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RESUMO

A alta pressdo hidrostatica (APH) consiste em uma tecnologia inovadora que possui
vantagens em relagdo as tecnologias convencionais. Ela promove o aumento da vida de
prateleira dos produtos, assim como provoca minimas mudancas nas caracteristicas sensoriais
dos mesmos, mantendo suas caracteristicas sensoriais proximas as originais. As bactérias
dcido lacticas (BAL) fazem parte da populagdo de maior importincia na deterioracdo em
produtos carneos embalados a vdcuo estocados sob refrigeracdo, especialmente presunto,
exercendo significativa influéncia na qualidade desses produtos, podendo levar ao
aparecimento de limosidade superficial, exsudacdo de liquidos, odores desagraddveis,
aumento da rancidez e esverdeamento. A microbiologia preditiva pode ser aplicada na
determinagdo e na predi¢@o da vida de prateleira de alimentos pereciveis, baseado na cinética
de crescimento microbiano. A andlise sensorial é de extrema importincia na avaliacdo da
preferéncia de um novo produto, pois € necessdrio saber se o consumidor ird aprova-lo ou
reprova-lo para, posteriormente, comercializd-lo. Na presente pesquisa, foram realizadas
diversas andlises (microbioldgicas, fisicas, quimicas e sensoriais) em presunto controle (ndo
pressurizado) e pressurizado para se verificar possiveis alteracdes fisico-quimicas, sensoriais
e microbioldgicas e estimativa da vida de prateleira deste novo produto. As andlises
microbioldgicas realizadas foram as exigidas pela legislagdo brasileira (Salmonella sp,
Staphylococcus coagulase positiva, coliformes a 45°C, Clostridium sulfito redutor). Modelos
preditivos foram utilizados para modelagem das curvas de crescimento de bactérias acido
lacticas em presunto controle e pressurizado, em diferentes temperaturas de armazenamento.
Os resultados demonstraram que o processo de APH aumentou significativamente a vida de
prateleira deste produto e que este aumento foi tanto maior quanto menor foi a temperatura de
armazenamento. Foram realizadas andlises fisicas e quimicas de cor, pH, atividade de agua,
indice de perdxido, 4cido tiobarbitirico (TBA), eletroforese, umidade, proteina total, cinzas,
extrato etéreo, carboidratos totais e perfil de proteinas através do uso da eletroforese SDS-
PAGE. Pode-se verificar que o processo de APH causou mudangas no indice de peréxido,
(TBA) e na eletroforese. Os demais parametros analisados ndo foram afetados pela aplicacao
de APH. As andlises sensoriais foram a andlise descritiva quantitativa (ADQ), teste de
preferéncia e intencdo de compra. O processo APH afetou pouco as propriedades sensoriais
do presunto fatiado, que teve boa preferéncia pelos consumidores. Com estes resultados, foi
possivel verificar que a APH foi eficaz, pois, causou poucas alteracdes fisico-quimicas e
proporcionou boa preferéncia sensorial, podendo ser aplicado ao produto em questio e usado
comercialmente.

Palavras-chave: Alta Pressdo Hidrostatica, presunto, bactérias 4cido lacticas, microbiologia
preditiva, andlise sensorial, consumidor.



ABSTRACT

High hydrostatic pressure (HPP) is an innovative technology that has advantages compared to
conventional technologies. It extends the shelf-life of food products preserving sensory
characteristics. Lactic acid bacteria (LAB) are of major importance for the spoilage of
vacuum packed meat products stored under refrigeration, especially ham, since it greatly
influences the product quality, being responsible for slime production and greening.
Predictive microbiology can be applied to determine and predict shelf-life of spoilable food,
such as hams treated with new technologies like HHP, based on the kinetics of microbial
growth. Sensory analysis is very important for the evaluation of the sensory acceptance of a
new product: it is necessary to know whether the consumer approves or disapproves the new
product to find out if it can be considered suitable or not for commercialization. In this
research, microbiological, physical, chemical and sensory analyses were carried out to access
possible changes in the ham samples and determine their shelf-life. The microbiological
analyses carried out were Salmonella sp, coagulase-positive staphylococci, coliforms at 45°C,
and sulfite reducer Clostridium. Primary and secondary predictive models were used to model
the growth curves of lactic acid bacteria on the control sample (not pressurized) and on the
pressurized sample, stored under different temperatures. The results showed that the HHP
process significantly increased the shelf-life of the product; mainly at low storage
temperatures. Physical and chemical analyses carried out included color, pH, water activity,
peroxide index, thiobarbituric acid (TBA), protein profile using electrophoresis (SDS-PAGE),
water content, total protein, ashes, lipid content and total carbohydrates. It could be observed
that this process was responsible for changes in the peroxide index, thiobarbituric acid
production (TBA), and electrophoretic profile. The other studied parameters were not affected
by the HHP treatment. Sensory analyses included quantitative descriptive analysis, preference
test and intention to purdiase. It could be observed that the HHP process significantly
increased the shelf-life of ham preserving sensory characteristics, what may explain the good
acceptance levels obtained in this research. The results showed that the HHP process was
slightly changed physical and chemical parameters and, therefore, was responsible for good
sensory acceptance levels being considered suitable for commercial purposes.

Key-words: High Hydrostatic Pressure, ham, lactic acid bacteria predictive microbiology,
sensory analysis, consumer.
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CAPITULO I - INTRODUCAO

O grande desafio atual que as industrias de alimentos enfrentam é o desenvolvimento
de produtos alimenticios com qualidade e que possam trazer beneficios a satde do
consumidor.

O consumidor, cada vez mais exigente em face da globalizacio e do avanco
tecnoldgico, passou a exigir cada vez mais, alimentos que sejam de preparo € consumo
facilitado, com qualidade superior, com caracteristicas de um produto menos industrializado e
que ndo tragam riscos a sadde.

A economia brasileira apresenta um crescimento expressivo na drea da agroindustria e
as novas tecnologias sdo promissoras, principalmente por aumentarem a produtividade aliada
a preocupacdo com a qualidade e com a questdo ambiental. O conhecimento técnico e
cientifico é fundamental para que as empresas nacionais estejam preparadas para implantacio
dessas tecnologias e possam competir em um mercado competitivo e sejam bem sucedidas.

A crescente demanda do mercado consumidor por produtos de mais alta qualidade,
revela a necessidade da utilizac@o de tecnologias que propiciem seguridade microbioldgica na
producgdo, aumentando a vida util dos produtos alimenticios, e ainda proporcione minimas
alteracdes na qualidade nutricional e sensorial dos alimentos.

Além de preservarem as caracteristicas do alimento, as novas tendéncias em
tecnologia devem buscar também a sustentabilidade para o meio ambiente, revelando uma
preocupacdo com o equilibrio entre a produgcdo e o consumo de alimentos. Uma das
conseqiiéncias desta demanda ¢é um crescente interesse por tecnologias de
processamento/conserva¢do que ndo provoquem alteragdes indesejdveis no alimento e
também nado agridam o meio ambiente, denominadas de “tecnologias ndo convencionais”,
“tecnologias emergentes”, “tecnologias inovadoras”, “tecnologias limpas” ou “tecnologias de
baixo impacto ambiental”. Dentre estas tecnologias, destacam-se o tratamento Ohmico, o
processamento por campos eletromagnéticos, a tecnologia de ultra-som, a irradiagdo
ionizante, a esterilizagdo por membranas e, em especial, a tecnologia de alta pressdo
hidrostatica. Conseqiientemente, a partir destas novas tecnologias surgem novos produtos, € o
julgamento e a preferéncia destes pelo consumidor é o que certamente vai determinar o
sucesso ou fracasso comercial, representando, desse modo, a avaliacdo da tecnologia utilizada

e o produto final obtido.



A seguranga microbioldgica e a preferéncia de um produto pelo consumidor advindo
de uma tecnologia nova € um dos principais objetivos para a inddstria de alimentos. Atingir o
sucesso no langcamento de novos produtos é essencial para todas as empresas cujo mercado
consumidor é dindmico e dvido por novidades, exigindo que as prateleiras dos supermercados
sejam continuamente renovadas.

Algumas pesquisas t€ém se baseado nas respostas dos consumidores com o objetivo de
estudar a aceitabilidade de determinados produtos, exatamente porque a percepcdo de
qualidade, seguridade, confiabilidade, e consciéncia em relagio a tecnologia que foi utilizada
para a obtencdo daquele determinado produto, assim como as vantagens e desvantagens,
associadas aos possiveis riscos, certamente refletirio na intencdo de compra e posterior
consumo.

Desta maneira, para avaliar um novo produto desenvolvido através de tecnologias
inovadoras é de fundamental importancia, tanto conhecer o produto em relacdo as
caracteristicas sensoriais, através de testes sensoriais de anélise descritiva quantitativa (ADQ),
assim como investigar a preferéncia pelo publico alvo (testes sensoriais de preferéncia e
inten¢do de compra), considerando acima de tudo que o produto seja adequado do ponto de
vista microbiolégico. No caso da tecnologia de Alta Pressdo Hidrostitica (APH), ndo foi
relatado até o momento estudos sensoriais de produtos cdrneos que foram submetidos a essa
nova tecnologia inovadora, para verificar a resposta do consumidor frente a esta nova
tecnologia.

Com o propdsito de aumentar a vida de prateleira de alimentos, a tecnologia de APH
vem sendo muito estudada, pois se trata de um método nédo-térmico de processamento. O
tratamento a altas pressdes causa a injiria de microrganismos e a inativagdo de enzimas,
enquanto deixa intactas moléculas pequenas, como a maioria das vitaminas € 0s compostos
volateis, que conferem sabor e aroma aos alimentos. Essa tecnologia possui ainda a vantagem
de aumentar a vida de prateleira de alimentos processados industrialmente.

Para o consumidor, o final da vida de prateleira de um produto se configura quando o
alimento ndo possui seguranca e/ou aparéncia, aroma e sabor aceitdveis. A vida de prateleira,
do ponto de vista microbioldgico, depende do nimero de microrganismos, na sua maioria
bactérias, inicialmente presentes e de seu subseqiiente crescimento. Durante o
armazenamento, fatores ambientais como: temperatura, atmosfera gasosa, pH e teor de sal
(Na(Cl) irao selecionar uma determinada bactéria e afetar sua taxa de crescimento e atividade.

A vida de prateleira de produtos carneos refrigerados pode variar de dias até diversos meses.



As bactérias dcido lacticas (BAL) abrangem um grupo complexo de microrganismos
microaerdfilos associados as plantas, carnes e produtos licteos, podendo produzir uma
diversidade de compostos antagdnicos ao crescimento de outras bactérias. Essas bactérias
fazem parte da microflora natural de muitos produtos cdrneos armazenados a temperatura de
refrigeracdo e embalados a vacuo. As bactérias dcido lacticas toleram baixos valores de pH,
presenca de NaCl e sais de cura, produzindo odores e sabores desagraddveis, além de
descolorir e formar limo na superficie dos produtos.

A microbiologia preditiva € uma area promissora e em rapido desenvolvimento, tendo
recebido expressiva atencdo cientifica nos ultimos anos, fornecendo base de dados e para
alimentar pacotes de softwares que podem ser ferramentas tteis na andlise de riscos de
produtos alimenticios. Os modelos da microbiologia preditiva sdo usados na descricdo do
comportamento de microrganismos a diferentes condi¢gdes fisico-quimicas, como também
podem ser usados para prever a seguranga microbiana e a vida de prateleira de produtos
alimenticios. A utilizacdo da microbiologia preditiva também pode ser uma ferramenta util
para prever a vida de prateleira de alimentos produzidos com novas tecnologias. Dentre estas
novas tecnologias, a tecnologia de APH tem recebido um expressivo destaque, por ser uma
tecnologia limpa e, principalmente, pela sua alta eficiéncia na inativacido de microrganismos
patogénicos e deteriorantes.

A APH representa um atrativo nos processos ndo-térmicos para o processamento de
carnes, especialmente com relacdo a contaminacdo pds-processamento, pois o produto
embalado pode ser tratado. No entanto, hd poucos estudos até o momento empregando esta
tecnologia no aumento da vida de prateleira de presuntos fatiados e ndo ha nenhum estudo de
aumento da vida de prateleira de produtos cdrneos utilizando a tecnologia de alta pressdo
hidrostatica em conjunto com a microbiologia preditiva.

Produtos carneos adicionados de nitrato ou nitrito, e que sofrem o processo de
cozimento, sdo bons produtos a serem pressurizados porque a cor vermelha, devido a
formagdo de nitrosohemocromo, néo é afetada pelo processo de alta pressdo hidrostatica.

Virios estudos vém sendo realizados com a utilizag@o da técnica de eletroforese SDS-
PAGE (eletroforese em gel de poliacrilamida, contendo dodecil sulfato de s6dio) com o
objetivo de se verificar os efeitos da APH nas proteinas miofibrilares de diferentes tipos de
carnes. No entanto, ndo hd estudos relacionando esses efeitos em derivados cdrneos como
presunto.

Dentro deste contexto, esta pesquisa objetivou acompanhar a vida de prateleira do

presunto fatiado submetido a APH, utilizar modelos preditivos de crescimento de



microrganismos para estimar essa vida de prateleira, e ainda avaliar as caracteristicas fisicas

quimicas e sensoriais desse produto submetido a APH.

OBJETIVOS
Objetivo Geral

Formular e produzir presunto suino, seguindo as tecnologias pré-existentes, e submeté-
lo ao tratamento com alta pressdo hidrostatica, visando o aumento da vida de prateleira.
Avaliar as caracteristicas sensoriais e os parametros fisico, quimicos, microbioldgicos e

estimar a vida de prateleira através de modelos preditivos.

Objetivos Especificos

Avaliacdo do crescimento de microrganismos deteriorantes e patogénicos em presunto

pressurizado;

e Determinacdo da melhor condicdo de pressdo e de tempo de pressurizacao e utilizacdo

de modelos preditivos primdrios (planejamento experimental);

e Estudo do efeito da temperatura de armazenamento nos parimetros microbiologicos
de crescimento de BAL em presunto pressurizado obtido da melhor condigdo
(experimento 2);

e Realizagdo de andlises fisicas e quimicas em presunto pressurizado;

e [Levantamento de atributos sensoriais de presunto pressurizado;

e Teste de preferéncia e intencdo de compra do presunto pressurizado em comparagio

com os demais.
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CAPITULO II - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - Tecnologia de fabricacao de presunto
2.1.1 - Embalagens e o processamento de presunto “cook-in”

A embalagem influencia na qualidade e durabilidade de carnes frescas e de produtos
carneos, pois altera o ambiente ao redor do produto, podendo criar condi¢des que retardam as
reacdes de deterioracdo. Segundo Sarantdpoulos et al. (2003), ela previne a evaporacdo da
umidade do produto, evita perdas de peso e alteracdes de aparéncia, aroma e textura. No
entanto, somente o uso de embalagem adequada ndo ¢é suficiente para garantir vida de
prateleira prolongada e a satisfacdo do consumidor. Vérias alteracdes indesejdveis ocorrem
nos alimentos embalados que devem ser solucionadas como, por exemplo, com a utilizagdo de
novas tecnologias que satisfacam as exigéncias das industrias de carnes e dos consumidores
desses produtos.

Dentre as tecnologias modernas de processamento de carnes, poucas tiveram tanto
impacto na inddstria como a do cozimento do produto dentro de embalagens plasticas, tipo
saco ou termoformadas, que normalmente sdo utilizadas como a propria embalagem de
consumo. Esta tecnologia de cozimento dentro da embalagem, chamada de “cook-in”, é
utilizada, principalmente, na fabricagdo de presunto cozido e apresuntados, e garante uma
vida de prateleira maior a esses produtos, aliadas com uma boa embalagem (Arima e Neto,
1995).

O fluxograma do processamento de presunto cozido decorrentes da implanta¢do do
sistema “cook-in” € representado na Figura 2.1.

Ao contrdrio do sistema convencional, em que ocorrem perdas de dgua, gordura e
proteinas soliveis durante o cozimento, no sistema “cook-in” ndo pode haver separacdo de
substancias, pois elas ficariam acumuladas entre a carne e a pelicula plastica, prejudicando o

visual do produto (Arima e Neto, 1995).



Processo “‘cook-in’’

Desossa

Injecao da salmoura

Cura

Tambleamento

Embalagem e Enformagem

Cozimento

Resfriamento

Desenformagem

Expedicao

Figura 2.1 - Fluxogramas do processo convencional e do processo “cook-in” (Arima e Neto, 1995).

As carnes utilizadas na fabricacdo do presunto (pernil suino) sdo preparadas
separando-se os miusculos do pernil, retirando-se os tenddes, nervos e excesso de gordura.
Nesta etapa, os referidos aditivos e condimentos, que serdo utilizados na elaboracdo da
salmoura, sdo pesados. Apds a pesagem e conferéncia dos ingredientes, inicia-se a dilui¢dao
dos mesmos na dgua da formulacio e o preparo da salmoura, sempre mantendo sob agitacdo
constante até completa dissolucdo de todos os ingredientes (Lawrie, 1998). Em seguida,
ocorre a injecdo da salmoura em uma injetora. A quantidade de salmoura que deve ser
injetada, ndo deve ser superior a 23% do peso total do produto (Arima e Neto, 1995).
Posteriormente, as carnes injetadas sdo mantidas em cura nas camaras de refrigeracdo durante

24 horas.



Apés o tempo de descanso, as carnes sdo colocadas no “tambler”, para o processo
denominado tambleamento. Este processo tem por finalidade fazer com que ocorra a extracio
das proteinas miofibrilares (actina e miosina), as quais t€m a funcio de dar a liga aos pedacgos
de carne apds o cozimento (Arima, 1995).

O processamento térmico (cozimento) das pecas € realizado em estufas com
escalonamento de temperaturas, até o produto atingir a temperatura de 68°C internamente.
Nessa etapa, ocorre a destrui¢do da maior parte das células vegetativas dos microrganismos.
O perigo consiste na possibilidade de sobrevivéncia e/ou multiplicacdo de microrganismos
patogénicos, caso o tratamento térmico seja insuficiente. Para evitar esse perigo € importante
o controle da temperatura final do produto através de equipamentos que fagcam o controle da
temperatura interna do mesmo (Pardi et al., 1996).

O resfriamento desempenha papel importante no processo “cook-in”. E
imprescindivel, para a qualidade do produto, que a reducdo da temperatura interna do mesmo
seja rapida. Por isso, apds o cozimento, as pecas sdo submetidas ao resfriamento em dgua com
gelo durante 40 minutos. Em seguida, ainda nas formas, os presuntos sdo transferidos para
camaras de resfriamento por 24 horas. Nao se deve desenformar presuntos ainda quentes,
pois, apesar do resfriamento, a pe¢a continua com elevada temperatura interna, o que pode
prejudicar a estrutura do produto, principalmente a fatiabilidade. Os presuntos sdo estocados

em camara de 0°C a 5°C, até a comercializacio (Arima e Neto, 1995).

2.1.2 - Ingredientes utilizados na fabricacao de produtos carneos

(presunto)

As substancias utilizadas na elaboracdo de produtos cédrneos incluem: ascorbatos,
polifosfatos, nitrito e nitrato, sal e acticar.

Os polifosfatos sdo empregados como compostos sédicos ou potdssicos de dcido
pirofosférico. Os polifosfatos, quando combinados com outros compostos alcalinos, atuam
sinergicamente, aumentando os rendimentos de presunto e outros produtos carneos (Ordénez
et al., 2005).

O nitrato e o nitrito sdo componentes obrigatérios nos processos de cura de carnes
processadas. Sdo classificados como conservadores devido a agdo sobre o Clostridium
botulinum e Clostridium perfringens e conferem as carnes a coloragdo rosada caracteristica

dos produtos curados, devido & sua agdo sobre a mioglobina (Pardi et al., 1996).



Os niveis de NaNO; necessdrios para ocorréncia dos diversos efeitos do seu emprego
em produtos cdrneos variam de 30 a 50 ppm para o desenvolvimento de cor; 20 a 40 ppm para
desenvolvimento de aroma; 80 a 150 ppm para efeito conservante, e niveis entre 20 e 50 mg
nitrito/kg de produto para efeito antioxidante (Cichoski et al., 2004).

A nitrosomioglobina de cor vermelho-réseo é o pigmento responsavel pela coloracio
atrativa encontrada nos produtos cdrneos curados ndo tratados pelo calor. Frente ao
tratamento térmico, a cor € estabilizada pela desnaturacdo da porcao protéica da mioglobina,
resultando na formagdo de um composto altamente estdvel devido a formagdo de ligacdes
covalentes denominado de nitrosohemocromo, de cor rosa (Varnam e Sutherland, 1995). Este
pigmento, apesar de termoestavel, é susceptivel as reagdes de oxidagdo, que resultam na

formagdo de purfurinas verdes, amarelas ou sem cor. A Figura 2.2 apresenta a passagem da

oximioglobina a nitrosohemocromo em carnes processadas termicamente.
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Figura 2.2 — Alteracdes da molécula de mioglobina (Faria, 2001).

O sal tem uma participacdo muito importante no processo de solubilizagdo das
proteinas da carne. As proteinas sarcoplasmaticas e as miofibrilares sdo soliveis em solucdes
salinas. Portanto, o sal tem uma importancia fundamental na solubiliza¢do das proteinas do
interior do musculo para a superficie (ITAL, 1995).

Nao se pode considerar que o efeito inibitério do cloreto de sédio frente aos
microrganismos seja somente devido a diminui¢do da atividade de dgua. Ele apresenta um

efeito inibitério também devido aos fons Na*. Com algumas exce¢des, microrganismos que
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sdo sensiveis a niveis reduzidos de atividade de d4gua também sdo sensiveis a inibi¢do por {fons
Na® (Varnam e Sutherland, 1998). Através do aumento da for¢a i0nica, o sal aumenta a
solubilidade das proteinas musculares, favorecendo assim a manifestacio das suas
propriedades tecnoldgicas (poder emulsificante, ligante e outros) (Girardi, 1991).

O sal também desempenha um papel fundamental no desenvolvimento das
propriedades sensoriais, tanto na textura como no sabor e muito provavelmente no aroma do

produto final devido as suas caracteristicas prooxidantes (Guerrero et al., 2000).

2.2 - Bactérias acido lacticas

O ponto de deterioracdo de produtos carneos pode ser definido por um nivel aceitavel
de bactérias presentes, ocorréncia de odores indesejaveis ou pela aparéncia inaceitdvel. A vida
de prateleira depende do nimero e do tipo de microrganismos, na sua maioria bactérias,
inicialmente presentes e seu crescimento subseqiiente. A contagem bacteriana inicial de
mes6filos, em carnes e em produtos cérneos processados é de aproximadamente 10> — 10
UFC/g, consistindo em uma variedade grande de espécies (Borch, Kant-Muermans e Bixt,
1996). Somente 10% das bactérias inicialmente presentes podem crescer em temperaturas de
refrigeracdo. Quando produtos carneos sdo armazenados sob refrigeracdo e em condicdes de
microaerofilia, como em embalagens a vicuo ou em embalagens com atmosfera modificada,
sdo as bactérias 4cido lacticas que irdo predominar no produto deteriorado. Como estes
produtos sdo aquecidos a temperatura de 65-75°C, a maioria das células vegetativas sdo
mortas e a recontaminagdo do tratamento pds-aquecimento é que determina a vida de
prateleira dos mesmos (Vermeiren, Devlieghere e Debevere, 2004; Borch et al., 1996).

Alguns autores (Borch et al., 1996; Korkeala e Bjokroth 1997; Samelis et al., 2000)
afirmaram que as bactérias dcido lacticas sdo o maior grupo de bactérias associado com a
deterioragcdo de carnes cozidas e produtos cidrneos embalados a vacuo (presunto) e estocados
em temperaturas de refrigeracdo. Outros autores afirmam ainda que estas bactérias fazem
parte da microflora natural de muitos produtos cdrneos armazenados em temperaturas de
refrigeracdo (Cayre et al., 1999; Cayre, Vignolo e Garro, 2003; Hugas, 1998; Bredholt,
Nesbakken e Holck, 2001; Franz e Holy, 1996) e, segundo Egan (1983), causaram defeitos
tais como odores, esverdeamento e a formacgao de limo superficial.

Bredholt et al. (2001) relataram que as bactérias acido lacticas s@o consideradas
microrganismos nao patogénicos, seguros para o consumo e que ja estdo sendo utilizados em

alimentos ha vérios anos e que algumas espécies heterofermentativas como os Lactobacillus

11



viridescens podem produzir peréxidos que reagem com os pigmentos da carne e causam O
esverdeamento. Tais alteracdes afetam a vida de prateleira dos produtos.

Na determinag@o da vida de prateleira de produtos cdrneos é comum o estudo de
parametros microbiolégicos (contagem total, contagem de Lactobacillus, enterobactérias,
bolores e leveduras), quimicos (acidez, indice de oxidagdo) e sensoriais (aparéncia, aroma,
sabor e textura). Os produtos devem ser analisados no dia em que foram processados e, pelo
menos trés vezes durante a vida de prateleira projetada (Eburne e Pretice, 1996).

De acordo com Kotzekidou e Bloukas (1996), o presunto cozido € um produto cirneo
altamente perecivel. O seu indice de sal (em torno de 2,0%), seu valor de pH acima de 6,0 e
sua alta atividade de agua de 0,96 a 0,98, favorecem o crescimento predominante de bactérias
dcido lacticas.

Alguns produtos que sdo adicionados em produtos carneos, como, cloreto de sédio,
nitritos e outros aditivos (fosfatos, lactatos, ascorbatos), embalagem a vicuo e temperatura, se
utilizados nas concentragdes/condicdes ideais e/ou dentro dos padrdes exigidos, proporcionam

o prolongamento da vida de prateleira dos produtos carneos.

2.3 - Tecnologia de alta pressao hidrostatica

A procura por tecnologias ndo convencionais de processamento de alimentos vem,
mundialmente, norteando grande parte das pesquisas nas institui¢des publicas e em empresas
privadas. O surgimento de demandas por produtos de melhor qualidade nutricional e
sensorial, com caracteristicas mais proximas ao produto in-natura, tem levado a busca por
processos capazes de preservar o produto contra os agentes deteriorantes, sem acarretar o0s
efeitos adversos dos processamentos convencionais, notadamente dos processos envolvendo
tratamento térmico. Como a obtengdo de alta qualidade € um dos desafios da inddstria de
alimentos, técnicas de preservacdo moderadas, capazes de reter a qualidade inicial dos
alimentos, estdo sendo consideradas interessantes por processadores de alimentos e o uso de
tecnologias de alto custo pode, assim, ser proposto (Donsi et al., 1996).

Hite e Bridgman (Bridgman, 1914; Hite, 1899) foram os pioneiros nas pesquisas
usando a tecnologia de APH para inativacdo de bactérias em leite. Desde entdo, o
processamento por APH em alimentos tem sido extensamente estudado durante o dltimo
século (Minerich, et al., 2003). A eficiéncia desta tecnologia estd relacionada a natureza do
alimento, isto € ao pH, A,, a composi¢do quimica, a estrutura fisica, e aos tipos de
contaminantes do produto fresco, entre outros (Ruiz-Capillas, Carballo e Colmenero, 2007,

Koseki eYamamoto, 2007; Mor-Mur e Yuste, 2003; Donsi et al., 1996).

12



O processamento consiste em submeter o produto a niveis de pressdes hidrostaticas
bastante elevados (50 a 1000 MPa), bem acima daqueles normalmente empregados nos
tratamentos convencionais (Zimmermam e Bergman, 1993).

A pressdo protege o produto de danos excessivos de calor durante a pressurizagdo.
Fluidos tipicos usados em recipientes de pressdo para a esterilizacdo de alimentos incluem
glicerol, dgua, dlcool 70%, Oleos comestiveis, e 4gua/emulsdes de 6leos comestiveis (Meyer,
Cooper, Knorr e Lelieveld, 2000).

Dois principios formam a base do efeito da APH: o principio de Lé Chatelier e o
principio da pressao isostatica. O primeiro é aquele no qual qualquer fendmeno, transi¢do de
fase, mudanga de conformacgdo molecular ou rea¢do quimica, acompanhado por uma reducéo
de volume, é favorecido pelo aumento de pressdo, e vice-versa. No caso de uma reacéo, a
press@o alterard o equilibrio na direcdo do sistema de menor volume (Cheftel, 1995). O
segundo indica que a pressao € transmitida de forma uniforme e quase instantanea, através da
amostra que estd sendo submetida a este processo (Barbosa-Cénovas e Rodriguez, 2002).

No processamento isostatico, o produto é embalado em garrafa ou bolsa pldstica (em
auséncia de ar) e colocado no interior do vaso de pressao (ou recipiente) para ser processado.
Esse vaso contém um meio que transfere a pressido ao produto (Pelletier, 2001). Experimentos
demonstraram que qualquer embalagem, com flexibilidade suficiente para compensar a
compressdo do ar dentro dela e a redugdo do volume do alimento (aproximadamente 12% a
400 MPa, ou até 15% em pressdes acima de 500 MPa) (Farkas e Hoover, 2000), pode ser
adotada sem sofrer danos (Food Manufacture, 1992). A energia mecénica de pressurizacio
dentro do recipiente resulta em uma geracdo de calor moderada e temporaria, chamada calor
adiabdtico, onde a cada 100 MPa de pressao, a temperatura dentro do recipiente ¢ aumentada
de 3 a 6°C, dependendo do sistema, que pode variar conforme a natureza do produto, a
temperatura do processo e a pressdo aplicada (Farkas e Hoover, 2000; Rovere, 1995; Butz e
Tauscher, 2002; Anstine, 2003; Heij et al., 2003).

Durante o processamento, é necessidrio um tempo inicial para atingir a pressdo de
trabalho programada. Logo apds, ocorre o tempo de pressurizagdo no nivel desejado, seguido

da despressurizacio do vaso de pressdo (Barbosa-Canovas e Rodriguez, 2002).

2.3.1 - Alteracoes nas propriedades fisico-quimicas
As proteinas sdo polimeros formados por uma seqiiéncia definida de aminodcidos. O
material genético de cada célula é capaz de produzir uma tnica seqiiéncia de aminoécidos de

uma maneira bastante reprodutivel. Entretanto, esta seqiiéncia unidimensional de aminoacidos
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necessita sofrer arranjos se dobrando sobre si mesma para que, ao final, forme-se uma
proteina com uma estrutura tridimensional definida, dotada de fung@o bioldgica. Este
processo é conhecido como enovelamento protéico e a proteina final enovelada € dita nativa,
formando, entdo, uma estrutura secundaria (alfa hélices, folhas beta e voltas), tercidria
(arranjo tridimensional) e quaterndria. Esta estrutura unica enovelada é mantida por um
somatdrio de interagdes (pontes de hidrogénio, interacdes idnicas, intera¢des hidrofdbicas,
forcas de Van der Waals), porém, altamente especificas que se estabelecem entre diferentes
regides da proteina (Palmieri, 2005).

