na dependéncia da solubilidade dos gases com a
temperatura, Carroll et al. (1991) descreveu um modelo teérico para
determinar a constante de Henry na agua e foi utilizado por Sivertsvik et
al. (2004a) para validar um sistema semelhante conforme a Equacéo 3.5:

n

InH = Z A,(1000/T): (3.5)
i=0

Em que: H é a constante de Henry (Pa.PPM™1) e T é a temperatura

(K).

Os coeficientes para o calculo da constante de Henry do COzem
agua sdo: Ao = -7,72781, A1 = 12,817, A, = -3,7668 e A3 = 0,2997 e sO
podem ser utilizados para pressdes abaixo de 1000 kPa e temperaturas até
79,85 °C (Sivertsvik et. al., 2004a).

A guantidade de CO; dissolvido no equilibrio pode ser expressa
pela lei de Henry:

P ct;zoo = Hco,a -Cgcz)zoo (36)

Em que: P&, "¢ a pressdo parcial de CO, no volume livre da
embalagem, e Hc,, 4 € a constante de Henry do CO2 no alimento.

A guantidade do CO, (mg CO; e/ou fracdo molar — X3) deve ser
obtida a partir da quantidade de CO2 em mols disponivel no sistema. A
partir da Equacdo (3.7) é possivel obter o nimero de mols de CO;
disponivel dentro do sistema, no inicio do processo, e 0os mols de CO; que
foram dissolvidos na 4gua, através do seguinte balango de massa,
mostrado pela Equacdo (3.8).

PVG = ZnCOZRT (37)

ncozL = ncozi - ncozf (3.8)

Onde P ¢ a pressdo do CO; (kPa), V¢ é o volume do gas em m3, Z é
o fator de compressibilidade (adimensional), ¢, € 0 nimero do mols do
CO;, R é a constante universal dos gases (8,314 J molt K1) e T é a
temperatura do sistema em K.
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A varidvel ngo," corresponde ao nimero de mols de CO
dissolvida na fase liquida do alimento, obtida pela diferenca dos mols de
COz no inicio do processo (ncozi) e pelos mols de CO» que permanecem
dentro do sistema no final do processo (n¢o,”).

Utilizando a Equacéo (3.8), é possivel encontrar nmzi e ncozf ,a
partir dos dados de pressdo registrados pelo sistema de aquisi¢ao de dados
durante o periodo de processo.

O calculo de n¢, envolve a consideragdo da faixa da idealidade
ou ndo. Para sistemas que seguem a Lei dos Gases ldeais, o valor de Z é
igual a1 (SMITH & VAN NESS, 2009). Porém, quando o sistema opera
em pressOes mais elevadas, Z serd diferente de 1. Neste caso, a quantidade
de CO2 solubilizada em &gua foi expressa em termos de fracdo molar do
gas na fase liquida e na fase vapor dentro do sistema, conforme calculado
pela Equacgéo (3.9).

Y1¢¥P = xH (3.9

Onde ¢, representa o coeficiente de fugacidade na fase de vapor
do componente 1 na solucéo, y:1 e X1 S0, respectivamente, 0 vapor e as
fracBes da fase liquida molares de componente 1, o sistema P pressao e
Hi é a constante de Henry.

A Equacdo 3.9 assume a validade da Lei de Henry para a
solubilidade em um sistema de equilibrio binario gas-liquido para o
componente mais leve, e permite o uso de correlagdo correspondente ou
equac0es de estado para descrever esse comportamento.

A fugacidade foi obtida a partir de calculo interativo para 0s
sistemas binarios baseado em Dalmolin et al. (2006). O programa consiste
de uma rotina onde sdo calculadas a concentracdo de CO; em PPM e em
termos de fragdo molar (X2) com base ho comportamento da solubilidade
de gases em liquidos explicados pela Lei de Henry, de maneira que a
constante de Henry para a agua pura e para 0 mexilhdo também foram
determinados.

Os célculos foram realizados através da determinagéo do volume
parcial molar do CO; em uma dilui¢do infinita em agua, bem como as
constantes de Antoine para o calculo da pressdo de saturacdo da agua.
Com esses pardmetros determinados, os dados de pressdo inicial e final
do processo foram inseridos no programa para a obtencéo dos dados de
solubilidade do CO.. Foi necessario realizar correcdo nos dados de
pressdo inicial do sistema, de acordo com o proposto por Cabral (2011),
devido ao aumento de temperatura que ocorre no meio gasoso, pelo
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aumento da pressao nos primeiros instantes da inje¢do da mistura do gas,
assim haveria uma superestimativa a respeito do gas dissolvido no sistema
devido ao rapido declinio de pressdo com o retorno da temperatura do gas
a temperatura do experimento, conforme a Equacéo (3.10).

T,
Pcorrigida = é X Predida (3.10)

Para as determinagdes da solubilidade do CO,, foi utilizada a
equacdo dos gases ideais (Equacdo 1.12) e quatro equages de estado (van
der Waals, Virial, Soave-Redlich-Kwong e Peng Robinson — Equacbes
(1.12,1.18, 1.27 e 1.32) respectivamente, para contemplar a faixa fora da
idealidade, a pressGes mais elevadas. Para efeito de comparagdo com o0s
modelos que segue gas ideal. Para o célculo da constante de Henry, foi
considerada a umidade média do mexilh&o (antes e depois do tratamento
de pré-solubilizacdo, em base Umida (Equacdo 3.11), de acordo com
Cabral (2011), Rotabakk et al. (2010) e Sivertsvik et al. (2004b).

Xpu(%) = 100 *1;_\;; (3.11)

Onde: Xj, € a umidade expressa em base Umida (%); Mw é a
massa de agua no produto (g) e Mt é a massa total do produto (g).

A Figura 3.3 mostra o fluxograma da rotina do programa
desenvolvido para esta finalidade.
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Figura 3.3 - Fluxograma para determinagdo da constante de Henry e da
concentragdo de CO, para as condigdes experimentais testadas.

Definicao da fraqﬁo{ X; =1; ¥, =0, onde 1 ¢é a fase liquida
molar X, =0; ¥, =1, onde 2 ¢ fase gasosa

Mols de gas no inicio do processo

—~
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——
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—~d

Cilculo dos parimetros das Equagies de Estado e de Virial | <€
Correcio de x,, \'g, m,
<> ==
Determinacio de x,

Cilculo de O, y,, ©,,¥, Yo N1~
1.10%

|

|

Calculo do H e da Concentragiio de CO,

Para a validacdo do sistema &gua, os dados obtidos com &gua
pura foram comparados com a literatura.

A fim de confirmar a valida¢do do comportamento do CO, em
agua através da constante de Henry, o erro percentual foi estimado a partir
dos dados calculados pela Equacéo (3.5) e os valores preditos através da
Equagdo (3.9), expressa pela Equagdo (3.12):

VarCalc - Varpredito

e(%) = 100. (3.12)

VarCalc

Em que: e (%) ¢ o erro percentual, Varca é a variavel calculada
e Varprdito € a variavel predita, de interesse.
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3.24  Determinacéo do CO; absorvido no mexilhdo

A solubilidade e a concentragdo de CO, absorvido no mexilhdo
foram investigadas no aparato experimental apresentado no item 3.2.2.
Os célculos foram realizados considerando-se apenas a solubilidade do
gaés na fracdo aquosa do alimento devido ao baixo teor de lipidios.

Nesta etapa, foi testada a influéncia da relacdo g/p, nivel de
pressdo e da temperatura na solubilidade do CO; na fase aquosa do
mexilhdo, durante o periodo de 72 h, até que a concentracdo do gas
atingisse o equilibrio. As condicBes experimentais foram determinadas
por um planejamento experimental 23, com trés pontos centrais,
totalizando 11 experimentos, conforme apresentado na Tabela 3.1

Tabela 3.1 - Faixa de estudo das varidveis independentes da matriz do
planejamento experimental 2% para o estudo da solubilidade do CO, no contetido
aquoso em mexilhdo Perna perna.

Variaveis Niveis
-1 0 1
Temperatura (°C) 0 3 6
Pressdo (kPa) 200 400 600
Relagdo gas/produto* 1:1 3:1 5:1

*relacdo v/v

Os dados de pressdo inicial corrigido e final do processo foram
inseridos no mesmo programa iterativo da secdo 3.2.2 para a
determinacédo da concentracdo de CO- dissolvida, da Constante de Henry
e da solubilidade para o mexilhéo.

Avaliacdo do Mecanismo de Absor¢éo

As taxas de absorgdo de CO2 nos mexilhdes foram calculados a
partir da diferenca de concentracdo gasosa, massa de mexilhdo e volume
livre do aparato experimental na temperatura de processo, de acordo com
as seguintes equacdes (TORRIERI et al., 2009):

dco,

Re0,py =~ (3.13)
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Onde: Rco, .. é a taxa de absor¢do de CO2 (mg CO2/kg produto

dco . . N ~
h)e—= ¢ a variacdo da concentracio de CO, com o tempo.

Equagoes de ajuste em relacdo aos dados experimentais foram utilizadas
para determinar o comportamento da absorcdo de CO2 nos mexilhdes, e
calcular as respectivas taxas:

[CO,] = (3.14)

at+b

Em que: P (kPa) ¢ a pressdo a cada ponto; t (h) é o tempo a cada ponto;
[CO-] é a concentragdo de CO; (%) € a, b e ¢ sdo os parametros de ajuste.
Derivando a equacdo (3.15), em rela¢do ao tempo, temos que:

aco, at (3.15)
dt  (t+b)? '

Substituindo a equacdo (3.15), nas equagdes (3.13) e (3.14) é
possivel determinar as taxas de absor¢do e dessor¢do de CO2no mexilhéo.

Outro parametro de importancia no processo SGS é o calculo do
tempo necessario para a concentragdo do CO; dissolvido atingir 50%.
Rearranjando a Equacédo (3.14) e considerando que [CO2] = 0,5 Cé;‘,z"",
temos que:

- 0,5b Cco, (3.17)
1- 0 S5a CC02

A rotina computacional foi desenvolvida para o software Matlab
(R2012a, MathWorks Inc, MA, USA), ajustando as Equaces (3.16) e
(3.17) aos dados experimentais através do método de regressao nao-linear
da funcéo nlinfit.

3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Caracterizacdo da matéria-prima

A massa especifica real e a massa especifica aparente do
mexilhdo, ambas em kg.m™ estio apresentadas na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2 - Dados de massa especifica real e aparente para 0 mexilhdo Perna
perna cozido e processado pelo método convencional e alternativo.

Massa Especifica (kg.m™)
Convencional Alternativo
Aparente 1040 1041
Real 1327 1331

Como as massas especificas oriundas dos dois processamentos
sdo proximas entre si, a média das massas especificas foi utilizada. Para
seguir a mesma convencdo de célculos para a solubilidade do CO, em
produtos que ndo respiram (SIVERTSVIK et al, 2004a), foi considerado
o0 valor da massa especifica aparente do mexilhdo.

O mexilhdo possui poros, que normalmente sdo ocupados por
agua e, para compreender de forma mais precisa a disponibilidade de agua
para a solubilizacdo do COy, avaliar sua microestrutura tornou-se um
estudo importante. As analises de MEV estdo mostradas na Figura 3.4
(com aumento de 50 vezes) e em detalhe (aumento de 500 vezes) na
Figura 3.5.

Figura 3.4 - Microscopias Eletrénicas de Varredura (MEV) para o
mexilhdo macho (a) e mexilhdo fémea (b), com aumento de 50 x.

-“_1 ¥ % ,Ja' % 7 N O

X50 LCME-UFSC

@ T (b)
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Figura 3.5 - Microscopias Eletrdnicas de Varredura (MEV) para o

, X500 . S0pm 10kV. X500  50um LCME-UFSC

(@) (b)

Através da andlise das figuras permite observar que o manto do
mexilh&o é constituido por diversos poros, formando uma espécie de rede
de capilares, possibilitando a retencdo de dgua ao longo de todo o seu
manto. Esta agua esta livre e disponivel, tanto para a atividade
microbiana, quanto para outras reagBes degradativas, como as de
oxidacéo ou enzimaticas.

A estrutura dos mexilhdes Amblema mostrados por Petit et al.
(1978) é semelhante as mostradas para o mexilhdo estudado neste
trabalho. A estrutura interna é complexa e composta por multicamadas
formando o manto e é drasticamente diferente, tanto morfologicamente
guanto funcionalmente. A superficie do mexilhdo é uma estrutura
complexa para se estudar porque a espécie sofre variagdes sazonais, em
gue a composicdo quimica e a estrutura do mexilhdo também varia de
acordo com o estagio de desenvolvimento, periodo de reproducdo, que
também pode mudar a microestrutura, estudada e comprovada por
diversos estudos (MARQUES et al., 1998; RESGALLA JR et al., 2007;
VERNOCCHI et al., 2007; SOKOLOWSKI et al., 2010). As condicdes
do ambiente de crescimento, como a temperatura da agua, disponibilidade
de alimento e o0 estéagio de desenvolvimento influenciam a composicéo do
manto (MARQUES et al., 1998) e consequentemente a organizacio da
microestrutura. Através das imagens, é possivel também ver algumas
diferencas entre machos e fémeas, onde a estrutura porosa parece estar
formada em organizacdes distintas. Isto pode ser explicado considerando
a reproducdo dos mexilhdes, que ocorre quase todo o ano, com algumas
variagbes, que estd associado com a fisiologia dos organismos,
determinando a formacdo e liberacdo do material reprodutivo. Entdo a
area inteira do manto pode formar gametas, que auxilia no peso da porcéo
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comestivel. As glandulas sexuais ou foliculos estdo distribuidos no
manto, que armazena os 6vulos e 0s espermatozdides produzidos pelas
gbnadas. Os gametas ddo ao manto a coloracdo caracteristica, com
branco-leitoso nos machos e laranja-salméao nas fémeas (LOUDA et al.,
2008; MARENZI &BRANCO, 2006; MARQUES, 1998).

O perfil microestrutural encontrado para o mexilhdo neste
trabalho para machos e fémeas é, de forma geral, com alta porosidade,
onde a organizacdo dos poros varia de acordo com 0 sexo e até mesmo
existem diferengas individuais.

3.3.2 Validagdo do aparato experimental

Os testes de vedagdo foram realizados para assegurar de que néo
havia vazamento de gas, evitando assim, superestimar a quantidade de
CO: solubilizado na agua e no mexilhdo. Desta forma, foi possivel
determinar a variacdo nas medicdes de pressdo e temperatura com o
tempo. Os testes de vedacao demonstraram que o sistema néo apresentava
vazamento sob diferentes pressdes (400; 500; 800 e 900 kPa), o que pode
ser observado pelo baixo desvio padrdo obtido para todos os testes
(Tabela 3.3). Para a avaliagdo dos termopares, as temperaturas
apresentaram variagdo de + 0,20 °C.

Tabela 3.3 - Valores de médias e desvios padrdo obtidos no teste de vedagéo do
sistema em um periodo de 24h.

Presséo (kPa) Presséo (V) *
Média Desvio padréo Média Desvio padréo
401,77 0,3394 1,8763 0,0016
562,73 1,7185 2,6786 0,0082
831,91 2,0677 3,9100 0,0097
894,54 2,0235 4,2580 0,0096

*A medida em V(volts) é a diferenca de potencial dada pelo transdutor de
pressao conectado ao sistema de aquisicao de dados.

A validacdo do sistema com &gua destilada foi determinada
através do calculo da constante de Henry, baseada na evolucdo dos dados
de pressdo (150kPa — 600kPa) com o tempo em uma temperatura de 3 °C
+0,4°C e relacdo g/p de 3:1. A constante de Henry calculada pela Equagéo
(1.7) foi de 33,85 Pa.PPM?, calculada através da equagdo de Peng-
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Robinson (Equagdo 1.32) foi de 34,8 Pa.PPM! para faixa de pressdo de
200 a 600 kPa, conforme apresentado na Figura 3.6.

Figura 3.6 - Constante de Henry do CO, em agua destilada calculada a partir da
equacdo de Peng-Robinson. T = 3°C, G/P = 3, a diferentes pressdes.
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O aparato experimental foi validado para estudos com alimentos,
visto que o erro relativo calculado foi de 2,81 %. Cabral (2011) encontrou
erros relativos entre 0,24 — 0,87 com pressdes de 201,7 kPa e 78,9 kPa,
temperatura de 2,2°C e relacdo g/p de 1,0. A utilizacdo de condigdes de
processos diferentes, como pressdes mais elevadas neste trabalho pode
explicar a diferenca encontrada. Para a validacdo do aparato também
foram consideradas os calculos com o auxilio de outras equagdes de
estado, mostradas na Tabela 3.4.

As constantes de Henry encontradas para a agua pura dentro do
sistema sdo comparaveis ao obtido por Sivertsvik et al. (2004a), que
obtiveram valores de 35,06 e 36,1 Pa.PPM para agua destilada a 277,15
K e presséo de 200 kPa. Cabral (2011) obteve valores de 32,96; 33,01 e
32,74 Pa.PPM! para agua destilada a 275 K, com a relagdo volumétrica
o/p = 1:1 e pressao de 201,7 kPa. Os resultados obtidos por este trabalho
foram compativeis com a literatura e validam o aparato experimental para
ensaios com alimentos.
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Tabela 3.4 - Constantes de Henry para agua obtida através dos dados experimentais e dos calculos baseados na solubilidade para a
validacdo do aparato experimental com &gua destilada.