Quando expostas as condi¢des de alta temperatura, pH extremo, APH, etc, as proteinas
podem desenovelar-se e perderem parcialmente sua estrutura e acdo. A APH age ao forgar a
entrada de 4dgua no cerne protéico, o que resulta na quebra das interacdes fracas e,
conseqiientemente, o desnovelamento protéico (Palmieri, 2005).

Nas décadas de 60 e 70, a APH passou a ser utilizada mais extensamente o que levou a
intensificagdo do estudo de proteinas. A desnaturacio reversivel por APH foi observada para
vdrias proteinas monoméricas, como a ribonuclease A e a mioglobina, e desde entio a APH
tem sido usada como uma ferramenta capaz de dissociar diversas proteinas (Foguel e Col,
2004).

Segundo Messens et al. (1997), os efeitos da APH nas proteinas estdo primeiramente
relacionados com a ruptura das interagdes ndo covalentes no interior das moléculas de
proteina e a subseqiiente reformacao das ligagdes intra e extracelulares. Estes autores também
relataram que a pressdo necessdria para induzir mudancas na estrutura protéica € da ordem de
150 MPa.

Virios estudos bioquimicos sugerem que pressdes acima de 200 MPa, geralmente
causam, em temperatura ambiente: (1) a dissociacdo de estruturas oligoméricas em suas sub-
unidades; (2) abertura parcial e deconformagio das estruturas monomeéricas (em muitos casos
irreversiveis); (3) gelatinizacdo das proteinas, sempre que a pressdo e a concentragdo de
proteinas forem muito elevadas (Cheftel e Dumay, 1997; Heremans e Smeller, 1997).

Segundo Molina-Garcia (2002), as proteinas citoplasméticas também podem sofrer os
efeitos da APH e pressdes de 20-40 MPa ji sdo suficientes para provocar importantes
modifica¢des conformacionais, capazes de levar a alteracdes na funcionalidade e na interacéo
das proteinas. O autor relatou ainda que isso ocorre devido a reorganizacdo da camada de
hidratacdo das proteinas quando submetidas & pressurizacio e despressurizagao.

Segundo Gaspar (2000), tem sido observado que, no processo de pressurizagdo e

despressurizacdo de vdrias proteinas, existe uma histerese substancial entre as curvas de
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compressdo e descompressdo e isto sugere a formagdo de estruturas defectivas que
vagarosamente voltam (relaxam) para sua conformacgdo nativa. Estes autores real¢caram ainda
que essa deformacdo dependerd do nimero de subunidades e da complexidade das interagdes
presentes nos oligdmeros e pode ser evidenciada, por exemplo, através de mudangas na
atividade enzimatica de algumas proteinas.

Foguel (1993) relatou que o efeito desestabilizador da pressdo sobre proteinas é
regido, exclusivamente, por alteracdes proporcionadas nas distincias intermoleculares e que
isto resulta em uma variacdo de volume do sistema, que este € o Unico parimetro
termodindmico alterado pelo emprego da pressdo sobre proteinas. Gaspar (2000) relatou que
este fendmeno consiste também no melhor empacotamento das moléculas de 4gua ao redor
dos grupos idnicos liberados durante o processo de dissociacdo e, segundo Fennema (1993),
mais de 40 % das cadeias das proteinas sdo apolares. A hipdtese mais aceita para explicar
porque as altas pressdes favorecem a dissociacdo de proteinas pressupde também a existéncia
de espacos mortos no interior das proteinas que se originam em decorréncia da
impossibilidade de que todos os residuos de aminodcidos assumam os minimos de distancia
intermoleculares possiveis. Quando a proteina se desenovela, o sistema proteina-solvente
sofre contragdo de volume devido ao empacotamento dos residuos de aminoacidos pela
molécula do solvente. Dessa forma, o que se supde é que, sob pressdo, a dgua infiltra na
proteina, onde as ligacdes fracas sdo desestabilizadas (Foguel, 1993).

Em geral, na faixa de 700 MPa, a pressdo causa o rompimento de ligagdes ndo
covalentes, principais responsaveis pela manutencdo da estrutura nativa de uma proteina. As
interagdes hidrofébicas sdo as ligagdes mais fracas envolvidas na estabilidade de proteinas, de
micelas e de lipideos. Liga¢des idnicas sdo rompidas pela pressdo e a ionizagdo de sais, dcidos
e bases e a auto-ionizacio da 4gua sofrem aumento sobre pressdo. Acidos nucléicos e
acucares sdo resistentes a pressdo por que a sua estrutura é principalmente estabilizada por
pontes de hidrogénio que ndo sdo afetadas drasticamente pela pressdo por serem ligacdes
muito fortes (Camargo, 2002).

As propriedades funcionais das proteinas alimentares sdo classificadas em trés grupos
principais: propriedades de hidratacdo que sdo dependentes das interagcdes proteina-dgua
(absor¢do e retengdo de d&gua, adesdo, dispersibilidade, solubilidade e viscosidade);
propriedades relacionadas as interagdes proteina-proteina (precipitacdo e geleificagcdo) e
propriedades de superficie (tensdo superficial, emulsificacdo e caracteristicas espumantes)

(Messens et al., 1994).
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2.3.2 - Alteracoes das propriedades das proteinas da carne
2.3.2.1 - Alteracoes na coloracao (L* e a*)

Segundo Mor-Mur e Yuste (2003) carne fresca e produtos derivados podem sofrem
modificagdes na coloracdo quando submetidos ao processo de APH, dependendo das
condicdes de processo aplicadas (pressdo, tempo e temperatura), devido a possiveis mudancas
na mioglobina, tais como desnatura¢do da globina, liberacdo do grupo heme e oxidacdo do
atomo de ferro. Como resultado, a cor da carne torna-se mais clara devido a coagulacido da
proteina causada pela pressurizacdo, que afeta as propriedades de estrutura e superficie dos
produtos com aumento na relacéo luz refletida: luz absorvida. Ainda segundo outros autores
(Serra et al., 2007; Andrés et al., 2006; Tanzi et al., 2004; Rovere, 2001; Cheftel e Curioli,
1997; Carlez et al., 1995; Goutefongea et al., 1995), quando produtos cirneos sdo cozidos
antes de serem submetidos ao processo de APH, hd formacdo do composto estdvel
nitrosohemocromo, que ndo € afetado pela APH. Goutefongea et al. (1995) e Lépez-Caballero
et al. (1999) pressurizaram presunto cozido e constataram que a cor ndo sofreu mudancas
significativas durante a vida de prateleira deste produto. Serra et al. (2007), em pesquisa
realizada com presunto suino, verificaram que a pressurizag¢do nédo afetou os parametros de L*
e a* em amostras pressurizadas em comparagdo com amostras controle.

Produtos carneos que nao sdo adicionados de nitrito e submetidos ao processo de APH
podem sofrer mudancas significativas na sua coloracdo. Tanzi et al. (2004) em pesquisa
realizada com presunto de Parma (produto ausente de nitrito) constataram um decréscimo na
intensidade visual da cor desse produto apds a pressurizacdo. Similarmente, Andrés et al.
(2006) reportaram um aumento na luminosidade nas amostras de presunto Iberian
pressurizado. Serra et al. (2007) relataram que mudangas na colora¢do durante a vida de
prateleira de presuntos pressurizados podem ser devido a oxidagdo do composto
nitrosohemocromo. Segundo Gou, Guerrero, Arnau (1995) e Gandenor (2002), o contetido de
lipidios (especialmente &cidos graxos insaturados) presente em produtos cdrneos (por
exemplo, presunto) afetou fortemente os parametros de cor. Assim, segundo estes autores,
enquanto os valores de intensidade de vermelho (a*) e de luminosidade (L.*) decresceram em
presunto fatiado embalado a vicuo e submetido ao processo de APH, a oxidacdo lipidica

aumentou ao longo da vida de prateleira.

2.3.2.2 - Alteracoes na estrutura das proteinas (actina e miosina)
Como ja conhecido, o processo de APH pode causar alteragcdes nas proteinas

majoritarias de produtos cdrneos submetidos a este processo.
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Scheibenzuber et al. (2002), em pesquisas realizadas com carne de porco, usaram a
eletroforese SDS-PAGE para verificar as alteragdes nas proteinas miofibrilares deste produto
apds tratamento a diferentes pressdes. Estes autores verificaram que componentes de
filamentos finos foram solubilizados facilmente com aplicacio de pressdo, contudo, a
solubilizacdo da miosina dependeu da magnitude e da duragdo da pressao aplicada.

De acordo com Jimenez-Colmenero, Cofrades, Carballo, Frenandez e Fernandez-
Martin (1998), o aquecimento sob pressdo favoreceu a quebra da cadeia de proteina que foi
atribuida a uma quebra enzimatica acelerada pela pressdo de um componente de peso
molecular mais alto (possivelmente a miosina). Estes autores afirmaram, ainda, que a
diminui¢do da atividade das proteases nas proteinas da carne foi devido a alta pressdo
aplicada, levando a quebra das proteinas miofibrilares.

Yamamoto et al. (1992) realizaram estudos relacionados com a agregacdo de proteinas
cérneas, quando submetidas as altas pressdes. Verificaram que as moléculas de miosina néo
pressurizadas apresentaram-se como mondmeros e, tipicamente, apresentaram duas cabecas.
Compararam estas caracteristicas com as moléculas de miosina pressurizada, verificando que,
em pressdoes acima de 140 MPa, comegaram a ocorrer mudangas na estrutura. Através de
microscopia eletronica de transmissdo, estes autores verificaram que o tratamento de miosina
com pressdo levou a uma interacdo entre extremidades para formar oligdbmeros. Com o
aumento da pressdo, os grupamentos se compactaram e aumentaram de tamanho. Mesmo
depois da aplicacdo de 210 MPa por 5 minutos moléculas de miosina monoméricas foram
ainda observadas, apesar da propor¢ao de moléculas de miosina com apenas uma extremidade
ter aumentado. Verificaram que tratamentos de até 210 MPa ndo induziram a geleificacdo, e
que o tratamento térmico da solu¢do puramente pressurizada resultou em um gel com rigidez
e microestrutura similar ao formado somente com o tratamento térmico. Desta maneira, os
autores constataram que o tratamento com pressdo, provavelmente, ndo afetou a estrutura

helicoidal original da cauda de mondmeros da miosina.

2.3.3 - Oxidacao lipidica

Produtos carneos processados, que sofreram trituracdo sdo suscetiveis a oxidacdo de
lipidios e ao desenvolvimento de “off-flavors”. Atualmente a oxidacdo de lipidios €
considerada o principal processo responsavel pela perda da qualidade de produtos céarneos,
além da deterioracdo microbioldgica. Do ponto de vista da cor do produto cirneo, supde-se
que produtos origindrios da oxidacdo de lipidios promovam a oxidacdo de pigmentos,

destruindo-os direta e/ou indiretamente (Gray et al., 1996). Se os pigmentos ndo estiverem
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protegidos durante o armazenamento, a coloragdo marrom serd desenvolvida, em decorréncia
da mudanga dos pigmentos pela acdo do oxigénio (Eburne e Prentice, 1996).

Cheah e Ledward (1996) realizaram uma pesquisa para avaliar a oxidacdo lipidica em
carne de porco tratada com alta pressdo. Verificaram que pressdes de até 200 MPa ndo
aumentaram a extens@o da oxidacdo lipidica (indicada pelo nimero de TBA), durante os 4
dias de armazenamento a 4°C. Entretanto, verificaram que houve um aumento acentuado no
nimero de TBA a 400 MPa e acima desta pressdo. Verificaram também que o cozimento,
associado a alta pressdo em carne de porco, aumentou o nimero de TBA. Estes autores,
através de espectrometria de reflectincia, verificaram que o aumento dos niveis de pressdo
nestes tratamentos ocasionou a oxidacdo da oximioglobina para metamioglobina, sendo
constatado este fendmeno através do desaparecimento do pico de oximioglobina em carne de
porco quando niveis de pressdo maiores foram aplicados.

Cheah e Ledward (1996) estudaram os efeitos da APH na oxidag@o lipidica de carne
de porco moida em amostras tratadas com 800 MPa, por 20 min, a 20°C. As amostras foram
armazenadas por 8 dias, a 4°C. Os autores observaram que as amostras pressurizadas
mostraram oxida¢do mais rdpida do que as controles. No entanto, um aumento significativo
na taxa de oxidacdo da carne de porco moida foi observado em pressdes maiores que 300
MPa por estes autores. Significante desnaturagdo de proteinas sarcoplasmadticas e fibrilares e
conversdo de mioglobina a oximioglobina reduzida a formas oxidadas de ferro também foram

observadas em pressdes de 400 MPa, por estes mesmos autores.

2.3.4 - Inativacao de microrganismos

Uma melhor compreensio dos efeitos da alta pressdo na célula de microrganismos é
essencial para que o desenvolvimento de processos com aplicacdo desta tecnologia seja eficaz
e a elucidacdo dos aspectos do mecanismo de inativagdo microbiana induzida pela APH possa
auxiliar na preservacdo dos alimentos (Smelt, 1998).

A aplicacdo da APH pode causar danos a fisiologia microbiana e a sua viabilidade,
tanto danificando as células como as inativando. Assim, exercem efeito direto sobre a
seguranga dos alimentos, podendo prolongar a sua vida de prateleira (L6pez-Caballero et al.,
2002).

As membranas bioldgicas tém sido identificadas como as mais afetadas pela pressdo.
As membranas sdo compostas por uma camada de fosfolipidios envolvidos por proteinas
funcionais que (entre outras funcdes) exercem papel importante no transporte de fons e outras

substancias para as células (San Martin et al., 2002).
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As formas vegetativas dos eucariotos, tais como os fungos e leveduras, sdo inativadas
por pressdes entre 200 e 300 MPa. Bactérias Gram positivas sdo mais resistentes ao calor e a
pressdo do que as bactérias Gram negativas. Segundo Paterson et al. (2005), o tratamento a
alta pressdo ndo inativa completamente microrganismos € uma pequena propor¢do da
populagdo sofre injuria.

O modo de a¢do da pressdo em microrganismos depende do nivel de pressdo aplicado.
Pressoes entre 30 e 50 MPa podem influenciar a expressido do gene e a sintese de proteinas.
Dependendo da pressdo aplicada, pode ainda haver a ruptura da membrana celular de
microrganismos e a alteracdo da estrutura de enzimas, ocasionando, desta maneira, a sua
destruicdo e desnaturacdo, respectivamente. Pressdes acima de 100 MPa podem afetar a
membrana nuclear de leveduras, e, acima de 400 MPa, causar alteracdes em nivel de
mitocondrias e de citoplasma. fons metilicos sdo liberados em pressdes acima de 300 MPa
(Smelt, 1998).

A morfologia das células dos microrganismos influencia na sua sensibilidade aos
efeitos da pressdo, sendo os bacilos mais sensiveis do que os cocos. A temperatura exerce
importante papel na inativacdo microbiana durante o tratamento sob APH. A inativacdo
microbiana é menor na temperatura 6tima de crescimento e maior acima ou abaixo dessa
(Hugas, Garriga, Monfort, 2002; Cheftel e Culioli, 1997; Sherry et al., 2002).

Wouters, Glaasker e Smelt (1998) verificaram que o tratamento com alta pressdo
resultou em uma queda no pH intracelular de Lactobacillus plantarum, o que indicou que a
regulacdo do pH interno foi prejudicada nestas células pela alta pressdo. Os grupamentos de
DNA foram observados quando as células foram tratadas com 250 MPa, por 10 minutos.
Entretanto, quase todas as células (86%) sobreviveram a este tratamento, sugerindo que o
agrupamento do DNA pela pressdo pode ser reversivel. Estes autores observaram também
este agrupamento de DNA para as células tratadas por 10 minutos a 350MPa, com a
sobrevivéncia de 0,05% das células.

O efeito da pressdo sobre os microrganismos depende de fatores relacionados com os
microrganismos propriamente ditos (espécie, formato, Gram, fase de crescimento e idade da
cultura), com a natureza do meio (pH, composicdo do alimento ou meio de dispersdo,
presenca de sais e/ou nutrientes, atividade de dgua, forca idnica e tipos de {ons presentes) e
com as varidveis de pressdo (niveis de pressdo, tempo e temperatura e tipo do tratamento —

continuo ou descontinuo) (San Martin et al., 2002; Hugas et al. 2002).
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2.3.5 - Aplicacao da APH na industria de carnes e derivados carneos

Pesquisadores t€ém estudado a aplicagdo da APH na indistria de carnes utilizando
diversas combinagdes de pressdo, tempo e temperatura de processo.

A vida de prateleira de carnes e produtos cirneos pode ser definida como o tempo de
armazenamento até a deterioragdo. O ponto de deterioracdo pode ser definido por andlises
microbioldgicas até niveis definidos como médximos ou por andlise sensorial. A vida de
prateleira depende do niimero e tipo de microrganismos presentes, na sua maioria bactérias,
inicialmente presentes e seu subseqiiente crescimento. Durante o armazenamento, fatores
ambientais como: temperatura, atmosfera gasosa, pH e NaCl irdo selecionar uma determinada
bactéria e afetar sua taxa de crescimento e atividade.

Garriga et al. (2004), em estudo realizado com presunto cozido e presunto curado,
avaliaram o comportamento de diferentes microrganismos patogé€nicos em tratamento a alta
press@o a 600 MPa, por 6 minutos a 31°C, durante a armazenamento a 4°C, por 120 dias.
Estes autores verificaram que o tratamento foi eficiente para prevencdo do crescimento de
leveduras e enterobacterias e atrasou o crescimento de bactérias acido lacticas, assim como a
esporulacdo de microrganismos. Constataram ainda que a alta pressdo reduziu os riscos
associados com Salmonella e Listeria monocytogenes, verificando ainda, que as bactérias
dcido lacticas, principalmente provenientes de contaminagdo cruzada durante o fatiamento e a
embalagem, cresceram rapidamente até 10° UFC/g, em todas as amostras ndo tratadas, em 30
dias, enquanto que amostras tratadas a alta pressdo mostraram um atraso significativo no
crescimento de deteriorantes (120 dias). Os autores observaram que o tratamento a alta
pressdo ajudou a prevenir mudancas de coloracio, e que a composicdo do alimento foi, talvez,
um dos fatores-chave que influenciou o efeito conservador do tratamento a alta pressdo.

Yuste Mor-Mur, Capellas, Guamis e Pla (1999) compararam o tratamento sob alta
press@o hidrostatica (500 MPa a 65°C) por 5 e 15 minutos em salsicha de frango, com
tratamento térmico de 80-85°C por 40 minutos e acompanharam a vida de prateleira dos
produtos por 18 semanas a 2°C. Praticamente ndo foi detectado o crescimento de
enterobactérias nos produtos pressurizados até ao final do armazenamento. Contagens
similares de bactérias lacticas foram verificadas entre os tratamentos a 500 MPa a 65°C por
15 minutos e o tratamento térmico (<10"UFC/g) até o final do armazenamento. Comprovaram
assim, que o tratamento sob alta pressao pode substituir a pasteurizagio de salsichas de frango
cozidas apds a embalagem.

Estudos envolvendo alta pressdo em carne de frango mecanicamente separada

inoculada com Listeria innocua 910 CECT foram realizados por Yuste et al. (1999). Nesta
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pesquisa, os autores trabalharam com amostras embaladas a vicuo que foram submetidas a
diferentes combinacdes de pressdes (350, 400, 450 e 500 MPa), tempo (5, 10, 15 e 30
minutos) e temperaturas (2, 10, e 20°C), sendo o produto estocado a 2°C por 2 meses. Os
autores determinaram a contagem de L. innocua e mesofilos aerébios apods 1, 4, 7, 15, 30 e 60
dias apés a pressurizacdo e verificaram ao final que a pressurizagio reduziu
significativamente o nimero de mesdfilos. Verificaram ainda que a alta pressdo causou um
notavel efeito bactericida para L. innocua, onde redugdes mais altas que 7,5 log foram
atingidas em alguns casos. Algumas células foram sub-letalmente injuriadas pela pressdo.
Amostras tratadas a 500 MPa por 30 minutos, foram estocadas a 2°C e tiveram a contagem de
2,3 log unidades depois de 60 dias de armazenamento a frio. Os autores concluiram que o
processo de alta pressio melhorou a qualidade microbioldgica de carnes de frango
mecanicamente separadas.

Carlez et al (1994) armazenaram amostras de carne moida pressurizadas por 16 - 23
dias a 3°C. Bactérias gram-negativas foram mais sensiveis a APH do que as gram-positivas. A
inibi¢do total dos microrganismos ocorreu a 400 - 450 MPa. No entanto, Pseudomonas sp.
foram detectadas apds 3 - 9 dias de armazenamento a 3°C, o que significa que elas ndao foram
completamente inativadas pelo estresse da pressdo aplicada. Estes resultados sugerem que a
APH poderia ser associada com outro tratamento (ex: temperatura moderada de 50°C) para

eliminar Pseudomonas viaveis.

Em pesquisa realizada em carne de porco triturada e submetida ao processo de APH a
400 MPa/10min a 25°C, Shigehisa et al. (1991) verificaram uma reducdo de 6 ciclos log na
populacdo de E.colii Campylobacter jejuni, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
typhimurium, Yersinia enterocolitica, Saccharomyces cereviae e Candida utilis inoculadas
com um nivel de 10°10’ UFC/g. O’Brien e Marshall (1996) relataram que o tempo de
armazenamento refrigerado de carne de frango picada foi estendido, significativamente, com
o tratamento a alta pressdo, na faixa de 400 a 900 MPa, por um tempo de 10 minutos, a uma
faixa de temperatura de 14 a 28°C.

As mudangas na qualidade e os efeitos do uso de APH na sobrevivéncia de
microrganismos em lingiii¢as frescas de porco foram investigadas por Huang et al. (1999). As
lingiiicas de porco, inoculadas com trés cepas de Listeria monocytogenes (10’ UFC/g), foram
submetidas a pressoes de 414 e 552 MPa, em temperaturas de 25 e 50°C e intervalos de tempo
de 2, 4, 6, 8 e 10 minutos. Significativa reducio na contagem de Listeria monocytogenes foi

verificada a pressdo de 414 MPa a 50°C por 2 minutos. Tal condicdo mostrou também
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completa inativacdo dos microrganismos presentes na lingliica de porco fresca e mudangas
minimas na sua qualidade.

Mor-Mur e Yuste (2003) aplicaram a tecnologia de APH no processamento de
salsichas cozidas. As salsichas foram cozidas e empacotadas a vicuo e submetidas a pressao
de 500 MPa em tempos variando de 5 a 15 minutos, e uma temperatura de processo de 65°C.
Os autores avaliaram a cor, a textura e o rendimento das amostras tratadas por pressdo, e
compraram estes resultados com os obtidos em amostras tratadas no processo convencional de
pasteurizagdo (80-85°C por 40 minutos). Os autores ndo verificaram mudangas na coloragdo.
Verificaram que salsichas pressurizadas ficaram menos firmes que as tratadas termicamente, e
que o tratamento de pressdo induziu maiores mudancas que o tratamento térmico. Nas
andlises sensoriais, os autores ndo verificaram, em alguns casos, diferencas entre os dois
processos e, quando houve diferencas, as amostras pressurizadas foram preferidas por causa
da sua aparéncia, gosto e, especial, a sua textura. Os autores verificaram ainda que o
processamento por calor e por pressdo ndo afetou a maioria das caracteristicas do produto em
relacdo a textura. Em relagdo as mudancas no rendimento, verificaram que a perda de peso
foi muito mais elevada em salsichas tratadas em tratamento térmico que em salsichas
pressurizadas. Ao final, os autores concluiram que as diferencgas entre bateladas do mesmo
produto foram devido, principalmente, as variagdes ocorridas no cozimento industrial, e que o
processo de alta pressdo pode ser recomenddvel na producido em grande escala. Estes autores
verificaram ainda que, para a carne fresca, aves domésticas e produtos derivados, as
modificagdes da cor por pressdo induzida dependem extremamente das condigdes do
tratamento, ou seja, da pressdo, do tempo e da temperatura de processo.

A APH representa um atrativo nos processos nao térmicos para o processamento de
carnes especialmente com relacdo a contaminagdo pds-processamento (Garriga et al., 2002).
Embora essa tecnologia seja pouco empregada comercialmente, San Martin et al. (2002)
citaram que ja estd sendo comercializado no Espanha presunto fatiado tratado sob alta
press@o. Com o uso dessa tecnologia, a vida de prateleira do presunto pressurizado passou de
3 para 8 semanas.

Espuiia (2008) mostrou um exemplo de presunto cozido comercializado e outros
produtos cdrneos fatiados e embalados a vacuo, tratados com pressdao de 400MPa por 10
minutos. Nesses estudos, para comercializacdo, foi constatado que a alta pressdo hidrostética
reduziu significativamente a quantidade, atividade e crescimento de microrganismos capazes
de causar alteracdes de sabor e aroma dos produtos cdrneos embalados. Apds os 60 dias, que

correspondem a faixa de consumo preferencial, o produto se manteve fresco porque a APH
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reduziu o crescimento de Lactobacillus sp, que sdo os microrganismos causadores de

alteracdes de sabor e aroma.

A Tabela 2.1 mostra alguns paises que utilizam a tecnologia de alta pressdo

hidrostatica em produtos cdrneos e a vida de prateleira conseguida através da utilizacdo desta

tecnologia.

Tabela 2.1 — Produtos disponiveis no mercado tratados com a alta presséo hidrostética.

Pais Produto Processo Embalagem Vida de Conseqiiéncias
(ano) Prateleira observadas
(VDP)
Espanha Presunto cozido 400 MPa/10 Vicuo ou 2 meses Sem alteragdes de cor ou
(1998) fatiado min a 8°C com gases sabor. Aumento da VDP
EUA Presunto cozido Vicuo Sem alteragdes de cor ou
(2001) fatiado e presunto de sabor. Destruigcdo de
Parma Listeria. Aumento da VDP
EUA Preparagdes Plasticos Sem alteragdes de cor ou
(2001) culindrias de ave embalados sabor. Destruigcdo de
(prontas para servir) com gases a Listeria. Aumento da VDP
vécuo
EUA Frango temperado Vicuo 21 dias Sem alteragdes de cor ou
(2002) pré-cozido fatiado sabor. Destrui¢do de
Listeria. Aumento da VDP
Espanha Presunto em fatias 500 MPa, 4 a Vicuo 2 meses para  Sem alteragGes de cor ou
(2002) finas, produtos de 10 min a 8°C. produtos sabor. Destrui¢do de
frango e peru. cozidos Listeria. Aumento da VDP
com reducdo dos
conservantes.
Italia Presunto de Parma, 600 MPa por Vacuo Sem alteragdes da cor ou
(2003) salame e mortadela 10 min a 7°C. sabor. Destrui¢do de
Listeria. Aumento da VDP.
Japao Salsicha, bacon, 600 MPa por Vacuo 4 semanas Aumento da VDP
(2005) presunto 5 min a 5°C
Presunto alemdo 600 MPa por Vicuo Destrui¢do de Listeria.
Alemanha  defumado: produtos  2min a 5°C. Produtos para exportacio
(2005) inteiros e fatiados para EUA e aumento da

VDP.

2.5 - Anadlise sensorial de alimentos

A andlise sensorial € uma ferramenta moderna utilizada para o desenvolvimento de

novos produtos, reformulacdo dos produtos ja estabelecidos no mercado, estudos de vida de
prateleira (shelf life), determinacdo das diferencas e similaridades apresentadas entre produtos
concorrentes, identificagdo da preferéncia do consumidor por um determinado produto e,
finalmente, para a otimizacdo e melhoria da qualidade.

A andlise sensorial tem desempenhado uma importante funcdo na avaliagdo e

interpretacdo das propriedades sensoriais de alimentos (textura, sabor, aroma, aparéncia e
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cor), em funcdo de sua composicdo quimica, de processamento, condicdes de embalagem e
armazenamento.

A andlise sensorial também avalia a preferéncia do consumidor o qual, via de regra,
determina a qualidade percebida de um produto alimenticio. Avaliacdes sensoriais, quando
conduzidas por equipes de avaliadores selecionados e treinados ou junto a consumidores,
geram resultados que permitem compreender as transformagdes estudadas e verificar seu
impacto sobre a preferéncia, a atitude e a expectativa do consumidor em relacdo ao produto.
Em complementacdo, dados sensoriais também podem ser correlacionados com medidas
quimicas e fisicas, tais como parimetros de cor, textura, etc, de forma a se prever uma

caracteristica sensorial a partir de pardmetros instrumentais.

2.5.1 - Métodos da Anadlise Sensorial

A industria alimenticia moderna utiliza a Andlise Sensorial como ferramenta
considerando a avaliagdo das caracteristicas sensoriais dos produtos como componente
essencial no desenvolvimento, manutengdo, otimizagéo, controle de qualidade e avaliacdo do
potencial de mercado de um determinado alimento (Meilgaard, Civille e Carr, 1991; Stone e
Sidel, 1993; Piggot, 1995).

Os testes sensoriais sdo importantes por serem uma medida multidimensional
integrada que possuem importantes vantagens, como serem capazes de identificar a presencga
ou auséncia de diferengas perceptiveis, definirem caracteristicas sensoriais importantes de um
produto, e serem capazes de detectar particularidades dificilmente detectadas por outros
procedimentos analiticos e ainda avaliarem se um produto é aceito pelo consumidor (Munoz,
Civille e Carr, 1992). Piggot (1995) acrescentou ainda que os testes sensoriais sao usados para
entender as reagdes do consumidor a um produto.

O sucesso da aplicacdo dos testes sensoriais em problemas reais da inddstria de
alimentos e pesquisas depende da adequada correlagdo entre a utilizagdo do método e a
informacgdo desejada ao final da sua aplicagfo, isto €, o objetivo a ser alcancado (Piggot,

1995).

2.5.1.1 - Analise Descritiva Quantitativa

A Anidlise Descritiva Quantitativa (ADQ) foi desenvolvida por Stone et al. (1974)
sendo considerada uma das principais e mais sofisticadas metodologias para a Analise
Sensorial. A técnica € capaz de promover a descricdo qualitativa e quantitativa do produto

avaliado, com precisdo em termos matematicos, baseado na percepcdo de um grupo de
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pessoas capacitadas (Murray, Delahunty e Baxter, 2001; Aradjo, Silva e Minim, 2003; Bi,
2003; Stone e Sidel, 2004).

Segundo Stone et al. (1974), o foco desta técnica € o aspecto psicoldgico da percepgio
e da aplicacdo desta percepcdo em escalas, promovendo a caracterizagdo sensorial do produto.

Os resultados obtidos incluem a descricdo sensorial completa dos produtos e
proporcionam uma base para determinar os atributos sensoriais que sdo importantes para a
aceitabilidade (Meilgaard, Civille e Carr, 1991; Stone e Sidel, 2004).