Experimento y Constante de . Gas vander Sivertsviket  Soave-Redlich- Pgng Carroll et al.
enry (Pa.PPM™) Ideal Waals al. (2004a) Kwong Robinson (1991)
150 KPa/ E')fggimemal 3434 32,68 34,15 32,80 32,74 33,36
&1e Variagio (%)! 295 2,02 2,38 1,67 1,86 0
200 kPa/ E)fggimemal 33,75 31,97 33,63 32,13 32,06 33,27
e Variagéo (%)! 1,42 3,92 1,09 3,42 3,65 0
. Ejgg{imental 3515 32,84 35,10 33,10 32,99 33,44
3°C Variago (%)! 581 1,80 4,98 1,01 1,32 0
400 kPa/ E)‘iggimemal 3566 32,72 35,68 33,08 32,96 33,38
&1e Variagio (%)* 687 198 6,80 0,89 1,26 0
500 kPa/ Eﬁggimemal 37,21 3349 37,28 33,94 33,80 34,52
A Variagao (%) 779 2,97 7,99 1,69 2.10 0
QuOiERy 37,89 3349 38,02 34,03 33,88 33,90
3C Experimental
Variago (%)* 11,77 1,20 12,14 0,39 0,05 0

1 variagdo calculada com referéncia no valor obtido pela Equacio de Carroll et al. (1991)
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A Figura 3.7 mostra a relacéo entre o declinio de pressdo com o
tempo e a evolugdo da concentragédo de CO; dissolvido em agua destilada
expressa em fracdo molar (X»), até atingir o equilibrio, nas condicoes
experimentais de pressdo parcial de CO; inicial de 200 kPa e final de
117,83 kPa, temperatura de 3 °C com relacdo volumétrica g/p = 1.1,
respectivamente. O equilibrio foi atingido provavelmente ap6s 48 horas
de experimento.

Figura 3.7 - Cinética de absorgdo do CO, em agua (expressa em fragdo molar —
X3) conforme a variagao de pressdo do sistema para 4gua pura, P=200 kPa, T = 3
°C, g/p=2:1.

Variagiio da pressio do sistema e da fragio molar de CO2 absorvido com o tempo ’
T 15

4 g veeserr ettt e Ja— 1.
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3.4 Influéncia da pressdo, da relacdo gas/produto e da
temperatura na qualidade do CO- dissolvido em mexilhdes

A Tabela 3.5 apresenta a 0 planejamento da matriz
experimental com os valores codificados, reais e as respostas sobre a
influéncia no CO; dissolvido.

Um modelo empirico codificado foi construido para os resultados
na Tabela 3.5 para a concentracdo de CO- dissolvido em funcéo da
pressdo, temperatura e relacdo gas/produto. A andlise de variancia
(ANOVA) foi realizada para validar o modelo, apresentado na Tabela 3.6.
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Tabela 3.5 - CO; dissolvido obtido de acordo com a matriz experimental, com os
valores codificados e reais de acordo com o planejamento experimental 22 com 3
pontos centrais.

[CO;] predito 50%  Erro

P(P2) glp (W) T(C) (- [CCOO:]kg‘l) (mg CO,.kg™))  (h)* rgal/f,l)ti\io
1 -1(200) -1(1:1) -1(0) 2640 81 23915 078 944
2 12000 -1(L:1) 1(6) 3056.33 3265,3 112 683
3 1(600) -1(1:1) -1(0) 9230,26 9439,22 1,02 2,26
4 1(600) -1(L1) 1(6) 747887 7229,58 171 333
5 -1(200) 1(5:1) -1(0) 7940,67 8149,64 1,34 2,63
6 -1(00) 1(:1) 1(6) 6526,32 6277 151 382
7 1(600) 1(51) -1(0) 2241164 22162,32 077 1,11
8 1(600) 1(5:11) 1(6) 16997,28 17206,24 136 122
9 0(400) 0(31) 0@ 9988,87 9515,1 2,13 474
10 0(400) 0(31) 0(@3) 928088 9515,1 154 2,52
11 0(400) 0(81) 0(@3) 9114,13 9515,1 1,39 4,39

* O tempo para alcangar 50 % de CO,. ** Erro calculado da Equacéo (3.12).

Tabela 3.6 - ANOVA para validacdo do modelo mateméatico empirico que
descreve a concentracéo de CO; no equilibrio.

Fonte da variacdo SQ GL QM F-calculado Valor-P
Regressdo 326491027 6 54415171  252,1027  0,00004
Residuo 863381 4 215845,22
Total 327354408 10

R2= 0,997; F'tabelado (0,95 %) = 6,16

A equacdo gerada pelo modelo é mostrado como:

CO5*=9515,10 +(4494,24 x P)+(3933,70 x &/p)- (3.18)
(1020,57 x T)+(1741,24 x P x 8/,)-
(770,86 x P x T) (686,61 x &/px T)



159

Onde: COL=* ¢ a concentragdo do CO- dissolvido no equilibrio;
P é a pressdo (KPa), g/p € a relagdo gas/produto e T é a temperatura (°C).

O modelo (Equagdo 3.18) foi capaz de predizer os dados
experimentais da concentracdo de CO, em mexilhdes, considerando 0s
resultados encontrados para o valor do coeficiente de correlagdo (R?), F-
calculado e F-tabelado, permitindo a construcdo da curva de contorno
apresentada na Figura 3.8, Figura 3.9 e Figura 3.10, para a concentracéo
de CO; em funcdo da pressdo, relacdo gas/produto e temperatura. O
modelo empirico representou o processo, de acordo com o mostrado pela
concentracao de CO; predita e o erro relativo (Tabela 3.6).

As concentragBes mais altas de CO, foram encontradas sob
condi¢des de alta presséo (600 kPa) e usando maior quantidade de CO»
dentro da camara (relacdo g/p de 5:1) durante 5 horas. Os parametros
pressdo e relacdo gas/produto apresentaram um efeito significativo
positivo (p<0.05) bem como a interacdo destas varidveis com relacdo a
concentracdo de CO; dissolvido. Os maiores teores de CO- dissolvido nos
mexilhdes foram obtidos sob a relacdo g/p mais alta (5:1) 22411,64
mg CO,.kg™1,a0°C e 16997,28 mg CO,.kg~! a 6 °C na mesma pressio
(600 kPa) conforme os tratamentos 7 e 8 (Tabela 3.5). Observando o
efeito nos parametros, a temperatura foi a variavel com menor influéncia
entre os estudados, e teve efeito negativo significativo em relacdo a
presséo (P < 0,05) e rela¢do g/p (P = 0,013). Contudo, foi observado que
guanto menor a temperatura do processo, mais altas foram as
concentracBes de CO; dissolvido obtido nos mexilhdes, seguindo o
comportamento da solubilidade do CO- na fase aquosa, que aumenta sob
baixas temperaturas (JAKOBSEN & RISBO, 2009; SIMPSON et al.,
2001) e foi influenciado pela estrutura porosa dos mexilhdes.

O comportamento da pré-solubilizacdo do CO, em alimentos foi
relatado por alguns estudos, porém € necessario considerar que a
comparacdo da solubilidade em produtos diferentes é dificil, porque é
dependente da composi¢do gasosa inicial no headspace e da relacdo
gas/produto (ROTABAKK et al., 2010). Soares (2013) realizou o
processo SGS em ostras avaliando as mesmas faixas de presséo,
temperatura e relacdo g/p e obteve resultados semelhantes, como o
aumento da quantidade de CO, dissolvido em alta pressdo e alta relacdo
a/p.

Al-Nehlawi et al. (2013) aplicaram o processo SGS em coxas de
frango sob pressédo atmosférica, g/p 3:1 e temperatura de 3 °C durante 3
h e obtiveram uma dissolugdo em torno de 567 mg CO,. kg™ no produto.
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Sivertsvik & Jensen (2005) submeteram linguigas a diferentes pressdes
(100 kPa, 150 kPa, 200 kPa), relacdo g/p diferentes (1.7:1 — 3.9:1) e
temperaturas (0 °C, 4 °C e 8 °C) e encontraram a concentracdo média de

1533 mg CO,.kg produto™.

Figura 3.8 Curva de contorno para a concentragéo de CO- dissolvido em
mexilh6es em funcédo da presséo e relagdo gas/produto.
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Figura 3.9 Curva de contorno para a concentracdo de CO; dissolvido em fungéo
da pressdo e temperatura.
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Figura 3.10 Curva de contorno para a concentragéo de CO, dissolvido em
funcdo da relagdo gas/produto e temperatura.
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O tempo necessario para solubilizar 50 % da concentracdo de
CO dissolvido (Tabela 3.5) variou entre 0,77 h (200 kPa, g/p = 1:1, T =
0°C)e2,13h (P =400kPa, g/p=3eT=3°C). A temperatura influenciou
no tempo necessario para atingir 50 % do CO: total dissolvido,
independente das pressbes e das relagdes g/p aplicadas, em outras
palavras, todas as condi¢Ges experimentais realizadas em temperaturas
mais altas (3 e 6 °C) requeriram maior tempo do que as condi¢bes a 0 °C.
Soares (2013) relatou o periodo entre 1,32 hat 0 °C e 2,77 ha 6 °C para
alcancar 50 % do CO; dissolvido em ostras; Cabral (2011) relatou o
periodo de 6,8 ha 4 °C e 7,7 h a 10 °C em queijo minas frescal;
Sivertsvik; Jensen (2005) relataram o periodo de 4,6 h e 5,2 h para
linguicas. Sivertsvik et al. (2004b) relataram que um filé de peixe exposto
durante 4,6 h em CO; puro tem a mesma quantidade de CO; dissolvido
exposto a 50% CO; durante 3 dias.

i) Absorcédo do CO, em mexilhbes

A evolucéo da concentragdo de CO; e a taxa de absor¢éo dentro
das primeiras 24 horas do periodo total de experimento conforme as
condicdes do planjamento experimental estdo apresentadas na Figura 3.11
e Figura 3.12, respectivamente. A absor¢do de CO é uma consequéncia
da variacdo da pressdo com um determinado tempo e 0s parametros que
interferem na taxa de absor¢do séo a pressdo, temperatura e relagéo g/p.

Figura 3.11 Evolugéo da concentragdo de CO; dissolvido durante 24 h.
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Figura 3.12 Evolugéo da taxa de absorcdo de CO; nos mexilhdes dentro de 24 h.
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Como pode ser visto na Figura 3.11, quando a pressao do sistema
diminui, a concentragdo de CO. dissolvido aumenta até alcangar o
equilibrio. O sistema SGS foi realizado em um periodo de 65 h para
assegurar que a condicdo de equilibrio fosse alcancada. Para os
mexilhdes, o equilibrio foi alcangado na faixa 20 a 25 horas de processo,
conforme mostrado na Figura 3.11 e nesse mesmo periodo, a taxa de
absorcdo de CO; se aproximou de zero para todas as condi¢des. O tempo
para atingir o equilibrio, mudou possivelmente devido a area de exposicdo
a atmosfera modificada, e pode mudar também de acordo com o tipo de
alimento. Soares (2013) encontrou o equilibrio para ostras no tempo
similar aos mexilhGes, entre 20 e 24 h. Sivertsvik et al. (2004b)
encontraram 97 % do CO; dissolvido em files de peixe depois de 24 h de
processo e o equilibrio ap6s 68,9 h de processo. Jakobsen & Bertelsen
(2004) encontraram o equilibrio em 12 h para carne de porco. Sivertsvik
et al. (2005) encontraram 68,9 h para presunto cozido e 76,1 h para
linguica.

Tabela 3.7 mostra a taxa média de absorc¢éo calculada para todos
os tratamentos, que apresentou um coeficiente de correlacdo R? acima de
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0,96 para todas as condicbes estudadas com bom ajuste aos dados
experimentais.

Tabela 3.7 - Taxas de absor¢cdo do CO; durante as primeiras 24 h de
processo.

: 5
E  p(ea) R §§§; R a b
© =
1 1(00) -1(1:1) -1(0) 8162 0988 383.10% 2,92.10%
2 4(00) -1(11) -1(0) 10022 0983 33410% 3,59.10°
3 1(600) 1(51) -1(0) 30889 0993 1,07.10% 1,10.10°
4 1(600) 1(51) -1(0) 25683 0982 137.10% 2,23.10%
5 -1(00) -1(11) 1(6) 26183 0960 1,3010% 1,620
6 -1(00) -1(11) 1(6) 21533 0966 1,6110% 219.10%
7 1(600) 1(51) 1(6) 67886 0977 457.10° 3,3510°
8 1(600) 1(51) 1(6) 57535 0969 59910% 7,8510°
9 0(00) 0(1) 0(3) 35229 0974 1,0110% 2,1010°
10 0(00) 0(31) 0(3) 33023 0995 1,06.10% 168.10%
11 0(00) 0(&1) 0(3) 31637 0993 1,09.10% 152.10%

As taxas de absorcao mais altas foram obtidas a maiores pressdes
e menor quantidade de produto (g/p mais alto), indicando que o equilibrio
foi alcangado rapidamente nessas condicdes.

Soares (2013) relatou a importancia de observar um conjunto de
fatores ao escolher as condi¢cbes mais apropriadas para um processo
industrial. E interessante que uma quantidade maior de gas possa ser
solubilizada em um periodo mais curto, fornecendo taxas de absorcédo
maiores, mas também taxas maiores de dessorcdo deverdo ocorrer e
necessitardo ser combatidas. O mesmo autor encontrou maiores taxas de
dessor¢do sob altas concentragdes de CO; dissolvido e recomenda cautela
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na escolha da melhor condicdo. Assim, antes de indicar a melhor
condicdo para a industria de mexilhGes, é importante estudar o processo
de dessorcdo, porque os resultados da caracterizacdo mostraram uma
estrutura porosa nos mexilhdes, que pode conter gas sem necessariamente
este estar dissolvido, o que pode potencializar a dessor¢do. O uso de
menores relagdes g/p para ter maior quantidade de produto submetido ao
processo SGS deve também ser considerado.

Solubilidade do CO; em mexilhdo

A Tabela 3.8 apresenta os valores da constante de Henry do CO»
em mexilhdo Perna perna, determinada pela razdo entre a pressdo parcial
de CO2 no equilibrio (apds 65 horas) e a concentragdo de CO; dissolvido
nas amostras, calculada pela Equagao (1.8).

Tabela 3.8 — Solubilidade do CO; no mexilhdo Perna perna em diferentes
pressoes, relacbes gas/produto e temperaturas.

Condicéo H (Pa.PPMY)
(200 kPa, 0 °C, g/p=1) 54,40
(200 kPa, 6 °C, g/p =1) 36,03
(600 kPa, 0 °C, g/p=1) 36,74
(600 kPa, 6 °C, g/p=1) 47,63
(200kPa, 0 °C, g/p=5) 20,79
(200 kPa, 6 °C, g/p=5) 27,64
(600 kPa, 0 °C, g/p=5) 24,05
(600 kPa, 6 °C, g/p=5) 31,51
(400 kPa, 3 °C, g/p=3) 33,41
(400 kPa, 3 °C, g/p=3) 36,88
(400 kPa, 3 °C, g/p=3) 38,99

Os menores valores de H (por consequéncia maior solubilidade)
foram obtidos nos Experimentos 5, 6 e 7 (médias de 20,43; 26,89 e 23,22
Pa.PPMY), respectivamente. Para ambas as condicdes experimentais, a
relagdo gas/produto (g/p) foi de 5:1.

Né&o ha na literatura valores de H para o mexilhdo Perna perna
processado. Porém, comparando os dados com outros produtos carneos,
esses valores sdo inferiores aos obtidos por Sivertsvik et al. (2004b), que
reportam valores da constante de Henry a 4°C para bacalhau (54,3
Pa.PPM) e salmédo (57,9 Pa.PPM-1). Enquanto para produtos cozidos,
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Sivertsvik et al. (2005) reportam valores da constante de Henry a 4 °C
para produtos carneos cozidos, 64,9 Pa.PPM, 87,5 Pa.PPM~ e 82,4 6,5
Pa.PPM-L, para presunto cozido, salsicha tipo | e tipo I1, respectivamente.
Rotabakk et al. (2010) reportam a constante de Henry para filés de frango
com 78% de umidade, a 2 °C, igual a 42,8 Pa.PPM. Essa diferenca nos
valores pode ser atribuida a composicdo e estrutura distinta de cada
alimento, além das diferencas nas condi¢Bes experimentais, como presséo
e relacdo g/p.

3.5 Conclusoes

A microestrutura encontrada nos mexilhfes foi porosa e muito
complexa, com variacOes entre os mexilhdes machos e fémeas. A
aplicacdo de CO; e uma microestrutura altamente porosa acarretam baixa
solubilidade do gés no contetido de agua e / ou lipidios. Porém a rede de
capilares no mexilhdo possui elevada quantidade de agua o que permite a
solubilizacdo do CO; e a retencdo do mesmo na estrutura porosa do
mexilh&o.