Segundo Umbelino (2005), as principais etapas relacionadas a ADQ sdo: pré-selecdo
de provadores, desenvolvimento de terminologia descritiva, treinamento, selecdo de
provadores, avaliagdo sensorial, andlise de dados e interpretacdo dos resultados.

O sucesso da implementacdo da ADQ estd ligado, principalmente, a performance dos
provadores e o alcance desta performance € obtido através de adequada selec@o e treinamento
(Husson e Pages, 2003). Segundo McEwan et al. (2002), na Andlise Sensorial, os provadores
devem ser vistos como instrumentos de medida de atributos sensoriais, por esta razio, a
avaliag@o da performance do provador € etapa fundamental.

Issanchou, Lesschaeve e Koster (1995) relataram que, para a utilizagdo da ADQ, é
necessdria a utilizagdo de provadores com habilidades descritivas e discrimnativas, o que leva
a necessidade da realizag@o de testes para avaliacdo dessas habilidades. Os provadores com a
habilidade descritiva devem identificar os diferentes estimulos (atributos). Para a habilidade
discriminativa os provadores devem perceber diferencas minimas de intensidade entre
estimulos e, ainda, terem a capacidade de quantificar, sendo aptos a utilizar a escala em toda a

sua amplitude, com pequena dispersdo entre as repeticdes e em consenso com a equipe

(Umbelino, 2005).

2.5.1.2 - Teste de Preferéncia

O Teste de preferéncia é um valioso e necessdrio componente de toda a Andlise
Sensorial, que utiliza o consumidor como instrumento de medida e, a partir da correta
aplicagdo, ¢ possivel transformar dados subjetivos em objetivos, obtendo informacoes
importantes sobre o grau com que as pessoas gostam ou nao de um determinado produto
(Stone e Sidel, 1993).

Para a realizac@o dos testes de preferéncia € de fundamental importancia que mais de
50 consumidores sejam consultados, os quais tenham o habito de consumir o produto, para

que os dados possam ser representativos da populagdo avaliada. Meilgaard, Civille e Carr
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(1991) recomendam ainda a realizacdo de testes em diferentes cidades em um mesmo pais,
para que a heterogeneidade advinda de diferentes regides possa ser avaliada.

A escala heddnica de nove pontos € a mais utilizada para testes de preferéncia, devido
a confiabilidade dos resultados e a féacil compreensdo da ficha pelos consumidores (Stone e
Sidel, 1993).

Os dados obtidos nos testes de preferéncia sdo submetidos a Andlise de Varidncia
(ANOVA) e teste de médias, onde se verifica se houve diferenca significativa entre as médias,
em um determinado nivel de confianca (Meilgaard, Civille e CARR, 1991; Stone e Sidel,
1993).

Os Testes de Preferéncia e Intengdo de Compra, em associagdo com a ADQ, podem
explicar as diferengas responsdveis pela maior ou menor preferéncia dos produtos estudados
(Daillant-Sprinnler, MacFie, Beyts e Hedderley, 1995). Entendendo quais atributos
direcionaram a preferéncia de alimentos e bebidas, é possivel auxiliar a indistria de alimentos
a se adequar as necessidades de mercado (Guinard, Uotani e Schlich, 2001).

O Teste de Preferéncia pode refletir o grau de preferéncia por determinado produto.
Porém, quando os dados da preferéncia sdo analisados por técnicas estatisticas univariadas,
médias sdo obtidas e assume-se que o critério de aceitabilidade dos consumidores seja
homogéneo, o que implica que os valores, desta forma obtidos, podem ndo ser representativo
da real situacdo. Por esta razdo, a variabilidade individual dos consumidores também deve ser
considerada (Greenhoff e MacFie, 1994).

Villanueva (2003) acrescentou que as médias obtidas em testes de preferéncia podem
ser afetadas por valores extremos, por distribuicdes assimétricas ou por distribuicdes
multimodais de dados. Em testes com consumidores, esta limitagdo € grave porque impede a
deteccdo de segmentos de individuos em fungdo das amostras de sua preferéncia. Por
exemplo, se em um teste de preferéncia, 50% dos consumidores mostrarem alta preferéncia
por determinada amostra, e os demais mostrarem baixa preferéncia pela mesma, a média dos
dados coletados resultard em um valor intermediério de preferéncia, o que no representard a
verdadeira opinido de nenhum dos dois grupos de consumidores. Assim, informacdes sobre
preferéncias individuais dos consumidores sio perdidas.

No entanto, a deteccdo de preferéncias individuais tem sido fundamental para a 4drea de
marketing das industrias, que, em fun¢do da atual competitividade dos mercados, procura
identificar consumidores potenciais e dirigir a otimizacdo e venda de produtos para mercados

especificos (Deliza, 2004; Villanueva, 2003).
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Segundo Greenhoff e MacFie (1994), a solucdo para o problema da utilizagdo de
médias na andlise de dados de preferéncia é o uso de técnicas multivariadas, que conduz de
forma separada as andlises dos vdrios subgrupos encontrados dentro dos consumidores que
participaram do estudo.

A técnica intitulada Mapa Interno da Preferéncia (MIP) é um tratamento
multidimensional dos dados afetivos, baseada na Andlise de Componentes Principais e
“Cluster Analysis” (Greenhoff e MacFie, 1994; Yackinous, Wee e Guinard, 1995).

O MIP gera um grifico onde os produtos sdo representados como pontos e cada
individuo como um vetor, sendo que os pontos mais préximos de um conjunto de vetores
correspondem aos produtos de maior preferéncia daquele segmento de consumidores. A
grande vantagem do MIP sobre a ANOVA e tradicionais testes de médias € a identificagdo da
preferéncia individual de cada consumidor em relacio aos produtos avaliados, bem como, por
meio do “Cluster Analysis”, a identifica¢do de segmentos da populacdo (Greenhff e MacFie,
1994; Westad, Hersleth e Lea, 2004).

A partir da identificacdo de grupos de consumidores, em funcdo de suas preferéncias,
¢é possivel estudar cada segmento em funcdo de caracteristicas sécio-demograficas e hibitos
de consumo. Desta forma, a inddstria de alimentos pode direcionar estratégias de marketing
especificas para o produto avaliado (Greenhoff e MacFie, 1994; Helgesen, Solheim e Naes,
1997; Westad, Hersleth e Lea, 2004).

Além do MIP utiliza-se na Andlise Sensorial o Mapa Externo da Preferéncia
(PREFMAP) que relaciona os dados obtidos através de testes de preferéncia com os obtidos
por meio de testes descritivos, como a ADQ, com o propdsito de explicar as caracteristicas
intrinsecas dos produtos que direcionam a aceitabilidade dos consumidores (Greenhoff e
MacFie, 1994).

Os resultados obtidos nos testes de preferéncia e ADQ sdo analisados de forma a
construir um grafico, semelhante ao MIP, no qual estdo posicionados os consumidores,
amostras e atributos que as descrevem. Greenhoff e MacFie (1994) relataram que no grafico
formado, os consumidores que se encontram localizados préximos dos atributos que
caracterizam as amostras, foram influenciados por estes descritores para a aceitabilidade do

produto.

2.6 - Microbiologia preditiva
A demanda crescente por modelos matemdticos, no campo da seguranca

microbioldogica de alimentos, comecou com o fato de que o controle da qualidade dos
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alimentos, baseado na inspecdo do produto final, era de alto custo, trabalhoso e ineficaz. Os
modelos sdo maneiras rdpidas e econdmicas de se avaliar objetivamente a seguranca do
alimento (Baranyi et al., 2001).

A microbiologia preditiva pode ser usada na predicdo da qualidade dos produtos.
Baseia-se na premissa de que é possivel estimar, através do uso de modelos matemaéticos
criados através de estudos quantitativos dos microrganismos, o crescimento destes nos
alimentos (McmeeKin, 2007).

Zwietering et al. (1991) afirmam que a modelagem pode ser uma ferramenta ttil para
o levantamento da importincia dos fatores relacionados a deterioracio do produto, em
qualquer parte da produgdo e da cadeia de distribuico, e é baseada em predicdes quantitativas
da taxa de deterioracdo. Tal modelagem, segundo estes autores, permite a predi¢do da
qualidade ou da vida de prateleira dos produtos, identificacdo dos pontos criticos de controle
na produgdo, na distribui¢do e na otimizacdo da producdo e cadeia de distribuicdo,
combinando para a melhor relagdo custo/beneficio.

O comportamento dos microrganismos nos alimentos (crescimento, sobrevivéncia e
morte) é determinado por fatores ambientais a que estdo submetidos os alimentos
(temperatura, pH, atividade de dgua (aw), indice de nitrito, alta press@o, atmosfera gasosa,
etc.). O conhecimento da influéncia desses vdrios fatores combinados na inativacio
microbiana € indispensdvel para a otimizacdo das condi¢des de processo. Numerosos modelos
preditivos de inativacdo microbiana t&ém sido desenvolvidos para a otimizag¢do de processos
(Koseki e Yamamoto, 2007; Kajak e Krajewska, 2006; Nakashima, et al., 2000).

Segundo 3), os modelos sdo usados para descrever a deterioragdo sob condi¢des fisicas
ou quimicas diferentes, como temperatura, pH e atividade de dgua. Whiting (1995) afirmou
que o objetivo principal da microbiologia preditiva € de descrever matematicamente o
crescimento ou a inativacdo de microrganismos presentes em alimentos sob condigdes
ambientais especificas. De acordo com ele, com esta habilidade para descrever, vem a
habilidade para prever combinagcdes de condi¢cdes onde ndo existem dados experimentais,
dentro de uma faixa apropriada de cada condi¢@o. Estas condi¢des ambientais incluem ambos
fatores intrinsecos e extrinsecos.

O verdadeiro poder das abordagens feitas pela microbiologia preditiva € que, ao
contrario do processo tradicional de armazenamento, os modelos, uma vez validados, podem
ser utilizados para predizer com rapidez e seguranga a resposta dos microrganismos sob varias

condi¢des, dentro dos limites investigados para temepratura, pH, concentragdo de sal, etc. Isto
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faz com que a microbiologia preditiva seja considerada uma ferramenta preciosa para os
microbiologistas de alimentos na tomada de decisdo didria (Mcclure et al., 1994).

As aplicacdes das técnicas de modelagem matemdtica para o crescimento e
sobrevivéncia de microrganismos em alimentos comecaram a ser empregadas a partir da
década de 80. Segundo Ross e Mcmeekin (1994), a utilizacdo dos modelos ocorreu por duas
razdes. A primeira foi o aumento de casos importantes de envenenamento alimentar durante
os anos 80, levando ao aumento da conscientizacdo publica da necessidade da oferta de
alimentos seguros. A segunda razdo foi a constatacdo de muitos microbiologistas, de que os
métodos tradicionais na determinacdo de qualidade e seguranga — inclusive os considerados
rapidos — eram limitados pelo tempo de obtencdo de resultados e tinham um pequeno valor

preditivo.

2.6.1 - Modelos preditivos

Dentre outros, os microbiologistas de alimentos t€ém procurado modelos eficientes
para o crescimento microbiano que possam permitir a previsdo de conseqiiéncias
microbioldgicas no armazenamento de alimentos (Baranyi e Roberts, 1994). Eles utilizam, de
maneira cldssica, trés parimetros na caracterizagdo da curva de crescimento bacteriano: (1) a
duracdo da fase lag; (n) a velocidade especifica maxima de crescimento e (A) a densidade
populacional méxima de crescimento final. Todos os parametros precisam ser estimados de
forma exata em diversas dreas de conhecimento, em especial na microbiologia de alimentos
(Baty e Delignette-Muller, 2004). Segundo Dalgaard e Koutsoumanis (2001), a estimativa
destes parametros € essencial na caracterizacdo de efeitos de anti-microbianos, otimizacgdo de
meios microbioldgicos e no desenvolvimento de modelos cinéticos utilizados nas tecnologias
de alimentos e de fermentagdo.

Os modelos que descrevem o crescimento microbiano formam a base para a adocao de
estratégias na drea de seguranca alimentar. O objetivo de um modelo, segundo Soboleva,
Pleasants e Roux (2000), é de prever quando, e em quais circunstincias, o nimero microbiano
crescerd a um nivel que tornem o produto inadequado ao consumo. Um bom modelo de
crescimento microbiano é também vantajoso na andlise de perigos e pontos criticos de
controle nos procedimentos de qualidade dos alimentos. Entretanto, Wijtzes, van’t Riet, Huis
in’t Veld e Zwietering (1998) relataram ainda que os modelos desenvolvidos na microbiologia
preditiva podem ser utilizados para calcular o nimero de microrganismos presentes em um
alimento para cada composi¢cdo especifica, linha de producdo e cadeia de distribui¢do do

alimento.
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Os modelos da microbiologia sdo divididos em primadrios, secundérios e tercidrios. Os
primérios descrevem as curvas de crescimento ou de sobrevivéncia de microrganismos, onde
a resposta pode ser expressa por contagem total em placas, produgdo de toxinas ou outros,
podendo-se obter informacgdes sobre o tempo de geragdo, fase lag, crescimento exponencial
(fase log) e a densidade maxima da populacdo na fase estacionaria. Os modelos secundarios
descrevem como os parametros da fase lag (A) e log (1) do modelo primdrio mudam com
parametros ambientais, como pH, temperatura, atividade de 4gua, entre outros. Os modelos
terciarios combinam o uso de modelos primarios e secundarios em um pacote de programas.
Sdo softwares que transformam modelos primdrios e secunddrios em modelos na forma de
aplicativos, que podem determinar respostas microbianas em diferentes condi¢cdes ou ainda
comparar o crescimento de diferentes microrganismos (Kajak e Krajewska, 2006; Mcdonald e
Sun, 1999; Mcmeekin, Olley, Ratkowsky e Ross, 2002; Whiting, 1995; Schaffner e Labuza,
1997).

Os modelos primdrios de crescimento mais utilizados na literatura sdo; o Modelo de

Gompertz, Modelo de Gompertz Modificado e Modelo Logistico.

Modelo de Gompertz
O modelo de Gompertz ¢ um modelo ndo linear e tem sido utilizado com sucesso para
descrever o comportamento microbiano em diferentes alimentos (Masson et al., 2002). O

Modelo de Gompertz esta representado na Equagdo 2.1 (Erkmen e Alben, 2002).
Log WA | =4 esol-expl- (1= 2) e
0

onde Log N/No é o logaritmo decimal da contagem microbiana [Log UFC/g] no
tempo t, sendo que N € o nimero de unidades formadoras de coldnias finais [UFC/g] e No é o
nimero de unidades formadoras de colonias iniciais [UFC/g], A é o equivalente ao Log da
contagem microbiana final [Log (UFC/g)], y B € a velocidade relativa maxima de
crescimento no tempo [dias™],e A é 0 tempo necessdrio para atingir a velocidade méaxima de
crescimento [dias].

A equagdo de Gompertz, ndo considera a fase lag, apenas o aumento da densidade de
células, uma vez iniciado o crescimento exponencial (Nakashima, André e Franco, 2000).

A fun¢@o ou Modelo de Gompertz foi modificado por Zwitering et al. (1990). A

reparametrizagdo do modelo foi feita para que os parimetros estimados pudessem ter um
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significado bioldgico. Os parametros: velocidade especifica médxima de crescimento (Lmax),
duragdo da fase lag (A) e aumento logaritmico da populagdo (A) foram entdo introduzidos no
modelo. Isto facilitou o encontro de valores iniciais e o cdlculo de intervalos de confianga
para o ajuste da curva (Labuza e Fu, 1993; Van Impe et al., 1995). Zwietering et al. (1990)
concluiram que, em quase todos os casos testados, o Modelo de Gompertz Modificado é
estatisticamente suficientemente para descrever dados de crescimento e também o mais
simples de se usar na maioria dos casos em que o mesmo ¢ utilizado (Whitnig, 1995).

O Modelo de Gompertz Modificado é uma fungdo exponencial dupla, que descreve

uma curva sigméide assimétrica. O Modelo esta representado na Equacao 2.2.
Log(% j _ A% expl—expl(u*exp(1/A)* (A—1) + 1) 22)
0

onde Log N/No é o logaritmo decimal da contagem microbiana [Log UFC/g] no
tempo t, sendo que N é a unidade formadora de colonias em t [UFC/g] e No € a unidade
formadora de colonias inicial [UFC/g], A é o aumento logaritmico da populagdo, p é a
velocidade especifica maxima de crescimento (dias Heréa duracio da fase lag (dias).

Tanto o Modelo de Gompertz original quanto o Modificado, segundo Labuza e Fu

(1993), tém sido testados em muitas espécies de microrganismos com bons ajustes.

Modelo Logistico

A equacdo 2.3 descreve o modelo logistico.

Log(N/ N,)= C/(l +exp(D—F*1) (2.3)

onde Log (N/No) possui o mesmo significado que para o Modelo de Gompertz
Modificado, D € um parametro adimensional, F € o crescimento relativo na metade do tempo
da fase exponencial [dias™]. C é aumento logaritmico da populagdo, equivalente a A. Destes
parametros podem ser obtidos: a velocidade especifica mdxima de crescimento, que é dada

pela equagdo (2.4) e a duragdo da fase lag é obtida pela equacao (2.5).

C*F
l[l:

4 2.4
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2.5)

Giannuzzi Pinotti e Zaritzky (1998) compararam os modelos de Gompertz e o
Logistico através da andlise estatistica utilizando o teste F no crescimento microbiano de
carnes embaladas e resfriadas em diferentes temperaturas de armazenamento. Dalgaard e

Koutsoumanis (2001) avaliaram a vida de prateleira de peixes utilizando estes modelos.

2.6.2 - Modelos secundarios

Os modelos secunddrios descrevem como os pardmetros (A, p e A) do modelo
primério mudam com pardmetros ambientais, como o pH, temperatura, atividade de dgua (a),
concentracdo de agentes antimicrobianos, entre outros (Schaffner e Labuza, 1997). Nos
ultimos anos, tém-se encontrado na literatura diversos trabalhos sobre modelos secundarios.
Alguns exemplos deste modelo sdo: modelos polinomiais ou metodologia de superficie de
resposta, equacdo de Arrhenius, modelo da raiz quadrada ou de Ratkowsky (2002) entre
outros (Davey e Daughtry, 1995; Mcmeekin, Olley, Ratkosky e Ross, 2002; Schaffner e
Labuza, 1997; Whiting, 1995).

Fu e Labuza (1993) mostram que a lei de Arrhenius se aplica para uma determinada
faixa de temperatura, uma vez que o crescimento microbiano é um processo bioquimico.
Deste modo, a influéncia da temperatura na velocidade especifica de crescimento pode ser
caracterizada por uma energia de ativagdo uma vez que todos os outros fatores sdo mantidos

constantes. A equacgfo 2.6 representa esta funcio de dois pardmetros.

k = A*exp(— Ea/RT) (2.6)

onde k € a velocidade especifica de crescimento determinada da curva de crescimento;
A representa o fator de colisdo, T € a temperatura absoluta (K), R é a constante universal dos
gases (8.314 J/K.mol) e E, (J/mol) é a energia de ativacdo, a qual é uma medida da
sensibilidade da temperatura na velocidade especifica de crescimento.

O Modelo de Belehradek, ou Modelo da Raiz Quadrada € baseado na relacdo linear
entre a raiz quadrada da velocidade especifica mdxima de crescimento e a temperatura. Este
modelo foi inicialmente utilizado por Ratkowsky et al. (1982) para descrever o efeito da
temperatura na velocidade especifica mixima de crescimento. A versio mais comum do
modelo para temperaturas abaixo da velocidade especifica midxima de crescimento estd na

equacdo 2.7:
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Jk=alr-T,) 2.7)

onde k representa a velocidade especifica maxima de crescimento ou outro parametro,
a € a constante de regressdo, Ty representa a temperatura mais baixa onde o crescimento é
observado, e T é a temperatura (Van Impe et al., 1992).

Além dos modelos da raiz quadrada e de Arrhenius, bastante utilizados na literatura,
Corradini e Peleg (2005) tém demonstrado que modelos empiricos (equagdes empiricas)
podem ser utilizados para descrever a variacdo dos pardmetros dos modelos primdrios com a
temperaura e outros fatores como atividade de 4gua, pH, concentracdo de sal, etc.

Segundo Giannuzzi et al. (1998), a temperatura € o fator mais importante nas reacdes
de deterioracdo de alimentos, principalmente para a deterioracdo microbiana, uma vez que a
velocidade especifica médxima de crescimento e a fase lag sdo altamente dependentes da
temperatura. Apesar da temperatura ser um fator importante na estabilidade microbiana, as
temperaturas de refrigeracdo nem sempre sdo mantidas constantes durante a manipulacédo e o
transporte. Para isso, os efeitos da temperatura na estabilidade microbiana t€m sido
amplamente estudados por pesquisadores, através de modelos computacionais baseados em

transferéncia de calor e estimativas de crescimento microbiano.

2.6.3 - Analise estatistica dos modelos preditivos

Os seguintes indices sdo utilizados para comparacdo dos modelos: erro médio
quadrético (MSE), coeficiente de regressao (Rz), fator bias e fator de exatidao.

Quanto menor o valor de MSE, melhor é o ajuste do modelo aos dados experimentais

(Sutherland e Bayliss, 1994). O MSE ¢ definido na equacao 2.8.

MSE = (RSS / n)t [ orsensvalor, o} ) 2.8)

onde RSS € a soma dos quadrados residuais, n € o nimero de graus de liberdade
(n = ndmero de ponto experimentais — nimero de parametros do modelo).

O fator bias procura dar o0 mesmo peso na média dos valores que superestimam e
subestimam a média, ou seja, € um desvio relativo médio, portanto, o fator bias é uma
estimativa para a diferenga média entre os valores observados e preditos. O fator Bias deve

estar proximo a 1 e pode ser calculado através da equacdo 2.9.
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fal‘OrbiaS — 1 Olog((valor(,bma,h,/valoI’,Wd,-,(,)/") (29)

Sabe-se que, teoricamente, os valores do fator de exatiddo ddo uma estimativa da
média dos valores da média e por se tratar de valores absolutos serdo sempre maiores que 1. O

fator de exatidao pode ser calculado pela equagao 2.10.

fatordeexatidao =10 * z (log(va o7, Valo ¥ e dl,m)/ n) (2.10)
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CAPITULO IIT - MATERIAL E METODOS

3.1 - Processo para obtencao de presuntos pressurizados e nao

pressurizados

3.1.1 - Obtencao das massas de presunto

As pecas de carne de porco foram adquiridas em hipermercados da regido da cidade do
Rio de Janeiro. A fabricacdo de presunto foi realizada semanalmente na Planta Piloto da
Embrapa Agroindustria de Alimentos, para posterior aplicagdo de altas pressdes hidrostaticas

e realizag@o das andlises necessdrias, também na Embrapa.

3.1.2 - Processamento para obtencao das massas de presunto

Primeiramente, foi retirada a gordura externa da carne e, em seguida, foi cortada em
pequenos pedacos menores.

Para a formulagdo, foram utilizados aditivos e condimentos, adquiridos da empresa
Duas Rodas Industriais, todos os produtos possuem certificagdo ISO 9001/2000 e ISO 14001.
Os componentes da salmoura foram pesados em balanca analitica e diluidos em dgua gelada,
em recipiente plastico, mantendo sob agitacdo constante para completa dissolugdo, até que e a
mesma fosse adicionada a carne. Para cada 10 quilos de matéria prima (carne de porco) foi
adicionada a salmoura, 300g de supergal 202/11 (produto formulado contendo, sal, agucar,
conservador nitrito de sddio, estabilizante polisfosfato, antioxidante eritorbato de sodio), 70g
de condimento misto para presunto california 616/1, 28g de realcador de sabor 404/1, 40g de
acucar, 210g de sal e 3 litros de dgua gelada.

A salmoura foi adicionada & massa e misturada no triturador (marca Geiger e modelo
UMI12) em intervalos de 30 segundos a 2 minutos. Posteriormente, foi levado a geladeira
(4°C), em um recipiente estéril, 14 permanecendo por 24 horas. Os componentes da salmoura
foram pesados em balanca analitica e, em seguida, foram adicionados a quantidade de dgua
que foi utilizada segundo a formulagdo. A quantidade de cada componente seguiu a
orientacdo do fabricante de condimentos.

Ap6s este periodo, a massa foi retirada da geladeira e colocada em embalagens
plasticas duplas, contendo em média 3,5 kg. A massa foi inserida em duas formas de presunto

cook-in (idénticas) e, em seguida, as embalagens foram seladas em uma seladora a vécuo

36



(marca Engevac e modelo 30 gis). O cozimento foi realizado a vapor, dentro de uma
autoclave. Uma das formas foi utilizada somente para monitorar a temperatura no ponto
central do produto, que deveria atingir 68°C. Para controlar essa temperatura, foi utilizado um
equipamento de controle da temperatura (ELLAB). Apds atingir a temperatura desejada no
ponto central (cozimento completo), as formas foram colocadas em um banho de gelo, onde
ali permaneceram por 40 minutos. Posteriormente, os presuntos foram até o freezer, onde
ficaram por 40 minutos. Em seguida, os presuntos foram colocados em uma geladeira por 24
horas e posteriormente, seguiram para o fatiamento, embalamento em embalagens stomacher
e selagem a vicuo. A Figura 3.1 apresenta a autoclave com as formas de presunto em

cozimento, assim como o equipamento controlador da temperatura interna.

Figura 3.1 - Autoclave (A), controlador de temperatura (B) formas com presunto (C).

3.1.3 - Fatiamento e embalagem a vacuo das massas de presunto

Para a etapa de fatiamento, o fatiador de frios (marca SKYMSEN, modelo CFI-300)
foi colocado em uma camara de fluxo onde a mesma antes do fatiamento, foi higienizada e
submetida a luz UV por 15 minutos. O fatiador de frios também foi higienizado e permaneceu
na camara de fluxo durante o tempo em que a luz UV estava ligada (Figura 3.2). O fatiamento
das massas de presunto cozido foi realizado posteriormente com ajuste da espessura da fatia

de 0,5 mm.
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Figura 3.2 - Processo de fatiamento das amostras de presunto e selagem a vacuo.

3.1.4 - Processamento a alta pressao

A etapa de aplicacdo da alta pressao foi realizada posteriormente a etapa de fatiamento
e de selamento a vicuo do presunto. O equipamento de alta pressdo hidrostatica utilizado
encontra-se na Embrapa Agroindistria de Alimentos, localizado na Planta Piloto II (marca
Stanted Fluid Power e modelo S-FL-850-9-W), e tem a capacidade de operar em uma faixa de
pressdo de 100 a 500 MPa, em um intervalo de temperatura de 0 a 80°C a intervalos de
tempos diversos. Possui um cilindro interno de aproximadamente 7 cm de didmetro e 20 cm
de comprimento. O fluido pressurizador deste equipamento foi o dlcool etilico 70%. O seu
funcionamento consistiu em um cilindro de aco com uma camara onde € colocado o recipiente
de inox contendo as amostras. O equipamento foi controlado através de um painel para o juste
da pressdo, do tempo e da temperatura de processo. Posteriormente, as amostras de produto,
embaladas e seladas a viacuo, foram colocadas dentro do cilindro interno, que foi ajustado em
seguida, dentro da cimara de pressdo. A c@mara contendo o cilindro de inox foi
hermeticamente fechada e vedada para que ndo houvesse vazamentos. Primeiramente, uma
bomba pneumdtica foi acionada na camara, injetando uma pré-carga até que os selos da
mesma se vedassem e, posteriormente, acionou-se automaticamente uma segunda bomba
hidraulica que deslocou um pistdo e elevou a pressao até a de trabalho desejada;
caracterizando assim, 2 estdgios de pressurizacdo. O equipamento operou com uma taxa de
pressurizacao de 7 MPa/s até alcancar a pressdo desejada e, a partir deste momento, contou-se
o tempo de processo do produto, ndo contando o tempo até chegar a pressao necessaria € nem
o tempo de despressurizagdo. O tempo de pressurizacdo propriamente dito foi contado a partir
do momento em que a camara alcangou a pressdo desejada, até o inicio da despressurizacio.
No decorrer do processo, pequenas oscilacdes da temperatura ocorreram devido a pressao ser
diretamente proporcionais a temperatura; logo, como houve uma aplicacdo de pressio,

também houve o aumento da temperatura. Ao termino do ciclo, abriu-se a cimara e retirou-se
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o recipiente contendo as amostras, sendo as mesmas encaminhadas para andlises especificas.

A Figura 3.3 apresenta o equipamento de alta pressao utilizado.

amostras

Figura 3.3 — (a) Fatiamento das amostras de presunto; (b) Amostras sem aplicacdo de APH; (c)
Amostras e o cilindro de APH; (d) Amostras sendo colocadas no cilindro para sofrerem o processo de
APH; (e) Acoplamento do cilindro com amostras no equipamento de APH; (f) Fechamento do
equipamento de APH; (g) Aplicagdo da APH.

3.2 - Acompanhamento microbioldgico da vida de prateleira (600 MPa -

05 minutos)

Foram colocados aproximadamente 25g do produto fatiado em embalagens plasticas
resistentes a altas pressdes. Estas embalagens, contendo o produto, foram seladas a vicuo
(seladora marca Engevac e modelo 30 gas).

Ap6s o fatiamento, uma parte do produto embalado a vicuo ndo foi pressurizada
(controle) e a outra parte foi submetida ao processo de alta pressao hidrostatica (pressurizada)
(Stanted Fluid Power e modelo S-FL-850-9-W), onde a pressao aplicada foi de 600 MPa por 5
minutos a 30°C. Em seguida, as embalagens com o presunto controle e as pressurizadas foram

armazenadas em BOD a temperatura de 5°C. Ambas as amostras foram analisadas



periodicamente, para o acompanhamento da contagem de bactérias dcido lacticas (por ser a
flora deteriorante predominante) e contagem total que é um dos critérios para defini¢do da
vida de prateleira deste produto. O final da vida de prateleira foi determinado apds o produto
atingir 10’ UFC/g e/ou apresentar alteracdes das caracteristicas fisico-quimicas.

De cada embalagem de presunto controle e pressurizado, retirou-se paralelamente, de
forma asséptica, 25g de amostra que foram colocados em sacos de procedimento estéril e
acrescidos de 225 ml de dgua peptonada (1%). Homogeneizou-se a amostra por 60 segundos
em stomacher (ITR, modelo 1204) realizando-se, na seqiiéncia, diluicdo e plaqueamento,
seguido de incubagdo a 30°C e 10°C. Foram utilizados dois meios de cultura: Agar Contagem
Total (PCA) para contagem de microrganismos totais e Agar MRS para contagem de
bactérias 4cido lacticas. Todas as andlises foram realizadas em duplicata e os resultados foram
expressos em Log (N/No) (N: unidade formadora de coldnias final [UFC/g]; No: unidade

formadora de coldnias inicial [UFC/g]).