Foi possivel obter uma quantidade grande de CO; dissolvido
nos mexilhGes, principalmente influenciados pela presséo e pela relagdo
g/p aplicadas. As taxas mais altas de absor¢do foram obtidas nas
condicdes de maior pressdo e menor temperatura. Este efeito pode ser
explicado pelo efeito de impregnacgdo. Por outro lado, para selecionar as
melhores condigdes de processo para a industria € necessério avaliar o
processo de dessor¢do e a quantidade de CO. solubilizado capaz de
estender a vida atil dos mexilhGes.
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CAPITULO 4:

EFEITO DO PROCESSO DE PRE—SOLUBILJZAQAO DE
CO; (SGS) NA QUALIDADE DE MEXILHOES AZUIS
COZIDOS (Mytilus edulis)
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4 EFEITO DO PROCESSO DE PRE-SOLUBLLIZA(;AO DE
CO; (SGS) NA QUALIDADE DE MEXILHOES AZUIS
COZIDOS (Mytilus edulis)

Este estudo foi desenvolvido durante o estagio doutoral no
Processing and Technology Laboratory, no Norwegian Institute of Food,
Fishery and Aquaculture (NOFIMA), em Stavanger, Noruega, sob a
supervisdo dos Drs. Morten Sivertsvik e Bjgrn Tore Rotabakk. Para a
execucdo desta etapa o mexilhdo da espécie Mytilus edulis, conhecido
como “blue mussel”, foi utilizado (por indisponibilidade da espécie Perna
perna nessa regido) na aplicacdo do processo de pré-solubilizacdo do CO-
da embalagem durante o armazenamento.

4.1  Introdugdo

O mexilh&o azul (Mytilus edulis) é um molusco bivalve importante
no setor de frutos do mar europeu e noruegués, apresentado na Figura 4.1.
O cultivo do mexilhdo é uma das modalidades mais produtivas, devido ao
baixo custo de producdo e a facilidade no manejo, além do apelo
nutricional (DIAS et al., 2010). Os mexilhdes sdo conhecidos como um
alimento saudavel, por ter alto valor nutricional, sendo rico em proteina,
similar aquela encontrada em leite e ovos, teores baixos de gordura e
colesterol e uma excelente fonte de Omega-3 (OLIVEIRA et al., 2011).

Figura 4.1 Mexilhdes da espécie Mytilus edulis, conhecido como mexilhdo azul,
prontos para 0 consumo.
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A producdo do mexilhdo azul na Europa é em torno de 700.000 a
800.000 t por ano. As fazendas de cultivo na Noruega produzem em torno
de 2.000 t por ano em cultivo suspenso, porém as atividades estdo
expandindo a cada ano. Para atingir este objetivo, o desenvolvimento de
novos produtos com o aumento da vida Util em relagdo aos produtos
frescos tradicionais aumentara a flexibilidade em relagdo ao transporte e
manipulacdo dos produtos (SSB, 2013; SANDBERG et al., 2007).

Uma boa alternativa de consumo dos mexilhdes seria na forma
cozida e pronta para 0 consumo, com a manutengdo de suas
caracteristicas. Para isto, a preservacdo dos mexilhGes depende das
técnicas que podem aumentar a vida Gtil de alimentos associado com a
manutencdo de suas caracteristicas sensoriais. O dioxido de carbono
(CO2) é um gas que tem sido extensivamente estudado para uso em
alimentos, especialmente em sistemas de embalagem com atmosfera
modificada (LAMBERT et. al., 1991; HOTCHKISS & LANGSTON,
1995; SIVERTSVIK et al., 2002). A atmosfera modificada € uma mistura
de gases aplicada ao alimento na etapa de envase, sem necessariamente o
controle da atmosfera no interior da embalagem durante o
armazenamento do produto. O CO, ndo é toxico e tem efeito
bacteriostatico, porém a efetividade do envase sob AM em frutos do mar
é dependente da combinacdo de alguns fatores, como a condicdo da
matéria prima, a quantidade de CO; dissolvido no produto (dado pela
mistura gasosa, relacdo géas/produto e a quantidade de agua e lipidios no
produto), controle rigoroso da temperatura e o uso de material para
embalagem com baixa permeabilidade gasosa (LOPEZ-VASQUEZ &
VANACLOCHA, 2004; SIVERTSVIK et al., 2002; SIMPSON et al.,
2009).

A eficiéncia do envase sob atmosfera modificada pode ser
aumentada em alimentos que nao respiram, especialmente em frutos do
mar, adotando uma relagcdo gas/produto adequada para garantir a
disponibilidade do CO; e para evitar o colapso da embalagem (ou efeito
de murchamento) devido a alta solubilidade do CO.. Para frutos do mar,
é recomendado uma relacéo gas/produto de 2:1 ou 3:1 (SIVERTSVIK &
BIRKELAND, 2006) e métodos alternativos para reduzir o volume
necessario no headspace poderiam contribuir para maior quantidade de
embalagens transportadas, com maior eficiéncia no ambiente.

Sivertsvik et al. (2003) desenvolveram um método para reduzir o
tamanho de embalagem necessaria para o envase, pela dissolucdo do CO;
no produto antes do envase. A solubilidade do CO, aumenta sob baixas
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temperaturas e pelo aumento da pressdo parcial e total (SIVERTSVIK et
al. 2004); uma quantidade suficiente de CO> pode ser dissolvida dentro
do periodo de 1-2 horas antes do envase. Este método de pré-solubilizacéo
é conhecido como Soluble Gas Stabilization (SGS) capaz de prevenir o
colapso da embalagem, possibitando utilizar baixas relagdes g/p, e como
consequéncia um menor volume de embalagem é necessario em relacdo
ao envase tradicional sob atmosfera modificada (ROTABAKK et al.,
2008a, 2008b; SIVERTSVIK & BIRKELAND, 2006; SIVERTSVIK et
al., 2004). O tratamento SGS tem mostrado resultados promissores em
varios alimentos, como peito de frango, camarao, queijo, bacalhau, entre
outros (ROTABAKK etal., 2010, SIVERTSVIK & BIRKELAND, 2006;
JAKOBSEN &RISBO, 2009; SIVERTSVIK, 2007).

A preservacdo dos mexilhdes frescos pelo uso de atmosfera
modificada combinada com a refrigeragdo tem sido estudada por varios
autores (PASTORIZA et al., 2004; GOULAS et al., 2005; CAGLAK et
al., 2008; MASNIYOM et al., 2011), contudo, a informacdo € limitada
em relacdo ao papel da AM e o CO; no mexilhdo cozido.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do uso da
atmosfera modificada combinada com o uso do CO; pré solubilizado na
vida util de mexilhGes da variedade azul.

4.2  Material e métodos

4.2.1 Matéria-prima, processamento e amostragem

Os mexilhdes azuis (Mytilus edilus) vivos cultivados na regido
Central da Noruega foram entregues durante a noite para o laboratorio e
armazenados em uma camara friaa 1 £ 1 °C até o processamento no dia
seguinte.

Os mexilhdes foram processados de acordo com o fluxograma
demonstrado na Figura 4.1. Primeiramente, os mexilhdes foram
selecionados, onde foram descartados 0s mortos e com as conchas
danificadas, seguido pela limpeza e remocao do bisso antes do cozimento
a 100 °C em 3 minutos, usando um forno de convecgéo de vapor (Zanussi
FCV/E10L, Pordenone, Italia). As amostras foram resfriadas em uma
camara fria (Metos BC161, Metos Norway, Oslo, Noruega) a temperatura
de 1° C por 20 minutos com ar em alta velocidade antes da carne ser
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removida manualmente das conchas. Os mexilhGes desconchados foram
aleatoriamente selecionados para os diferentes tratamentos.

Figura 4.1 - Fluxograma do procedimento adotado para o processamento e
tratamentos de envase sob ar, atmosfera modificada e SGS combinado com
atmosfera modificada para o mexilhdo azul.

__MEXILHAO FRESCO _}

COCCAO
(Vapor/100 °C/ 3 min)

RESFRIAMENTO

(Cimara fria/1 °C/ 20 min)

DESCONCHE
Procedimento manual

M EXILHOES PROC ESSADOS

Tratamentos de envase

ENVASE -100 g
Embalagens semirrigidas PROCESSO SGS
4 N Envase/100 % CO,
AR < ) 4 Patm/2 hs)
(Filme Polietileno (PE)) | {} L
< AM
AM Filme de alta barreira
Filme de alta barreira (70 % CO,/30% N,)
L (50 % CO,/50% N,)

| ARMAZENAMENTO — (Cimara fria- 25 dias) ]

4.2.2  Perfil de temperatura durante o tratamento térmico

O perfil de temperatura durante o tratamento térmico foi coletado
a cada 10 segundos usando termopares do tipo K (PR. Eletronics Inc., San
Diego, EUA) conectados ao sistema de aquisicdo de dados (Ellab,
Denmark). Os termopares foram posicionados dentro da carne contida na
concha, e para assegurar que o termopar estivesse em contato direto com
a carne dos mexilhGes, as conchas foram abertas o suficiente para o
posicionamento dos termopares, seguidos pelo fechamento natural pelo
musculo adutor do mexilh&o vivo. Outro termopar foi posicionado dentro
do forno para medir a temperatura na mistura ar/vapor.
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Os parametros calculados foram a letalidade do processo (valor
F) e a inativacdo requerida (tempo necessario para atingir o nivel de
redugdes log da populagdo microbiana até um nivel desejado). Com estes
valores, foi escolhido calcular o nimero de reducdes decimais requeridas
para um grupo de micro-organismos, que podem estar presentes nos
mexilhdes. Clostridium botulinum foi escolhido, porque é o mais
resistente ao processamento de mexilhdes (LIMA et al., 2013). Listeria
monocytogenes foi considerada devido & ocorréncia de surtos em
mexilhGes (OVISSIPOUR et al., 2013). Salmonella spp., Escherichia coli
e Vibrio parahaemolyticus em moluscos tem também potencial para
intoxicacdo alimentar, enquanto a ocorréncia de Staphylococcus aureus
esta associada com as condi¢bes de higiene do produto durante o
processamento (FORSYTHE, 2002). Pseudomonas fluorescens foi
incluida porque estas bactérias sdo parte da microflora natural de
moluscos marinhos e se desenvolvem sob temperaturas de refrigeracéo,
sendo a principal bactéria deteriorante (LEBERT et al., 1998). A Tabela
4.1 apresenta os pardmetros de resisténcia ao tratamento térmico usados
para calcular o processo de letalidade dos micro-organismos e as
equacdes que descrevem os calculos de letalidade dos micro-organismos
(Mafart et al., 2010) sdo apresentadas abaixo:

F= [ L(t)dt (4.1)
onde
(Tg-T)
L=10" = (42)
Em que:

F = Letalidade do processo

T = Temperatura de exposicao do alimento

T* = temperaturas de referéncia para os valores D para 0s micro-
organismos usados (Tabela 4.1)

L(t) = Fator de letalidade

z = é a mudanca de temperatura requerida para aumentar a inativacéo
microbiana em 10 vezes (um ciclo log)
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Tabela 4.1 - Resisténcia térmica para 0s micro-organismos usados neste estudo,
onde D representa o tempo de reducdo decimal, o Z é a mudanga de temperatura
requerida para aumentar a taxa microbiana em 10 vezes, de acordo com o obtido
atraveés da literatura.

D A Temperatura de

Micro-organismo (min) °C) referéncia (°C) Fonte
Clostridium
botulinum néo
proteolitico Tipo L2 = . SCRFEN,
E
) 0.3 7.0 70 ECFF (1996)
monocytogenes
Pseudomonas gy
fluorescens 3.2 7.5 60 Featherstone,
(2010)
Salmonella spp 0.98 9.1 60 Adams (1995)
Escherichia coli 0.1 10.6 65 Adams (1995)
vlte 50 85 60 Adams (1995)
parahaemolyticus
sEplpeosEs e 8.8 60 Adams (1995)

aureus

Calculando F torna-se a soma dos valores de mortalidade obtida
para cada faixa de temperatura alcancada durante todo o tratamento
térmico, de acordo com o apresentado na Equacao (4.3).

F=Y5L() 4.3)

Onde:

L(T) = fator de letalidade, na faixa de O até tsina, durante o periodo de
tratamento térmico

z = é a mudanca de temperatura requerida para aumentar a taxa de
inativacdo microbiana em 10 vezes (um ciclo log)

Com o tempo de reducdo decimal (D) na temperatura de
processo, foi calculado o nimero de redugdes decimais obtidas para cada
tipo de micro-organismo no processo foi calculada a partir da Equacéao
(4):

F=y.Dx (4.4)
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4.2.3 Envase

Por¢des de 100 + 2 g de mexilhdes processados foram colocados
em bandejas de Polipropileno - Alcool vinilico de etileno — Polipropileno
(PP-EVOH-PP) (Tray E1540, volume de 380 mL, EDV solucGes em
embalagens, Barcelona, Espanha). As amostras foram posteriormente
embaladas em ar, em AM (atmosfera modificada) e outra parte das
amostras submetidas ao processo SGS antes do envase sob AM. Os
mexilhGes controle (AP) foram envolvidos em filme de polietileno (PE)
aderente aplicado em dupla camada ao redor de cada embalagem.

Para 0 envase sob atmosfera modificada, o ar atmosférico foi
evacuado duas vezes (98 % vacuo) e o recipiente posteriormente lavado
com uma mistura de gasosa de CO; e N2 (50/50 %), antes da selagem a
quente com filme de alta barreira ao O, e CO> no topo da bandeja (90 pm
Poliamida/polipropileno, NOP101, Cryovac). A taxa de transmissdo de
O para o filme de cobertura foi 40 cm® m2 d! atm™!, e para a bandeja
0,004 cm®. d. atm™. A taxa de transmissdo de CO, para o filme foi de
150 cm3.m2.d-t.atm™. Todas as taxas de transmisséo foram mensuradas a
23 °C, 0 % UR. Os gases de uso alimenticio CO2 e N2 (AGA, Linde Gas,
Stavanger, Noruega) foram misturados em um misturador de gas (Witt
KM 100-2m, Witt Gasetechnick, Witten, Alemanha) que foram usados
para obter a mistura gasosa desejada.

Os tratamentos SGS (2 h a1 + 1 °C) foram realizados em lotes de
6 bandejas dentro de um saco selado a quente de 20-um de poliamida
(PA) /70-um polietileno (PE) - (700 x 500 mm, Star-pack produktie B.V.,
Waalwijk, Holanda), onde a atmosfera foi evacuada duas vezes (95%
vacuo, CVP Fresh Vac Model A-600, Downers Grove, Il, EUA) e lavados
com 100 % de CO; de grau alimenticio. A composicdo gasosa sob o
tratamento SGS, foi 97,0 £ 0,13 % CO; e a pressdo total foi equivalente a
pressdo atmosférica. A taxa de transmissdo de O para o saco foi de 30
cmi.m2dtatm? Os sacos com SGS eram grandes o suficiente para
garantir o excesso de disponibilidade de CO; (grau de enchimento de
aproximadamente 7,0% [mL produto / mL de volume da embalagem]).
Imediatamente ap6s o tratamento SGS, os produtos foram embalados sob
AM como descrito acima, usando uma mistura gasosa de CO2e N2 (70/30
%). Todas as amostras foram armazenadas sob refrigeracéo (3+1°C) até
a realizacdo de analises fisico-quimicas e das embalagens (apés 3, 10, 15,
19 e 22 dias), e microbiol6gica (depois de 4, 11, 16, 19 e 22 dias) de
armazenamento.
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4.2.4  Andlise das embalagens

O volume no headspace das embalagens foram determinados
pela imersdo da embalagem sob agua e medindo a forca resultante por um
analisador de textura (Stable Micro System Ltd., TAXT plus Godalming,
Inglaterra), conforme ja descrito em detalhes no item 2.2.6 do Capitulo 2,
seguindo a metodologia de Rotabakk et al. (2007). As medidas da Forca
de Buoyancy foram feitas a 26 s, 28 s e 30 s. Uma media das trés medigdes
foram usadas para a analise estatistica dos dados.

A composicdo gasosa no headspace das embalagens foi realizada
em duplicata em cada bandeja pelo uso do analisador de oxigénio e
diéxido de carbono (Analisador Checkmate 9900, PBI-Dansensor,
Ringsted, Dinamarca). A coleta das amostras de gas foi realizada através
de um septum de borracha (Nordic Supply, Skodje, Noruega), adaptado
na parte externa do filme de cobertura e injetada em analisador de gas pra
obtencdo da concentracdo de COa.

Analises fisico-quimicas

O pH foi medido em triplicata, diretamente nos mexilhdes com
um pHmetro (Orion 420 A-plus Benchtop, Thermo Electron Cooperation,
Cambridgeshire, Reino Unido) utilizando um eletrodo do tipo “ponta de
langa” (Thermo, Thermo Electron Cooperation).

O conteldo de agua foi medido em duplicata pela secagem em
estufa a 105 °C durante 18 h de acordo com Skipnes et al. (2007).

A capacidade de retencdo de &gua doi calculada em duplicate
através da pesagem das amostras antes e apés a centrifugacdo a 1800 rpm
durante 15 minutos a 4 °C como descrito em detalhes por Skipnes et al.
(2007).

A analise instrumental da textura (firmeza) foi realizada uma vez
em cada embalagem, medindo a forca maxima de cisalhamento,
utilizando uma célula de cisalhamento de Kramer (KSC) acoplada ao
texturémetro (Stable Micro System Ltd.,, TAXT plus Godalming,
Inglaterra), com uma célula de carga de 500 N. Aproximadamente 50 g
de mexilhdes de cada embalagem foram submetidos ao teste com
velocidade de 3 mm.s™ e os resultados de firmeza expressos como N.g™.

A perda de agua foi medida gravimetricamente, como a diferenca
de massa entre 0 mexilhdo inteiro cru (a 4gua livre acumulada dentro da
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concha foi removida pelo estimulo a abertura da concha dos mexilhdes
vivos) e mexilhdo cozido, em triplicata, usando a Equacéo (4.5).
X;-X
% PA = %*100 (4.5)
1
Onde PA é a perda de 4gua em cada etapa do processamento, X

é amassa inicial do mexilhdo inteiro e X, é a massa ap0s aetapa de cocgéo
(%).

4.25 Contagens microbioldgicas

A avaliacdo microbiolégica foi feita através da contagem total de
mesofilos viaveis e contagem de psicrotréficos, nos mexilhdes crus e
cozidos. Amostras de =10 g de mexilhdes foram homogeneizadas com
agua peptonada na proporcéo 1:10 (1% NaCl (m/v) e 0,1% de peptona
(m/v) durante 120 s em um homogeneizador 400 Laboratory Blender (AJ
Steward Company LTD, Londres, Inglaterra). Para o material cru as
contagens de mesdfilos e psicrotroficos foram realizadas em aliquotas, a
partir de dilui¢cBes apropriadas foram adicionados ao agar ferro derretido
e temperado (45 ° C) com uma sobreposi¢do (Agar Ferro Lyngby, Oxoid
CM 964, Basingstoke, Inglaterra).

O agar foi suplementado com 0,04% de L-cisteina, e incubado a
20 £ 1 °C durante 3 dias para contagem de mesdfilos, enquanto para
contagem de psicrotréficos, foram incubados a 7 + 1 °C durante 10 dias.
As col6nias pretas foram contadas como bactérias produtoras de H-S e 0s
mesofilos totais foram contados como a soma total das coldnias pretas
com as demais colonias.

Para os mexilhdes cozidos, avaliados durante todo o periodo de
armazenamento (0, 4, 11, 16, 19 e 22 dias), as contagens de mesofilos e
de psicrotréficos foram determinadas pelo método de espalhamento em
placas com agar (PCA, Merck, Darmstadt, Alemanha) adicionado com
1% NaCl, a fim de suprir o crescimento de algumas espécies de bactérias
gue necessitam de sal para o seu desenvolvimento, pelo fato do mexilhdo
ser proveniente do ambiente marinho. As placas foram incubadas para a
contagem de mesdfilos a 20 + 1 °C durante 3 dias, e para as contagens de
psicrotroficos, a 7 £ 1 °C durante 10 dias. As duplicatas foram preparadas
para cada embalagem analisada (4 para cada ponto experimental) e 0s
resultados médios das medidas estdo apresentados como o logaritmo das
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unidades formadoras de coldnias (UFC) por grama de carne e usado para
analise estatistica dos dados.

4,.2.6  Analise estatistica

Os resultados foram avaliados considerando cada embalagem
analisada em cada ponto experimental do armazenamento. Para isto, foi
usada a andlise de variancia de uma via (ANOVA) e modelo linear geral
(MLG) foram realizados com o software Minitab 14.13 (Minitab,
Coventry, Reino Unido.) usando o teste de Tukey com significancia P <
0,05 (95%), para verificar se existem diferencas significativas entre o0s
processos testados e as mudangas nos parametros fisico-quimicos e
microbioldgicos durante o periodo de armazenamento.

4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Caracterizagdo dos mexilhdes crus e cozidos

As amostras cruas foram analisadas no mesmo dia do
processamento e apresentaram as seguintes caracteristicas iniciais: a
media do pH para o mexilh&o cru foi de 6,8 + 0,12; contetdo de agua de
82,8 + 1,3 % e Capacidade de Retencdo de Agua (CRA) de 66,1 + 1,9 %.
Os niveis microbioldgicos para os mexilhdes crus foram 4,07 + 0,56 log
(UFC/ g) para bactérias produtoras de H3S, 5,81 + 0,78 log (UFC/ g) para
contagem total de mesofilos e 5,01 + 0,41 log (UFC/ g) para contagem de
psicrotroficos, respectivamente. Estes resultados séo tipicos para
mexilhGes crus que normalmente possuem uma carga microbiana alta
devido a sua atividade filtrante, onde matéria organica e inorganica é
retida. Isto reflete as caracteristicas microbioldgicas do seu habitat, e
principalmente a qualidade da dgua (LIMA et al., 2013). O tratamento
térmico é importante ndo somente para remover a carne das conchas, mas
também para reduzir a contagem microbiana no produto cozido e eliminar
0s patdgenos. O produto cozido apresentou aproximadamente 4 reducdes
decimais para a contagem de mesofilos (1,32 £ 0,5 log UFC/g) e 1,08 +
0,45 log UFC/g para psicrotréficos, enquanto as bactérias produtoras de
H2S ndo foram detectadas. Mendes et al. (2011) detectou bactérias
produtoras de H2S depois de 3 dias em polvo armazenado com ar e uma
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guantidade desprezivel em amostras tratadas com SGS depois de 13 dias,
e atribuiram esta baixa contagem como resultado da inibicdo por
Pseudomonas spp. Neste estudo, as bactérias produtoras de H.S ndo
foram detectadas apdés o tratamento térmico e tampouco durante o
armazenamento.

4.3.2 Perda de 4gua apds o processamento

A média da perda de agua durante o processo de coccdo e apds 0
resfriamento foi de 30,53 + 0,72 % resultando em um produto cozido com
contetido de dgua em torno de 76,2%. Este parametro varia com o tempo
e método de coccdo e resfriamento, e tem influéncia direta nas outras
propriedades sensoriais, em especial a textura. Cavalheiro et al. (2012)
avaliou a perda de peso durante a coccdo de mexilhdes sob vapor e
resfriamento imerso (6 min); coccdo a vapor e resfriamento a vacuo (8
min) e cocgdo imersa e resfriamento a vacuo (8 min) e obtiveram perdas
de agua de 39,1%, e 39,6%. A diminuicdo da perda de 4gua durante o
processo poderia potencialmente aumentar o rendimento, e portanto, pode
ser benéfico ao processo.

4.3.3 Perfil do tratamento térmico

O perfil de temperatura dentro dos mexilh8es durante a coccao é
mostrado pela Figura 4.2.

. Os trés minutos de tempo de tratamento térmico foram
determinados durante os ensaios iniciais testando diferentes tempos de
processo tendo como parametro a facilidade de remocdo da carne da
concha sem que provocasse excesso de coc¢do. Azanza et al. (2005)
obtiveram 100% de abertura das conchas em mexilh&o usando ar saturado
com agua a 100 °C durante 3 minutos. O curto periodo de coccdo pode
evitar mudangas indesejaveis nas fracGes protéicas e lipidicas e devem
assegurar que 0s micro-organismos alvo sejam eliminados e/ou
reduzidos.
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Figura 4.2 - Perfil de temperatura dos mexilhdes durante o processo de
cozimento.
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A Tabela 4.2 mostra os resultados encontrados para a letalidade

calculada durante o processo de cocc¢do. Todos 0s micro-organismos
seriam totalmente inativados, tendo em vista o histérico de temperatura
obtido, onde o F do processo teve altos valores comparando com o F
requerido para o processo para cada micro-organismo alvo. Contudo, para
0 Clostridium botulinum néo-proteolitico Tipo E, a carga térmica foi
menor do que a requerida, com redugdo decimal de apenas 0,59. Este
resultado é esperado, visto que esta bactéria requer uma redugdo de 6
ciclos log, com uma carga térmica correspondente a 90 °C durante 10 min
(EUROPEAN COMMISSION, 1997).
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Tabela 4.2 - Perfil de temperatura dos mexilhfes durante o processo de
cozimento.

F (letalidade do processo - NuUmero de

S . min) e reducoes

Micro-organismo = F Avaliacéo decimais
processo requerido* ()*=*

Clostridium
botulinum néo-
proteolitico 11 9,00 Fo<Fr R
Tipo E
Listeria 031,64 1,80 Fp > Fg 2217,76
monocytogenes
et . 3949,26 19,20 Fe> F 603,88
parahaemolyticus
Pseudomonas 12410,75 5,88 Fr> Fr 2842,98
fluorescens
Salmonella spp. 2251,38 0,60 Fp > Fr 1792,53
SERUEREE e 30,00 Fe> F 152,07
aureus
Escherichia coli 248,85 90,00 Fr> Fr 2020,58

* Calculado com base nas temperaturas reais de referéncia, e Z para cada micro-
organismo. Para todos os micro-organismos, 6 reducfes decimais foram
consideradas.

** Para 0s processos de pasteurizacdo, uma redugdo decimal igual a 6 é
suficiente; foram utilizados os menores valores encontrados para o F do processo
nos calculos.

Quando Fp > Fg existe letalidade alta para o processo aplicado;

Quando Fe < Fg tem-se letalidade insuficiente comparando com o tratamento
térmico nos experimentos.

O tempo de processo térmico aplicado resultou em redugdes
decimais entre 152,07 até 2842,98 para 0s outros microorganismos alvo
que poderiam estar presentes em mexilhdes, principalmente para Listeria
monocytogenes e Vibrio spp, comumente encontrado nesses moluscos, e
também para Staphylococcus aureus e Salmonella (KOLODZIESKA et
al., 2002). Também Pseudomonas sp., considerada como a principal
bactéria deteriorante para moluscos refrigerados (HUSS, 1997) deve ser
diminuida consideravelmente pelo processo.
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Para aumentar ainda mais a vida Util, a coccdo deve ser
combinada com outros métodos de preservacdo nao severos, como
atmosferas protetoras (SGS, AM) e refrigeracdo (ROSNES et al, 2011).

4.3.4 Avaliacdo da composi¢cdo gasosa dos mexilhdes envasados
durante o armazenamento sob atmosfera modificada e SGS.

A evolugdo do CO; e do O2 (%) no headspace da embalagem esta
mostrado na Figura 4.3 e na Figura 4.4, respectivamente. A concentracdo
de CO; mudou significantemente (P< 0,001) durante o armazenamento e
também entre os tratamentos. Para o tratamento SGS + AM, foi observado
um pequeno decréscimo no CO; (70,3 % - 68,0 %, no equilibrio), e
permaneceu praticamente constante durante o armazenamento. Para as
embalagens com AM, CO; diminuiu durante os primeiros 4 dias (52,3 %
para 34,5 %). Depois de 10 dias, CO, aumentou (de 44,19 % até 55,38 %
no 22° dia), resultando em embalagens infladas, provavelmente associado
com o aumento da populacdo microbiana e reagdes enzimaticas
(mostradas posteriormente). Bono & Badalucco (2012) observaram o
mesmo aumento de CO, em salmonete listrado armazenados sob AM
depois de 3 dias e atribuiram este comportamento as atividades
microbiana e enzimatica. Para o acondicionamento em AR atmosférico,
houve aumento na concentragdo de CO- durante 0 armazenamento com
pico de 13,25 % no 16° dia de armazenamento. O aumento da
concentracdo de CO; foi devido ao aumento da contagem microbiana, que
provocou deterioragdo em um curto periodo, principalmente pelos micro-
organismos do grupo psicrotroficos que produzem CO; através de sua
atividade metabdlica.

O aumento da vida Util de mexilhGes utilizando 0 CO, em AM
de mexilhes crus foi relatada por Masnyiom et al. (2011), que obtiveram
aumento da vida util para 9 e 12 dias; e por Goulas et al. (2005), que
obtiveram 14 dias de vida Util a 4 °C. Entretanto, ndo ha estudos prévios
que descrevam a aplicacdo do tratamento SGS em mexilhdes.
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Figura 4.3 - CO, no headspace das embalagens submetidas aos tratamentos com
envase em AR, SGS + AM e AM durante o periodo de armazenamento.

80
70
S B\Er = g——&8—1=8
o 60
[&]
o
250
3
240 —-SGS + AM
o
CN?’O -8-AM
e) —A-AR
O 20

. A___A/r’A

0

0 5 10 15 20 25
Tempo (dias)

Figura 4.4 - Oz no headspace das embalagens submetidas aos tratamentos com
envase em AR, SGS + AM e AM durante o periodo de armazenamento.
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A composi¢do de O, mudou significativamente durante o
armazenamento (P<0,001). As amostras acondicionadas em AR tiveram
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uma reducdo da composicdo de Oz (=21 %) até 5 %. A redugdo de O
dentro das embalagens durante o armazenamento esti relacionado ao
aumento da atividade microbiana. Para os tratamentos SGS + AM e AM,
a composicdo do O; esteve em torno de 0 % durante todo o periodo de
armazenamento.

O volume total (mL) nas embalagens mudou significativamente
(P<0,001) durante o armazenamento e entre os tratamentos devido a
absorcdo de CO; pelos mexilhGes. No inicio do armazenamento, 0
tratamento SGS combateu o fen6meno de contragdo no filme de cobertura
das embalagens (227,75 + 4,30 mL), proporcionando uma superficie
praticamente plana, enquanto que para as amostras sob AM o decréscimo
de CO- causou o efeito de colapso nas embalagens (183,24 + 4,36 mL).
Comportamento semelhante foi obtido em outros estudos (AL-
NEHLAWI et al., 2013; ROTABAKK et al., 2010; ROTABAKK et al.,
2006; SIVERTSVIK & BIRKELAND, 2006; JAKOBSEN & RISBO,
2009; SIVERTSVIK, 2007). A Figura 4.5 mostra a diferenca visual entre
0s tratamentos SGS + AM e AM nas embalagens com mexilhdo. Houve
aumento de 134, 20 mL no SGS + AM (de 240,42 + 10,31 para 374,62 +
46,49) no final do armazenamento. Sivertsvik & Birkeland (2006)
observaram o mesmo comportamento nas embalagens com camarédo
tratado com SGS e atribuiram a ligeira inflagdo do filme de cobertura para
a libertacdo excessiva de CO- dissolvido no camardo durante o tratamento
SGS em alto teor de CO;, quando submetido a uma baixa pressao parcial
de CO; (30%) na embalagem com aplicacdo de AM, de acordo com a Lei
de Henry. Possivelmente ocorreu a mesma situacéo neste estudo, devido
as baixas contagens microbianas nas amostras tratadas com SGS + AM.
Para as embalagens AM, em 10 dias, o colapso foi substituido pela
inflacdo da embalagem, com o aumento significativo de volume (P=
0,007) para 245,57 + 27,62 mL; e alcangcou 0 maior volume aos 22 dias
(414,95 + 11,20 mL), acompanhada de deterioragdo evidente do produto
a nivel visual e de odor pungente.
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Figura 4.5 - Grau de enchimento (tempo inicial e final) entre as embalagens com
AM (deflagdo tampa em (b) e inchago em (d)) e do processo de SGS + AM (sem
colapso durante o armazenamento (a) e (c).

4.3.5 Propriedades fisico-quimicas

A Tabela 4.3 apresenta os principais efeitos para o pH, contetido
de agua (%), Capacidade de Retencdo de Agua (CRA - %), e Firmeza
(N.g). Em relacdo ao produto recém-processado (pH = 6,46) e 0 mesmo
produto algumas horas apds o envase o pH foi mais elevado nos
mexilhdes em contato com o ar (6,69) comparado com os tratamentos AM
e SGS + AM (6,34 e 6,46), respectivamente, provavelmente causada pelo
efeito da acidificacdo pelo CO; absorvido (ZHAO & WELLS, 1995).

O pH foi significativamente diferente (P <0,001) entre os
tratamentos durante o armazenamento, influenciado pelo crescimento
microbiano e pelo CO, absorvido. Durante o armazenamento, o pH
descresceu significantemente (P=0,006) para todos os tratamentos,
atingindo valores de 6,51 para as embalagens AR, 6,07 para AM e 6,42
para SGS + AM, respectivamente. O decréscimo de pH nos mexilhdes
durante o armazenamento tem sido relatado em mexilh&o cru armazenado
sob atmosfera modificada (MASNIYOM et al., 2011; CAGLAK et al.,
2008). Mudangas post-mortem no musculo adutor e na carne dos
mexilhdes promove a queda do pH devido ao acimulo de &cido latico
gerado em condicdo andxica de glicogénio ap6s o armazenamento
refrigerado (PACHECO-AGUILLAR et al., 2008; DE VIDO et al.,
2001).
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Os mexilhGes apresentaram valores elevados de contetdo de
agua (emtorno de 76 %). Normalmente, alimentos com elevado contetdo
de &gua sdo mais pereciveis em virtude da alta atividade de &gua e pelo
tipico pH alto (6,7 — 7,1) (GOULAS et al, 2005).

O conteldo de agua depende do tipo de processo empregado para
separar a carne da concha. Lima et al. (2013) encontraram 76,9 % de
contetido de agua em mexilhdes prontos para consumo; por outro lado,
tem sido mostrados altos valores (81%) usando resfriamento imerso
(CORDEIRO et al., 2007).