3.2.1 - Modelagem do crescimento microbiano
Os modelos primdrios de crescimento de Gompertz modificado e Logistico foram
utilizados para o ajuste das curvas de crescimento e obtencdo dos pardmetros de crescimento

dos microrganismos e estdo descritos no item 2.6.1 e 2.6.3.

3.3 - Planejamento experimental fracionario

Com o objetivo de estudar o efeito combinado de diferentes pressdes e tempos de
pressurizacdo no aumento da vida de prateleira de presunto, fez-se um planejamento
experimental fraciondrio 2% com triplicata no ponto central.

A obtencdo do presunto controle e do pressurizado € realizada conforme descrito no
item 3.1.1 a 3.1.4. Os experimentos foram estabelecidos pela combinacdo de niveis e de
fatores e estdo descritos na tabela 3.1. A Tabela 3.2 apresenta os diferentes ensaios realizados.

Para todos os ensaios, a temperatura de pressurizagao utilizada foi de 27°C (£ 5°C).

Tabela 3.1. Niveis e fatores utilizados no planejamento experimental fraciondrio para presunto fatiado
pressurizado embalado a véacuo.

Niveis
Fatores -1 0 +1
Pressao aplicada (MPa) 200 300 400
Tempo de pressdo aplicada (min.) 5 10 15
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Tabela 3.2. Ensaios do planejamento experimental 2* com triplicata no ponto central para presunto
fatiado pressurizado embalado a vécuo.

Fator
Ensaios Pressao Tempo
1 - (200 MPa -05 min) -1 -1
2 — (200 MPa -15 min) -1 +1
3 — (400 MPa — 05 min) +1 -1
4 — (400 MPa — 15 min) +1 +1
5 — (300 MPa — 10 min) 0 0
6 — (300 MPa — 10 min) 0 0
7 — (300 MPa — 10 min) 0 0

3.3.1 - Analise microbioldgica

O fatiamento das massas de presunto foi realizado no fatiador descrito na etapa 3.1.3.
Foram colocados aproximadamente 30g do produto fatiado em embalagens plasticas estéreis
resistentes a altas pressdes. Estas embalagens contendo o produto foram seladas a vacuo e,
posteriormente, seguiram para a etapa de aplicacdo de altas pressoes.

As amostras controle e pressurizadas foram armazenadas em BOD a temperatura de

8°C, onde foram analisadas periodicamente, até o final da vida de prateleira.

3.3.2 - Acompanhamento da vida de prateleira

De cada embalagem de presunto controle e pressurizado, retirou-se, de forma
asséptica, 10g de amostra as quais foram colocados em sacos de procedimento estéril e
acrescidos de 90 ml de solugdo salina (0,85%). Homogeneizaram-se as amostras por 120
segundos em stomacher (Nova Etica), realizando, na seqiiéncia, diluicio e plaqueamento em
meio MRS, seguido de incubagdo a 30°C. Todas as andlises foram realizadas em duplicata e
os resultados foram expressos em log (N/No) (N: unidade formadora de coldnias final

[UFC/g]; No: unidade formadora de coldnias inicial [UFC/g]).

3.3.3 - Modelagem do crescimento microbiano
Os modelos primdrios de crescimento de Gompertz modificado e Logistico foram
utilizados para o ajuste das curvas de crescimento e obtencdo dos pardmetros de crescimento

dos microrganismos e estdo descritos no item 2.6.1 e 2.6.3.
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3.4 - Efeito da temperatura de armazenamento na vida de prateleira
de presunto

Foi estudado o efeito da temperatura de armazenamento (4, 8, 12 e 15°C) na
velocidade especifica maxima de crescimento e na duracdo da fase lag de bactérias acido
lacticas em presunto controle e pressurizado. A metodologia utilizada foi a mesma descrita no
item 3.3.2.

Ap6s o ajuste do modelo primério as curvas de crescimento do item 3.3 e a escolha da
melhor condicdo de processo desta etapa, foi estudado o efeito da temperatura de
armazenamento sobre os parimetros de crescimento das bactérias dcido lacticas: velocidade
maxima de crescimento e duragdo da fase lag. Para isto, foram utilizados trés modelos

secunddrios: equacio empirica, modelo da raiz quadrada e modelo linear.

3.5 — Estudo do efeito da alta pressao em microrganismos patogénicos

Com o objetivo de se verificar o efeito da alta pressdo na inativagdo de
microrganismos patogénicos em presunto pressurizado, e frente a exigéncia do Ministério da
Agricultura, a fim de garantir a seguranga alimentar, foi realizado um acompanhamento
microbiolégico durante a vida de prateleira deste produto, sendo que as andlises foram
realizadas em dias pré-determinados (a cada 15 dias) durante a vida de prateleira
(aproximadamente 75 dias) para as amostras controle e pressurizadas. Foram realizadas
andlises de Salmonella, Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens e contagem total em
placa de microrganismos pscicrotroficos de acordo com os padrdes de qualidade
especificados na RDC n°12 — ANVISA (Brasil, 2001), que estabelece os padroes
microbioldgicos para alimentos em geral.

Realizou-se pesquisa de Coliformes a 45°C/g, Estafilococcus coagulase positiva/g,
Clostridium sulfito redutor a 46°C e Salmonella sp/25g.

Ap6s a pressurizagcdo na condicdo de 400MPa a 15 minutos a temperatura ambiente,
2.000g das amostras controle e pressurizada, embaladas a vicuo e divididas em sacos estéreis
(Nasco WHIL-PACK), contendo em média 25g cada, foram armazenadas a 8°C. Todas as
andlises foram realizadas a cada 15 dias até completar os 75 dias de armazenamento.

A pesquisa de Coliformes a 45°C, foi realizada seguindo-se a metodologia analitica do
Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods (2001). Inicialmente
as amostras foram preparadas e semeadas em caldo LST (Caldo Lauril Sulfato Triptose),

técnica do NMP (nimero mais provével), posteriormente foi complementada por outra
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técnica, mais seletiva, baseada na utilizacdo de um meio de cultura seletivo “Caldo E.C”,
incubado a temperaturas superiores a 45°C.

Para pesquisa de Estafilococcus coagulase positiva utilizou-se a metodologia
preconizada pelo Compendium of Methods for the Microbiologiacal Examination of Foods
(2001). Utilizou-se o plasma de coelho e o cultivo foi feito de 18-24 horas em caldo B.H.I., da
cepa testada. Esse meio verifica se houve a coagulacdo do plasma.

Na pesquisa de Salmonella sp empregou-se a metodologia segundo Compendium of
Methods for the Microbiologiacal Examination of Foods (2001). A deteccdo envolveu as
etapas de pré-enriquecimento que foi utilizado para recuperar as células de microrganismos
injuriados durante o processamento, ou ainda para aumentar o numero de células de
enterobactérias, de maneira ndo seletiva. Posteriormente utilizou-se enriquecimento seletivo:
esta etapa teve como funcdo, favorecer a multiplicacdo das salmonelas, inibindo ou
restringindo o desenvolvimento de outros microrganismos presentes. Foi realizado
plaqueamento em meio seletivo-indicador, utilizando-se dois meios sélidos, sendo um de
pequeno efeito inibidor e o outro de efeito maior, favorecendo o reconhecimento de colonias
suspeitas de Salmonella. Apds triagem as colOnias suspeitas foram testadas em meios que
forneciam indicacdes sobre as caracteristicas bioquimicas dos microrganismos, como 0s
meios agar trés acucares-ferro (dgar TSI) e dgar lisina-ferro (LIA). Posteriormente foram
realizadas provas bioquimicas e soroldgicas complementares para comprovagdo do género
Samonella.

Para a pesquisa de Clostridium sulfito redutor a 46°C seguiu-se a metodologia do
Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods (AFHA) (2001). As
amostras inoculadas em dgar SPS foram mantidas e meio de anaerobiose (sistema GASPAK),
com papel indicador de anaerobiose, e incubadas em estufa a 35-37°C por 72 horas. Depois
desse tempo, as coldnias secionadas foram incubadas por mais 12 horas, até leve crescimento
e a comprovacdo como presuntiva para C. perfringens, utilizando-se os meios dgar nitrato-
motilidade, dgar lactose-motilidade e meio de leite-ferro e por dltimo incubado por mais 24

horas e feito a leitura.

3.6 — Analise de proteinas pela técnica de Eletroforese SDS-PAGE

As andlises de eletroforese em gel de poliacrilamida, contendo dodecil sulfato de sédio
(SDS-PAGE), em presunto controle e pressurizado tiveram por objetivo estudar o efeito da
aplicacdo de altas pressdes sobre as proteinas miofibrilares de presunto fatiado. Utilizou-se

10g por pacote para cada condicdo de presunto fatiado embalado a vicuo controle e
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pressurizado por um tempo de 15 minutos a diferentes pressdes (0 (controle), 100, 200, 500 e
600 MPa).

Para o presente estudo, foi utilizado o sistema de eletroforese de Biorad e a metodologia de
preparagdo dos géis descrita por Laemmli (1970). Para o gel de corrida, foi utilizada
acrilamida na concentracdo de 12% e para o gel da aplicacdo da amostra, foi utilizada
acrilamida na concentracdo de 4%. A corrida foi realizada durante sete horas sob uma tensao
de 100V. As proteinas dos géis foram coradas com o reagente de cor “coomassie blue R250”,
durante uma noite. Apds este periodo, foram descoradas com uma solu¢do de metanol/acido
acético (40:10:50), durante trés horas. Uma amostra de 10g de cada diferente condi¢do de
pressurizacdo foi homogeneizada em “blender” durante dois minutos, usando 30 ml de uma
solucdo aquosa composta de tampao fosfato 20mM, acrescido de KCl na concentracdo de
0,45M. Apds centrifugacdo durante 20 minutos a uma velocidade de 4000 rpm, 30ul das
amostras, concentradas em tampao de extragdo, foram aplicadas em gel de poliacrilamida

contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE).

3.7- Analise de pH

A fim de se estudar possiveis alteracdes no pH das amostras de presunto controle e
pressurizada, andlises de pH foram realizadas. A massa de presunto controle e pressurizado
foram obtidas conforme descrito nos itens 3.1.1 a 3.1.4.

As condicdes de pressio e tempo de pressurizagdo seguiram o planejamento
experimental descrito nas Tabelas 3.1 e 3.2. Aproximadamente 3g de presunto por saco de
amostra foram utilizadas para cada andlise. Essa quantidade de amostra foi colocada em sacos
estéreis e acrescida de 30 ml de dgua destilada e em seguida o pH foi medido. O pH foi
medido em aparelho de medicdo de pH (marca Tecnopon). A medi¢do do pH foi realizada
desde o dia 0 até o0 45° dia de armazenamento a 4°C.

Em uma nova andlise de pH, foram realizadas andlises de presunto controle e
pressurizado (400 MPa/15 min) por um periodo de 90 dias (0, 15, 30, 45, 60, 75 e 90° dia)

armazenados a 8°C.

3.8 — Analise de atividade de agua

A fim de se estudar possiveis alteracdes no teor de atividade dgua (Ay,) das amostras
de presunto controle e pressurizada durante a vida-de-prateleira, andlises de A, foram
realizadas. A massa de presunto controle e pressurizado foram obtidas conforme descrito nos

itens 3.1.1a 3.1.4.
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As condicdes de pressio e tempo de pressurizacdo seguiram o planejamento
experimental descrito nas Tabelas 3.1 e 3.2. Foram preparadas amostras suficientes para a
realizacdo de andlises durante 45 dias de armazenamento a 4°C. Aproximadamente 10g de
amostra de presunto para cada condi¢do foram utilizadas para cada andlise durante o periodo
de armazenamento. As amostras de presunto foram colocadas em recipiente para leitura de
atividade de dgua. A leitura da atividade de dgua de cada amostra foi realizada em aparelho de
atividade de dgua (marca Novasina e modelo Aw Sprint TH-500). A Figura 3.4 apresenta o

aparelho de atividade de dgua utilizado para a realizacdo destas andlises.

Figura 3.4 - Amostra controle e pressurizada no recipiente (a); Equipamento Higrometro Eletronico
Novasina Aw-Center com amostra dentro da célula.

3.9- Analise de composicao centesimal

A fim de se estudar possiveis alteracdes na composi¢do centesimal das amostras de
presunto controle e pressurizada, andlises de cinzas, extrato etéreo, nitrogénio total e umidade
foram realizadas conforme a AOAC (1990). A massa de presunto controle e pressurizado
foram obtidas conforme descrito nos itens 3.1.1 a 3.1.4.

Para as andlises de composi¢do centesimal, apds a pressurizagdo na condi¢do de
400MPa a 15 minutos a temperatura ambiente, 400g das amostras controle e pressurizada,
embaladas a vicuo e divididas em sacos plésticos estéreis (Nasco WHIL-PACK), foram
enviadas para o Laboratério de Fisico-Quimica, situado na Asa 01, da Embrapa Agroindustria

de Alimentos/ CTAA e armazenadas a 8°C até andlise fisico quimica.

3.9.1. Cinzas
A andlise de cinzas realizada para o presunto suino controle e pressurizado, onde as
mesmas foram feitas com o intuito de avaliar o residuo inorginico presente, apds a queima da

matéria organica, indicando o valor nutricional e seguiu a metodologia da AOAC Official
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Methods 923.03, 2005. Foi realizada a incinera¢do das amostras em mufla a 550°C, passagem

por dessecador e pesagem das diferencas dos pesos, para fornecer a quantidade de cinzas.

3.9.2. Extrato etéreo

A andlise do extrato etéreo foi feita com o intuito de avaliar o teor de lipideos,
indicando o valor nutricional e seguiu a metodologia da AOAC Official Methods 922.06,
2000. Foi realizada a extracdo da gordura com solvente, sua elimina¢do por evaporacio,

quantificacdo pesagem.

3.9.3. Nitrogénio total

A andlise de nitrogénio total foi feita com o intuito de avaliar o teor de nitrogénio da
matéria orginica. Seguiu a metodologia da American Association for Clinical Chemistry -
AACC, 1995, método 46-13. Foram realizadas as etapas de digestio, destilacdo e titulagdo da
amostra, para extrair o nitrogénio e depois foi multiplicado pelo fator de conversdo para

proteinas que € de 6,25.

3.9.4. Umidade

A andlise de umidade foi feita com o intuito de avaliar o teor de umidade do produto
do presunto controle e do pressurizado. Seguiu a metodologia do DGF, 1995, B-1-4
(equivalente ao Método Interncional Padrdo ISSO 665 “Oilseeds — Deterination of Moisture
and Volatile Matter Content”). Foram feitas pesagens sucessivas da amostra antes e apds a
exposicdo em estufa previamente mantida a 103+ 2°C e a determinacdo da umidade foi
concluida quando a diferenca apds operacdes de secagem e pesagem foi igual ou menor que

0,1% do peso da amostra.

3.10 - Analise instrumental de cor

Para esta anélise, utilizou-se o presunto obtido no item 3.1.1 a 3.1.3. O fatiamento foi
realizado no fatiador de frios localizado dentro da cimara de fluxo, com ajuste da espessura
da fatia em 2cm. As fatias foram modeladas em um cilindro de 2 cm de didmetro, obtendo-se
uma amostra com especificagdes de 2 cm de altura e 2 cm de didmetro. Em cada embalagem
estéril, foram colocadas 3 amostras com essas especificacdes que foram seladas a vicuo e
seguiram para a etapa de aplicag@o de altas pressdes.

As pressoes e tempos de pressurizacdo para estas andlises foram realizados conforme o

planejamento experimental demonstrado nas Tabelas 3.3.1 e 3.3.2. Para cada diferente
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condicdo foram preparadas embalagens contendo trés amostras para cada condi¢do. Foram
feitas amostras suficientes para a realizacdo das andlises do dia zero de armazenamento até o
65°dia de armazenamento do produto a 4°C.

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia e estimativa dos efeitos
através do software Statistica 6.0 para as varidveis respostas valor de L* e valor de a*.
Também foi realizada a anélise estatistica de Dunnett que compara a amostra controle com as
demais amostras pressurizadas para verificar se houve diferenca significativa entre as
amostras controle e as pressurizadas. Os fatores foram considerados estatisticamente
significativos quando p< 0,05.

As andlises foram realizadas com amostras com quatro repeticdes e foram realizadas
um total de 12 leituras. A andlise instrumental de cor foi realizada por reflectincia no S & M
Colour Computer modelo SM — 4 — CH da Suga, no sistema de Hunter com abertura de 10mm
de didmetro do laboratério de Anélise Sensorial e Instrumental da Embrapa Agroindustria de
Alimentos. A Figura 3.5 mostra o equipamento utilizado para as andlises de cor de presunto
suino.

Os parametros de cor medidos em relagdo a placa branca (L = 90,21; a = 2,34; b =
1,39) foram:

¢ L =luminosidade (0 = preto e 100 = branco)
e a=(- 80 até zero = verde, do zero ao + 100 = vermelho)

e b =(-100 até zero = azul, do zero ao + 70 = amarelo)

® AE (diferenca total de cor = \ (AL)” + (Aa)” + (Ab)?)
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Figura 3.5 - Equipamento de cor S & M Colour Computer modelo SM — 4 — CH utilizado para as
andlises de L* e a*.

3.11 - Analise de Oxidacao Lipidica

Para as andlises de oxidagao de lipideos, apds a pressurizacdo na condi¢do de 400MPa
por 15 minutos a temperatura ambiente, 1000g das amostras controle e pressurizada,
embaladas a vdcuo e divididas em sacos plésticos estéreis (Nasco WHIL-PACK) de 20 g
cada, foram enviadas para o Laboratério de Andlises Fisico-Quimicas, da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, no Instituto de Tecnologia de Alimentos. As amostras foram

armazenadas a 8°C, e analisadas a cada 15 dias, durante 90 dias de armazenamento.

3.11.1 - Determinacao da oxidacao lipidica pelo teste de TBA

O teste de TBA (4cido 2-tiobarbitudrico) gera informacdes tteis a respeito da oxidagao
de lipidios de produtos cdrneos e pescados. A rancidez ou a oxidacdo de lipidios é a
deterioracdo mais importante que ocorre nesse tipo de produto, definindo a sua vida de
prateleira, na medida em que gera produtos indesejaveis do ponto de vista sensorial e destr6i

vitaminas lipossoldveis e dcidos graxos essenciais. Apesar de suas limitacdes, 0 método mais
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usual na avaliacdo da oxidacdo de lipidios em carnes e produtos carneos € o teste de TBA,
devido a sua simplicidade e rapidez.

Para determinagdo do TBA utilizou-se a metodologia analitica do Ministério da
Agricultura - Métodos Analiticos para Controle dos Produtos de Origem Animal e seus
Ingredientes - Instru¢cdo Normativa, n° 20 de 21/07/1999. Essa metodologia fundamenta-se na
formacao de um composto de coloracdo vermelha resultante da condensacdo de 2 moles de
dcido 2-tiobarbitirico com 1 mol de aldeido maldnico ou de seus tautdmeros (originados na
oxidacdo de lipideos). A Figura 3.6 apresenta a extracdo e leitura em espectrofotdmetro para

as analises de TBA.

Figura 3.6 - Metodologia de TBA: extragdo e leitura em espectrofotdometro.

Para estd andlise, 10g da amostra de presunto suino foi homogeneizada e adicionada
de 50mL de 4gua destilada e posteriormente transferida para um baldo de destilacdo de
250mL com auxilio de bastdo de vidro. Adicionou-se 2,5mL de solucdo de 4cido cloridrico
4N para levar o pH a 1,5. Para evitar a formagao de espuma, foi adicionado um antiespumante
(glicerol) e pérolas de vidro. Feito isto, adicionou-se 2mL de solugdo de sulfonamida e
seguido para a destilacdo fracionada. Foi aquecido em placa aquecedora até se obter S0mL do
destilado ap6s 10 minutos do comeco da ebulicdo. Colocou-se SmL do destilado em tudo de
ensaio e adicionou-se SmL do reativo do tiobarbitirico. O tubo foi entdo tampado, agitado e
colocado em banho-maria por aproximadamente 35 minutos. Em seguida, esfriou-se em dgua
corrente por 10 minutos e foi levado para leitura em espectrofotdometro a 538nm comparando-

se os resultados obtidos com a curva padrio.
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O teste de TBA quantifica o malonaldeido (MDA), um dos principais produtos de
decomposicdo dos hidroper6xidos de 4cidos graxos poliinsaturados, formado durante o
processo oxidativo — o MDA ¢é um dialdeido de trés carbonos, com grupos carbonilas nos
carbonos C-1 e C-3. A reacdo envolve o dcido 2-tiobarbitirico com o malonaldeido,
produzindo um composto de cor vermelha, medido espectrofotometricamente a 532 nm de
comprimento de onda. A formagdo do composto TBA-MDA, na propor¢do de 2:1, é
possivelmente iniciada pelo ataque nucleofilico, envolvendo o carbono 5 do TBA e o carbono
1 do MDA, seguido de desidratacdo e reacdo similar subseqiiente do composto intermediario
com uma segunda molécula de TBA, na propor¢éo de 1:1. A quantificagdo de malonaldeido é
feita a partir de curvas de calibracdo construidas com concentracdes conhecidas de
malonaldeido. Os padrdes mais freqlientemente utilizados sdo 1,1,3,3 —tetrametoxipropano
(TMP) e 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP) que, nas condi¢des acidas do teste, sofrem hidrélise,
resultando na liberagdo do malonaldeido. Os resultados sdo expressos em unidade de
absorbancia por unidade de massa de amostra ou em “valor de TBA” ou “nimero de TBA”,

definidos como a massa, em mg, de malonaldeido por kg de amostra.

3.11.2 - Determinacio do Indice de Peréxidos

Devido a sua agdo fortemente oxidante, os perdxidos organicos formados no inicio da
rancificacdo atuam sobre o iodeto de potdssio liberando iodo, que € titulado com tiossulfato
de so6dio em presenga de amido como indicador. Ele indica o grau de oxidagdo da amostra. A
quantidade de per6xido ndo constitui um indice infalivel das caracteristicas de conservacao,
porém indica até que ponto a oxidacdo progrediu.

A metodologia utilizada foi do Instituto Adolfo Lutz, onde em um erlenmeyer de
250mL com tampa esmerilhada, foi colocado 05 g da amostra triturada e foi adicionado
mistura de dcido acético + cloroférmio (3+2), agitando-se até dissolver por completo. Filtrou-
se imediatamente o contetido em papel de filtro. Realizou-se a refiltragdo em papel de filtro
com pequena quantidade de sulfato de sdédio anidro, utilizando 10 mL de cloroférmio para
lavar o recipiente. Transferiu-se, volumetricamente, 25 mL de filtrado obtido para erlenmeyer
de 250mL, adicionou-se 37 mL de acido acético e ImL de solucdo saturada de iodeto de
potdssio. Apds um minuto sob agitacdo no escuro, acrescentou-se 30mL de 4gua. Foi
realizada titulagdo com solucg@o de tiossulfato de s6dio 0,01N, usando solucio de amido a 1%

como indicador. A Figura 3.7 mostra as amostras de presunto trituradas e a titulagéo.
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Controle Pressurizado

Figura 3.7 - Amostras de presunto de controle e pressurizada para oxidacdo de lipideos

3.12 - Analise Sensorial
3.12.1 - Teste de Preferéncia, Intencio de Compra e Analise Descritiva
Quantitativa - ADQ.

- Teste de Preferéncia e Intencdo de Compra

Para a andlise de preferéncia e intengao de compra foram utilizadas sete amostras de
presunto, sendo cinco marcas comerciais, uma amostra controle € uma amostra pressurizada
(400 MPa por 15 minutos). A obtencdo das amostras controle e pressurizada seguiu os itens
3.1.1a3.1.3.

Foram utilizadas diferentes amostras de presunto comerciais para comparar 0 novo
produto em estudo (presunto pressurizado) com presuntos comerciais disponiveis no mercado.
Foram utilizadas diferentes marcas para se verificar se havia diferenca ou ndo entre as
amostras pressurizadas e as comerciais. Setenta consumidores avaliaram as amostras quanto a
preferéncia. Neste teste, foram utilizadas cinco marcas comerciais de presunto, a amostra
processada e mais a amostra processada pressurizada.

As amostras foram apresentadas de forma monddica para os consumidores em pratos
descartaveis brancos, codificados com ndmeros de trés algarismos e servidas a temperatura
ambiente em cabines individuais do Laboratério de Andlise Sensorial e Instrumental da
Embrapa Agroindustria de Alimentos — RJ. A ordem de apresentacdo das amostras seguiu o
delineamento de blocos completos balanceados (MacFie et al. 1989). A Figura 3.8 mostra os

consumidores nas cabines no teste de preferéncia de presunto realizado.
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As amostras foram avaliadas utilizando escala hedonica ndo estruturada de nove
pontos. A intencdo de compra foi investigada empregando escala ndo estruturada de sete
pontos. Os dados obtidos quanto a preferéncia, foram submetidos a Andlise de Variancia
(ANOVA) com testes de médias de Tukey, andlise de distribuicdo de freqiiéncias médias e
também através do Mapa Interno da Preferéncia e “Cluster Analysis”. Para a intencdo de

compra, os dados foram analisados através da ANOVA e distribui¢do de freqiiéncia.

Figura 3.8 - Consumidores ndo treinados recebendo amostras de presunto.

- Analise Descritiva Quantitativa - ADQ

A ADQ envolve uma série de etapas, dentre elas a pré-selecdo de provadores. Para dar
inicio a pré-selecdo de provadores, foi necessario identificar as amostras que comporiam 0s
testes. Foram utilizadas amostras de presunto controle e pressurizadas obtidas nos itens 3.1.1
a 3.1.3. Além destas, foram utilizadas mais cinco amostras comerciais obtidas em
supermercados da regido da cidade do Rio de Janeiro. Os testes sensoriais foram realizados
toda a semana e para os mesmos foi processado o presunto seguido da pressurizacdo
semanalmente. Pecas de presunto inteiras de diferentes marcas comerciais também foram

compradas semanalmente.
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A etapa de selecdo de provadores e levantamento dos atributos sensoriais teve duracio
de aproximadamente 2 meses € meio e os testes foram realizados semanalmente.

Sete individuos previamente selecionados para gosto salgado e textura integraram a
equipe de provadores. O levantamento dos termos descritivos foi realizado a partir de
amostras comerciais e experimentais de presunto (controle e pressurizada). A diversidade das
amostras oferecidas aos provadores teve como objetivo facilitar o levantamento dos atributos
sensoriais.

Posteriormente a etapa de levantamento dos atributos, a equipe reuniu-se em varias
sessoes para estabelecer, por consenso, as defini¢des e referéncias, para a posterior elaboracdo
da ficha de avaliacio.

Ap6s a identificagdo dos atributos e definicdo das referéncias, o treinamento dos
termos descritivos foi realizado utilizando os pontos ancora; “fraco” ou “forte” para cada
atributo avaliado.

Antes da realizacdo da ADQ, a performance da equipe de provadores foi avaliada,
verificando a discriminacdo entre as amostras, repetibilidade e concordincia entre os
membros (Damadsio e Costell, 1991). Para isto, foi realizada a andlise de varidncia (ANOVA)
com duas causas de variacdo (amostra e repeticdo) para cada atributo e provador, sendo
selecionados os provadores com valores de Fimosira significativo para p< 0,30 € Frepeiicio para
p>0,05 (ndo significativos). Os provadores selecionados participaram a ADQ. Na ADQ foram
utilizadas cinco marcas diferentes de presunto, disponiveis no mercado, bem como as
amostras de presunto controle e pressurizada (400 MPa por 15 minutos). A Figura 3.9

apresenta os provadores treinados recebendo as diferentes amostras de presunto para andlise.

Figura 3.9 - Provadores treinados recebendo amostras de presunto.
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As amostras foram avaliadas no Laboratério de Andlise Sensorial da Embrapa
Agroindistria de Alimentos — RJ, em cabines individuais, codificadas com niimeros de trés
algarismos, de forma mondidica, com trés repeticdes, seguindo delineamento de blocos
completos balanceados (MacFie et al., 1989).

Todas as amostras foram apresentadas em pratos plasticos descartaveis brancos. Para
avaliagdo da aparéncia, as amostras foram apresentadas a temperatura ambiente e sob luz
branca. Os demais atributos foram avaliados sob luz vermelha.

Os dados obtidos foram avaliados através da analise de variancia (ANOVA), teste de
médias e Andlise de Componentes Principais (ACP), utilizando o programa estatistico

XLSTAT-MX (2007).
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CAPITULO IV - RESULTADOS E DISCUSSOES

z

Este capitulo € apresentado na forma de artigos que tratam de diversos aspectos
investigados.
4.1. Estudos preliminares;
4.2. 1° Artigo:
Modeling the growth of lactic acid bacteria in sliced ham processed by high

hydrostatic pressure

4.3. 2° Artigo:

Efeito da temperatura sobre os parametros de crescimento de bactérias lacticas em

presunto fatiado tratado por alta pressiao hidrostatica

4.4. 3° Artigo:

Efeito da Alta Pressao Hidrostatica (APH) sobre as propriedades fisicas, quimicas e

microbiolégicas de presunto pressurizado

4.5. 4° Artigo:

Caracteristicas sensoriais e preferéncia do consumidor de presunto processado por alta

pressao hidrostatica

4.6. 5° Artigo:
Preferéncia e intencao de compra de presunto tratado por alta pressao hidrostatica
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4.1- Estudos preliminares

Resumo:

Com o intuito de se verificar a eficacia do processo de APH utilizando o equipamento
Stanted Fluid Power (S-FL-850-9-W), sobre os principais microrganismos deteriorantes de
presunto suino, fez um ensaio preliminar na condi¢do de 600 MPa por 5 minutos a 30°C em
presunto suino fatiado e embalado a vicuo. Foram realizadas andlises para verificacdo do
crescimento de bactérias 4cido licticas de microrganismos psicrotréficos nas amostras
controle e pressurizadas armazenadas a 5°C por um periodo de 120 dias.

O presunto cozido é um produto carneo ndo fermentado. A atividade de agua, pH e a
alta concentracdo de sal caracteristica deste produto implicam em uma deterioracio causada
principalmente por microrganismos Gram positivos, especialmente as bactérias 4dcido l4cticas.
O empacotamento a vicuo dos presuntos propicia um ambiente microaerdfilo na superficie do
produto. Esta condicdo torna-se ideal para o crescimento das bactérias 4cido lacticas e
conseqiiente deteriora¢do do produto. Na presente pesquisa, realizada com presuntos fatiados
empacotados a vacuo, pressurizados, as bactérias 4cido lécticas constituiram a flora
predominante em todas as amostras analisadas durante o periodo de armazenamento. Também
foram realizadas andlises de contagem total de mes6filos nesse produto e, para esta anélise, 0s
microrganismos aerdbios totais alcancaram o final da vida de prateleira com 32 dias de

armazenamento a 5°C.
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4.1.1 — Resultados e Discussdes

Na Figura 4.1.1 sdo apresentadas as curvas de crescimento de bactérias dcido licticas e
de microrganismos aerdbios totais, em presunto controle durante o acompanhamento da vida
de prateleira a 5°C, durante 32 dias. As curvas foram ajustadas ao Modelo de Gompertz

Modificado e Logistico através do software Statistica 6.0.