O conteldo de agua permaneceu estdvel durante o
armazenamento (P = 0,631). Visualmente foi possivel perceber algum
exsudado no interior das embalagens. Os tratamentos de embalagem
influenciaram significativamente (P= 0,003) no conteldo de &gua.
MexilhGes embalados com AR apresentaram maior conteldo de agua
(=77 %) quando comparado com AM e SGS + AM (=76 %)
provavelmente associado com a influéncia do CO; visto que o CO;
dissolvido pode aumentar a perda por gotejamento nas embalagens
(SIVERTSVIK & BIRKELAND, 2006). Contudo, ndo houve influéncia
do tempo de armazenamento (P = 0,087) ou tratamento (P = 0,108) na
capacidade de retencdo de agua. Uma alta retencdo de agua é desejada
nos produtos de pescado, porque resulta em melhores caracteristicas de
textura, suculéncia, cor e sabor. Os produtos com baixa CRA acumulam
exsudado que se tornam um critério de rejeicdo pelo consumidor
(SKIPNES et al., 2007). Um estudo com mexilhdo cru mostrou maior
guantidade de exsudado em altas concentracGes de CO; e 0s autores
atribuiram este efeito devido a reducdo de pH causado pelo COg,
reduzindo a CRA (MASNIYOM et al., 2011). Torrieri et al. (2006)
descrevem que a maior perda da CRA da proteina muscular ocorre em
valores de pH mais baixos. Contudo, neste estudo, o decréscimo
observado no pH ndo influenciou a CRA e observou-se um efeito menor
sobre o teor de agua.
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Tabela 4.3 - Efeito! do tempo de armazenamento (d) e tratamentos de envase nas
propriedades fisico-quimicas? (pH, conteido de agua (%), Capacidade de
Retencdo de Agua (CRA - %), e firmeza (N.g™).

Contetdo

oH de Agua CRA Firmelza

(%) (%) (N.g¥)
Armazenamento (n=36) (n=24) (n=24) (n=12)
(dias)
0 6,49° 76,16 72,52 3,11
3 6,49° 76,03 77,63 2,74
10 6,50° 76,00 77,57 3,48
15 6,37% 75,74 78,22 3,31
19 6,34° 76,33 76,15 3,35
Efeito do tempo
(valor P) 0,006 0,631 0,087 0,213
Tratamento (n=60) (n=40) (n=40) (n=20)
AR 6,60° 76,672 75,02 3,19%®
AM 6,30° 75,91° 76,56 2,80%
SGS + AM 6,42° S5k 77,68 3,60°
Efeito do tratamento <0,001 0,003 0,108 0,025

(Valor P)
! Efeito do tratamento (valor P), anlise de variancia (ANOVA) (MLG) e teste de
comparagdo multipla de Tukey.
2\/alores sdo dados como media dos minimos quadrados. Médias com diferentes
letras sobescritas em cada coluna sdo significativamente diferentes pela ANOVA
(MLG) e teste de comparagdo média de Tukey.

A firmeza do mexilh&o ndo apresentou mudangas significativas
(P=0,213) (N.g?) durante 0 armazenamento. Entretanto, a firmeza foi
significativamente (P = 0,025) aumentada no tratamento SGS + AM (3,60
N.g') quando comparada ao tratamento AM. Este efeito pode ser
atribuido a elevada quantidade de CO; presente dentro das embalagens,
juntamente com o conteldo de agua mais baixo apresentado pelos
mexilhdes embalados com AM e SGS + AM, tornando o0 mexilhdo com
textura mais firme do que os outros tratamentos. Embora a textura esteja
intimamente correlacionada com o teor de agua do musculo, quando este
possui um maior teor de agua, percebe-se maior maciez (SKIPNES et al.,
2011). Neste estudo, entretanto, a combinacdo dos resultados para SGS +
AM indicam que a CRA e firmeza foram mais elevadas na presenca de
altas concentra¢des de CO,, em comparagdo com o tratamento com AM.
Comportamento oposto ao observado em produtos de pescado por
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Sivertsvik et al. (2002) que relatou que altas concentractes de CO» podem
promover amolecimento no tecido, sem efeitos negativos na carne. Por
outro lado, Sivertsvik et al. (2004) relataram que as propriedades de
suculéncia pode ser afetadas pela solubilizacdo do CO, em tecidos, que
promove a reducdo da retencdo de agua.

4.3.6 Avaliacdo microbioldgica

A anélise estatistica ( Tabela 4.4) revelou efeito dos tratamentos
(P< 0,001) e armazenamento (P < 0,001) para 0s micro-organismos
mesodfilos e psicrotréficos. A Figura 46  mostra a evolucdo das
contagens microbianas para os mesofilos e a Figura 4.7 a evolucdo para
o0s psicrotroficos em mexilhdes cozidos. As contagens iniciais foram
baixas (1,32 log UFC/g para os mesdéfilos e 1,09 log UFC/g para
psicrotroficos). No 4° dia, a contagem de mesofilos apresentou aumento
significativo no crescimento (P= 0,0167) (Mesdfilos: 3,32 log UFC/g e
Psicrotréficos: 3,40 log UFC/g) quando comparado com outros
tratamentos (AM: 2,52 log UFC/g para mesofilos e 2,43 log UFC/g para
Psicrotroficos e SGS + AM: 1,53 log UFC/g e 0,94 log UFC/g
respectivamente). O crescimento mais pronunciado para mesofilos é
justificada pelas mudancas da microflora devido a diferentes capacidades
dos micro-organismos a tolerar as condi¢Bes de acondicionamento e
armazenamento (GRAM & DALGAARD, 2002). Neste caso, a presenga
de elevada quantidade de CO, no tratamento SGS + AM retardou o
crescimento microbiano para os mesoéfilos e psicrotréficos, comparando
com os outros tratamentos (Figura 4.6 e Figura 4.7). O envase com AM
também reduziu o crescimento de Mesdfilos: 3,12 log UFC/g e
Psicrotroficos: 2,76 log UFC/g. O tratamento SGS também causou
decréscimo nas contagens totais de meséfilos em camardo pronto para
consumo em 1,0 log UFC/g e psicrotréficos em 0,9 log UFC/g e em
alabote do Atlantico em 0,4 log UFC/g comparado com AM
(SIVERTSVIK; BIRKELAND, 2006; ROTABAKK et al., 2007).
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Figura 4.6 - Contagem microbioldgica para meséfilos em mexilhdes
cozidos.

8
g 7
5 6

(@)

£ o5
354
E 5)3
L O
g= 5 8-AM
S -0-SGS + AM
o 1 -A-AR

0

0 5 10 15 20
Tempo (dias)

Figura 4.7 - Contagem microbioldgica para psicrotréficos em mexilhdes
cozidos.
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Aos 11 dias as amostras com AR alcancaram 6,72 log UFC/g de
mesofilos e 6,58 log UFC/g para a contagem de psicrotréficos. Para os
produtos de pescado, a contagem de mesofilos para rejeicdo sensorial é
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de 7-8 log UFC/g e o limite de aceitabilidade é¢ de 6 log UFC/g para
bactérias aerdbias mesdfilas. A contagem de bactérias aerdbias nem
sempre representa deterioracdo, porém as andlises de bactérias
psicrotréficas fornece melhores resultados sobre os mecanismos de
deterioragdo para estimar a qualidade de pescado (MOL et al., 2007). Para
0 mexilh&o cozido armazenado em ar neste estudo, foi visivel a presenca
de coldnias e mudanga na estrutura (carne mais mole e escura). No 16°
dia de armazenamento, as amostras com AR alcancaram 7,57 log UFC/g,
estagio de deterioracdo completa. A mesma evolucdo nas contagens
microbianas foram encontradas por Masnyiom et al. (2011) (4 to 7 log
UFC/g) para mesdfilos em 15 dias de armazenamento para mexilhdo cru
armazenado em ar, contagem superior as encontradas em mexilhdes
mantidos sob atmosferas ricas em CO,.

Contagens de mesofilos e psicrotréficos podem ser usadas para
estimar a vida datil de frutos do mar, porém devem ser avaliados
juntamente com determinagfes quimicas, bioquimicas e sensoriais
(KHAN et al., 2005). Para cada dia de amostragem, algumas amostras
com AR foram abertas para verificar os aspectos sensoriais e foi
concluido que as amostras com AR apresentaram boas caracteristicas para
consumo até o maximo de 5 dias, e também, col6nias microbianas visiveis
na carne apareceram depois de 7 dias de armazenamento.
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Tabela 4.4 - Efeito! do tempo de armazenamento (d) e tratamentos de envase nas
contagens microbiolégicas? (micro-organismos meséfilos e psicrotréficos em
mexilhdes cozidos (Mytilus edulis)).

Mesofilos Psicrotroficos
Armazenamento (dias) (n=24) (n=24)
0 (n=4) 1,312 1,082
4 (n=12) 2,48° 2,23°
11 (n=12) 4,41° 4,45°
16 (n=12) 5,15¢ 5,24¢
19 (n=12) 5,21° 5,27°
22 (n=12) 4,38° 3,86°
Efeito do tempo (valor P) < 0,001 < 0,001
Tratamento (n=48) (n=48)
AR 5,132 5,072
AM 3,53° 3,36°
SGS + AM 2,81° 2,63°
Efeito do tratamento (valor P) < 0,001 < 0,001

! Efeito do tratamento (valor P), anlise de variancia (ANOVA) (MLG) e teste de
comparacdo multipla de Tukey.

2 Valores s&o dados como média dos minimos quadrados. Médias com diferentes
letras sobescritas em cada coluna sdo significativamente diferentes pela ANOVA
(MLG) e teste de comparagdo média de Tukey.

Ambos os tratamentos AM (Mesofilos: 4,94 log UFC/g e
Psicrotroficos: 4,81 log UFC/g) e SGS + AM (Mesofilos: 4,30 log UFC/g
e Psicrotréficos: 3,06 log UFC/g) ndo alcancaram niveis microbianos
muito elevados no final da vida Util. Entretanto, o odor dos mexilh8es no
momento da abertura das embalagens indicou que o produto estava com
deterioragdo aparente no Ultimo dia de armazenamento. A elevada
atividade microbiana também pode ser vista como resultado do consumo
de O, (Figura 4.3 e Figura 4.4) indicando a presenga de bactérias
respiratorias deteriorantes, frequentes em produtos de pescado, como
Shewanella e do grupo Pseudomonas (GRAM & DALGAARD, 2002).
Nos tratamentos AM e SGS + AM, O, desapareceu completamente (0,02
% - 0,00 %) assumindo que foi consumido pelo metabolismo bacteriano
e processos biogquimicos oxidativos, como relatado em sardinha
armazenada sob ar em estudo testando SGS, vacuo e AM por Mendes et
al. (2008).
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Entretanto, a combinacdo dos resultados microbianos com
caracteristicas indesejaveis para consumo foram considerados para
determinar o tempo de armazenamento dos mexilhdes, como off-flavors
e alteracBes visuais como conseqliéncia da liberacdo de compostos
volateis e reacdes enzimaticas. Gram & Dalgaard (2002) relataram que a
formagdo de aminas, sulfuretos, alcoois, aldeidos, cetonas e acidos
organicos com off-flavor desagradavel e inaceitavel é uma consequéncia
da deterioracdo de alimentos, devido a crescimento microbiano e
metabolismo. As amostras com AM apresentaram odor aceitavel durante
a abertura das embalagens até 0 11° dia, e embora a contagem microbiana
tenha permanecido baixa, o odor foi inaceitdvel aos 19 dias de
armazenamento, por isso ndo recomendado para consumo

Os mexilhGes tratados com SGS + AM apresentaram boas
caracteristicas sensoriais até 0 19 © dia. Depois desse periodo, houve uma
inflacdo no interior das embalagens e para verificar se a razdo era o
crescimento microbiano, as embalagens foram abertas para realizar 0s
experimentos microbiol6gicos. A inflagdo de gés provavelmente foi
causada pela producdo de metabdlitos priméarios indesejaveis como
trimetilamina e 6xido de trimetilamina, outras aminas e aménia. Lu
(2009) relatou a importancia de observar que, mesmo em ambiente com
concentracBes de CO, ha a possibilidade para a proliferacdo de micro-
organismos psicrotréficos, anaerébios facultativos ou patdgenos
estritamente anaer6bios, tais como Clostridium botulinum néo
proteolitico e Listeria monocytogenes em frutos do mar. Novos estudos
com a preservagdo de mexilhdes cozidos evitando esses micro-
organismos patogénicos devem ser realizados.

4.4  Conclusoes

O tratamento SGS influenciou no volume total da embalagem,
promovendo a estabilidade do produto durante o armazenamento, sem
alteracbes no teor de CO; e no filme de cobertura, enquanto as
embalagens com AM apresentaram colapso visivel, resultado da absorcéo
do CO; do headspace até o equilibrio, demonstrando claramente a
necessidade de se pré-solubilizar o CO, no produto para evitar o
problema. A presenca de CO2 nos mexilhdes reduziu o contelido de dgua
e 0 pH, aumentou a firmeza e ndo influenciou a CRA, quando comparados
com 0 envase com ar.
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O aumento da contagem total de mesofilos e psicrotréficos foi
inibida pelo tratamento SGS + AM, em relacdo aos demais tratamentos.
No produto com AR, houve aparecimento de col6nias visiveis aos 13 dias,
com aproximadamente 7 ciclos log UFC/g.

A aplicacdo do tratamento SGS nos mexilhdes resultou em um
efeito bacteriostatico, comparado com o envase em AR e foi mais efetivo
gue o envase em AM contribuindo para a melhora da qualidade
microbioldgica e extensdo da vida Gtil do mexilhdo cozido.

Assim, foram obtidas vida util de 19 dias para o tratamento SGS
+ AM, 11ldias para o tratamento AM e apenas 5 dias para 0os mexilhdes
acondicionados com ar.
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5 APLICAGAO DA ALTA PRESSAO HIDROSTATICA (APH)
COMBINADA COM A PRE-SOLUBILIZAGAO DE CO;
(SGS) EM MEXILHOES AZUIS (Mytilus edulis) COZIDOS

Este capitulo apresenta a segunda parte do trabalho desenvolvido
durante o estagio doutoral no Processing and Technology Laboratory,
Norwegian Institute of Food, Fishery and Aquaculture (NOFIMA), em
Stavanger, Noruega, sob a supervisdo dos Drs. Morten Sivertsvik e Bjgrn
Tore Rotabakk. Nesta etapa foi realizado um estudo combinando o
processo de pré-solubilizacdo do CO; (SGS) seguido da aplicacdo de alta
pressdo hidrostatica em mexilhdo azul Mytilus edulis, conhecido como
“blue mussel”. Foram avaliadas as caracteristicas fisico-quimicas e
microbioldgicas dos mexilhdes durante 23 dias de armazenamento a 3°C.

5.1 Introdugéo

O cultivo do molusco bivalve mexilhdo azul (Mytilus edulis) esta
distribuido nas aguas Europeias, estendendo-se desde o Mar Branco na
Russia até regibes como a costa do Atlantico, no sul da Franca (FAO,
2004). O mexilhdo azul tem sido considerado um produto com potencial
para a inddstria na Noruega, devido ao litoral noruegués ser adequado
para o cultivo desse molusco, com aguas produtivas e protegidas. Cerca
de 2.000 toneladas por ano séo produzidas nas fazendas da Noruega, e ha
interesse em expandir a producgéo (ZIEGLER et al., 2012; SSB, 2013).

Moluscos bivalves, especialmente mexilhdes, tem as mesmas
caracteristicas que os demais frutos do mar, cuja composigdo é rica em
proteinas, vitaminas e minerais. Sdo animais filtrantes das aguas que os
circundam, e por isso retém micro-organismos e outras particulas que os
tornam extremamente pereciveis (LIMA et al., 2013, ERKAN, 2005).
Existem vérias técnicas capazes de garantir a seguranca do produto, mas
essas técnicas provocam um prejuizo na caracteristica sensorial. Por este
motivo, é necessario o desenvolvimento de outras técnicas.

A alta presséo hidrostatica (APH) é um processo nao-térmico que
tem sido investigado como um método alternativo para a preservacao de
alimentos, capaz de inativar micro-organismos patogénicos e
deteriorantes bem como enzimas enddgenas, a0 mesmo tempo que
mantém as propriedades sensoriais e nutricionais, prolongando a vida (til
dos alimentos. A principal aplicacdo desta técnica em produtos oriundos
de frutos do mar tem sido em ostras, para as operacdes de desconche ou



210

abertura, com varias vantagens ao tratamento, como 0 aumento da
seguranca e da vida util. Também ¢é aplicado em outros grupos de
alimentos comercializados, como pescado, produtos céarneos, como
presunto cozido ou curado, guacamole, geleias e sucos. A observacdo das
mudangas na qualidade visual e de textura como consequéncia do
tratamento com alta pressao aplicados em frutos do mar é pouco relatado
em estudos nessa area (KOVAC et al., 2010; MURCHIE et al., 2005).
Outras aplicacfes potenciais na industria de frutos do mar sdo a remogéo
da carne de carapacas de crustaceos como lagosta, caranguejo e camarao,
e também para a producdo de surimi e para a preparacdo de pescado
defumado a frio (TERIO et al., 2010; AUBOURG et al., 2010).

O didxido de carbono (CO2) é um gés que esta sendo estudado para
uso em alimentos, para inativacdo de micro-organismos e para estender a
vida Gtil de muitos produtos, através da propriedade do CO; ser soltvel
na agua e nos lipidios do alimento, sendo o principal responsavel pelo
efeito bacteriostatico (LAMBERT et. al 1991; HOTCHKISS &
LANGSTON, 1995; SIVERTSVIK et al.,, 2002). Em produtos de
pescado, alguns estudos mostram o efeito do CO, em retardar a fase
exponencial de crescimento microbiano, e como consequéncia, inibindo
as reacgOes de oxidacdo e crescimento bacteriano (SOCCOL et al, 2003).
O mecanismo de agdo do CO, em alimentos que ndo respiram e com
elevado contelido de &gua é através da dissolucdo na agua para formar
acido carbbnico (H.COs), que se dissocia em bicarbonato (HCO3),
carbonato (C0O%7) e hidrogénio (H+), espécies idnicas de acordo com
uma série de equilibrios (KNOCHE, 1980). Para os valores de pH
menores que 8, como 0s moluscos, a concentragao de ions carbonato deve
ser negligenciada (DIXON & KELL, 1989).