As amostras controle atingiram o final da vida de prateleira no 32° dia de
armazenamento do produto a 5°C, quando foi observado um aumento significativo na
contagem microbiana de bactérias 4dcido l4cticas e de microrganismos aerdbios totais (7 ciclos
logaritmicos). O presunto pressurizado armazenado nas mesmas condi¢des ndo apresentou
crescimento microbiano por 120 dias. Apds esse periodo, ndo foi mais possivel a realizacdo

de andlises microbioldgicas por terem acabado as amostras de presunto pressurizado.

Os modelos de Gompertz Modificado e Logistico foram ajustados as curvas de
crescimento de bactérias dcido lacticas e de microrganismos aerdbios totais. A tabela 4.1.1
apresenta os indices estatisticos para a comparacdo destes modelos, para os experimentos ja
finalizados. A andlise dos indices matemadticos mostra que o modelo de Gompertz Modificado

foi o que proporcionou melhores resultados de predicdo do crescimento microbiano.

Tabela 4.1.1 - Valores dos indices matemadticos e estatisticos para o modelo de Gompertz Modificado
e Logistico ajustado as curvas de crescimento microbiano para a temperatura de armazenamento de
5°C.

Modelo de Gompertz modificado Modelo Logistico

Meios . MSE F. bias F. exatiddo . MSE F. bias F. exatiddo

MRS  0,9994 0,00658  0,9992  1,03804 0,998 0,0180 1,0099 1,02917
PCA 09975 0,03144  1,0074 1,06681  0,9938 0,0795 1,0164 1,11683

*MSE: erro médio quadratico.

Os fatores bias e de exatiddo fornecem uma indicagdo objetiva do ajuste do modelo e
sdo considerados ferramentas importantes na determinacdo da performance de modelos
preditivos (Dagaard et al., 1998; Neumeyer, Ross, Thomson, Mcmeekin, 1997; Ross, 1996;
Giffel e Zwietering, 1999). O fator Bias deve estar préximo a 1. Na presente pesquisa, pode-

se verificar que para todos os ensaios os valores de bias, encontram-se préximos de 1.

Teoricamente, os valores do fator de exatidiao ddo uma estimativa da média dos
valores da média e por se tratar de valores absolutos serdo sempre maiores que 1. Quanto

maior o seu valor, menor a exatidao da estimativa da média.
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Figura 4.1.1 — Ajuste do Modelo de Gompertz modificado as contagens microbianas de bactérias

dcido lacticas e de microrganismos aerdbios totais em amostras de presunto controle, armazenado a
5°C.

Os parametros microbioldgicos de crescimento A — aumento logaritmico da
populacdo, para microrganismos aerébios totais e bactérias acido lacticas encontrados foram:
7,75 e 7,82, respectivamente. Entretanto, as andlises foram realizadas até a contagem atingir
10" UFC/g e ndo até a fase estaciondria. O parimetro | — velocidade especifica maxima de
crescimento [dias™], encontrado para contagem total e bactérias dcido l4cticas encontrados
foram 0,314 e 0,30, respectivamente, mostrando claramente a forte predominincia das

bactérias acido lacticas.

Pelo ajuste do Modelo de Gompertz Modificado, verificou-se também que as amostras
de presunto controle, armazenadas a 5°C, apresentaram uma fase lag (A) de aproximadamente
10 dias em relacdo ao crescimento de microrganismos aerdbios e de bactérias dcido l4cticas.
Em relacdo ao presunto pressurizado a 600 MPa por 5 minutos a 30°C, o mesmo foi
armazenado a 5°C por 120 dias, e durante este periodo, 0 mesmo nio apresentou crescimento
de microrganismos aerébios totais e de bactérias dcido lacticas. Apds este periodo, nao foi
possivel a realizacdo de mais andlises pois as amostras de presunto pressurizado haviam

terminado.

A sensibilidade a pressdo de microrganismos psicrotréficos foi relatada por outros
autores. Garriga et al. (2004), em estudo realizado com presunto cozido, avaliaram o
comportamento de esporos e de microrganismos patogénicos com tratamento a alta pressdo a
600 MPa, por 6 minutos, a 31°C e avaliaram o comportamento durante o armazenamento a

4°C, por 120 dias (tempo em que o presunto pressurizado chegou ao final da sua vida de
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prateleira, devido ao crescimento de bactérias dcido lacticas (107 UFC/g). Ao final do estudo,
os autores verificaram também, que o tratamento aplicado foi um eficiente método para
prevenir o crescimento de leveduras e de enterobacteriais e atrasou significativamente o
crescimento de bactérias dcido ldticas nos produtos analisados. Os autores constataram que as
bactérias acido lacticas foram a flora predominante em presunto cozido. Essas bactérias
cresceram rapidamente até 10’ UFC/g em todas as amostras ndo pressurizadas, aos 30 dias,
enquanto que amostras tratadas a alta pressdo mostraram um atraso significativo no

crescimento destas bactérias (120 dias).

O uso da tecnologia de alta pressdo hidrostitica aumentou a vida de prateleira do
presunto fatiado embalado a vacuo. Isto foi possivel porque este tratamento provoca uma
deconformacdo nas proteinas que compdem a parede celular das bactérias deteriorantes,

evitando o seu crescimento no produto (Smelt, 1998).

Os resultados encontrados na presente pesquisa estdo de acordo com as pesquisas
realizadas por Carpi et al. (1999), que relataram um aumento na vida de prateleira em até 75
dias de presunto cozido fatiado tratado a 600 MPa, por 5 minutos, e armazenado a 4°C. Os
resultados atingidos por Lopez-Caballeno et al. (1998) com o mesmo tipo de produto, mas
tratado a pressdes menores (200 MPA ou 400 MPa), ndo atingiram o mesmo grau de
inativag@o e a vida de prateleira maxima obtida a 3°C foi de 21 dias, para presunto cozido
fatiado e tratado a alta pressdo (400 MPa, por 20 minutos). Esses resultados estdo de acordo
com o fato de que a vida de prateleira estd, geralmente, relacionada ao nivel de pressdo

aplicado.

Nas Figuras 4.1.2 e 4.1.3 s@o apresentadas fotografias de amostras de presunto
controle e pressurizado. Os resultados obtidos mostraram uma diferenga de colorag@do entre as
amostras de presunto tratado por APH e controle. Verificou-se que, nas amostras controle, no
32° dia de vida de prateleira, comecaram a apresentar pontos de esverdeamento, enquanto que
as amostras pressurizadas continuavam com a sua aparéncia normal. No 52° dia de vida de
prateleira, o esverdeamento das amostras ndo pressurizadas tornava-se cada vez mais evidente
e intenso, enquanto que as amostras pressurizadas continuaram com boa aparéncia, sem

esverdeamento, sem limosidade e sem liquido exsudado.
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Figura 4.1.2 - Comparagdo de amostras de presunto pressurizado (a) e controle (b), no 31° dia de
armazenamento a 5°C.

Ve —

Figura 4.1.3 - Amostra de presunto pressurizado, no 120°dia de armazenamento a 5°C.

Virios pesquisadores (Vermeiren et al., 2004), trabalhando com presunto fatiado
empacotado a vécuo, constataram que o esverdeamento desses produtos foi devido ao
desenvolvimento de bactérias dcido lacticas. A combinacdo de condi¢des de microaerofilia, a
presenca de sais de cura e nitrito e a atividade de dgua baixa, resultado da adi¢@o de cloreto
de sédio e de outros umectantes favorecem o crescimento destas bactérias. Estes autores
relataram ainda que a atividade metabdlica das bactérias dcido lacticas resulta da deterioracdo
por produgdo de sabores estranhos, liquido exsudado e freqiientemente viscoso, inchago dos
pacotes devido a producdo de gds e esverdeamento. Segundo Cayre et al. (1999) e Samelis et
al. (2000), a utilizacdo de embalagens a vdcuo em produtos cdrneos, fornece condic¢des
favoraveis para o desenvolvimento de bactérias dcido lacticas psicrotréficas, ja que podem

crescer em atmosferas microaerofilicas e anaerdbicas.

Cheftel e Curioli (1997) sugeriram que os presuntos cozidos sdo produtos susceptiveis

ao tratamento por APH porque a cor vermelha ndo ¢ afetada pelo tratamento de alta pressao.
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4. — Modeling the growth of lactic acid bacteria in sliced ham processed by high
hydrostatic pressure

Apresentagdo:

Diante dos resultados obtidos no estudo preliminar onde nao houve crescimento de
microrganismos nas amostras pressurizadas, fez-se um planejamento experimental 22 com
triplicata no ponto central, para a obtencdo da melhor condicdo de pressdo e de tempo de
pressurizagdo para o crescimento de bactérias dcido lacticas em presunto suino e, entdo,
modelagem através da utilizacdo de modelos preditivos primarios as curvas de crescimento de
bactérias acido lacticas. Este trabalho ji foi concluido e publicado na revista internacional
Food Science and Technology.

Além dos resultados apresentados no presente artigo, foram realizadas contagens do
ndmero inicial de microrganismos para cada condicdo experimental de pressdo e de tempo de

pressurizagdo aplicado. Estes resultados sdo apresentados na Tabela 4.2.1.

Tabela 4.2.1. Valores de No para cada condicdo experimental de pressdo e tempo de pressurizagcdo
aplicado.

Condig¢des experimentais Valores de No
200 MPa/05 min 5,7E+01
200 MPa/15 min 1,0E+01
400 MPa/05 min 1,0E+01
400 MPa/15 min 1,0E+01
300 MPa/10 min 1,0E+01
300 MPa/10 min 1,0E+01
300 MPa/10 min 1,2E+02
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The main responsible for the spoilage of cooked cured meat products stored under refrigerated and
anaerobic conditions are lactic acid bacteria The application of high hydrostatic pressure (HHP ) reduces
the lactic acid hacterial growth extending the product shelf-life and preserving natural taste, texture,
color and vitamin content. This work studied the influence of pressure level and holding time on the
lactic acid bacterial growth in vacuum-packaged sliced ham, Modified Gompertz and Logistic models
were used to fit experimental data obtained from post-treatment microbial counts carried out along the
product storage. Samples of sliced vacuum-packaged ham treated by HHP and control samples (non-
treated) were stored at 8°C until the microorganism population reached lﬁ?CFU.'g. An experimental

Keywords:
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High hydrostatic pressure

Ham
Predictive microbiology planning 22 with triplicate at the central point was designed to determine the influence of pressure level
Shell-life (200, 300, and 400 MPa) and holding time (5, 10, and 15 min) on the product shelf-life. The results have

shown that the pressure intensity and the holding time significantly influenced microbial population
owver the product storage. Shelf-life of ham treated at 400 MPa for 15 min was extended from 19 (control

samples) to 85 days.

@ 2008 Published by Elsevier Ltd on behalf of Swiss Society of Food Science and Technology.

1. Introduction

The increasing demand for processed products that preserve
original sensory and nutritional characteristics has been respon-
sible for the increasing number of researches on alternative
technologies. Ohmic heating, processing by electromagnetic fields,
ultrasound technology, ionizing radiation, sterilization by
membrane and, especially, high hydrostatic pressure processing are
among these technologies and have been highlighted in many
works (Butz & Tauscher, 2002; Rosenthal & Silva, 1997; Sangronis
et al.,1997)

High hydrostatic pressure (HHP) processing is a very promising
preservation technology for sliced cured meat products (Hugas,
1998; Rubio, Martinez, Garda-Cachdn, Rovira, & Jaime, 2007), since
it can be applied to vacuum-packaged food, avoiding product
recontamination. Ham, for instance, is a high added value product
that could be processed by this technology. Despite the high market
value, ham shelf-life is very short and, therefore, it is of great

* Corresponding author, Tel: +55 48 3721 9448,
E-mail address: adrianaslongo@yahoocombr (AP Slongo).

academic and industrial interest to know how it can be extended by
HHP.

Predictive microbiology has been extensively used to model
bacterial growth as a function of environmental factors such as
temperature, pH and a,, (Cayre, Garro, & Vignolo, 2005; Mcdveekin,
et al, 1987) and also can be employed to predict product shelf-life
(Cayre et al., 2005). Sigmoidal equations, such as Logistic and
modified Gompertz models, have been widely applied to describe
the growth of lactic acid bacteria (Chowdhury, Chalraborty, &
Chaudhuri, 2007; Mataragas, Drosinos, Vaidanis, & Metaxopoulos,
2006).

Lactic acid bacteria (LAB) are naturally found in many vacuum-
packaged meat products stored under refrigeration, eg. ham,
provoking spoilage and diminishing shelf-life. Low oxygen
concentration, high water activity (normally between 0.96 and
0.98) and pH around 6.0 are some of the characteristics that favors
the lactic acid bacterial growth {Cayre et al., 2005; Cayre, Vignolo, &
Garro, 2003; Mataragas et al,, 2006).

The use of predictive microbiology to model microbial growth
along storage of ham processed by high hydrostatic pressure plays
an important role to access the effects of this technology on the
product shelf-life. However few studies using predictive models for

0023-6438/834.00 © 2008 Published by Elsevier Lod on behall of Swiss Sodety of Food Science and Technology.

doi: 101016/ wL2008.06.010
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this purpose have been carried out. Thus, the aim of this work was
to investigate the influence of pressure level and holding time on
the shelf-life of vacuum-packaged sliced ham treated by high
hydrostatic pressure, using predictive microbiology. Modified
Gompertz and Logistic models were used to fit data of lactic add
bacterial growth along obtained from counts carried out the storage
of treated and non-treated (control) ham, providing the time
elapsed to reach 107 CFUfg (shelf-life criterion), the maximum
growth specific rate and the lag phase extension.

2. Material and methods
2.1. Cooked ham

Ingredients (g): pork ham 2000, water 400, salt 20, carraghe nate
2.0, sodium nitrite 0.30 and spice 0.30. Meat was triturated and
injected with brine containing all the ingredients. Hams were
molded, pressed and cooked in steam {atmospheric pressure) until
the internal temperature reached G68°C determined with
a temperature sensor inserted in the product center (CTF 9008,
ELLAB A S, Denmark). After cooking, the product was kept inan ice
bath for 40 min followed by more 40 min in a freezer at ~18°C.
Afterwards, the product was stored at 4°C for 24 h in a refrigerator
and, then, sliced in 0.5 mm thick slices {CFI2000, Skymsen, Brazil)
and vacuum-packaged in plastic pressure resistant bags containing
15 g each {about 2 slices). The plastic bags were composed by poly-
ethylene-co-vinyl alcohol (EVOH) and polyethylene, and the oxygen
permeability was 2 cm’fm” 24 hlatm and the water permeability
was <7 g/24 hm?.

2.2, Experimental design

An experimental design was planned using the treatment
pressure and holding time as variables. The pressure range
varied from 200 to 400MPa and the holding time from 5 to
15 min.

The design consisted of seven trials 200 MPaf05 min; 200 MPaf
15 min; 400 MPaf05 min; 400 MPa/15 min and three replications
at the central point (300 MPaf10 min). Ham shelf-life, lag phase
extension and maximum specific growth rate were the searched
responses. For all the experiments, the pressurization temperature
was 27 £ 5°C.

2.3. High hydrostatic pressure (HHP) treatment

The samples of vacuum-packaged sliced ham were treated by
high hydrostatic pressure (HHP) in the 500 ml and 7 mm diameter
chamber of the equipment Stanted Fluid Power (S-FL-850-9-W,
England). The device was able to operate under pressures ranging
from 100 to 450 MPaand temperatures ranging from 0to 80 °C. The
pressurization fluid used in this work was ethanol agueous solution
(0.70 LiL). Pressure was increased at 7MPas~! and the decom-
pression time was 30s The temperature of the pressurization
medium increased by 5°C while pressurizing, returning to the
initial temperature after 3.5 min. The treated samples were stored
together with the non-treated samples (control) at 8 °C, until the
end-point defined as product shelf-life (107 CFUfg). Lactic add
bacteria (LAB) counts were carried out in duplicate at given times
during storage.

24, Microbiological analyses of ham

Ten grams of each sample were taken and placed in sterile
plastic bags with 90ml of NaCl solution {0.85 g{100 ml). After
2min in a stomacher blender [Nova Eli-:.a, 1301, Sio Paulo,
Brazil), appropriate decimal dilutions were pour-plated (1 ml) on

De Man, Rogosa, Sharp (MRS) Agar medium (Biolife, Milano,
Italy) for lactic acid bacteria and incubated at 30°C for 3-5 days.
The results were expressed as log (NfNg), where N is the LAB
concentration at time t (CFUfg) and Ny is the LAB concentration
at time zero (CFU/fg).

2.5. Predictive mode! evaluation

The growth curve of LAB, log (NfNp) = time, for each HHP
treatment, was fitted by the modified Gompertz and Logistic
maodels, by nonlinear regression, using Matlab™ software (Math
Works, Natick, MA, USA). The modified Gompertz model (Gibson,
Bratchell, & Roberts, 1987) is given by Eq. (1),

Iag(%) —Axexp{—exp[ﬂﬁﬁ(i—r)+l” (1)

where i is the lag phase extension (days); u is the exponential
microbial growth rate {days'lj: A the logarithmic increase of
population and t is the storage time.

The Logistic Model is presented by Eq. (2),

N A
'“g(ﬁ) T TrepD B0y @

where D is a dimensionless parameter; and B is the specific
growth rate at the half-time value of the exponential phase
{cl.ly'lj and A is the logarithmic increase of microbial population
(Gallo, Pilosof, & Jagus, 2007; Giannuzzi, Pinotti, & Zaritzky,
1998). From these parameters, u and A were derived as given by
Eqs. 3 and 4.

AxB
PR @
s -2

The predictive models used in this work are based on the post-
treatment growth of LAB over storage at 8 °C.

2.6. Statistical analyses

The following statistical indicators were used to compare the
performance of the models: mean square error (MSE), correlation
coefficients (r2), bias factor (BF) and accuracy factor (AF). The lower
the MSE value (Eq. (5)) the better is the goodness-of-fit of each
maodel

2
wse - ZO_P? ©
0 represents the observed value, P the predicted value and i is the
degree of freedom (number of experimental points - number of
maodel parameters).

The bias factor (BF) is an index of the model performance
calculated by BF =exp| > ((In{P/0))n)]. A bias factor greater than
1.0 indicates that the predicted value is greater than the
observed value. Conversely, a bias factor less than 1.0 indicates
that the predicted value is lower than the observed wvalue.
Perfect agreement between predictions and observations leads
to a bias factor of 1.0.

The accuracy factor is the sum of the absolute differences
between predictions and observations, it measures the overall
model error and is calculated by AF = exp| ¥((In P — In 0)3/n)").
The higher this value, the lower the accuracy of the average
estimation.
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Table 1

Statistical indexes obtained from At Modified Gompertz (MG} and Logistic (LM} models to growth curves of lactic baceria in pressurized and non-pressurized (control ) sliced

vacuum-packaged ham stored at 8 °C

Trails Modified Gompertz model Logistic model
i MSE Bias factor Aceuracy lactor e MSE Bias lactor Accuracy factor

1 099 0.004 0839 1.200 0998 0or 1.055 1130
2 0987 0159 10349 1.282 0986 0.170 1.025 L18%
3 09498 0057 0965 L081 0997 0107 0a74 1079
4 0997 0043 LOED 1L.205 0982 ooz 1085 1160
5 0991 014 0985 L1123 0994 0079 1017 1155
@ 0992 0126 0969 L1124 0994 009z 1.007 L105
7 0.99G 0.062 0969 1129 0992 0121 0969 1159
Control 1000 0.0m L118 1254 09949 00049 1191 1373

3. Results and discussion

Statistical indexes obtained for each trial are presented in
Table 1. Both models were able to describe microbial growth in
ham, but Gompertz model presented a slightly superior perfor-
mance. Therefore, microbial growth parameters (Table 2) and
product shelf-life were calculated using MG model. Levels of
107 CFUfg have been pointed by some authors as the safety limit
for cooked meat products (Ruiz-Capillas, Carballo, & Colmenero,
2007).

Fig. 1 shows the curves of lactic acid bacterial growth in treated
and non-treated (control) samples. The lag phase extension is very
important to the product commercialization. As can be seen, it
varied from 11 {control samples) to 55 days (samples treated at
400 MPa for 15 min). Fig. 1 and Table 2 show that the shelf-life of
the control sample was limited to 19 days, at 8 °C, due to microbial
growth., The shelf-life of samples treated by the most severe
conditions (400 MPa/15 min) increased up to 85 days. Even the less
severe conditions {200 MPa for 5min), was responsible for the
extended lag phase and product shelf-life up to 13 and about 47
days, respectively. Thus, the application of HHP to the vacuum-
packaged sliced ham significantly increased shelf-life. Although itis
well known that some strains of lactic acid bacteria are responsible
for slime in vacuum-packaged ham (Cayre et al, 2003, 2005; Kot-
zekidou & Bloukas, 1996), in this work, this kind of alteration was
observed only in control samples.

Although the increased lethality of the treatments carried out at
higher pressures may also have resulted from higher temperatures
this study did not aim to access the role of each variable of the HHP
processing but to demonstrate that the product shelf-life can be
extended.

Ruiz-Capillas et al (2007) treated the HHP processing of
400MPa for 10min to a vacuum-packaged sliced ham. They
obtained shelf-lives of 77 and 28 days, for products stored at 2 and
12 °C, respectively. As expected, the product storage temperature

Table 2

Microhial growth parameters (@ and 4] and produc shelf-life () obtained by fitting
Modified Gompertz model 1o LAB growth curves of sliced vacuum-packaged ham
treated by HHF and non-treated samples {control}, stored at 8§ <C

Trails Factors Responses
Pressure time ™ [day] & [Day1] A [Day]

1 200 05 47 0.24 13
2 200 15 45 021 14
3 400 03 80 013 30
4 400 15 85 021 55
5 300 10 61 021 30
L4 300 10 a3 019 2
7 300 10 58 021 26
Control - - 19 LO0 1]

@y —time to reach 107 CRUfe - end of product shelf-life.

was a very important parameter to determine the product shelf-
life. Statistical analysis were performed on data presented inTable 2
using the software Statistical 6.0. The statistical parameter p value
(p = 0.05) was used to determine the significance of pressure and
holding time on the product shelf-life and on the growth param-
eters (u and 4). The results are reported in Table 3.

Even the less severe conditions revealed to diminish microbial
growth beable to products treated under 200 MPa for 5 minhad then
lag phase and shelf-life extended to 13 and about 47 days, respec-
tively. Slongo et al. (2007a) noticed that the sensory characteristics
of pressurized sliced ham were similar to the non-pressurized.

The effects of pressure, holding time and the interaction
between them were significant for the lag phase extension {4). The
more influent factor was the pressure intensity: by increasing
pressure from 200 to 400 MPa, the lag phase length increased
almost 30%.

Different holding times did not cause significant differences on
the u value. The pressure intensity and the interaction between
pressure and holding time were significant. The increase of pres-
sure and holding time was responsible for the reduced y values.

The results showed that the pressure intensity was the most
significant factor affecting the shelf-life extension and the growth
parameters of LAB in vacuum-packaged sliced ham processed by
HHF technology. Garriga, Grebol, Aymerich, Monfort, and Hugas
(2004) also observed an important microbial inactivation after
treating vacuum-packaged sliced ham by HHP technology. They
concluded that this process could also contribute for preserving the
product sensory characteristics. Besides, the results of preference
tests revealed that the pressurized sliced hams performed very well
among consumers (Slongo et al., 2007b).

log (NIN,))
Ao [%,] [=>]

(=

0 20 40 G0 80 100
time (day)

Fig. 1. LAB growth curves in slioed vacuum-packaged ham submitted to different HPP

treatments ("- contral; W - 200MPaj05 min; O - 200 MPa/15 min: o - 300MPa/

10 min; & - 300MPa/10 min; - 300 MPa/10 min; #« - 400 MPaj05 min; & - 400MPaj
15 min) and stored at & °C Data were [ed by Modified Gompertz model {MG).
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Table 3
Influence of pressure (F) and holding time (PT} on product shell-life and on the
growth parameters (g and 1) of LAB growth in vacuum-packaged sliced ham, stored
atg=C

Cayre, M. E., Garro, O, % Vignolo, G. (2005}, Effect of storage temperature and gas
permeability of packaging flm on the growth of lactic acid bacteria and
Brochothrix thermosphacta in cooked meal emulsions. Food Microbiology, 226),
505-512.

Cayre, M. E, Vignolo, G., & Garro, 0. (2003 . Modelling lactic acid bacteria growth in
vacuum-packaged cooked meat emuwsions stored al three temperatures. Food

Faclors Res ponses

4 (day) L' day) p=(dias™}

Effect p Value Effect P Value Effect P Value
P 295 00047 366 0.0067 0.055 0013
T 132 00426 135 0697 0025 0096
P PT 121 00530 305 0613 a5 o3

3 time to LAB count reach 107 CFUJg in vacuum-sliced packaged ham,

4, Conclusions

The application of HHP technology to vacuum-packaged sliced
ham increased the product shelf-life based on LAB population.

Both Gompertz and Logistic models were able w describe
microbial growth in ham, but Gompertz model revealed a slightly
superior performance. Through this model, shelf-lives of products
treated by different pressures and holding times could be accessed.

The pressure intensity was the most significant factor
influencing ham shelf-life and the growth parameters of LAB in
vacuum-packaged sliced ham treated by HHP technology. The most
severe treatment used in this study (400 MPa for 15 min) increased
the product shelf-life from 19 days (non-pressurized sample) to
almaost 85 days. This result clearly showed that HHP is a very useful
technology to extend the shelf-life of vacuum-packaged sliced ham.

Further studies are necessary to access the influence of high
pressure on physical (texture, color) and chemical {moisture, pH,
lipid oxidation, ay,) properties of pressurized ham.
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4.3 — Efeito da temperatura sobre os parametros de crescimento de bactérias
lacticas em presunto tratado por alta pressdo hidrostdtica

Apresentacio:

Como visto no experimento anterior, o produto tratado por APH teve a sua vida de
prateleira prolongada quando comparada com a amostra controle quando armazenado na
temperatura de 8°C. Sabe-se que a temperatura de armazenamento de produtos cdrneos,
especialmente presunto, é de grande importancia para o prolongamento da sua vida de
prateleira e afeta os parimetros de crescimentos dos microrganismos. Diante disso, foi
realizada uma pesquisa variando-se a temperatura de armazenamento do presunto controle e
pressurizado obtido na melhor condicdo de pressdo e de tempo de pressurizacdo (experimento
2) para verificagdo do efeito da temperatura de armazenamento sobre a vida de prateleira
desses produtos.

A temperatura pode ser considerada o fator mais importante na deterioragdo
microbiana de alimentos, sendo um dos fatores de maior influéncia sobre os pardmetros de
crescimento: densidade populacional méxima (A), velocidade especifica méxima de
crescimento (W) e duracdo da fase lag (A). Na presente pesquisa, os pardmetros preditivos de
crescimento de bactérias dcido-lacticas (flora natural) em presunto fatiado embalado a vacuo
pressurizado (400 MPa/l15 min) e controle (ndo pressurizado) foram pesquisados nas
temperaturas de 4, 8, 12 e 15°C, pelo ajuste do Modelo de Gompertz Modificado. Foi ainda
analisado o tempo até a contagem de bactérias dcido lacticas atingir 10’ UFC/g, o que é
considerado o final da vida de prateleira (VDP) de presunto, em termos microbioldgicos. A
influéncia da temperatura sobre estes fatores foi descrita por modelos preditivos secunddrios.
As informagdes obtidas permitiram prever o crescimento microbiano sob diferentes condigoes
isotérmicas, na faixa de temperatura estudada. A densidade populacional méxima (A) foi o
parametro menos influenciado pela variagdo da temperatura. J4 o pardmetro VDP foi o mais
influenciado pela variacio da temperatura de armazenamento. Os modelos foram
estatisticamente validados e o erro padrdo médio (MSE), coeficiente de determinagdo (rz),
fator bias e fator de exatidao foram utilizados para calcular e comparar a performance dos trés
modelos secundérios de crescimento utilizados. O efeito da temperatura para o parametro
microbioldgico de crescimento A para a amostra de presunto controle, foi melhor interpretado
por uma equacdo empirica. Este pardmetro nao foi afetado pela temperatura para a amostra de
presunto pressurizada, e seu valor permaneceu constante. A influéncia da temperatura no

pardmetro A, para a amostra controle e pressurizada, foi melhor descrita por uma equagio
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empirica e modelo Linear, respectivamente. A influéncia da temperatura no parametro p foi
melhor descrita pelo modelo Linear para as amostras controle e pressurizada. Para o
parametro VDP, a influéncia da temperatura foi melhor descrita para as amostras controle e
pressurizada, por uma equacio empirica e pelo modelo da Raiz Quadrada, respectivamente. A
presente pesquisa permitiu a predicdo do crescimento microbiano de presunto fatiado controle
e pressurizado em diferentes temperaturas de armazenamento. Estas informacdes sdo uteis

para o estabelecimento da vida de prateleira destes produtos.

Palavras-chaves: Alta Pressdo Hidrostatica, bactérias acido lacticas, presunto, modelos

preditivos secunddrios.
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1. Introducio

A qualidade e a vida de prateleira de produtos cdrneos cozidos sdo determinadas pelo
crescimento de microrganismos. O controle do crescimento microbiano nesses produtos deve
ser prolongado ao maximo. O uso de embalagens a vicuo tem tido um expressivo efeito na
extensdo da vida de prateleira destes produtos (Cayré, Garro, Vignolo, 2005).

A tecnologia de Alta Pressdo Hidrostatica (APH) vem sendo estudada e aplicada ha
alguns anos em alimentos como presunto embalado a vicuo e outros produtos cirneos para
prolongar a vida de prateleira destes produtos. A aplicac@o desta tecnologia ao presunto tem a
vantagem de que a sua coloragdo résea nao € considerada expressivamente afetada por este
processo, porque o nitrosohemocromo formado pela adicao de nitrito e pela adi¢ao de calor ao
produto carneo, o torna estivel e resistente a APH (Serra, Grebol, Guardia, Guerrero, Gou,
Masoliver, Gassiot, Sarraga, Monfort, Arnau, 2007; Jofré, Garriga, Aymerich, 2007; Jofré,
Verges, Anglade, Baraige, Martin, Garriga, Zagorec, Aymercih, 2007; Rastogi, Raghavarao,
Balasubramaniam, Niranjan, Knorr, 2007; Tassou, Galiatsatou, Samaras, Mallidis, 2007;
Morales, Calzada, nunez, 2006; Garriga, Grebol, Ayremich, Monfort, Hugas, 2004; Paterson,
2005; Taoukis, Katsaros, Galiatsatou, Mallidis, 2003).

As bactérias 4cido lacticas (BAL) foram identificadas como a populagdo de maior
deterioragdo em produtos carneos embalados a viacuo estocados sob refrigeracdo (Samelis,
Kakouri, Rementzis, 2000; Korleala, Bjorkroth, 1997). Estas bactérias exercem significativa
influéncia na qualidade de carnes e produtos carneos, podendo levar ao aparecimento de

limosidade superficial, assim como de mela e esverdeamento devido a producdo de peréxido

Autor para correspondéncia: Tel.: + 55 48 3721-9448
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de hidrogénio (Cayré, Garro, Vignolo, 2005). Segundo Samelis et al. (2000), com a utilizacdo
de embalagem a vécuo para produtos cdrneos, as BAL psicrotréficas encontram condigdes
favordveis para seu desenvolvimento, j4 que podem crescer em atmosferas microaerdfilas e
anaerdbias, toleram baixos valores de pH, presenca de sal, nitritos e nitratos.

A temperatura € um fator de grande importincia na estabilidade microbiana. No
entanto, a temperatura de refrigeracdo nem sempre é mantida constante durante o manuseio de
produtos alimenticios (Giannuzzi, Pinotti, Zaritzky, 1998; Li e Torres, 1993).

Os modelos que descrevem o efeito das condigdes ambientais, como pH, temperatura
ou atividade de 4gua, sobre os valores dos pardmetros dos modelos primérios sdo
denominados modelos secunddrios (Soboleva, Pleasants, Roux, 2000; Katkowsky, 1983)

Virios modelos secunddrios tém sido normalmente utilizados na literatura como
modelo de Arrhenius, modelo da Raiz Quadrada e modelo Linear (Sarmento, 2006;
Mcmeekin, Olley, Ross, Skinner, Larkin, Rhodehamel, 1994; Katkowsky, 1993). Entretanto,
Peleg (2006) mostra que, mais importante do que usar um modelo “tradicional” é encontrar
uma equacdo, mesmo que empirica, que represente a influéncia do fator ambiental sobre os
parametros de crescimento dos microrganismos. Esta pesquisa teve como objetivo a obtencao
de modelos secunddrios que expressem o efeito da temperatura de armazenamento, sob
condicdo de refrigeracdo e de “abuso” térmico (4, 8, 12 e 15°C) nos parametros de Gompertz

Modificado para o crescimento de bactérias 4cido lacticas em presunto suino fatiado

submetido ao processo de APH.

2. Material e Métodos
2.1. Preparo da matéria prima

As carnes foram levemente trituradas e a salmoura contendo os ingredientes foi
injetada. Os presuntos foram moldados, prensados e cozidos no vapor (atmosfera sob
press@o), até que a temperatura interna atingisse 68°C, sendo a mesma determinada por
sensores que foram inseridos no centro de uma das formas de presunto (CTF 9008, ELLAB
A.S, Denmark). Apés o cozimento, o produto foi armazenado em um banho de gelo por 40
minutos e, em seguida, permaneceu por mais 40 minutos no freezer a -18°C. Apds, o produto
foi armazenado a 4°C durante 24 horas em refrigerador. As amostras de presunto foram
fatiadas com espessura de 0,5mm (FI 200, Skymsen, Brazil), e 15g de amostras (cerca de 2

fatias por saco) foram embaladas a vicuo em embalagens resistentes a altas pressoes.
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2.3. Tratamento a Alta Pressao Hidrostatica (APH)

As amostras de presunto embalado a vicuo foram submetidas ao tratamento a APH na
condicdo de 400MPa/15minutos. O tratamento foi realizado no equipamento Stanted Fluid
Power (S-FL-850-9-W, England). A temperatura média foi de 30°C durante o tempo de
pressurizacdo. As amostras tratadas foram estocadas juntamente com as amostras controle nas
temperaturas de armazenamento de 4, 8, 12 e 15°C. Anélises microbioldgicas de bactérias

dcido lacticas foram realizadas periodicamente até a fase estacionaria em cada condicao.

2.4. Analises microbiologicas de presunto

Dez gramas de amostra nas diferentes condi¢des de armazenamento foram tomadas e
colocadas em um saco plastico estéril com 90 ml de solugdo NaCl a 0,85 g/ml. As mesmas
foram homogeneizadas por 2 minutos em Stomacher (Nova Etica, 130/1, Sio Paulo, Brazil), e
dilui¢des decimais apropriadas foram realizadas em plaqueadas (I ml) em meio de
plaqueamento MRS (De Man, Rogosam Sharp) (Biolife, Milano, Italy) para contagem do
crescimento de bactérias dcido lacticas (BAL) apdés 3 a 5 dias de incubacdo a 30°C. Os
resultados foram expressos em log (N/ N,), onde N é a concentracdo de BAL no tempo t

[UFC/g] e N, € a contagem inicial de BAL no tempo zero [(UFC/g)].

2.5. Modelos Preditivos
Foram avaliados e comparados trés modelos secunddrios amplamente utilizados na

literatura: Modelo Linear, Modelo da Raiz Quadrada e dois modelos empiricos.

Modelo Linear
A equacgdo do modelo linear é apresentada na eq. 1:
k=ko+1T M
onde k é o pardmetro de crescimento em estudo (A, p ou A), ko é um pardmetro do
modelo, T € a temperatura (°C), r € a constante de regressao linear [dias 1 °C] (Spencer,

Baines, 1964; Li, Torres, 1993).
Modelo da Raiz Quadrada

Este modelo é baseado na relagdo linear entre a raiz quadrada do parimetro de

crescimento em estudo e a temperatura. O modelo esta representado na equacio 2.
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Jk=dr-T,) @
onde k representa o parimetro de crescimento em estudo (A, u ou A), a é a constante de

regressdo, Ty representa a temperatura mais baixa onde o crescimento € observado, e T é a

temperatura (V).

Equacoes Empiricas
Duas equacdes empiricas utilizadas por Corradini e Peleg (2005), sdo apresentadas nas
equacdes 3 e 4.
k= a/(1+exp(b+ (T—c))) 3)
onde k € um pardmetro primdrio de crescimento, a, b e ¢ sdo constantes do modelo e T

é a temperatura em ( C).

k=a*exp(b”) 4)
onde k é um parametro primério de crescimento, a e b sdo constantes do modelo e T é

a temperatura em ( C).

2.6. Analise estatistica

Os seguintes indices foram utilizados para comparacdo dos modelos: erro médio
quadratico (MSE), coeficiente de regressao (Rz), fator bias e fator de exatidao.

Quanto menor o valor de MSE, melhor € o ajuste do modelo aos dados experimentais

(Sutherland e Bayliss, 1994). O MSE ¢ definido na equacdo 5.

MSE = (RSS/n) = Z l(ValorDbsemdD — Valormdim )2 /nJ 5)
onde RSS € a soma dos quadrados residuais, n € o nimero de graus de liberdade
(n = ndmero de ponto experimentais — nimero de parametros do modelo).
O fator bias procura dar o0 mesmo peso na média dos valores que superestimam e
subestimam a média, ou seja, € um desvio relativo médio, portanto, o fator bias é uma

estimativa para a diferenga média entre os valores observados e preditos. O fator Bias deve

estar proximo a 1 e pode ser calculado através da equacio 6.

; 1 Val serva {;_V 1 predito /
fatorblas — 10 og(( AlOT ppservado —V ALOT predi ) ”) (6)

Sabe-se que, teoricamente, os valores do fator de exatiddo ddo uma estimativa da
média dos valores da média e por se tratar de valores absolutos serdo sempre maiores que 1. O

fator de exatiddao pode ser calculado pela equagdo 7.

observado

fatordeexatiddo = 102 (log(Valor /Valor ., )/ n) (7)
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3 - Resultados e Discussoes

Trabalhos anteriores de nossa equipe (Slongo, Rosenthal, Camargo, Deliza, Mathias,
Aragdo, 2007) onde foi feita comparag@o entre os modelos primérios Modelo de Gompertz
Modificado e Modelo Logistico mostraram que o Modelo de Gompertz Modificado foi o que
melhor se ajustou ao crescimento de BAL em presunto fatiado. Alguns trabalhos na literatura
também confirmam estes resultados (Giannuzzi et al., 1998; Mcdonald e Sun, 1999). Por este
motivo, 0 Modelo de Gompertz Modificado foi ajustado as curvas de crescimento de BAL em
presunto fatiado embalado a vacuo controle e pressurizado (submetido ao tratamento de alta
press@o hidrostatica). Os paradmetros microbioldgicos de crescimento: A — aumento
logaritmico da populagdo, L - velocidade especifica mdxima de crescimento (dias™) e A -
duracdo da fase lag (dias) e o tempo em dias para atingir o final da vida de prateleira (VDP)
para o crescimento de bactérias acido lacticas em presunto sdo apresentados na Tabela 1.
Estes resultados foram obtidos pelo ajuste do Modelo de Gompertz Modificado as curvas de
crescimento de BAL. Os valores de No para cada condi¢do dos experimentos € apresentada

na Tabela 2.

Tabela 1 - Pardmetros de crescimento de BAL pelo Modelo de Gompertz Modificado.

Controle Pressurizado
T VDP A A M ¥ VDP A A M r’
(°C)  (dias) (dias)  (dia™) (dias) (dias)  (dia™)
4 65 6.3 28 025 0.892 115 6.6 64 0.15 0953
8 35 6.7 14 041 0992 90 6.5 51 0.18  0.802
12 27 6.8 9 041  0.961 45 6.5 26 0.30  0.863

15 23 7.0 10 0.50  0.957 36 6.6 16 0.32 0.954

Tabela 2 — Valores de No para cada condi¢do experimental de pressdo e de tempo de pressurizagdo
aplicado.

Condicoes Temperaturas de armazenamento
experimentais 4°C 8°C 12°C 15°C
400 MPa/15 min 1,0E+01 1,0E+01 1,0E+01 1,0E+01

Controle 1,0E+01 1,0E+01 1,0E+01 1,0E+01

A utilizagdo da tecnologia de alta pressao levou a um aumento do A ¢ uma diminui¢éo
de p (Tabela 1). A diminui¢do da temperatura de armazenamento ocasionou o aumento da
VDP desde produtos. Os produtos pressurizados armazenados nas temperaturas mais elevadas
(15°C) apresentaram uma VDP maior que os produtos ndo pressurizados armazenados nas
temepraturas mais baixas (4°C). Foi observado também que, a 4°C, para as amostras controle,

a vida de prateleira foi de 65 dias e para as amostras pressurizadas foi de 115 dias. Desta
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log(N/N.)

Y=

maneira, pode-se verificar que o processo de alta pressdo prolongou em 50 dias a vida de
prateleira deste produto, que € um resultado de grande importincia para a industria.

Os resultados do crescimento as temperaturas de 4, 8, 12 e 15°C, bem como o ajuste
do Modelo de Gompertz Modificado as curvas de crescimento de BAL em presunto controle e

pressurizado, s@o apresentados, respectivamente, nas Figuras 1(a) e 1(b).

! ! = < =
60 80 o 20 40 60 80 100 120 14
tempo (dias) tempo (dias)

Figura 1 - Curvas de crescimento de BAL em presunto controle (a) e pressurizado (b) nas
temperaturas de armazenamento de 4(0), 8(A), 12(o) e 15°C(0).

Pode-se verificar que o Modelo de Gompertz Modificado se ajustou bem aos dados
experimentais. Alguns valores de > em torno de 0,8 podem ser facilmente explicados pelo
fato de se tratar da contagem de bactérias 4cido l4cticas (flora natural mista) em um alimento
s6lido, o que pode levar a variagcdes nas contagens. As Figuras 2 e 3 apresentam a andlise dos
residuos das curvas de crescimento microbiano modeladas pelos modelos de Gompertz e
Logistico nas diferentes temperaturas de armazenamento para as amostras controle e
pressurizada.

A temperatura de armazenamento mostrou ter grande influéncia nos parametros de
crescimento das BAL. O aumento da temperatura levou a uma diminui¢do da duragdo da fase
lag (A) e aumento da velocidade especifica maxima de crescimento (W) tanto para a amostra
controle quanto para a amostra pressurizada. O parametro de crescimento menos afetado pela

temperatura foi o A.

74



<

oo

“(oNW) BT

=1

£

0

8%

Kl

2

l

15

fempo (das)

termpo (dias)

fompo (dag)

termpo (dias)

= Tt =

fompo (i)

tompo (s

fompo (i)

tompo (dis)

Figura 2 - Anilise de residuos das curvas de crescimento microbiano modeladas pelos modelos de Gompertz

(linha continua) e modelo Logistico (linha pontilhada) nas diferentes temperaturas de armazenamento para

amostras de presunto ndo pressurizadas: 4°C (A e B); 8°C (C e D); 12°C (E e F); 15°C (G e H).
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Figura 3 - Anilise de residuos das curvas de crescimento microbiano modeladas pelos modelos de Gompertz
(linha continua) e modelo Logistico (linha pontilhada) nas diferentes temperaturas de armazenamento para
amostras de presunto pressurizadas: 4°C (A e B); 8°C (C e D); 12°C (E e F); 15°C (G e H).

A modelagem secunddria, que representa como os pardmetros de crescimento sdo

7

influenciados pela temperatura, € 1til para prever o crescimento de BAL em presuntos
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fatiados submetidos ou ndo a APH, na faixa de temperaturas estudada. Foram ajustados trés
modelos secunddrios aos parametros microbioldgicos de crescimento (A, A e 1) e a VDP e, as

respectivas equacgodes destes modelos encontram-se na Tabela 3 para as amostras controle e

Tabela 3 — modelos secunddrios utilizados para o ajuste dos pardmetros microbiolégicos de
crescimento para as amostras controle e pressurizada.

Equacdes dos Parametros
modelos A 2 "
Controle
Equagdo empirica A(T)=7,167/(1+exp(- A (T)=99,92+T~(-0,9235) W (T)=0,5/(1+exp(-0,4*(T-
0,1448%(T-(-9,502))) 4,126)))
Modelo Linear A(T)=(0,0121*T+2,468)"2 )\ (T)=(-0,2318*T+6,024)*2 W (T)=(0,016*T+0,46)"2
Modelo da Raiz A(T)=0,06265*T+6,077 A (T)=-1,648*T+31,29) Y (T)=0,02025*T+0,195
Quadrada
Pressurizada
Equacédo empirica A (T)=104%*exp(-0,1101*T) U (T)=0,4/(1+EXP(-

. 0,1913%(T-7,547)))
Modelo Linear Constante = 6,53
A (T)=(-0,3621*T+9,613)"2 U (T)=0,017*T+0,306)"2
Modelo da Raiz
Quadrada A (T)=-4,581+T+83,82 U (T)=0,0171*T+0,0705)

Os resultados dos parimetros estatisticos para a comparacdo destes modelos sdo
apresentados na Tabela 4 para as amostras controle e pressurizada.

Para as amostras controle, a temperatura de armazenamento teve influéncia sobre o
parametro A, e se pode entdo aplicar os modelos secunddrios as curvas de crescimento
microbiano. A equagdo empirica acrescentou os melhores ajustes, verificados através dos
valores de r2, MSE, fator bias e fator de exatidao. Os fatores bias e de exatiddo fornecem uma
indicagdo objetiva da performance de modelos. Estes valores mostram se a resposta observada
estd ou ndo proxima da resposta predita. Um fator de exatiddo de 1.0 mostra que ha perfeita
concordancia entre todos os valores preditos e observados. Para pardmetro microbioldgico A,
os valores do fator bias e fator de exatiddo mais préoximos de 1, foram obtidos pela Equacdo
Empirica, mostrando desta maneira, que este modelo apresentar o melhor ajuste, juntamente

com os dados de r* ¢ MSE.
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Tabela 4 — Parametros estatisticos para comparacdo dos modelos secunddrios utilizados aos
parametros microbioldgicos de crescimento (A, A e n) e para o pardmetro VDP.

Valores Controle Pressurizado
estatisticos Modelos Modelos
Equacao Raiz Linear Equacao Raiz Linear
Empirica Quadrada Empirica Quadrada
A Valor constante = 6,53
' 0,9768 0,9457 0,9480
MSE 0,001654 0,27295 0,003698 0,09717
F. Bias 1,00000 0,93505 0,99989 1,02388
F. Exatiddo 1,00530 1,6947 1,00781 1,0446
A
' 0,9708 0,8728 0,8051 0,9422 0,9701 0,9828
MSE 1,12949 7,3725 1,4745 21,9772 12,6478 0,00145
F. Bias 1,01001 1,0687 1,0649 0,96005 0,9994 1,0204
F. Exatidao 1,0926 1,5447 1,5447 1,17077 1,14627 1,3926
u
r 0,8446 0,8539 0,8685 0,933 0,933 0,9304
MSE 0,00429 0,06635 0,00207 0,00149 0,000726 0,00075
F. Bias 0,91745 2,4055 0,9934 1,0204 0,9943 0,9968
F. Exatiddo 1,2239 2,7097 1,15894 1,3926 1,1603 1,1762
VDP
r 0,9959 0,9115 0,8631 0,8293 0,9611 0,9545
MSE 2,2447 47,915 74,138 223,304 76,4155 89,36
F. Bias 1,0110 1,0391 1,0164 0,99316 0,9935 1,0022
F. Exatiddo 1,0615 1,2870 1,3808 1,3345 1,2112 1,2453

Nao houve variagdo no valor do pardmetro A para as amostras pressurizadas,
indicando que, a populacdo final de BAL neste presunto foi a mesma, apds diferentes tempos
de armazenamento. Sendo assim, pode-se considerar que este parametro nao foi influenciado
pelas diferentes temperaturas de armazenamento do produto, por isso o seu valor permaneceu
constante (6,53) nos trés modelos secundarios testados.

A temperatura teve influéncia sobre o pardmetro microbioldgico A (durac@o da fase lag
em dias) e esta variacdo pode ser descrita por modelos secunddrios. Para as amostras controle,
a Equacdo Empirica apresentou os melhores ajustes aos dados experimentais em relagdo aos
indices r2, MSE, fator bias e fator de exatiddao. No caso da amostra pressurizada, o Modelo
Linear apresentou os melhores indices estatisticos.

Avaliando-se o pardmetro microbiolégico W (velocidade especifica maxima de
crescimento (dias_l)) o modelo Linear apresentou os melhores indices estatisticos para a
amostra controle e para a amostra pressurizada.

Para o parimetro VDP a temperatura de armazenamento também teve bastante
influéncia, onde se pdde também aplicar os modelos secundérios para descrever essa variacao.

Para as amostras controle, a equagdo empirica apresentou os melhores indices estatisticos,

78



assim como o melhor valor de r*. O modelo da Raiz Quadrada apresentou os melhores ajustes
para a amostra controle.

A maior diferenciacdo dos ajustes dos modelos ocorreu em relacdo os indices
estatisticos MSE, fator bias e fator de exatiddo. Desta maneira, fica clara a importancia da
utilizacdo de varios indices estatisticos na escolha de um modelo a ser aplicado. Os valores
bastante elevados de MSE no ajuste dos modelos secunddrios para A e VDP sdo devido a
magnitude dos valores destes parametros onde pequenas diferencas absolutas causam grandes
variacdes nos valores de MSE. Nestes casos, os outros indices estatisticos (Bias e fator de
exatiddo) descrevem melhor o ajuste dos modelos.

Os trés modelos secunddrios de crescimento estudados foram estatisticamente
aceitdveis e ajustados aos dados experimentais dos trés pardmetros microbioldgicos de
crescimentos estudados e para o pardmetro VDP. Analisando-se as performances das
predicdes, de uma forma geral, as equagdes empiricas e o modelo Linear, foram os que
obtiveram os melhores resultados, pois apresentaram os melhores indices matemadticos e
estatisticos. O modelo da Raiz Quadrada também apresentou indices estatisticos aceitdveis,
porém, com os ajustes um pouco inferiores quando comparados aos outros modelos. O efeito
da temperatura nos pardmetros microbioldgicos de crescimento (A, A e L) e para o parametro
VDP para as amostras controle e pressurizadas sdo apresentados nas Figuras 4 e 5,

respectivamente.
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Figura 4 - Efeito da temperatura nos pardmetros de crescimento de BAL em presunto controle: (a) A - aumento logaritmico
da populagio (equagéio empirica); (b) A - duragdo da fase lag (equagdo empirica); (c) | - velocidade especifica maxima de
crescimento (modelo linear) e (d) VDP (equacdo empirica).
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Figura 5 - Efeito da temperatura nos pardmetros de crescimento de BAL em presunto pressurizado: (a) A - aumento
logaritmico da populagdo; (b) A - duragdo da fase lag (modelo linear); (c) W - velocidade especifica méxima de crescimento

(modelo linear) e (d) VDP (modelo da raiz quadrada).
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Os dados obtidos nesta pesquisa sdo tteis para descrever a variacdo dos parametros
microbiolégicos com a temperatura durante o armazenamento de produtos que foram
submetidos a APH.

Uma pesquisa semelhante a apresentada, porém ndo utilizando o processo de APH e
presunto, mas variando-se a temperatura de armazenamento de emulsdes de carne cozidas, foi
realizada por Cayré, Vignolo e Garro (2003), modelando o crescimento de bactérias dcido
lacticas em trés diferentes temperaturas de armazenamento (0, 8 e 15°C). Estes autores
utilizaram o modelo preditivo de Gompertz para ajustar as curvas de crescimento de BAL
neste produto, e, para descrever o efeito das diferentes temperaturas de armazenamento nos
parametros de crescimento microbiano (A, A e p), utilizaram o modelo de Arrhenius e o
modelo da Raiz Quadrada. Assim como na presente pesquisa, para comparacio e avaliacao da
performance dos modelos preditivos secunddrios, estes autores utilizaram os indices
estatiticos MSE, fator bias e fator de exatiddo, e, ainda o coeficiente de determinacio (rz),
verificando, também, que, apesar das diferencas apresentadas entre os modelos, os valores
obtidos puderam ser considerados satisfatérios, uma vez que também foram derivados de
dados obtidos usando alimentos ndo estéreis e nao homogéneos.

Apesar de sua importancia, poucos sdo os trabalhos encontrados na literatura
envolvendo o processo de APH e a utilizacio de modelos preditivos para a descricdo do
crescimento de bactérias lacticas, importantes deteriorantes deste produto durante o

armazenamento.

Conclusao

Os modelos secunddrios de crescimento, equagdes empiricas, modelo da raiz quadrada
e modelo linear, foram ajustados aos dados de crescimento de bactérias 4cido lacticas em
presunto controle e submetido ao processo de APH para analisar o efeito da temperatura de
armazenamento nos parametro microbiolégicos de BAL. Os dados obtidos nesta pesquisa sdao
importantes, pois se verificou que a variacdo da temperatura influenciou praticamente todos
os pardmetros microbioldgicos (VDP, e A). A aplicagio da APH no presunto levou a
inativagdo da maior parte da flora presente e isto pode ser verificado pelo aumento da sua
VDP. Neste sentido, € de extrema importincia o controle da temperatura de armazenamento
deste produto, pois a sua qualidade e extens@o da vida de prateleira dependem diretamente da

temperatura de armazenamento.
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4.4 — Efeito da Alta Pressdo Hidrostdtica (APH) sobre as propriedades fisico-quimicas e
microbiolégicas de presunto pressurizado durante a vida de prateleira

Apresentacio:

Virios autores ja verificaram que o processo de APH causa alteragdes nas
propriedades fisicas, quimicas e microbiolégicas de presunto, e diante disso, foi realizada uma
pesquisa para verificacdo dessas possiveis alteracdes em presunto pressurizado na melhor
condicdo do experimento 2 (400 MPa/15 minutos) para as andlises microbioldgicas,
composi¢cdo centesimal, pH, indice de perdxidos e dcido tiobarbitirico (TBA) e seguindo o
planejamento experimental para as andlises de cor e novamente pH.

Amostras de presunto suino foram submetidas ao processo de alta pressdo hidrostatica
(APH) em diferentes condi¢des de pressdo e de tempo de pressurizagdo e armazenadas a 8°C.
Andlises fisicas (cor, pH, atividade de dgua (ay)), quimicas (oxidacdo lipidica, indice de
peréxidos, eletroforese) e microbioldgicas (Salmonella, Staphylococcus aureus, coliformes a
45°C e bactérias psicrotroficas aerdbias) foram realizadas. Nao houve diferenca significativa
entre as amostras controle e pressurizadas em relacdo a coloragcdo do produto durante a vida
de prateleira, 0 mesmo acontecendo para as andlises de pH e a,,. Nas amostras de presunto
pressurizado houve uma maior reducdo do pH em comparacdo com as amostras controle. A
oxidacdo lipidica também foi maior nas amostras pressurizadas do que nas amostras controle
sendo que, no final do tempo de armazenamento, a amostra controle apresentou maior
oxidacdo. Através da andlise de proteinas feitas por eletroforese SDS-PAGE, pode-se
verificar que o tratamento a APH provocou alteragdes nas proteinas majoritarias do produto
em estudo, o que pode favorecer uma melhora da sua textura. O produto pressurizado
apresentou maior vida de prateleira quando analisado em relagdo as bactérias psicrotroficas
aerdbias. Desta maneira, pode-se verificar que o processo de APH promoveu poucas
alteracdes nas propriedades fisicas e quimicas do presunto, permitindo um maior prazo de

validade para este produto.
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Efeito da Alta Pressao Hidrostatica (APH) sobre as propriedades fisico-quimicas e
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1. Introducao

A crescente demanda do mercado consumidor por produtos de mais alta qualidade
revela a necessidade da utilizacdo de tecnologias que propiciem seguranca microbioldgica e
sensorial e altere ao minimo as propriedades organolépticas, e ainda proporcionem o aumento
da vida de prateleira dos produtos alimenticios (Ruiz-Capillas, Carballo, Colmenero, 2007).

Um dos maiores desafios para a inddstria de carnes € oferecer produtos macios,
suculentos, com cor e sabores agraddveis, e que estas caracteristicas mantenham-se estaveis
durante a maior parte da sua vida de prateleira, com a maior seguranca € 0 menor custo
possivel. Os produtos cédrneos, devido a riqueza na sua composi¢do (umidade, proteinas,
gorduras e outros nutrientes), sdo produtos bastante susceptiveis a alteracdes de ordem fisica,
quimica e microbioldgica (Olivo, 2006).

A oxidag@o lipidica é uma das mais importantes causas da deterioracdo de alimentos,
podendo conduzir a perda de cor, flavor, modificacdo da textura e formacdo de compostos
toxicos (Borgo, Aradjo, 2005).

O processo APH pode conduzir a mudancas na estrutura da carne, e causar efeitos
adversos em alguns pardmetros de qualidade, como cor (Rubio, Martinez, Garcia-Cachan,
Rovira e Jaime, 2007; Serra, Grebol, Guardia, Guerrero, Gou, Masolier, Gassiot, Sarriga,
Monfort e Arnau, 2007; Ramirez-Suarez e Morrissey, 2006; Mor-Mur e Yuste, 2003; Cheftel
e Curioli, 1997; Goutefongea, Rampona, Nicolas € Dumont, 1995; Carlez, Veciana-Nogués e
Cheftel, 1995), oxidagdo dos lipidios (Rubio et al., 2007; Marcos, Aymerich, Guardia e

Garriga, 2007; Gémez-Estaca, Gémez-Guillén e Montero, 2007; Ramirez-Suarez e Morrissey,
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85



2006) e alteracdo da estrutura das proteinas (Supavititpatana e Apichartsrangkoon, 2007;
Ramirez-Suarez e Morrissey, 2006; Ma e Ledward, 2004).

A inativacdo de microrganismos por APH vem sendo investigada h4 alguns anos por
vérios pesquisadores (Koseki e Yamamoto, 2007; Hoover, 1993; Knorr, 1993). No entanto, a
eficiéncia do tratamento a APH depende da resisténcia e da variedade de microrganismos que
possam estar presentes no alimento, assim como dos pardmetros de processo (pressdao
aplicada, temperatura de tratamento e tempo de exposi¢do) (Rubio et al., 2007; Saccani,
Parolari, Tanzi, Barbutti, 2004; Hugas, Garriga, Monfort, 2002; Hoover, Metrick, Papineau,
Farkas, Knorr, 1989).

Segundo Ruiz-Capillas et al. (2007), nos dltimos anos o consumo de produtos carneos
(em especial presunto) teve um grande aumento na sua comercializacdo. Alguns autores
(Serra et al., 2007; Tanzi, Saccani, Barbuti, Grisenti, Lori, Bolzoni, 2004; Andrés, Adamsen,
Moller, Ruiz, Skibsted, 2006; Mor-Mur e Yuste, 2003; Rovere, 2001; Cheftel e Curioli, 1997;
Carlez et al., 1995; Goutefongea et al., 1995) relataram que, em produtos adicionados de
nitrito e submetidos ao processo de cozimento, ocorre a formagao de um composto covalente
estdvel (nitrosohemocromo), e, em conseqiiéncia disso, a cor vermelha destes produtos ndo é
afetada pela aplicacdo de altas pressdes. Na pritica, a APH tem sido usada no prolongamento
da vida de prateleira de presunto cozido embalado a vicuo sem altera¢des na sua coloracado.
Esta pesquisa teve como objetivo investigar os efeitos do processo a APH nas propriedades

fisicas, quimicas e microbioldgicas de presunto suino armazenado a 4°C.

2. Material e Métodos
2.1. Presunto cozido

As carnes suinas foram levemente trituradas e a salmoura foi injetada contendo os
ingredientes na quantidade sugerida para a quantidade de carne suina utilizada. Os presuntos
foram moldados, prensados e cozidos no vapor (atmosfera sob pressdo), até que a temperatura
interna atingisse 68°C, sendo a mesma determinada por sensores que foram inseridos no
centro de uma das foérmas de presunto (CTF 9008, ELLAB A.S, Denmark). Ap6s o preparo, o

produto foi armazenado a 4°C durante 24 horas em refrigerador.

2.2. Selagem e empacotamento
2.2.1. Preparo das amostras para andlise de cor
O fatiamento foi realizado em um fatiador de frios (CFI 200, Skymsen, Brazil),

localizado dentro de uma camara de fluxo, com ajuste da espessura da fatia em 2 cm. As
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fatias foram modeladas em um cilindro de 2 cm de didmetro, obtendo-se uma amostra com
especificagdes de 2 cm de altura com 2 cm de didmetro. Em cada embalagem estéril (Nasco
WHIL-PACK), foram colocadas 3 amostras com estas especificacdes. As embalagens foram

seladas a vacuo e seguiram para a etapa de aplicacdo de altas pressoes.