Sivertsvik et al. (2003) desenvolveram um método onde 0 CO; é
dissolvido no produto antes do envase, conhecido como SGS (Soluble
Gas Stabilization), com potencial para prevenir o colapso da embalagem,
mesmo com baixa relacdo gas/produto (g/p) em relacdo a embalagem
tradicional sob atmosfera modificada. O tratamento SGS tem
demonstrado resultados promissores em diversos alimentos, como peito
de frango, camardo, queijo, bacalhau e outros (ROTABAKK et al., 2010,
SIVERTSVIK & BIRKELAND, 2006; JAKOBSEN & RISBO, 2009;
SIVERTSVIK, 2007). O diéxido de carbono é também usado em sistemas
de alta pressdo. Na técnica do Didxido de Carbono a Alta Presséo, o
alimento é posto em contato direto com o CO2 pressurizado, em condicOes
sub ou supercriticas usando método estatico ou dindmico, para inativar as
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bactérias através da acdo bacteriostatica de CO; pressurizado (GARCIA-
GONZALEZ et al., 2007).

Alguns estudos sugerem a combinacao de técnicas sinérgicas para
aumentar a inativacdo microbiana e melhorar a qualidade de alimentos,
em particular, a combinacdo de APH com tecnologias de envase ou a
APH com um tratamento térmico suave pode ter aplicagBes praticas no
processamento de alimentos (MURCHIE et al., 2005; GARCIA-
GONZALEZ et al.,, 2007). A combinacdo da atmosfera modificada
usando gases pressurizados com APH, a baixas temperaturas, foi usada
para a preservacao de salmdo (AMANATIDOU et al., 2000).

Entretanto, o uso do processo SGS em alimentos antes da APH ndo
é relatado pela literatura. Na combinacéo entre o SGS e o processo APH
ocorre a solubilizacdo do CO2 no mexilhdo a pressdo atmosférica, e
durante a aplicagdo de APH, o CO; solubilizado devera ter sua acéo
intensificada pela influéncia da pressdo elevada. A combinacdo do SGS
como um pré-tratamento pode contribuir para manutencéo da qualidade
dos mexilhdes cozidos e aumentar sua vida util devido ao efeito
bacteriostatico do CO,. Este trabalho teve como objetivo investigar os
efeitos da pré-solubilizacdo de CO; (SGS) e do uso da alta pressdo
hidrostatica (APH) na vida Util de mexilhdes cozidos.

5.2  Material e métodos

5.2.1 Testes preliminares

Alguns testes preliminares foram realizados com os mexilhdes
para definir as condicbes operacionais a serem empregadas e a forma
como as amostras seriam utilizadas no processo a alta presséo
hidrostatica. Para isso, mexilhdes com casca limpos foram
acondicionados em embalagens flexiveis com agua do mar, onde se
avaliou a abertura das conchas e aparéncia da carne mediante a aplicacéo
da alta pressdo. Também foram submetidos ao mesmo tratamento os
mexilhGes sem concha crus e pré-cozidos e foram avaliados quanto ao
aspecto visual da carne e a perda de agua. As condicOes experimentais
testadas foram: 100 MPa, 200 MPa, 300 MPa, 400 MPa e 500 MPa
durante 1 min, a 20 °C.
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5.2.2  Material cru, processamento e amostragem

Os mexilh@es crus eram oriundos da regido Central da Noruega e
foram entregues a partir de um fornecedor local para o laboratério do
Nofima AS. Os mexilhdes foram armazenados numa camara refrigerada
alz1°C até serem processados.

Os mexilhGes foram processados de acordo com o fluxograma na
Figura 5.1. Inicialmente os mexilhGes foram limpos em &gua corrente e 0
bisso removido antes da coc¢do a 100 ° C por 3 minutos, usando um forno
de conveccdo (Zanussi FCV/E10L, Pordenone, Italia). As amostras foram
resfriadas em uma camara fria (Metos BC161, Metos Noruega, Oslo,
Noruega) a uma temperatura de 1 °C por 20 minutos com a velocidade do
ar elevada antes da carne ser removida manualmente das conchas. Os
mexilhGes descascados foram selecionados aleatoriamente para 0s
diferentes tratamentos.
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Figura 5.1 - Fluxograma do procedimento adotado para o processamento e envase
dos mexilhdes.

(MEXILHOES FRESCOS])
gy

COCCAO
(Vapor/ 3 min)
gy

RESFRIAMENTO
(Camara fria/ 1 °C/ 20 min)
JE gy -

[ DESCONCHE ]
(Procedimento manual)
gy

(MEXILHOES PROCESSADOS]

Tratamentos de envase

[ ENVASE - 100 g ] PROCESSO SGS
Pt Envase/100 % CO,
(Embalagens flexiveis) P atm / 2 hs)

i ENVASE 100 g

[ VACuo ﬂ [ (Embalagens flexiveis) ]
ALTA PRESSAO ALTA PRESSAO
HIDROSTATICA HIDROSTATICA
500 MPa/ 1 min 500 MPa/ 1 min

[ ARMAZENAMENTO - (Camara fria - 23 dias) ]

Envase a vacuo

Este procedimento foi adotado para dois tratamentos: o controle —
mexilhdes nao tratados (VAC — embalagens a vacuo) e para os mexilhdes
a serem submetidos ao processamento a alta presséo (tratamento APH).
Porcdes de 100 + 5 g de mexilhdes cozidos foram envasados em
embalagens flexiveis em uma maquina automatica de envase a vacuo
(Supermax C, Webomatic, Bochum, Alemanha) em embalagens com
80pm Poliamida - Alcool vinilico de etileno - Polietileno - PA/EVOH/PE
(Pentafilm 200 B, Nordpak OY, Valkeaoski, Finlandia). A taxa de
transmisséo de O, para as embalagens foi de 3 cm3.m2.d '.atm™'.
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Processo a alta pressao

As embalagens direcionadas ao processo a alta pressdo foram
colocadas em um recipiente cilindrico a temperatura ambiente em uma
unidade piloto de alta pressdo com capacidade de 2 L, (QFP 2L-700 -
Avure Technologies Inc., Columbus, EUA), usando dgua como meio
pressurizante, com tempo de elevacdo da pressdo de aproximadamente 80
s, conforme mostra a Figura 5.2. A condicdo de APH usada foi a
selecionada nos testes preliminares (500 MPa/ 1 min a 20 °C). O processo
foi aplicado em bateladas usando duas amostras de 100 g embaladas
separadamente em embalagem sobreposta composta de 80um Poliamida
- Alcool vinilico de etileno - Polietileno - PA/EVOH/PE (Pentafilm 200
B, Nordpak QOY, Valkeaoski, Finlandia) para evitar danos devido ao
contato direto com o meio pressurizante. Apds o processo, as embalagens
foram removidas e as amostras armazenadas a 3 °C.

Figura 5.2 - Equipamento utilizado para o processo a alta pressao hidrostatica.

W
e
AR

Processo SGS + APH

Para os tratamentos com SGS (2 hsa 1 + 1 °C) 100 g de mexilhGes
foram adicionados em embalagens flexiveis compostas de 20um de
poliamida (PA) e 70 um de polietileno (PE) medindo 700 x 500 mm (Star-
pack produktie B.V., Waalwijk, Holanda), e em seguida selados a quente.
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Antes da injecdo do gas a atmosfera interna da embalagem foi evacuada
(95% vacuo, CVP Fresh Vac Model A-600, Downers Grove, Il, EUA)
duas vezes e lavadas com 100 % de CO; de grau alimenticio (AGA, Linde
Gas, Stavanger, Noruega). A composi¢ao gasosa para o tratamento SGS,
foi de 96,6 + 0,16 % COg, e a pressdo total foi equivalente & presséo
atmosférica. A taxa de transmisséo de O, das embalagens eram de 30 cm?
m?2 d*! atm?. As embalagens usadas para o SGS foram grandes o
suficiente para assegurar a disponibilidade do CO; (grau de enchimento
de aproximadamente 7,0% [mL produto/mL volume da embalagem]).
Apos 2 horas, os mexilhdes tratados com SGS foram removidos da
embalagem e imediatamente acondicionados e submetidos ao tratamento
APH como descrito anteriormente

As amostras foram armazenadas sob refrigeracdo (3x1°C) e
submetidas as andlises fisico-quimicas e microbioldgicas durante os dias
0,1, 7,13, 20 e 23 do armazenamento.

5.2.3  Anadlises fisico-quimicas

Para cada ponto experimental, foram usadas replicatas das quatro
embalagens de cada tratamento, totalizando 12 embalagens.

O pH foi medido em triplicata, diretamente nos mexilhGes, com
um pHmetro (Orion 420 A-plus Benchtop, Thermo Electron Cooperation,
Cambridgeshire, Reino Unido) utilizando um eletrodo do tipo “ponta de
langa” (Thermo, Thermo Electron Cooperation).

O contetdo de agua foi expresso em (%) e as amostras em
duplicata foram encaminhadas a uma estufa a 105 °C durante 18 h, de
acordo com Skipnes et al. (2007).

Para a Capacidade de Retencdo de Agua (CRA), as amostras em
duplicata foram pesadas antes e ap0s a centrifugacdo, onde as amostras
foram colocadas em uma centrifuga durante 15 min a 1800 rpm.min a 4
°C e a CRA foi calculada de acordo com o descrito em detalhes por
Skipnes et al. (2007).

O exsudado nas embalagens individuais foi quantificado
gravimetricamente nas analises dos lotes ao longo do armazenamento. A
massa do exsudado (g) foi dividida pela massa inicial do produto (P) e
relatado como uma percentagem (%), conforme descrito por Sivertsvik &
Birkeland, (2006).

A andlise instrumental de textura (firmeza) foi realizada através
da medicdo da forga méaxima a resisténcia ao cisalhamento usando uma
célula Kramer (KSC) acoplada ao texturdbmetro (Stable Micro System
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Ltd., TAXT plus Godalming, Reino Unido), com uma célula de carga de
500 N. Aproximadamente 50 g de mexilhdes de cada embalagem foram
submetidos ao teste com uma taxa de 3 mm.s™ e os resultados de firmeza
foram expressos em N.g™.

5.2.4  Contagens microbioldgicas

A avaliacdo microbioldgica das amostras foi realizada através da
contagem total de micro-organismos mesofilos e contagem total de
psicrotroficos, nos mexilhdes crus e cozidos. Amostras de
aproximadamente 10 g de mexilhdes foram homogeneizadas na
proporcdo 1:10 com agua peptonada (1% NaCl (m/v) e 0.1% peptona
(m/v) durante 120 s em um homogeneizador 400 Laboratory Blender (AJ
Steward Company LTD, Londres, Inglaterra). Para o material cru as
contagens de mesdfilos e de psicrotréficos foram realizadas em aliquotas,
a partir de diluicdes apropriadas foram adicionados ao &gar ferro (45 ° C)
com uma sobreposicdo (Agar Ferro Lyngby, Oxoid CM 964,
Basingstoke, Inglaterra). O agar foi suplementado com 0,04% de L-
cisteina, e incubado a 20 + 1 °C durante 3 dias para contagem de
mesofilos, enquanto para contagem de psicrotroficos, foram incubados a
7 + 1 °C durante 10 dias. As coldnias pretas foram contadas como
bactérias produtoras de H-S e os mesdfilos totais foram contados como a
soma total das col6nias pretas com as demais colénias.

Para os mexilhdes cozidos, avaliados durante todo o periodo de
armazenamento (0, 7, 13, 20, e 23 dias), as contagens de mesofilos e de
psicrotréficos foram determinadas pelo método de espalhamento em
placas com agar (PCA, Merck, Darmstadt, Alemanha) adicionado com
1% NaCl, a fim de suprir o crescimento de algumas espécies de bactérias
gue necessitam de sal para o seu desenvolvimento, pelo fato do mexilhdo
ser proveniente do ambiente marinho. As placas foram incubadas para a
contagem de mesdfilos a 20 + 1 °C durante 3 dias, e para as contagens de
psicrotroficos, a 7 £ 1 °C durante 10 dias. As duplicatas foram preparadas
para cada embalagem analisada (4 para cada ponto experimental) e 0s
resultados médios das medidas estdo apresentados como o logaritmo das
unidades formadoras de coldnias (UFC) por grama de carne e usado para
andlise estatistica dos dados.

Algumas observagdes foram realizadas nos mexilhGes no
momento da abertura das embalagens para verificar o comportamento do
produto submetido aos diferentes tratamentos de envase durante o
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armazenamento. Para tal, cinco pessoas treinadas fizeram a verificacdo e
os resultados foram descritos em termos de aparéncia e odor dos
mexilhdes.

5.2.5 Analise estatistica

Os resultados foram avaliados considerando cada embalagem
analisada em cada ponto experimental do armazenamento. Para isto, foi
usada a andlise de variancia de uma via (ANOVA) e modelo linear geral
(MLG) foram realizados com o software Minitab 14.13 (Minitab,
Coventry, Reino Unido.) usando o teste de Tukey com significancia P <
0,05 (95%), para verificar se existem diferencas significativas entre o0s
processos testados e as mudangas nos parametros fisico-quimicos e
microbioldgicos durante o periodo de armazenamento.

5.3 Resultados e discussao

5.3.1 Testes preliminares

Os testes preliminares mostraram que o mexilhdo com casca
apresentou maior capacidade para abertura das conchas a pressdes mais
altas, de 300 MPa até 500 MPa quando comparados a baixas pressdes. He
et al. (2002), obtiveram 100 % de eficiéncia para desconchar ostras acima
de pressdes de 310 MPa/2 min, enquanto 88% das ostras foram
desconchadas com 241 MPa/ 2 min. Hsu et al. (2010) obtiveram 100 %
de desconche em ostras usando tratamentos de 250 e 300 MPa por 2 min
e zero min e mantiveram as ostras intactas em termos de aparéncia. Yi et
al. (2013a) usaram APH com niveis de 150 a 400 MPa para descascar
vieiras e obtiveram 100% de descolamento do musculo adutor, quando
vieiras foram tratadas a 200 MPa/3 min e 350 MPa/0 min. Sobre a
influéncia da APH no desconche de mexilhfes ndo ha informagdes na
literatura, contudo, os mexilhdes desconchados neste trabalho
apresentaram a mesma tendéncia observada para ostras e vieiras.

A aparéncia visual foi semelhante ao produto cozido, com o
descolamento da carne da casca e posterior encolhimento, como pode ser
observado pela Figura 5.3. A aparéncia de “cozido” é dependente das
condi¢cbes de processamento, como consequéncia da desnaturacdo
proteica, especialmente acima de 300 MPa (KARIM et al., 2011).
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Alteracdes do volume e uma aparéncia ligeiramente mais suculenta
também foi observado em ostras tratadas com APH (MURCHIE et al.,
2005; LOPEZ-CABALLERO et al., 2000). Entretanto, o mexilhdo cru
desconchado ndo apresentou boa aparéncia dentro das embalagens,
devido a exsudacdo promovida pela aplicacdo de alta pressdo, enquanto
gue o mexilhdo cozido e desconchado apresentou melhor aparéncia e
menor perda de 4gua comparado ao produto cru. A avaliacdo visual da
aparéncia é um dos fatores mais importantes que afetam a aceitabilidade
do consumidor de frutos do mar (HSU et al., 2010). Por esta razéo, optou-
se em utilizar os mexilhGes cozidos e desconchados sob APH a 500
MPa/1 min, como mostra a Figura 5.4.

Figura 5.3 - Acdo da APH na abertura de mexilhBes crus e aparéncia visual do
produto ap6s o processo.

— i

Figura 5.4 - Aspecto visual das embalagens com o mexilh&o cozido ap6s a APH.
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5.3.2  Caracterizacdo do material cru

Todos os mexilhdes estavam vivos no inicio dos experimentos e
apresentaram boa aparéncia para o processamento. A qualidade global
dos mexilhdes depende de alguns critérios, como: bioldgicos (contagem
microbiana, auséncia de micro-organismos patdgenos e virus, auséncia de
toxinas de algas, auséncia de parasitas), quimicos (reduzida presenca de
radionuclideos e metais) e propriedades sensoriais, tais como 0 aspecto
de conchas e da carne, rendimento e sabor e aroma tipicos, auséncia de
componentes indesejaveis (VERNOCCHI et al., 2007). O pH para o
mexilhdo cru que foi usado nos experimentos foi de 6,66 + 0,14 e
conteudo de agua de 80,75 * 1,61. Estes valores estdo em concordancia
com outros estudos com mexilhdes crus (FUENTES et al., 2009;
TAVARES et al. 1997). O pH e contetdo de agua sédo dependentes da
espécie de mexilhdo, e também é influenciado pela variagdo sazonal, que
afeta a composicdo centesimal, que é dependente do alimento
(fitoplancton) da area de cultivo (SALAN et al., 2008; TAVARES et al.,
1997).

As contagens microbianas antes do processamento foram
variaveis entre os diferentes lotes. Os mexilhdes in natura apresentaram
a seguinte contagem total de micro-organismos: para 0s mesofilos; os
valores obtidos foram entre 2,21 e 4,07 log UFC/g, enquanto para 0s
micro-organismos psicrotréficos os valores foram mais elevados entre
4,44 — 5,23 log UFC/g. Para as bactérias produtoras de H>S, os valores
foram mais altos para os mesdfilos (5,29 — 8,29 log UFC/g) e
psicrotroficos (4,82 — 5,56 log UFC/g). As altas contagens microbianas
eram esperadas para mexilhdes crus, devido a sua capacidade de filtrar
pequenas particulas de fitoplancton, zooplancton, virus, bactérias e
matéria inorganica, que depende da agua circundante (OLIVEIRA et al.,
2011). Os altos niveis de contaminagdo proporcionam a rapida
deterioragdo desses alimentos, mesmo quando expostos sob temperatura
de refrigeracdo. Por isso, o processamento de mexilhdes através dos
tratamentos de coc¢do num curto intervalo de tempo entre a coleta e
envase sdo imprescindiveis para reduzir a contagem microbiana e
aumentar sua vida atil. O produto cozido ndo apresentou crescimento de
bactérias produtoras de H:S. Sivertsvik (2007) verificou a influéncia da
temperatura de armazenamento na auséncia de bactérias produtoras de
H>S em filetes de bacalhau de cultivo.
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5.3.3 Auvaliacdo do armazenamento dos mexilhGes processados e
envasados

Propriedades fisico-quimicas

A Tabela 5.1 apresenta os principais efeitos para o pH, conteldo
de 4gua (%), exsudacio (%), Capacidade de Retencdo de Agua (CRA) e
Firmeza (N.g%). O pH aumentou ligeiramente (6,89 + 0,05) nos
mexilhGes processados no dia do envase, para todos os tratamentos
aplicados comparados com o material cru (6,66 + 0,14). A desnaturacdo
proteica durante o tratamento térmico favorece as mudangas no pH.
Masnyiom et al. (2011) também observou o comportamento de mexilhdes
crus tratados com CO; e apds serem submetidos a cocgdo, onde o0 CO-
influenciou a desnaturacdo proteica juntamente com o tratamento
térmico. Depois de 24 horas de armazenamento, foi possivel verificar que
0s mexilhdes submetidos ao tratamento SGS apresentaram um leve
decréscimo no pH (6,51 0,04) sem diferencas significativas entre os
outros tratamentos (P= 0,4933). Esta mudanca é provavelmente resultante
da solubilizagdo do CO- no contetido aquoso e lipidico durante a etapa do
SGS, que promove a reducdo no pH (SIVERTSVIK et al., 2004). Durante
a aplicacdo da APH, o CO; remanescente possivelmente penetrou nos
mexilhdes devido as condicdes de alta pressdo. Garcia-Gonzalez et al.
(2007) relataram que o pH do produto pode influenciar na APH quando o
CO2 no estado supercritico estd envolvido, principalmente em pH mais
baixos, com absor¢do mais efetiva no alimento. No caso deste estudo, o
CO; aplicado na etapa do SGS ndo esta em condicGes supercriticas, mas
foi suficiente para reduzir o pH dos mexilhdes, facilitando a penetracéo
deste no interior das células e apds a APH, a reducdo foi mais acentuada.
Para os mexilhdes tratados apenas com APH, ocorreu um aumento para
6,99 £ 0,04 do pH apds o processo quando comparado aos mexilhdes ndo
tratados e embalados a vacuo (VAC — 6,86 + 0,02). Alguns estudos
mostram que os tratamentos a APH podem aumentar o pH em ostras e
outros produtos de pescado devido a desnaturacdo proteica e a auto
ionizagdo da &gua com pressOes crescentes (MONTIEL et al., 2012; HSU
et al., 2010; CRUZ-ROMERQO et al., 2004; SCHUBRING et al., 2003;
LOPEZ-CABALLERO et al., 2000; ANGSUPANICH & LEDWARD,
1998; SAREEVORAVITKUL et al., 1996). Por outro lado, ndo foram
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observadas diferencas no pH causadas por APH comparando a lula néo
tratada e salmdo cozido a0 modo “sous-vide” no primeiro dia apds o
processo apenas durante 0 armazenamento, houve aumento nos valores
de pH (GOU et al., 2010; PICOUET et al., 2011).

Tabela 5.1 - Efeito! do tempo de armazenamento (d) e tratamentos de envase nas
propriedades ,ﬁ’sico-qul’micasz (pH, contetdo de agua (%), Capacidade de
Retencdo de Agua (CRA - %), exsudagéo (%) e firmeza (N.gh)).

o (%) (%) (N.g?)

Armazenamento  (n=36) (n=24) (n=24) (n=12) (n=12)
(dias)
0

6,89? 77,55%° n.d® 5,08%® 2,97°
1 6,78° 76,732 79,59% n.d® n.d®
7 6,842 76,872 82,66° 3,890 2,99°
13 6,37° 78,15 80,50 5,47° 3,29°
20 6,20° 77,06¢  77,00% 6,45% 2,782
23 6,09¢ 78,29 74,03¢ 7,50¢ 2,777
Efeito do tempo 4501 goo1 <0001 <0001 0110
(valor P)
Tratamento (n=72) (n=48) (n=48) (n=24) (n=24)
APH 6,50° 77,752 78,34° 6,39° 2,847
SGS + APH 6,48° 77,882 78,13° 6,40° 2,86°
VAC 6,60° 76,69° 79,79° 4,25P 3,172
Efeito do
tratamento (valor 0,001 0,001 0,207 0,001 0,146
P)

! Efeito do tratamento (valor P), analise de variancia (ANOVA) (MLG) e teste de
comparagdo multipla de Tukey.

2 Valores s&o dados como média dos minimos quadrados. Médias com diferentes
letras sobescritas em cada coluna sdo significativamente diferentes pela ANOVA
(MLG) e teste de comparagdo média de Tukey.

% ndo determinado

Durante o armazenamento, o pH ndo mudou significativamente
até o 7° dia de armazenamento (P = 0,9614). Entretanto, um decréscimo
significativo no pH ocorreu depois de 13 dias de armazenamento para
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todos os tratamentos (P < 0,001). Este comportamento é tipico de
produtos ricos em carboidratos em forma de glicogénio, como mexilhdes
e ostras, quando comparado a maioria dos produtos marinhos (JAY,
2005). A deterioracdo é normalmente associada ao processo fermentativo
e ocorre um decréscimo gradual no pH, como relatado por He et al.,
(2002), cujas amostras submetidas a APH apresentaram decréscimo de
menos uma unidade apds 4 semanas. Neste estudo, as amostras APH
alcangaram reducédo de 1 unidade no pH em 23 dias. As amostras VAC
diminuiram 0,8 unidades e SGS + APH diminuiram 0,4 unidades. A
variagdo menor das amostras SGS + APH podem ser atribuidas ao efeito
da estabilidade do CO; no pH do musculo, e a0 mesmo tempo esta
relacionada com uma deterioracdo mais lenta, observada também pelo
bom aspecto visual apresentado nos mexilhdes durante um maior tempo
guando comparado com outros tratamentos.

Os tratamentos influenciaram (P = 0,001) os valores de contetido
de agua. Foram observadas ligeiras reducfes para mexilhdes tratados com
SGS + APH (1,19%) e VAC (2,14%) ap0s 24 hs. Para amostras APH, o
teor de 4gua aumentou (1,06%). A APH pode influenciar na hidratacéo
das proteinas, devido a absorcdo de agua por estes componentes (CRUZ-
ROMERO et al., 2008). O aumento resultante no contetdo de agua é
mencionado por outros estudos como por exemplo em camarao tratado
com APH que ap06s o processo apresentou umidade significativamente
(68,98 %) maior e pH menor (6,10) do que camarao tratado termicamente
(66,62 % para umidade e 6,16 para valores de pH) (Y1 et al., 2013b). As
ostras tratadas com APH apresentaram aumento no contetido de agua apos
0 tratamento (CRUZ-ROMERQO et al., 2008).

O conteldo de &gua apresentou variagdo com os dias de
armazenamento (P = 0,001), porém ndo foi possivel descrever um perfil
definido para cada tratamento e entre cada dia de armazenamento
(comportamento de aumento ou de redugéo). O contetido de &gua variou
de 75,97 % até 79,06 % durante o0 armazenamento. A diferenga inicial que
ocorreu apos os tratamentos desapareceram. O conteldo de dgua pode
influenciar na inativacdo microbiana com COz pressurizado, devido a sua
capacidade de solubilidade na &gua, e maiores quantidades de CO, podem
ser solubilizadas em produtos de elevado teor de agua (GARCIA-
GONZALEZ et al., 2007). O alto teor de 4gua no mexilhdo neste estudo
contribuiu para a absorcéo de CO> durante a etapa do SGS e estendeu o
efeito do CO; durante o tratamento a APH e também durante o
armazenamento. Normalmente, o teor de agua esta relacionado com as
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caracteristicas de textura. Cruz-Romero et al. (2004) encontraram
aumento do teor de dgua em ostras pressurizadas. Neste estudo, no
entanto, ndo foi possivel correlacionar a influéncia da alta pressao no teor
de agua dos mexilhes.

A CRA alta apresentada pelos mexilhGes para todos 0s
tratamentos esté relacionada com a alta suculéncia da carne do produto
(FUENTES et al., 2009). N&o houve influéncia do tratamento (P = 0,207)
aplicado. Para Gémez-Estaca et al. (2007), a CRA em filetes de dourado
foi similar no lote despressurizado e nas amostras pressurizadas 200 e 300
MPa, porém houve um decréscimo significante a 400 MPa. Neste estudo,
talvez o tempo de (1 min) embora a uma pressdo mais alta (500 MPa) ndo
foi suficiente para promover diferengas na CRA dos mexilhdes.

A CRA mudou significativamente durante o periodo de
armazenamento (P < 0,001), porém foi observado o mesmo
comportamento aleatério presente no conteido de agua, na faixa de 73,03
até 85,37 %, provavelmente devido ao fato de que o conteido de agua e
a CRA sdo dependentes da desintegracdo do tecido muscular, o que
resulta na libertacdo de agua.

A exsudacdo dentro das embalagens foi dependente do
tratamento aplicado (P = 0,001). As amostras VAC apresentaram baixa
exsudacdo (4,25 %) quando comparado as amostras tratadas a APH (6,39
%) e SGS + APH (6,40 %). O periodo de armazenamento também
apresentou efeito significativo (P < 0,001). A exsudacdo mais alta foi
alcangada no final do armazenamento para APH (8,32 %) e (8,12 %) para
SGS + APH, enquanto o VAC apresentou 4,41 % no 20° dia de
armazenamento. Sivertsvik & Birkeland (2006) encontraram aumento na
perda por gotejamento por dissolucéo do CO,em camardo sob tratamento
SGS. Neste estudo, a maior perda de agua dentro das embalagens por
exsudacdo ocorreu devido ao efeito da APH e devido a combinacédo do
SGS com a APH. Entre esses dois tratamentos ndo houve diferenca
significativa (P = 0,9993), o que indica que 0 CO; néo teve influéncia no
processo de exsudacao.

A firmeza (N.g?) ndo apresentou mudancas significativas
durante o armazenamento (P= 0,110) e entre os tratamentos (P = 0,146).
Os valores médios foram de 2,84 +0,11 N.g* para APH; 2,86 + 0,11 N.g"
! para SGS + APH e 3,17 + 0,13 N.g* para VAC. A textura normalmente
é o0 parametro mais afetado pelos tratamentos com alta pressdo, porque
apresenta texturas mais rigidas (MURCHIE et al., 2005). A textura esta
intimamente correlacionada com o teor de 4gua do musculo, que com um
maior teor de &gua, fica mais macia (SKIPNES et al., 2011). Entretanto
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isso ndo aconteceu com os mexilhdes tratados neste estudo. Outros
estudos relataram ndo ocorrer mudangas na textura em amostras
pressurizadas durante o armazenamento, tal como o dourado defumado a
frio (GOMEZ-ESTACA et al., 2007); polvo (HURTADO et al., 2001) e
camardo (LOPEZ-CABALLERO et al., 2000).

Kovac et al. (2010) relataram que a influéncia da APH na
presenca de gases pode mudar a textura e o formato, levando a uma
distorcdo do material, como encolhimento fisico, e finalmente
compressao irreversivel de alimentos integrais devido ao deslocamento
do gés e infiltracdo de liquidos em alimentos de baixa umidade, enquanto
a estrutura fisica de alimentos de alta umidade permanece inalterado.
Neste estudo, no entanto, o CO; foi aplicado na etapa do SGS, antes da
APH, de modo que o CO, ndo estava em estado supercritico para
promover alteracfes na textura.

5.3.4  Avaliacdo microbiol6gica

A contagem inicial baixa encontrada neste produto justifica a
utilizacdo de valores de pressdo na faixa de 500 MPa. Embora a
sensibilidade ao tratamento seja diferente entre os tipos de micro-
organismos, muitos estudos tém demonstrado que as pressdes na faixa de
300-600 MPa, pode inativar fungos e células vegetativas (SMELT, 1998).

A Figura 5.5 mostra a evolugdo das contagens microbianas para
0s micro-organismos mesofilos e a Figura 5.6 mostra a mesma evolugéo
para 0s micro-organismos psicrotroéficos em mexilhGes cozidos. As
contagens iniciais foram baixas (0,17 log UFC/g para mesdfilos e 0,1 log
UFC/g para psicrotroficos). No sétimo dia foi possivel perceber maior
crescimento nas embalagens a VAC (Mesodfilos: 4,76 log UFC/g e
Psicrotroficos: 5,3 log UFC/g) comparado com 0s outros tratamentos
(APH: 0,19 log UFC/g para mesoéfilos e 0,0 log UFC/g para
psicrotroficos) e (SGS + APH: 0,87 log UFC/g e 0,0 log UFC/qg).

A analise estatistica (Tabela 5.2) revelou efeito significativo dos
tratamentos (P< 0,001) e do armazenamento (P< 0,001) tanto para micro-
organismos mesofilos quanto para os psicrotréficos. A contagem inicial
para APH aumentou significativamente (P = 0,0174) até 2.59 log UFC/g
para mesofilos e 3,0 log UFC/g para psicrotréficos, em 20 dias,
respectivamente.

As amostras SGS + APH apresentaram baixo crescimento
microbiano até o 23° dia de armazenamento. As contagens microbianas
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para os mesofilos em carnes recém-processadas de bivalves sdo
considerados de qualidade inferior, quando possuem valores> 500.000
UFC/g pela U.S. Food and Drug Administration (1989). Neste estudo, o
nivel foi alcancado pelo tratamento VAC em 13 dias, com 6,39 log UFC/g
para mesofilos e 6,30 log UFC/g para psicrotroficos. Porém, as
caracteristicas visuais e de odor foram aceitaveis para as amostras VAC
até 7 dias. Depois disso, os mexilhdes a vacuo apresentaram contagem
elevada, com forte odor e aparente deterioracdo. A efetividade da alta
pressdo depende de pardmetros tecnoldgicos e das caracteristicas
microbioldgicas do produto, incluindo as espécies presentes e as
respectivas cepas e 0 seu estado fisiolégico (HEREU et al., 2012). Os
resultados indicam que a combinagdo da técnica SGS com a APH séo
efetivos em manter a contagem microbiana baixa no mexilhdo durante o
armazenamento durante 23 dias. He et al. (2002) usou alta pressdo e
obteve reducdo decimal de 2 a 3 ciclos log nas contagens microbianas em
ostras, que permaneceram em um nivel reduzido dentro do
armazenamento. O processo de APH reduz significativamente a
contagem total de bactérias aer6bias e de anaerdbias em ostras, ao mesmo
tempo que mantém boas caracteristicas sensoriais (CALIK et al., 2002).

Figura 5.5 - Contagem de micro-organismos mesofilos nos mexilhfes cozidos
durante o armazenamento.
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Figura 5.6 - Contagem de micro-organismos psicrotroficos nos mexilhGes
cozidos durante o armazenamento.

2 7

;_;’ 6

g/\s —--VAC
_;34 %~ APH
z 9 -@-SGS + APH
v D3

€5

‘D\—_,Z

[@)]

S 1

5

o 0

0 5 10 15 20 25
Tempo (dias)

Tabela 5.2 - Efeito’ do tempo de armazenamento (d) e dos tratamentos de envase
nas contagens microbioldgicas? (micro-organismos mesofilos e psicrotréficos em
mexilhdes (Mytilus edulis) cozidos.

Mesofilos (log Psicrotraéficos
UFC/g) (log UFC/g)
Armazenamento (dias) (n=24) (n=24)
0 (n=4) 0,17 0,07*
7 (n=12) 1,97° 1,78°
13 (n=12) 2,50° 2,39
20 (n=12) 3,15° 2,87°
23 (n=12) 2,33b 2,52°
Efeito do tempo (valor P) < 0,001 < 0,001
Tratamento (n=48) (n=48)
APH 1,132 1,042
SGS + APH 0,27% 0,047
VAC 4,68° 4,69°
Efeito do tratamento < 0,001 <0,001

(valor P)
! Efeito do tratamento (valor P), analise de variancia (ANOVA) (MLG) e teste de
comparagdo multipla de Tukey.
2 Valores s&o dados como média dos minimos quadrados. Médias com diferentes
letras sobescritas em cada coluna sdo significativamente diferentes pela ANOVA
(MLG) e teste de comparagdo média de Tukey.
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5.3.5 Observacdes no produto

O odor de produto cru pode ser percebido em mexilhdes tratados
com APH e com SGS + APH. Este perfil foi relatado por Murchie et al.
(2005), onde os estudos com ostras tratadas com APH mostraram reter
um gosto cru, engquanto outros estudos também relataram uma melhora
no sabor, atribuida a incorporacdo da agua salgada na qual as ostras foram
tratadas.