2.2.2. Preparo das amostras para determinagcdo de pH, a,, composicdo centesimal,
oxidacdo lipidica, indice de peroxidos e eletroforese

As amostras de presunto foram cortadas em fatias com espessura de 0,5 mm no
fatiador de frios, e aproximadamente 20g de amostra foram embaladas e seladas a vacuo
sendo posteriormente, submetidas ao tratamento a APH (conforme tratamentos indicados na

Tabela 1). Essas amostras foram posteriormente armazenadas a 4°C.

2.2.3. Preparo das amostras para realizacdo das andlises microbiologicas
As amostras foram fatiadas em fatias com espessura de 0,5 mm e cerca de 50g de

amostra foram embaladas a vicuo e submetidas ao processo de APH.

2.3. Tratamento a Alta Pressao Hidrostatica (APH)

Amostras de presunto embalado a vacuo foram tratadas pelo processo de APH. O
processamento foi realizado no equipamento Stanted Fluid Power (S - FL - 850 - 9 - W,
Inglaterra). Para o tratamento a APH, foi realizado um planejamento experimental fatorial 2
com triplicata no ponto central. As amostras foram submetidas as diferentes condi¢des de
pressdo e de tempo de pressurizacdo indicadas na Tabela 1. A amostra de presunto
considerada como controle ndo foi submetida ao tratamento a APH. As amostras
pressurizadas juntamente com as amostras controle foram armazenadas a 4°C, durante a vida

de prateleira.

2.4. Analises de Cor

Verificaram-se possiveis mudangas na coloragdo das amostras de presunto controle e
das amostras submetidas a APH (tratadas conforme dados da Tabela 1) durante a estocagem
por 65 dias (Tabela 1). As andlises de cor foram realizadas durante os periodos de 1, 15, 35,
45 e 65 dias de estocagem. As coordenadas de cor foram determinadas por reflectdncia no S
& M Colour Computer modelo SM — 4 — CH da Suga, no sistema de Hunter com abertura de
10mm de didmetro para cada amostra e os resultados foram expressos em relacdo a

luminosidade (L*) e variacdo da cor vermelha (a*).
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Tabela 1 — Matriz do planejamento experimental fatorial 2 para presunto
fatiado embalado a vicuo pressurizado.

Fatores
Ensaios Pressiao (MPa) Tempo (min)
1 200 05
2 200 15
3 400 05
4 400 15
5 300 10
6 300 10
7 300 10

N N

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia e a estimativa dos
efeitos através do software Statistica 6.0 para as varidveis respostas valor de L* e valor de a*.
Também foi realizada a anélise estatistica de Dunnett que compara a amostra controle com as
demais amostras pressurizadas para verificar se houve diferenca significativa entre as

mesmas.

2.5. pH, a,, e composiciao

Com o objetivo de se verificar se houve diferenca nos valores de pH e de a,, entre as
amostras pressurizadas, utilizou-se o mesmo planejamento experimental indicado na Tabela 1.

Aproximadamente 10g de presunto por saco de amostra foram utilizadas para cada
andlise durante a vida de prateleira deste produto. Aproximadamente 3g de cada amostra
(controle e pressurizada) foi colocada em sacos estéreis e acrescida de 30 ml de dgua destilada
e em seguida o pH foi medido. O pH foi medido em aparelho de medi¢do de pH (marca
Tecnopon). A medi¢cdo do pH foi realizada desde o dia 0 até o 45° dia de armazenamento a
4°C.

Em uma nova andlise de pH, foram realizadas andlises de presunto controle e
pressurizado (400 MPa/15 min) por um periodo de 90 dias (0, 15, 30, 45, 60, 75 e 90° dia)
armazenados a 8°C.

Para as andlises de atividade de agua, cerca de aproximadamente 3g de amostras de
presunto (controle e pressurizado) foram colocadas em recipiente para leitura no aparelho de
atividade de dgua (marca Novasina e modelo Aw Sprint TH-500). A medicdo da aw foi
realizada no 1°, 35° e 45° dia de armazenamento a 4°C.

A fim de se estudar possiveis alteracdes na composi¢do centesimal das amostras de
presunto controle e pressurizada, anélises de cinzas, extrato etéreo, nitrogénio total e umidade

foram realizadas conforme a AOAC (1990).
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As andlises de cinzas e de extrato etéreo realizadas para o presunto suino controle e
pressurizado, seguiram as metodologias da AOAC Official Methods 923.03, 2005 (cinzas) e
922.06 (extrato etéreo). Para a andlise de nitrog€nio total, seguiu-se a metodologia da
American Association for Clinical Chemistry - AACC, 1995, método 46-13. Foram realizadas
as etapas de digestdo, destilacdo e titulagdo da amostra, para extrair o nitrogénio, sendo que o
resultado foi multiplicado pelo fator de conversdo para proteinas (6,25). A analise de umidade
seguiu a metodologia do DGF, B-1-4 (equivalente ao Método Internacional Padrdo ISO 665

“Qilseeds — Determination of Moisture and Volatile Matter Content”, 1995).

2.6. Oxidacao lipidica (TBA) e indice de peroxidos

Para a andlise de TBA foi utilizada a metodologia analitica do LANARA (1981).

Devido a sua a¢do fortemente oxidante, os perdxidos organicos formados no inicio da
rancificacdo atuam sobre o iodeto de potdssio liberando iodo, que € titulado com tiossulfato
de so6dio em presenga de amido como indicador. A andlise de TBA indica o grau de oxidagdo
da amostra. A quantidade de per6xido ndo constitui um indice infalivel das caracteristicas de
conservacgdo, porém indica até que ponto a oxidacao progrediu.

A metodologia utilizada para determinacdo de peréxidos seguiu as Normas Analiticas
do Instituto Adolfo Lutz — Métodos Quimicos e Fisicos para Andlise de Alimentos (2005).
Em um erlenmeyer de 250 ml com tampa esmerilhada, foram colocados 5g da amostra
triturada e foi adicionado a mistura de 4cido acético/ cloroférmio (3:2, v/v), com agitacdo até
a completa dissolucgdo. Filtrou-se imediatamente o contetido em papel de filtro. Realizou-se a
refiltracdo em papel de filtro com pequena quantidade de sulfato de sédio anidro, utilizando
10 ml de cloroférmio para lavar o recipiente. Transferiu-se, volumetricamente, 25 ml de
filtrado para erlenmeyer de 250 ml, adicionaram-se 37 ml de 4cido acético e 1mL de solucdo
saturada de iodeto de potdssio. Apds um minuto sob agitacdo no escuro, acrescentou-se 30 ml
de 4dgua. Foi realizada titulacdo com solug@o de tiossulfato de sédio 0,01N, usando solugéo de

amido a 1% como indicador.

2.7. Analise de proteinas miofibrilares

As andlises de eletroforese em gel de poliacrilamida, contendo dodecil sulfato de s6dio
(SDS-PAGE) em presunto controle e pressurizado tiveram por objetivo estudar o efeito da
aplicacdo de altas pressdes sobre as proteinas miofibrilares das amostras. Utilizou-se 10g
(para cada condicdo) de presunto fatiado embalado a véacuo pressurizado por um tempo de 15

minutos a diferentes pressdes (0 (controle), 100, 200, 500 e 600 MPa). Para o presente estudo,
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foi utilizado o sistema de eletroforese da Biorad e a metodologia de preparacdo dos géis
descrita por Laemmli (1970). Para o gel de corrida, foi utilizada acrilamida na concentracio
de 12% (p/v) e para o gel da aplicagdo da amostra, foi utilizada na concentracdo de 4% (p/v).
A corrida foi realizada durante sete horas sob uma tensdo de 100V. As proteinas dos géis
foram coradas com o reagente de cor “coomassie blue R250”, durante uma noite. Apds este
periodo, foram descoradas com uma solucdo de metanol/dcido acético (40:10 v/v), durante

trés horas, para posterior obtencao das corridas de géis formadas.

2.8. Analises Microbiologicas

Ap6s a pressurizacio na condi¢do de 400 MPa por 15 minutos a temperatura ambiente,
2.000g das amostras controle e pressurizada, embaladas a vacuo e divididas em sacos estéreis
(Nasco WHIL-PACK), contendo em média 25g cada, foram armazenadas a 4°C. Realizou-se
pesquisa de coliformes a 45°C/g, estafilococcus coagulase positiva/g, Clostridium sulfito
redutor a 46°C e Salmonella sp. em 25g.

A pesquisa de coliformes a 45°C, estafilococcus coagulase positiva, Salmonela sp e
Clostridium sulfito redutor foram realizadas seguindo-se a metodologia analitica do
Compendium of Methods for the Microbiologiacal Examination of Foods (2001). Todas as

andlises foram realizadas a cada 15 dias até completar 75 dias de armazenamento.

3. Resultados e Discussoes
3.1. Analise instrumental de cor

A cor de presunto € o principal atributo de qualidade que leva o consumidor a decidir
pela aquisi¢do deste produto. A sua alteracdo durante a vida de prateleira se deve a oxidacdo
do pigmento heme, que pode também estar associada com a oxidacao lipidica das gorduras, e
também pode ser devido as alteracdes microbioldgicas. Essas alteragdes podem ocasionar
deterioracdo de produtos cdrneos, levando a muitos efeitos adversos as suas caracteristicas de
qualidade, tais como: sabor, aroma, cor, textura e valor nutritivo, influenciando na decisao de
compra pelos consumidores e podendo colocar em risco a seguranca destes alimentos (Olivo,
Shimokoomaki, 2006).

Na presente pesquisa, foram realizadas andlises de cor baseadas nos pardmetros L* e
a* em presunto submetido ou ndo (controle) ao processo de APH, para verificagdo das
possiveis alteracdes durante o periodo de armazenamento de 65 dias a 4°C. Os resultados da
andlise encontram-se na Tabela 2. A andlise estatistica de Dunnett foi utilizada para verificar

se houve diferenca significativa entre as amostras controle (ndo pressurizada) e as amostras
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pressurizadas nas diferentes condicdes de pressdo e tempo de pressurizagdo aplicadas, ao
longo do armazenamento.

Pelos resultados obtidos, pode-se verificar que ndo houve diferenga significativa entre
a amostra controle em compara¢do com as diferentes amostras pressurizadas. Constata-se,
desta maneira, que os parimetros de cor das amostras pressurizadas, em comparagdo com as
amostras controle, ndo sofreram alteragcdes significativas durante a aplicagdo de APH, nem
durante o periodo de armazenamento. A Figura 1 apresenta as variacdes dos valores de L* e

a* durante os diferentes periodos de armazenamento a 4°C.

Tabela 2 — Comparacdo, através do Teste de Dunnett, das altera¢des de cor, expressa em termos dos
pardmetros L* e a*, das amostras pressurizadas em diferentes condi¢des e armazenadas a 4°C em

relagdo a amostra controle.

Dias Condicoes
Controle 200-05 200-15  400-05  400-15 300-10 300-10  300-10
1°dia
L* 51,79 51,25 51,43 51,46 51,38 51,35 51,54 51,27
L* Dunnett 0,964 0,995 0,988 0,999 0,971 0,997 0,992
a* 10,87 10,66 10,76 10,91 10,68 10,96 10,77 10,78
A* Dunnett 0,914 0,996 0,999 0,997 0,998 0,999 0,936
15°dia
L* 51,57 51,03 50,76 50,63 51,10 50,69 51,30 51,19
L* Dunnett 0,514 0,144 0,092 0,9603 0,836 0,0655 09712
a* 10,34 10,29 10,45 10,39 10,24 10,40 10,49 10,46
A* Dunnett 0,999 0,989 0,999 0,955 0,984 0,999 0,996
35°dia
L* 50,59 50,27 50,55 50,78 50,57 50,22 50,44 50,52
L* Dunnett 0,992 1,000 0,980 0,999 1,000 0,999 1,000
a¥ 10,20 10,28 10,22 10,05 10,13 10,05 10,29 10,24
A* Dunnett 0,999 1,000 0,999 0,999 0,999 1,000 0,999
45°dia
L* 50,13 49,60 50,08 50,36 50,56 50,08 50,15 50,08
L* Dunnett 0,888 1,000 0,999 0,999 1,000 0,998 0,958
a¥ 10,09 10,08 10,06 10,01 10,03 10,10 10,06 10,03
A* Dunnett 1,000 0,9999  0,9999 1,000 0,999 0,9991  0,9998
65°dia
L* 49,22 49,27 49,39 49,94 49,57 4949 49,78 49,89
L* Dunnett 1,000 0,9999  0,9996 0969 0,932 09079  0,9983
a* 9,73 9,99 9,95 9,82 9,96 9,87 9,81 9,81
A* Dunnett 0,886 0,893 0,9894  0,9996 0,999 0,999 0,870

Alguns autores relatam que processos como APH pode ocasionar mudangas
principalmente nas estruturas de proteinas e causar oxidag¢do lipidica das gorduras e do
grupamento heme da mioglobina de produtos cdrneos e, com isso causar alteragOes
indesejdveis na coloracdo (Serra et al., 2007; Gandemer, 2002; Gou, Guerrero e Arnau, 1995).
Segundo Gandemer (2002) e Gou, Guerrero e Arnau (1995) o conteido de lipidios

(especialmente 4cidos graxos insaturados) presente em produtos cidrneos (por exemplo,
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presunto) afeta fortemente os parametros de cor. Assim, segundo estes autores, enquanto 0s
valores de vermelho (a*) e de luminosidade (L*) decrescem em presunto fatiado, o contetido
de oxidacdo lipidica aumenta.

Segundo Mor-Mur e Yuste (2003), em carne de porco e seus derivados, a pressdo
induz modificacdes na cor desses produtos dependendo das condicdes de tratamento (pressao,
tempo de pressurizagdo e temperatura), devendo-se isso as mudancas nas estruturas da
globina com oxidag¢do do ferro da mioglobina. Diferentes coloragdes podem aparecer no
produto como decorréncia deste fator e também pelas alteragdes nas estruturas das proteinas
causadas pela aplicacdo da APH. Ainda segundo outros autores (Serra et al., 2007; Tanzi et
al., 2006; Andrés et al., 2004; Rovere, 2001; Cheftel e Curioli, 1997; Carlez et al., 1995;
Goutefongea et al.,, 1995), quando produtos carneos adicionados de nitrato ou nitrito sdo
previamente cozidos, ocorre desnaturagdo da parte protéica da mioglobina e a formacao do

composto estdvel nitrosohemocromo, o qual ndo ¢ afetado pela APH.
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(a)  —e—controle —A—200-05 —4—200-15 —6—400-05
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Figura 1 — Variacdo dos parametros, L* (a) e a*(b) no periodo de armazenamento a 4°C.
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Serra et al. (2007) relataram que mudancas na coloracdo durante a vida de prateleira
de presuntos pressurizados podem ser devidas a oxida¢do do composto nitrosohemocromo.
Loépez-Caballero, Carballo, Jiménez-Colmenero (1999) e Goutefongea et al. (1995)
pressurizaram presunto cozido embalado a vidcuo e ndo verificaram modificacdes na
coloracdo durante a sua vida de prateleira. Tanzi et al. (2004) em pesquisa realizada com
presunto de Parma (produto ausente de nitrito) constataram um aumento na luminosidade
(valor de L*) e um decréscimo na intensidade visual da cor vermelha desse produto apds a
pressurizagao.

No presente estudo, o presunto pressurizado nao apresentou mudangas significativas
nos parametros de L* e a*, em comparagdo com a amostra controle, durante o tempo de
armazenamento de 65 dias. Diante disso, e levando-se em consideracdo as constatacdes de
alguns autores, pode-se dizer que os resultados obtidos podem ser explicados por alguns
fatores, como relatado a seguir: prote¢do que a adi¢do de nitrito provoca em produtos carneos,
formag¢do do composto covalente nitrosohemocromo (estdvel a altas pressdes), e também
devido ao fato de este produto (carne suina) possuir em sua maioria gordura saturada, o que
dificulta a oxidacdo lipidica. Estes resultados indicam que presunto suino é um produto

adequado para ser submetido & pressurizacao.

3.2. Composicao Centesimal
Os resultados das médias das andlises feitas em triplicata para a determinagdo da
composi¢cdo centesimal (cinzas, lipideos, proteina e umidade) do presunto cozido encontram-

se na Tabela 3.

Tabela 3. Médias (%) e desvio padrdo da composi¢do fisico-quimica das amostras de presunto
controle e pressurizada (400 MPa a 15 minutos).

Determinacoes  Controle Desvio Pressurizada Desvio

(%) Padrao (%) Padrao
Cinzas 3,90 + 0,108 3,89 + 0,083
Lipideos 2,90° + 0,092 3,03 +0,124
Proteinas 16,582 + 0,030 17,64 b + 0,035
Umidade 75,01° +0,127 74,61° + 0,065

Letras iguais em uma mesma linha, ndo diferem entre si significativamente (p<0,05).

Analisando-se os resultados obtidos através do tratamento estatistico, pode-se observar

que para porcentagens de cinzas, lipideos, proteinas e umidade ndo houve diferenca entre as
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amostras controle e pressurizada, indicando que a APH nio alterou a composicdo centesimal
da amostra pressurizada, quando comparada com a amostra controle.

Os valores para protefna estdo de acordo com o padrdo de identidade e qualidade de
presunto cozido, cujo minimo foi estabelecido como sendo 14,0%.

Serra et al (2007) descreveram o efeito da alta pressao hidrostética de 400 a 600 MPa
em presunto curado na fase inicial de cura e na fase final, e avaliaram os pardmetros fisico-
quimicos (pH, aw, proteina total), oxidagdo de lipideos e a atividade de enzimas proteoliticas,
ndo observando diferenca significativa entre os resultados das amostras pressurizadas em

comparagdo com as amostras controle para estes parametros.

33.pH

A evolugdo dos valores de pH, das amostras controle e pressurizadas durante o periodo
de armazenamento a 4°C, € apresentada na Tabela 4. Através de andlise de varidncia
verificou-se que ndo houve diferenca significativa (p < 0,055) entre as amostras nos diferentes

periodos de andlise, durante os 45 dias de armazenamento do produto.

Tabela 4 — Valores de pH para todas as condi¢des do planejamento experimental fraciondrio 2° com
triplicata no ponto central para amostras pressurizadas e para as amostras controle armazenadas a 4°C
por 45 dias.

3° dia de 35° dia de 45° dia de
Ensaios armazenamento armazenamento armazenamento
pH pH pH
Controle 6,5" 6,5% 6,41%
200 MPa-05 minutos 6,53% 6,51*% 6,46%
200 MPa-15 minutos 6,5 6,49*° 6,47%
400 MPa-05 minutos 6,51°% 6,5 6,45%
400 MPa-15 minutos 6,51% 6,43° 6,35%
300 MPa-10 minutos 6,53 6,5 6,37
300 MPa-10 minutos 6,52 6,48% 6,4%
300 MPa-10 minutos 6,52 6,5 6,4

Letras iguais em uma mesma linha, ndo diferem entre si significativamente (p<0,05).

Pode-se verificar que para o presunto pressurizado e controle, os valores de pH
diminuiram com o aumento do tempo de armazenamento a 4°C.

Para se certificar de que o pH das amostras realmente diminuia com o tempo de
armazenamento, um estudo posterior foi realizado com amostras de presunto controle e
pressurizadas a 400 MPa por 15 minutos por um periodo de 90 dias. Os resultados da andlise
estatistica feita para os valores de pH para as amostras controle e as pressurizadas a 400MPa

por 15 minutos, provenientes de andlises em duplicata, encontram-se na Tabela 5.
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Tabela 5 - Valores (médias) do pH do presunto controle e pressurizado (400MPa por 15 minutos),
durante 90 dias de armazenamento a 4°C.

Amostras Tempo (Dias)
1° 15° 30° 45° 60° 75° 90°
Controle 6,26 625 6,33* 6,23 596° 6,01 6,05®"

Pressurizada (400-15) 6,25 625% 6,33* 6,26° 6,10° 622% 6,20®

Letras iguais em uma mesma linha e coluna nio diferem entre si significativamente (p<0,05).

Em relacdo ao pH, ndo houve diferenga significativa (p<0,05) entre as amostras
controle e pressurizada ao longo dos 90 dias de armazenamento, mas houve diferenca
significativa (p>0,05) dos valores de pH ao longo dos dias, indicando que houve diferenca
significativa entre o 1° e 60° dias e que estes ndo diferiram significativamente dos demais.

Segundo Cheftel (1995) o pH dos alimentos representa um importante fator na
determinagdo do efeito da APH sobre microrganismos. A dissociagdo idnica da dgua (e de
varios 4cidos fracos) € aumentada sob pressdo, ocasionando uma diminui¢cao do pH do meio.
Essa reducdo provoca a desnaturac@o de proteinas e a inativagdo de microrganismos presentes
no alimento que foi submetido a este processo. Vdrios autores observaram que O processo a
APH causa uma reducio nos valores de pH, favorecendo a ionizaco, resultando em grandes
danos as células de microrganismos (Rubio et al., 2007; Smelt, 1998; Hoover et al., 1989). No
entanto, na presente pesquisa, isto ndo foi observado, pois ndo houve diferenca significativa

no pH das amostras controle e pressurizada.

34.a,

A 4gua provavelmente é o fator mais importante que orienta o crescimento de
microrganismos e as mudangas nas caracteristicas sensoriais dos alimentos. Ela também esta
associada com a oxidacdo lipidica de produtos alimenticios gordurosos, nos quais sua
diminui¢do aumenta o grau de oxidagdo lipidica. Desta maneira, é de extrema importancia o
seu controle durante o periodo de armazenamento.

Os resultados de a, para as amostras controle e as pressurizadas em diferentes
condicdes encontram-se na Tabela 6. Através da andlise de varidncia, pode-se verificar que
ndo houve diferenca significativa nos valores de a,, entre as diferentes amostras (controle e

diferentes condi¢des de pressdo), nem ao longo dos 45 dias de armazenamento a 4°C.
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Tabela 6 - Valores de atividade de dgua para todas as condi¢des do planejamento experimental fraciondrio 2
com triplicata no ponto central para presunto pressurizado e para as amostras controle
armazenadas a 4°C, durante 45 dias de armazenamento.

A,
Ensaio 3° dia de 35° dia de 45° dia de
armazenamento armazenamento armazenamento
Controle 0,986° 0,982° 0,981°
200 MPa-05 min. 0,978° 0,975° 0,972°
200 MPa-15 min. 0,983° 0,977° 0,974*
400 MPa-05 min. 0,978* 0,975° 0,972°
400 MPa-15 min. 0,978° 0,974° 0,971*
300 MPa-10 min. 0,979° 0,975° 0,971*
300 MPa-10 min. 0,981° 0,977* 0,974%
300 MPa-10 min. 0,979* 0,975° 0,973°

Letras iguais em uma mesma linha e coluna nio diferem entre si significativamente (p<0,05).

Nos resultados obtidos através do tratamento estatistico mostrados na Tabela 6, pode-
se observar que o tratamento ndo causou alteragdes na quantidade de dgua livre do produto.

Rubio et al. (2007) fizeram analises de a,, em bifes curados embalados a vacuo, até o
210°dia de cura deste produto, e ndo verificaram mudancgas expressivas nos valores de ay.
Resultados semelhantes também foram encontrados por Marcos et al. (2007) em salsichas

embaladas a vicuo submetidas ao processo de APH e armazenadas por 28 dias.

3.5. Oxidacao Lipidica

O indice do 4cido tiobarbitirico (TBA) foi usado para medir a oxidagéo lipidica nas
amostras de presunto controle e pressurizado (400MPa/15min). A Tabela 8 apresenta os
valores das médias de TBA para amostras de presunto controle e pressurizado, avaliadas

através da analise.

Tabela 8 - Valores das médias de TBA em mg de malonaldeido/kg para amostras de presunto controle
e pressurizada armazenadas a 8°C ao longo de 90 dias.

Amostras Tempo (Dias)
1° 15° 30° 45° 60° 75° 90°
Controle 0,3046" 0,483" 6,936™ 0851* 8,706™ 5,108 15,906

Pressurizada (400-15) 0,5248* 0,668* 13,67 1,208 10,414™ 3,490® 15,021¢

Letras iguais em uma mesma linha e coluna nfo diferem entre si significativamente (p<0,05).

Para o indice de TBA, ndo houve diferencga significativa (p<0,05) entre as amostras
controle e pressurizada ao longo dos 90 dias de armazenamento, embora a amostra
pressurizada tenha apresentado um indice de TBA maior do que a amostra controle até o 60°
dia de armazenamento. Observou-se que houve diferenca significativa (p>0,05) dos valores
de TBA ao longo dos dias para a mesma amostra. Entre o 1°, 15°, 45° e 75° dias ndo houve

diferenca significativa, mas o 30° diferiu significativamente (p>0,05) de 1°, 15°, 45° dias. O
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90° dia ndo apresentou diferenca significativa em relagdo ao 30° dia, mas diferiu dos demais,
apresentando os maiores valores do indice de TBA. A Figura 4 apresenta as varia¢des dos
valores de TBA para as amostras controle e pressurizada durante o periodo de armazenamento

de 90 dias.

0 O T T T T T T
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Figura 4 - Variacdo dos parametros de TBA no periodo de armazenamento de 90 dias para amostras
pressurizdas (©) e amostras controle (e).
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A oxidagdo lipidica ¢é dificil de ser controlada, principalmente devido a sua
complexidade e variedade. E uma reacdo quimica que pode ser potencializada por acio
microbioldgica e pela redu¢do do conteido de dgua dos alimentos (Ramirez-Suarez e
Morrissey, 2007; Cheach, Ledward, 1996).

Os lipideos s@o importantes componentes dos produtos carneos, conferindo
caracteristicas desejdveis de suculéncia, sabor e aroma, valor nutricional e propriedades
tecnoldgicas. Contudo, os mesmos sao facilmente oxidaveis, levando a rancificacio, com a
producdo de toxinas indesejaveis e comprometendo a qualidade e a vida qtil dos produtos
alimenticios. As substancias téxicas produzidas sdo cetonas, aldeidos, élcoois, 4cidos e
hidrocarbonetos, responsaveis pelo odor e gosto caracteristico de rango (Olivo, 2006).

Virios autores confirmaram que a pressdo aumenta a taxa de oxidacao de lipideos em
sistemas musculares e atribuiram este efeito principalmente a dois fatores: teor de dgua e ou
fons metdlicos liberados de complexos hemoproteicos durante os tratamentos a APH
(Ramirez-Suarez e Morrissey, 2007; Cheach e Ledward, 1996; Ohsmina, Ushio e Koizukmi,
1993; Tanaka, Xueyi, Nagashima e Taguchi, 1991). Cheah e Ledward (1996) observaram que
a medida que o pH diminui, a oxidagd@o de lipideos aumenta, o que pode ser uma outra razao

possivel pelo aumento dos valores de dcido tiobarbitirico (TBA) produzidos.
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Gomez-Estaca et al. (2007) verificaram diferencas nos valores de TBA de amostras de
carne de frango pressurizada (400 MPa) em comparagdo com as amostras controle.
Entretanto, as amostras ndo diferiram estatisticamente entre si.

Tuboly et al. (2003) trataram carne de peru mecanicamente separada sob APH (200
MPa por 20 minutos) e realizaram acompanhamento do produto por 15 dias. Esse produto foi
submetido a andlises microbioldgicas (contagem total e enterobactérias), oxidagdo de lipidios
(TBA) e concentracdo dos produtos da oxidacdo de colesterol (cromatografia e métodos
enzimaticos). Foi observada reducéo significativa no nimero de células vidveis, e aumento
nos valores de TBA, bem como formagéo de compostos de oxidagdo do colesterol.

No presente trabalho, também se constatou que o tratamento a APH provoca um
aumento nos valores de TBA de presunto cozido, embora nado tenha sido observada diferenca

estatistica significativa entre as amostras.

3.6. Indice de Peréxido

Como jé relatado, o tempo de armazenamento de produtos cdrneos € altamente afetado
pela oxidag@o lipidica, que pode também ser monitorada pela andlise de indice de peréxido no
periodo inicial da oxidacao.

A Tabela 9 apresenta a evolugdo dos valores de indice de per6xido com o tempo de
armazenamento para as amostras controle e pressurizada, sendo que os resultados foram
avaliados através da andlise. Analisando-se os resultados obtidos, pode-se observar que houve
diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras controle e pressurizada somente no 30°dia

de armazenamento.

Tabela 9 - Valores (médias) do indice de peréxido, em equivalente de peréxido/ 100g, para amostras
de presunto controle e pressurizada.

Amostras Tempo (Dias)
1° 15° 30° 45° 60° 75° 90°
Controle 0,00 500° 691° 450° 0,00* 000* 0,00°

Pressurizada (400-15) 0,00 498" 885° 422" 1,99* 0,00° 0,00

Letras iguais em uma mesma linha e coluna nao diferem entre si significativamente (p<0,05).

Nao houve diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras controle e pressurizada
ao longo dos 90 dias de armazenamento, mas houve diferenca significativa (p>0,05) dos
valores de indice de peréxido ao longo dos dias, indicando que o 15° dia diferiu dos demais e

ndo teve diferenca em relacdo ao 45° dia. No 30° dia houve diferenca em relacdo ao demais,
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observando-se a maior producdo do indice de perdéxido, embora ndo tenha ultrapassado o
limite da legislacdo que é de 10mg de peréxido/kg.

Pode-se verificar que os valores de indice de perdxido das amostras pressurizadas
foram maiores que os das amostras controle somente no tempo de armazenamento de 30 e 60
dias. Ap0s este periodo, as amostras tiveram seus valores decrescidos até ndo haver mais a
producido do peréxido, e sim de compostos intermedidrios, avaliados pelo indice de TBA.

Segundo Aratjo (1995) e Wong (1995), inicialmente ocorre a reacdo dos radicais
livres dos 4cidos graxos com oxigénio, ocorrendo posteriormente a formacgao dos peréxidos e
hidroperéxidos, que sdo considerados os primeiros produtos formados na oxidacdo de

gorduras.

3.7. Eletroforese

Sabe-se que as proteinas miofibrilares representam 52-56% de toda a proteina
muscular das carnes. A miosina € a proteina mais abundante das proteinas miofibrilares,
correspondendo a cerca de 50-58% do total das proteinas miofibrilares. A actina constitui de
15 a 20% das proteinas miofibrilares. O estudo do efeito da aplicagdo de alta pressdo em
presunto da presente pesquisa foi realizado em relacdo as proteinas miofibrilares miosina e
actina, por constituirem a maior parte da estrutura protéica. O perfil eletroforético das proteinas
miofibrilares de presuntos submetidos a diferentes condi¢bes de pressdo por 10 minutos €
apresentado na Figura 5.