Mesmo com a aplicagdo de APH nos mexilhdes, o mau cheiro
pode ocorrer com o prolongamento da vida Util. Neste estudo, os
mexilhGes tratados sob o processo a APH mantiveram baixa contagem
microbiana durante o tempo de armazenamento, mas o odor forte
desagradavel (empirico) resultou na rejeicdo do produto para consumo
(Tabela 5.3). Bactérias deteriorantes estdo normalmente envolvidas com
as mudancas sensoriais no pescado e moluscos durante o armazenamento,
principalmente por Gram-negativos, que tendem a ser relativamente
sensiveis & pressdo (GRAM & HUSS, 2000). Como consequéncia, 0s
produtos tratados com APH tem maiores proporcdes de bactérias Gram-
positivas, especialmente bactérias acido-laticas, que podem ndo ser
eliminadas pelo processo, mas é possivel reduzir a sua contagem e atrasar
0 seu crescimento em frutos do mar. A acgao deste processo nas enzimas
enddgenas envolvidas na deterioracdo de alimentos, pode inativar ou
melhorar a acdo de outras enzimas, levando a alteragdes sensoriais em
detrimento dos alimentos, dependendo das espécies. Odores indesejados
estdo associados com bactérias laticas em extensfes na vida Util de frutos
do mar tratados com APH (MURCHIE et al., 2005). O processo APH teve
um efeito positivo no odor para as amostras APH e SGS + APH,
caracterizadas como “odor de mar”. Contudo, este efeito foi prolongado
nas amostras SGS + APH durante 23 dias, apds esse periodo foram
observadas as primeiras mudancas no odor. Nas amostras apenas com
APH, no 13° dia o odor ndo foi considerado bom embora as contagens
microbianas continuassem baixas durante o armazenamento. A partir do
20° até 23° dia, o odor foi considerado inaceitavel para consumo. Para as
amostras com vacuo (VAC) as mudangas ocorreram mais rapidamente do
gue nos outros tratamentos, e no 7° dia, o odor foi forte, provavelmente
intensificado pelas contagens microbianas na faixa de 4 log UFC/g.
Depois disso, os mexilhdes foram considerados inaceitaveis para
consumo. Assim, o processo de APH é uma alternativa para evitar efeitos
indesejaveis no sabor e na aparéncia de moluscos (MURCHIE et al.,
2005). Neste estudo, APH e SGS + APH mostraram caracteristicas de
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frescor por um periodo mais longo do que o tratamento VAC. Em ostras,
a alta pressdo promove a captacdo do liquido salgado da carne, 0 que
resulta em melhoria do sabor (HOOVER et al., 1989).

Cruz-Romero et al. (2008) investigaram a composi¢do
centesimal, cor e os niveis de 4cidos graxos e compostos volateis em
ostras em submetidas ao tratamento APH e perceberam diferencas nos
niveis de compostos volateis quando comparado com o headspace de
ostras frescas. Os estudos com frutos do mar indicaram que o sabor é
influenciado também por componentes ndo volateis dos moluscos, tais
como aminoacidos livres, nucleotideos, aglicares e sais minerais
(MURCHIE et al., 2005).

Tabela 5.3 - Observacdes nos mexilhdes durante a abertura das
embalagens nas analises de armazenamento.
Tratamento/ Dia de

Observagdes no produto

armazenamento

APH
0 "Odor de mar" como material cru e fresco, bom.
7 "Odor de mar" como material cru e fresco, bom.
13 Tendendo ao cheiro azedo (nédo é bom).
20 Odor fraco
23 Odor podre

SGS + APH

0 "Odor de mar" como material cru e fresco, bom.
7 "Odor de mar" como material cru e fresco, bom.
13 "Odor de mar" como material cru e fresco, bom.
20 "Odor de mar" como material cru e fresco, bom.
23 A agua do mar e odor de CO; e alguma deterioracdo

VAC
0 Odor forte, caracteristico do produto cozido
7 Odor forte, mas nao é bom
13 Cheiro azedo, inaceitavel
20 Cheiro azedo, inaceitavel

23 Nao avaliado
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A baixa contagem microbiana encontrada néo foi o Unico critério
considerado para a analise dos efeitos causados pelo processo de APH e
0 SGS em mexilhGes. A producdo de odores durante 0 armazenamento
foi o critério de rejeicdo para o produto. Assim, mexilhdes tratados com
SGS + APH alcancaram 23 dias de armazenamento com baixa contagem
microbiana e um odor aceitavel, enquanto que o tratamento de APH, sem
aplicacdo de CO, (APH) manteve uma baixa contamina¢do microbiana
durante o armazenamento de 23 dias, mas com odor aceitavel somente até
0 13 dias de armazenamento, possivelmente, em consequéncia da
formacédo de compostos tais como as aminas, sulfuretos, alcoois, aldeidos,
cetonas e &cidos organicos com desagradavel e inaceitavel odores
(GRAM; DALGAARD, 2002). O tratamento controle (VAC) comprovou
ser insuficiente para manter os mexilhdes em condicGes aceitaveis depois
de 7 dias. A analise das informacdes traz o tratamento combinado SGS +
APH como a melhor alternativa para a conservacao de mexilhGes cozidos
sob refrigeracdo entre os tratamentos estudados.

5.4  Conclusoes

Os tratamentos APH e SGS + APH afetaram as propriedades fisico-
quimicas, exceto na textura dos mexilhdes, em relacdo ao tratamento
controle. As contagens microbioldgicas para SGS + APH e APH foram
controladas durante o0 armazenamento, sendo capaz de estender a vida (til
dos mexilhdes, o que demonstra que a aplicacdo de alta presséo € eficaz
no controle microbiano. No entanto, apenas a combinacdo de processos
de tratamento SGS + APH foi capaz de prolongar a aparéncia e odor
aceitavel nos mexilhdes ao longo do armazenamento (23 dias), em
comparagdo com o tratamento APH (13 dias) e VAC (7 dias).
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CONCLUSOES FINAIS

O produto resultante do processo de cozimento integrado com o
resfriamento a vacuo apresentou caracteristicas fisico-quimicas e
microbioldgicas adequadas ao consumo e resolveu o problema de
exsudacdo formada pelo processamento e que se torna um problema para
comercializacdo nas géndolas, principalmente no aspecto visual do
produto.

O aparato experimental apresentado neste trabalho foi validado
com agua destilada, através da reproducéo da constante de Henry do CO-
solubilizado em 4gua compativel com o referenciado pela literatura.

A aplicagdo do processo SGS em escala experimental
demonstrou que a estrutura porosa dos mexilhGes favoreceu a absorcao
de gas nos experimentos de solubilidade do CO2 em um tempo mais curto
e as maiores taxas de absorgdo de CO, foram obtidas a altas pressdes e
baixas temperaturas. Para selecionar as melhores condi¢des de processo
para a industria é necessario avaliar o processo de dessorcdo e a
guantidade de CO: solubilizada capaz de estender a vida dtil dos
mexilhdes.

A aplicacdo do tratamento SGS diretamente nas embalagens
resultou em um efeito bacteriostatico em relacdo ao tratamento com ar e
foi mais efetivo do que o envase com AM contribuindo na melhoria da
qualidade microbiol6gica e aumento da vida Gtil do mexilhdo cozido.
Também foi possivel observar o efeito do SGS na aparéncia das
embalagens, que ndo sofreram o efeito do colapso observado nas
embalagens com AM, e forneceram um produto com vida Gtil de 19 dias.

Os tratamentos APH e SGS + AM afetaram as propriedades
fisico-quimicas, exceto a textura dos mexilhGes, em relacdo ao controle.
As contagens microbioldgicas para o tratamento SGS + APH e APH
foram controlados durante o armazenamento, porém somente o0
tratamento SGS + APH foi capaz de prolongar a aceitabilidade do produto
durante todo o0 armazenamento.

Todas as propostas de processos aplicados foram capazes de
manter as propriedades fisico-quimicas e aumentar a vida util do
mexilh&o. Foi possivel compreender que o mexilhdo é uma matéria-prima
complexa, e que por isso, a interacdo do CO, com o produto ainda néo foi
bem elucidada pelas dificuldades de geometria indefinida, estrutura
porosa bem como suas variagdes sazonais, porém este gas é promissor
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industrialmente para a conservacdo do mexilhdo, embora algumas
varidveis de processo ainda necessitem ser estudadas.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Investigar a capacidade de reidratacdo dos mexilhdes para a
manutencdo das caracteristicas sensoriais tipicas do molusco,
visando o seu uso em diversos pratos;

e Selecionar as condi¢des de processo SGS em mexilhdes com
base no processo de dessorcdo e a quantidade de CO
solubilizada adequada para aceitabilidade sensorial e estender a
vida Util dos mexilhdes;

e Investigar os processos envolvidos na producdo dos odores
gerados nos mexilhdes submetidos ao processo SGS e atmosfera
modificada durante o armazenamento, bem como identificar os
grupos microbianos responsaveis pelas alteracdes no produto;

e Continuar o estudo da aplicacdo de APH combinada com o SGS
nos mexilhdes encontrando uma combinacdo de condigBes de
processo que proporcione um produto aceitavel sensorialmente
por mais tempo;

e Investigar os tipos de proteinas presentes no mexilhdo e os seus
mecanismos de transformacdo durante os processos térmicos e
aplicacdo de alta pressdo, através de analises de varredura como
DSC e também eletroforese para identificacdo das proteinas, para
assim relacionar com o comportamento do molusco e suas
mudangas durante 0 armazenamento.

e  Focar o comportamento do Clostridium botulinum e os micro-
organismos  baroresistentes/barolabeis  nos  mexilhdes
submetidos a alta pressao.
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APENDICE A

Tabela A.1 Parametro L* (luminosidade) para mexilhdes machos e fémeas

submetidos ao processo convencional e ao processo alternativo

Tempo L* Macho L* Fémea

(dias) Convencional Alternativo Convencional  Alternativo
00 44,79+2,76°"  35,65+1,96* 27,54+0,68 %  30,59+2,09%
04 39,41+1,78%  36,14+0,98" 24,04£1,05%®  23,64+1,59%
07 43,54+1,34°A  37,19+0,65% 24,74+1,50%8 26,77+1,113®
11 36,93+1,79¥8  31,41+2,70%* 23,59+0,82*8 22 67+1,06%
14 32,12+2,40®  38,44+1,76*  22,61+1,064 22,59+0,93%
18 37,58+0,68™8 32,97+1,66* 25,00+0,70 B 25 55+]1 58 *AB
25 36,14+0,74%8  37,05+1,18% 25,41+0,94%8  30,08+0,92%®

Letras minudsculas entre colunas: diferem quanto ao tipo de processo. Letras
mailsculas entre linhas: diferem quanto ao periodo de armazenamento. p < 0,05

Tabela A.2 Coordenada de cromaticidade a* para mexilh6es machos e fémeas

submetidos ao processo convencional e ao processo alternativo.

Tempo a* Macho a* Fémea

(dias) Convencional Alternativo Convencional  Alternativo
00 2,42+0,25% 3,54+0,60% 22,52+0,85%8 25 41+1,41 %8
04 2,25+0,18""  3,14+0,32%* 20,15+0,81*8 22 19+2 51 B
07 3,92+0,30°8  2,84+0,19%  19,21+1,44°4 25 54+0,42 8
11 2,56+0,22°48 2 78+0,26* 18,89+1,06*  20,40+1,02*A
14 4,79+1,22%8 2,75+0,25%  19,68+0,41*8  20,33+1,32%
18 2,83+0,27%48  4,13+0,12* 21,57+1,16*® 23,81+1,58 B
25 2,52+0,08%48  366+0,54* 22,02+0,96*® 27,26+0,84%

Letras minudsculas entre colunas: diferem quanto ao tipo de processo. Letras
maidsculas entre linhas: diferem quanto ao periodo de armazenamento. p < 0,05
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Tabela A.3 Pardmetro b* para mexilhdes machos e fémeas submetidos ao
processo convencional e ao processo alternativo.

Tempo b* Macho b* Fémea

(dias) Convencional Alternativo  Convencional Alternativo
00 13,35+0,65**  13,96+0,77*4  28,57+0,90**  30,36+1,99%®
04 11,660,474  13,29+0,91°A  25,33+0,84%  26,30+2,04 B
07 13,95+0,75*  13,81+0,45°48  23,49+2,00°A  27,24+0,41 %8
11 12,23+0,36*  12,64+0,3948  2390+1,13*  23,21+1,47*%4
14 14,15+1,62%  13,87+0,86°®  23,16+0,52%  22,60+1,69**
18 12,380,378 1532+0,64°48  2587+1,41% 27,10+1,44 %8
25 12,05+0,27*  14,81+1,17°8  26,07+1,41°*  31,16+0,78%

Letras minusculas entre colunas: diferem quanto ao tipo de processo. Letras
maiusculas entre linhas: diferem quanto ao periodo de armazenamento. p < 0,05



APENDICE B

Estudo da desnaturacdo protéica no mexilhdo

Durante os experimentos de aplicacdo do processo SGS nos
mexilhdes (Capitulo 4), foram feitos alguns experimentos & respeito da
influéncia do tratamento térmico nas proteinas dos mexilhdes, visto que
a interpretacdo de fend6menos de desnaturagdo protéica e perda de agua
permite visualizar os substratos disponiveis para a degradacdo
proteolitica que ocorre em mexilhdes durante a armazenamento,
resultando das reacdes enzimaticas e da atividade de micro-organismos.
Pode ser uma maneira de prever a qualidade final dos produtos carneos,
de acordo com as mudancas das proteinas miofibrilares, que influencia na
textura do produto.

B.1. Experimentos

Para a realizacdo da Calorimetria Diferencial de Varredura
(DSC) foram utilizados 20 mg do manto cru de mexilhfes machos e
fémeas, pesados em panelas de aco com @ 7 mm para média pressao em
equipamento DSC1 (Mettler Toledo, Schwerzenbach, Suica), onde foram
executadas varreduras de 30 °C até 115 °C (GORINSTEIN et al., 2006).

A identificacdo das proteinas de alto e baixo peso molecular
foram executadas por eletroforese SDS-PAGE, onde previamente as
amostras de mexilhdo foram preparadas para realizar a extracdo das
proteinas miofibrilares e sarcoplasmaticas do musculo do mexilhéo,
utilizando 2 g de mexilhdo homogeneizado em 8 mL tampao de pescado,
por 1 min a 13.000 rpm em Ultra Turrax. A mistura homogeneizada foi
diluida 10 X em tampdo de pescado e foi reservada para as analises. A
determinacdo das proteinas foi realizada em nanoespectrofotémetro com
faixa de A280 nm. As amostras foram diluidas novamente (20 X) em
solucdo tampdo de pescado, e foram adicionadas a proteina Methoden-
UV (4uL), e o branco ¢ a solucdo de tampdo de pescado diluida 10 X. O
fator de corre¢do para A280 nm é 1,550 e a diluicdo foi ajustada para 20
X. As amostras-estoque foram ajustadas de 3,0 mg/mL em 100ul com
tampao em tubos eppendorf. Foram adicionados 5 ul de f-mercaptoetanol
e as amostras foram armazenadas no refrigerador.

Para a execucdo do gel, este foi lavado em agua MiliQ, e as
amostras foram misturadas com tampdo de Laemmli 95ul (BioRad)
concentracdo de 1,5 mg/mL. As amostras foram entdo aquecidas em
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banho-maria a 85 °C/2min. 800 mL de tampdo de corrida diluido 1X (80
mL tampéo de corrida diluido 10 X e 760 mL de agua MilliQ). Foram
aplicadas 10 pl de amostra em cada espaco (capacidade de 15 pg de
proteina). A proteina padrdo foi adicionada (5ul). O gel passou pela
corrida a 200 V durante 30-40 min. Apds a eletroforese, as caixas com o
gel foram lavadas com &gua Milli-Q e descartado, e apenas os géis
permaneceram e apresentaram coloragéo apés 18 horas.

Resultados:
Calorimetria diferencial de varredura:

Nos testes realizados, foi possivel encontrar diferencas nas
curvas de desnaturagdo proteéica, entre 0s testes. Uma hip6tese seria uma
possivel diferenca entre géneros. Assim, novos testes foram realizados
para mexilhdes machos e fémeas, onde as fémeas apresentaram somente
um pico referente a desnaturacdo na faixa de temperatura entre 50 a 65
°C, enquanto que para 0s machos, 0s picos ocorreram em trés momentos
(entre 50 a 65 °C e apos, entre 85 °C a 95 °C, e por fim, entre 95 °C a 110
°C), conforme mostram as Figuras B.1 e B.2.

Figura B.1 Curvas de desnaturagéo proteica encontradas para machos e fémeas
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Figura B.2. Detalhamento das curvas encontradas nos mexilhdes machos
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Para tentar explicar esta aparente diferenga entre os géneros, a
eletroforese foi realizada, porém os resultados dos géis demonstraram a
predominancia de proteinas de baixo peso molecular. As diferencas
encontradas para os géis, entretanto, ndo foram evidenciadas entre os
géneros, porém ocorreram diferencas individuais, o que pode explicar a
heterogeneidade da matéria-prima, quando realizadas analises de
caracterizacdo, principalmente em relacéo a textura do molusco.
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