Pode-se verificar que o aumento da pressdo ocasionou a desnaturacdo das proteinas
majoritarias do presunto, fato este verificado pelo clareamento das bandas de actina (43kDa) e
miosina (16 kDa a 23 kDa) do perfil eletroforético.

Virios autores também verificaram este clareamento nas bandas de actina e miosina
em produtos carneos submetidos a alta pressdo através da eletroforese SDS-PAPGE.
Scheibenzuber et al. (2002), em pesquisas realizadas com carne de porco, usaram a
eletroforese SDS-PAGE para verificar as alteragdes nas proteinas miofibrilares deste produto
apds tratamento a diferentes pressdes. Estes autores concluiram que a alta pressdo induziu a
solubilizacdo das proteinas miofibrilares, levando a gelatinizag@o das miofibrilas. Verificaram
também que componentes de filamentos finos foram solubilizados facilmente com aplicacdo
de pressdo, contudo, a solubilizagdo da miosina dependeu da magnitude e da duragdo da

pressdo aplicada.
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De acordo com Jimenez-Colmenero, Cofrades, Carballo, Frenandez e Fernandez-
Martin (1998), o aquecimento sobre pressdo favorece a quebra da cadeia de proteina que foi
atribuida a uma quebra enzimdtica acelerada pela pressdo de um componente de peso

molecular mais alto (possivelmente a miosina).
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Figura 5 - Perfil eletroforético das proteinas miofibrilares de presuntos submetidos a diferentes
condi¢des de pressdo por 10 minutos (1= controle; 2 = 100 MPa; 3 = 200 MPa; 4 = 500 MPa e § = 600
MPa).

Proteinas sdo formadas por uma seqiiéncia definida de aminodcidos e, quando
expostas a condicdes de alta temperatura, pH extremo, altas pressdes hidrostaticas, podem
desenovelar-se e perder parcial ou totalmente sua estrutura e fung@o. Segundo Palmieri
(2005), a pressao hidrostética age ao forgar a entrada de dgua no cerne protéico, o que resulta

na quebra das interacdes fracas e, conseqiientemente, no desenovelamento protéico.
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3.8. Analises microbiologicas

Os resultados obtidos na pesquisa de coliformes a 45°C/g, estafilococcus coagulase
positiva/g, Clostridium sulfito redutor a 46°C e Salmonella sp. , de acordo com a Resolucdo
RDC n°12 da ANVISA (BRASIL, 2001) estdo expressos na Tabela 9.

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que ndo houve alteracdo dos
valores obtidos entre a amostra controle e pressurizada, durante os 75 dias de armazenamento
refrigerado a 8°C, pois os resultados obtidos nas repeticdes ao longo dos dias mantiveram-se
sem grandes variacdes com excecdo das bactérias aerdbias psicrotréficas que tiveram um bom
crescimento nas amostras controle e um aumento reduzido nas amostras pressurizadas. Os

resultados encontrados estdo de acordo com os relatados na literatura.

Tabela 9 - Resultados obtidos enumeracdo de coliformes a 45°C/g, estafilococcus coagulase
positiva/g, Clostridium sulfito redutor a 46°C e Salmonella sp. para as amostras de presunto controle e
pressurizada mantidas a 8°C.

Microrganismos Tempo (Dias)
1° 15° 30° 45° 60° 75°
Bactérias aerobias psicrotroficas
Controle 3,0E+01 2,0E+02 6,0E+01 1,0E+04 1,0E+06 6,5E+06
Pressurizada 1,0E+01 1,0E+01 1,0E+01 1,0E+01 2,9E+02 1,0E+03
Coliformes a 45°C (UFC/g)
Controle auséncia auséncia auséncia auséncia auséncia auséncia
Pressurizada auséncia auséncia auséncia auséncia auséncia auséncia
S.coagulase positiva (UFC/g)
Controle 1,0E+02 1,0E+01 1,0E+02 1,0E+02 1,0E+02 1,0E+02
Pressurizada 1,0E+02 1,0E+02 1,0E+02 1,0E+02 1,0E+02 1,0E+02
Clostridium sulfito redutor a 46°C
Controle 1,0E+01 1,0E+01 1,0E+01 1,0E+01 1,0E+01 1,0E+01
Pressurizada 1,0E+01 1,0E+01 1,0E+01 1,0E+01 1,0E+01 1,0E+01
Salmonella sp (auséncia 25g)
Controle auséncia auséncia auséncia auséncia auséncia auséncia
Pressurizada auséncia auséncia auséncia auséncia auséncia auséncia

O efeito do tratamento sob APH (300 MPa, 15 minutos) e da temperatura (5, 20, 35 e
50°C) sobre a inativagdo de microrganismos (bactérias aerdbias psicrotrdficas, bactérias
lacticas, Pseudomonas sp. e enterobacteria) de presunto cozido fatiado e pedacos de carne de
porco foi estudada por Lopez-Caballero et al. (2002). A reducdo da carga microbiana
mostrou-se maior nos pedagos de carne fatiada. As bactérias Gram-negativas revelaram maior
sensibilidade ao tratamento sob pressdo, exibindo maior perda de viabilidade. A inativacdo
microbiana mais pronunciada ocorreu quando foi utilizada temperatura de processamento de

50°C.

101



Linton et al. (2004) realizaram estudos com frangos em pedagos que foram
empacotados a vdcuo e depois tratados a pressdo de 500 MPa, por 15 minutos a 40°C, e
estocados a 3°C. Os autores verificaram que a contagem em placa para aerdbios e
psicrotréficos e anaerdbios aumentou rapidamente durante o armazenamento e chegando a
10’ UFC/g, depois de aproximadamente 8 dias, a 3°C em amostras ndo tratadas. Entretanto,
amostras tratadas com alta pressdo ndo tiveram aumento significativo, durante os 182 dias de
armazenamento a 3°C.

Para Coliformes a 45°C/ g a contagem manteve-se ausente, indicando que nao houve
contaminagdo fecal nas amostras analisadas, e que as condi¢des higi€nico-sanitdrias foram
adequadas.

O Clostridium sulfito redutor a 46°C manteve sua contagem em 1,0E+01 UFC/g,
abaixo da legislagdo que estipula o valor de 1,0E+03 UFC/g, indicando que o tratamento
térmico, o processo de APH e o resfriamento apds processamento para os presuntos foram
adequados e suficientes para evitar que possiveis esporos presentes se desenvolvessem.

Quanto a Salmonella sp., o resultado mostrou auséncia, dentro dos padrdes
preconizados pela legislacdo, indicando que as condicdes de higiene tanto no processamento
quanto posteriormente foram adequados.

Garriga et al. (2004), em estudo realizado com presunto cozido e presunto curado,
avaliaram o comportamento de diferentes microrganismos patogé€nicos em tratamento a alta
press@o a 600 MPa, por 6 minutos a 31°C, durante a armazenamento a 4°C, por 120 dias.
Estes autores verificaram que a alta pressdo reduziu os riscos associados com Salmonella e
Listeria monocytogenes. Os autores observaram que o tratamento a alta pressdo ajudou a
prevenir mudancas de coloracdo, e que a composicdo do alimento &, talvez, um dos fatores-
chave que influencia o efeito conservador do tratamento a alta pressdo.

Pode-se verificar que o processo de cozimento até 68°C no ponto interno das pecas de
presunto, inativou os microrganismos em estudo com excecdo das bactérias aerdbias
psicrotroficas que tiveram um crescimento expressivo nas amostras controle em comparacio
com as amostras pressurizadas que tiveram um crescimento mais lento. No entanto, pesquisas
futuras com a inoculagdo do microrganismo alvo no produto podem ser conduzidas para se

verificar se o processo de APH ¢ eficiente para sua inativacao.

Conclusao
O processo a APH ndo causou mudangas expressivas nas propriedades fisicas,

quimicas e microbioldgicas das amostras de presunto pressurizadas em comparagdo com as
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amostras controle. Este processo mostra-se eficiente para o prolongamento da vida de
prateleira de presunto fatiado embalado a vdcuo. Pode-se verificar que houve a desnaturacio
das proteinas, o que provavelmente deve ter contribuido para as pequenas mudangas nos
resultados de cor, pH, a, oxidacdo lipidica, indice de peréxido e atraso no crescimento de
microrganismos das amostras pressurizadas em comparagdo com as amostras controle.
Possivelmente a desnaturacdo das proteinas pode ter acarretado mudancas nos nutrientes
disponiveis necessdrios para o crescimento das bactérias estudadas e com isso o seu
crescimento foi atrasado. No entanto, de uma maneira geral, pode-se afirmar que o processo
de APH ajuda a prevenir o crescimento microbiano, contribuindo para o aumento da vida de

prateleira deste produto, minimizando perdas industriais.
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4.5 - Caracteristicas sensoriais e preferéncia do consumidor de presunto
processado por alta pressdo hidrostdtica

Apresentagdo:

O uso da tecnologia de alta pressdo hidrostitica (HHP) tem sido um tema de
investigacdo ativa devido ao seu potencial para extensdo da vida de prateleira em produtos a
base de carne. No entanto, os seus efeitos sobre as propriedades sensoriais ainda ndo foram
completamente investigados. Este estudo avaliou as caracteristicas sensoriais de presunto
submetido a alta pressdo hidrostitica (HHP) e controle (ndo pressurizado), comparando-os
com cinco amostras de presunto comerciais, bem como comparou a preferéncia do
consumidor entre as referidas amostras. Uma equipe treinada de sete provadores avaliou as
amostras por meio da Anélise Descritiva Quantitativa (ADQ) e 70 consumidores participaram
do teste de preferéncia. Os dados foram analisados por meio da ANOVA, Andlise dos
Componentes Principais (ACP), “Cluster Analysis” e Mapa da Preferéncia. A amostra
pressurizada diferiu da amostra controle apenas para o atributo firmeza (p<0.05). Nos dois
maiores segmentos de consumidores identificados, o presunto pressurizado assim como a
amostra controle e duas comerciais (A e B) foram as preferidas. Verificou-se que todos os
atributos investigados contribuiram para a preferéncia dos consumidores.
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Caracteristicas sensoriais e preferéncia do consumidor de presunto
processado por alta pressdo hidrostdtica
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Glaucia Maria Falcdo de Aragio®
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¢ Departamento de Tecnologia de Alimentos, UFRRJ CEP 23890-000, Seropédica —RJ

1. Introducio
1.1. Alta Pressao Hidrostdtica

A crescente demanda do mercado consumidor por produtos de mais alta qualidade, fez
com que houvesse um crescente interesse nos Ultimos anos por tecnologias de
processamento/conservacdo que ndo provocassem alteracdes indesejaveis nos alimentos e
também nao agredissem o meio ambiente. Tais tecnologias sdo denominadas “tecnologias néo
convencionais”, “tecnologias emergentes”, “tecnologias inovadoras”, “tecnologias limpas” ou
“tecnologias de baixo impacto ambiental”. Dentre estas tecnologias, destacam-se o tratamento
O6hmico, o processamento por campos eletromagnéticos, a tecnologia de ultra-som, a
irradiacdo ionizante, a esterilizacdo por membranas e, em especial, a tecnologia de alta
press@o hidrostitica (Deliza, Rosenthal, Abadio, Silva e Castillo, 2005; Rosenthal e Silva,
1997; Sangronis, Pothakamury, Ramos, Ibarz e Barbosa-Canovas, 1997; Butz e Tauscher,
2002).

O interesse em alta Pressdo Hidrostitica (HHP) é devido, em parte, a procura
crescente dos consumidores por produtos processados com caracteristicas semelhantes as da
matéria prima em termos de cor, sabor e textura. Esta tecnologia tem recebido muita atencao
como um método de processamento de carne, com importantes aplicacdes na drea de
estabilizacdo e texturizacdo de carnes ou produtos cirneos, e utilizada em conjunto com 0s
métodos tradicionais de processamento com o propdsito também de aumentar a vida de
prateleira destes produtos (Supavititpatana e Apichartsrangkoon, 2007; Apichartsrangkoon,
2003; Apichartsrangkoon, 2002; Apichartsrangkoon e Leadward, 2002; Apichartsrangkoon,
Bell, Leadward e Schofield, 1999; Apichartsrangkoon, Leadward, Bell e Brennan, 1998).

! Corresponding author. Tel.: + 55 21 2410 9566
E-mail address: rodeliza@ctaa.embrapa.br (R. Deliza)
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Alguns autores ja constataram que a APH tem prolongado a vida de prateleira de
presunto fatiado embalado a viacuo (Ruiz-Capillas, Carballo e Colmenero, 2007; Hugas,
Garriga e Monfort, 2002; Carpi, Squarcina, Gola, Rovere, Pedrielli e Bergamaschi, 1999;
Loépez-Caballero, Carballo e Jiménez-Colmenero, 1999). Essa tecnologia ja esta sendo
aplicada em produtos a base de carnes em vdrias empresas para aumentar a vida de prateleira
e muitos destes produtos estdo disponiveis nos supermercados (Serra, Grebol, Guardia,
Guerrero, Gou, Masoliver, Gassiot, Sarraga, Monfort e Arnau, 2007a).

A pressdo aplicada nos produtos causa o desdobramento das proteinas, e posterior
agregacdo, levando a formacao de gel, o que ird afetar a qualidade dos produtos alimenticios.
As propriedades sensoriais estdo entre 0os mais importantes critérios utilizados pelos
consumidores para a escolha de um produto entre diferentes marcas comerciais (Christiansen,
Kreling, Kohler, Vegarud, Langsrud e Egelandsdal, 2006). A APH pode melhorar a textura da
carne através do aumento da elasticidade e melhorando as propriedades da estrutura, bem
como dando-lhe uma aparéncia mais brilhante (Apichartsrangkoon, Ledward, Bell e Brennan,

1998).

Contudo, o tratamento a alta pressdo pode provocar alteracdes na estrutura da carnes,
podendo afetar também as propriedades sensoriais, como cor (Carlez, Veciana-Nogues e
Cheftel, 1995), textura (Angsupanich e Ledward, 2002; Angsupanich, Edde e Ledward, 1999;
Ueno, Ikeuchi e Suzuki, 1999), e sabor (Suzuki, Homma, Fukuda, Hirao, Uryu e Ikeuchi,
1994). Como conseqiiéncia, essas possiveis mudancas nas caracteristicas sensoriais dos

produtos pressurizados t€m sido investigadas.

1.2 - Andlise sensorial

A qualidade de produtos alimenticios é determinada por seus atributos sensoriais,
composi¢do quimica, propriedades fisicas, e caracteristicas microbioldgicas que irdo afetar a
vida de prateleira de tais produtos. Os atributos sensoriais t€m sido reconhecidos como tendo
relevante papel no sucesso de um novo produto no mercado consumidor, mas faz-se
necessario que estes atributos sejam mantidas até o final da sua vida de prateleira (VDP).

Conhecer o produto em termos das caracteristicas sensoriais tem auxiliado
profissionais de diversas dreas. Estas caracteristicas podem ser analisadas utilizando técnicas
descritivas, como a Andlise Descritiva Quantitativa (ADQ). A ADQ foi desenvolvida por
volta de 1970 e envolve a discriminagdo e a descricio dos componentes quantitativos e

qualitativos dos componentes sensoriais de um produto, através da formacdo de um painel
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sensorial de provadores treinados (Laboissiere, Deliza, Barros-Marcellini, Rosenthal,
Camargo e Junqueira, 2007; Stone e Sidel, 2004; Stone e Sidel, 1998; Stone, Sidel, Oliver,
Woolsey e Singleton, 1974). Através da técnica da ADQ, provadores treinados, identificam,
caracterizam e quantificam as propriedades sensoriais dos alimentos em andlise (Murray,
Delahunty e Baxter, 2001). Esta metodologia pode ser usada para controlar a qualidade, para
comparar produtos semelhantes em relacdo a atributos sensoriais, € para 0 mapeamento de
produtos concorrentes. Também pode ser utilizada para monitorar mudangas no produto ao
longo de sua vida de prateleira, e para investigar os efeitos de diferentes ingredientes
adicionados no produto em estudo (Laboissiere et al., 2007; Murray et al., 2001; Stone e
Sidel, 1998; Zook e Wessman, 1977).

Além de conhecer as caracteristicas sensoriais do produto, € importante avaliar sua
preferéncia pelo consumidor. Para tal, ferramentas foram desenvolvidas, bem como métodos
estatisticos para a andlise dos dados. Nos ultimos anos, a aplicagdo das técnicas de
mapeamento da preferéncia tem tido considerdvel atencdo (Carroll, 1972; Greenhoff e
Macfie, 1994). Para identificar os fatores que influenciam na percep¢do do consumidor, uma
variedade de técnicas estatisticas multivariada estdo sendo propostas, por exemplo, andlise de
componentes principais, andlise de agrupamento, mapeamento da preferéncia. Em tais
aplicagdes, essas metodologias podem auxiliar na identificacdo de novas oportunidades de
produtos no mercado Uma segunda caracteristica fundamental € a capacidade de se combinar
perfis sensorial e a aceitabilidade de dados para identificar atributos sensoriais que dirigiu a
preferéncia dos consumidores (Pagliarini, Monteleone e Ratti, 2001; Costell, Vicenta-Pastor,
Izquierdo e Duran, 2000; Jaeger, Andani, Wakeling e Macfie, 1998).

O objetivo desta pesquisa foi investigar o efeito da alta pressdo hidrostitica nas
caracteristicas sensoriais de presunto cozido fatiado, comparando-o com o ndo pressurizado
(controle) e com marcas comerciais, bem como avaliar a preferéncia do consumidor para tais
produtos. Em seguida, os dados descritivos e de preferéncia foram reunidos para se identificar

os atributos que t€m dirigido a preferéncia do presunto.

2. Material e Métodos
2.1. Material
Cinco marcas comerciais de presunto, a amostra controle (presunto processado na

Embrapa Agroindustria de Alimentos) e a amostra pressurizada (amostra controle seguida de
aplicagdo de HHP) foram utilizadas neste estudo. Os presuntos comerciais foram comprados
em pecas inteiras em supermercados da cidade do Rio de Janeiro, com datas de fabricacdo

proximas.
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As amostras (comerciais e experimentais) foram fatiadas em fatiador de frios (CFI-
300, Skymen, Brusque, Brazil) no interior de cAmara de fluxo, colocadas em sacos plasticos

estéreis, selados a vacuo e identificados.

2.2. Tratamento por alta pressdo hidrostdtica

A amostra experimental (produzida na Embrapa Agroinduistria de Alimentos) foi
presssurizada em embalagens selados a vacuo contendo aproximadamente 50g, foi colocada
no equipamento Stansted Food Lab 9000 (Stanted Fluid Power Ltd., England) modelo S-FL-
850-9-W, com capacidade de operar em uma faixa de pressdo de 100 a 900 MPa, em um
intervalo de temperatura de 0 a 80°C, e em intervalos de tempos diversos. O fluido
pressurizador deste equipamento foi o dlcool 70%. A pressdao e o tempo de pressurizacdo
aplicado nas amostras para o presente estudo foi de 400MPa por 15 minutos, a temperatura

ambiente.

2.3. Andlise Descritiva Quantitativa (ADQ)

Amostras, compreendendo o presunto controle, presunto pressurizado e cinco marcas
comerciais de presunto (A, B, C, D e E), foram avaliadas neste estudo seguindo o
procedimento padrio do ADQ (Greenhoff e MacFie, 1994). Sete individuos previamente
selecionados para gosto salgado e textura integraram a equipe de provadores. O levantamento
dos termos descritivos foi realizado a partir de amostras comerciais e experimentais de
presunto. A diversidade das amostras oferecidas aos provadores teve como objetivo facilitar o
levantamento dos atributos sensoriais.

Posteriormente ao levantamento dos atributos, a equipe reuniu-se em varias sessoes
para estabelecer, por consenso, as definicdes e referéncias, para a posterior elaboracdo da
ficha de avaliacdo. Apds a identificagcio dos atributos e definicdo das referéncias, o
treinamento dos termos descritivos foi realizado utilizando os pontos ancora; “pouco” ou
“muito” para cada atributo avaliado.

Antes da realizacdo da ADQ, a performance da equipe de provadores foi avaliada,
verificando-se a discriminacdo entre as amostras, repetibilidade e concordancia entre os
membros (Damasio e Costell, 1991). Para isto, foi realizada a andlise de varidncia (ANOVA)
com duas causas de variagdo (amostra e repeticdo) para cada atributo e provador, sendo
selecionados os provadores com valores de Fymosira significativo para p< 0,30 e Frepeiicao para

p>0,05 nao significativos. Os provadores selecionados participaram dos testes subseqiientes.
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No perfil, as sete amostras de presunto foram monadicamente servidas em triplicata na
seqiiéncia de apresentacdio equilibrada (MacFie et al., 1989), codificadas com niimeros de trés
algarismos e servidas a temperatura ambiente nas cabines individuais do Laboratério de
Andlise Sensorial e Instrumental da Embrapa Agroindistria de Alimentos, RJ. Todas as
amostras foram apresentadas em pratos plasticos descartdveis brancos. Para avaliacdo da
aparéncia, as amostras fora apresentadas a temperatura ambiente e em luz branca. Os demais
atributos foram avaliados sob luz vermelha. Para limpar o palato, entre uma amostra e outra,

era servido biscoito e dgua.

2.4. Teste de Preferéncia do Consumidor

Um total de 70 consumidores participou do teste de preferéncia, os quais foram
recrutados baseados no critério de gostar e consumir presunto. Os participantes eram trinta
homens e quarenta mulheres na faixa etdria entre 19 a 59 anos de idade (média de 33 anos).
Considerando o nivel de escolaridade, verificou-se que a maioria (67%) atingiu o nivel
universitario completo ou pds-graduacio; fato este que pode ser explicado devido aos testes
terem sido realizados em um centro de pesquisa. Os consumidores também possuiam renda
expressiva considerando a renda per capita do brasileiro em 2003 de cinco saldrios minimos
(HDR, 2005), pois 53% reportaram possuir renda familiar de 5 a 20 saldrios minimos mensais
(R$ 350,00).

A aceitabilidade sensorial foi medida através de uma escala hedonica de nove pontos,
variando entre 9 — gostei extremamente e 1 — desgostei extremamente. As sete amostras de
presunto (controle, pressurizada, e as cinco marcas comerciais) foram apresentadas
monadicamente, de acordo com uma combinacgéo equilibrada (MacFie, Bratchell, Greenhoff e

Vallis, 1989). Agua e biscoito foram servidos entre uma amostra e outra para limpar o palato.

2.5. Andlise estatistica

O perfil sensorial dos dados foi analisado utilizando ANOVA, e Andlise dos
Componentes Principais (ACP), utilizando XLSTAT (2007).

Os dados da preferéncia foram analisados utilizando o mapeamento da preferéncia e a
metodologia de “Cluster Analysis”. O mapeamento da preferéncia constitui-se de um grupo
de técnicas estatisticas com o objetivo de analisar os dados de preferéncia, levando-se em
conta as diferencas individuais da preferéncia do consumidor (Carroll, 1972). O mapa interno
da preferéncia refere-se a andlise dos dados apenas da preferéncia, e fornece um resumo das

principais dire¢des da preferéncia dos segmentos de consumidores (Greenhoff e MacFie,
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1994). Informagdes sobre as propriedades sensoriais que conduzem a preferéncia podem ser
obtidas pela projecdo dos atributos sensoriais para cada amostra do mapeamento interno de

preferéncia (MacFie e Hedderley, 1993; McEwan, Earthy e Ducher, 1998).

3. Resultados e Discussoes
3.1. Perfil sensorial de presunto -ADQ
A equipe de provadores levantou nove atributos sensoriais, compreendendo trés

atributos para a aparéncia (aspecto caracteristico, aspecto uniforme e cor caracteristica), trés
para textura (suculéncia, firmeza e presenca de fibras) e dois para sabor (sabor caracteristico e
gosto salgado). Os atributos sensoriais, assim como as definicdes as as referéncias dos
mesmos, foram definidos pela equipe durante o painel sensorial e encontram-se na Tabela 1.

Todos os provadores apresentaram habilidade em discriminar as amostras,
apresentando valores de Famosra significativo para p< 0,30 e Fiepeiicao para p> 0,05 ndo
significativo. Assim, os sete provadores selecionados participaram deste estudo.

Os resultados da ADQ sdo mostrados na Tabela 2, que contém as médias alcancadas
para as amostras de presunto investigadas neste estudo, isto €, amostra controle, pressurizada,

bem como as marcas comerciais (A, B, C, De E).

Tabela 1 - Atributos sensoriais, defini¢des e referéncias para presunto.

Atributos Definicoes Referéncias

Aparéncia

Aspecto Aparéncia das fatias caracteristica de presunto  Pouco: Presunto comercial marca D

caracteristico suino Muito: Presunto comercial marca A

Aspecto Fatia com aspecto uniforme Pouco: Presunto comercial marca D

uniforme Muito: Presunto comercial marca B

Cor caracteristica Cor rosea caracteristica de presunto suino Pouco: Presunto comercial marca E

Muito: Presunto comercial marca A

Aroma

Aroma Aroma tipico de presunto suino Pouco: Presunto comercial marca E

caracteristico Muito: Presunto comercial marca A

Textura

Suculéncia Liberagao de dgua da amostra percebida Pouco: Presunto comercial marca D
durante a mastigacio Muito: Presunto comercial marca A

Firmeza Propriedade de textura percebida ao mastigar o Pouco: Presunto comercial marca E
produto. Este relacionado com a resisténcia das Muito: Presunto comercial marca A
fibras durante a mastigagdo.

Presenca de Percepgdo de fibras durante a mastigacdo Pouco: Presunto comercial marca E

fibras Muito: Presunto comercial marca A

Sabor

Sabor Sabor caracteristico de presunto suino Pouco: Presunto comercial marca E

caracteristico Muito: Presunto comercial marca A

Gosto salgado Presenca de gosto salgado percebido durante a  Pouco: Presunto comercial marca E
mastigagdo e proveniente da adi¢cdo de sal na Muito: Presunto comercial marca C
formulacio
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Os atributos relacionados a aparéncia, aroma e sabor ndo foram afetados pela
aplicagdo de alta pressdo, ou seja, nenhuma diferenca significativa entre a amostra controle e
pressurizada foi observada para estes atributos, como pode ser visto na Tabela 2. No entanto,
o processamento de presunto a 400 MPa/15 min. afetou significativamente a firmeza do
produto avaliada pelos provadores, podendo ser verificado pela diferenga estatistica entre a
amostra controle e a pressurizada (médias de 6.4 e 4.7, respectivamente, p<0,05) para este
atributo (Tab. 2).

Os atributos relacionados a aparéncia, aroma e sabor ndo foram afetados pela
aplicagdo de alta pressdo, ou seja, nenhuma diferenca significativa entre a amostra controle e
pressurizada foi observada para estes atributos, como pode ser visto na Tabela 2. No entanto,
o processamento de presunto a 400 MPa/15 min. afetou significativamente a firmeza do
produto avaliada pelos provadores, podendo ser verificado pela diferenga estatistica entre a

amostra controle e a pressurizada (médias de 6.4 e 4.7, respectivamente, p<0,05) para este

atributo (Tab. 2).

Tabela 2 - Média* dos atributos sensoriais para o presunto controle, presunto pressurizado e
diferentes marcas comerciais (A, B, C, D e E).

Atributos sensoriais Amostras
Amostras experimentais Amostras comerciais
Controle Pressurizada A B C D E
Aparéncia
Aspecto 7.94 7.8 84 82" 65" 35 33
caracteristico
Aspecto uniforme 7.7 7.7*° 8.4 78 51° 47 3.8¢
Cor caracteristica 8.1° 7.8*° 8.4 8.1 6.4° 6.4° 3.4¢
Aroma
Aroma caracteristico 7.5%° 7.4° 8.5% 7.8*° 5.0° 3.8%¢ 2.6°
Textura
Suculéncia 6.1* 6.9 7.3 7.3* 5.8 4.1°¢ 3.7
Presenca de fibras 7.0*° 5.6 7.8 6.1 36 4290 49
Firmeza 6.4 4.7 7.8°  59°d 45¢  54bed 5 3bed
Sabor
Sabor caracteristico 7.8%P 7.3%b¢ 85" 6.8 4.1¢ 3.3° 2.6°
Gosto salgado 4.3° 4.5° 49° 67 73 38 4.0

* Letras iguais em uma mesma linha ndo diferem entre si significativamente (p > 0.05) pelo teste de Tukey.

Apesar dessa diminui¢@o na firmeza nas amostras pressurizadas em comparagdo com
as amostras controle, a sua firmeza era semelhante a algumas marcas comerciais, o que indica
que o processo de alta pressdo produziu um produto adequado para o consumo. Para os
atributos de aparé€ncia (aspecto caracteristico, aspecto uniforme e cor caracteristica) e aroma

(aroma caracteristico) e textura (suculéncia), a amostra comercial A seguida pela comercial B,
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controle e pressurizada, respectivamente, apresentaram as maiores médias pela equipe de
provadores e ndo diferiram significativamente (p>0,05) entre si para tais atributos (Tab. 2). As
amostras comerciais D e E alcancaram as menores pontuacdes para tais atributos. Estudos
prévios t€ém demonstrado que este processo ndo causou mudancas significativas nos principais
atributos sensoriais relacionados ao presunto, com excecao de firmeza e gosto salgado (incluir
referéncias).

Para o atributo sabor caracteristico, a amostra comercial A seguida pela amostra
controle e pressurizada, receberam as maiores médias enquanto que as amostras comerciais D
e E receberam as menores pontuacdes. Para os atributos de textura (presenca de fibra e
firmeza), a amostra comercial A seguida pela amostra controle ndo diferiram
significativamente (p>0.05) e obtiveram as maiores pontuagdes.

Para o atributo gosto salgado, as amostras comerciais B e C ndo diferiram entre si e
receberam as maiores pontuacdes. As demais amostras, inclusive a pressurizada, ndo
diferiram entre si e receberam as menores médias. Estes resultados diferem dos apresentados
por Serra, Sarraga, Grebol, Guardia, Guerrero, Gou, Masoliver, Gassiot, Monfort e Arnau
(2007b) que reportaram que os provadores detectaram diferenca significativa para o atributo
gosto salgado entre as amostras pressurizadas e ndo pressurizadas. Segundo estes autores, tal
resultado pode ser devido a desnaturacdo das proteinas pela alta pressdo, contribuindo para o
aumento da percepgao do gosto salgado pelos provadores.

A Anidlise dos Componentes Principais (ACP) tem sido uma ferramenta muito
utilizada e util para auxiliar a interpretacdo dos resultados da ADQ, de acordo com
Borgognone, Bussi e Hough (2001). A Figura 1 mostra a posi¢do das sete amostras de
presunto e a distribuicdo dos atributos sensoriais, no espaco definido pela primeira e segunda
dimensao.

Com relacdo ao componente principal 1, as amostras controle e pressurizada e as
comerciais A e B ficaram correlacionadas na parte positiva desta dimensdo. Enquanto que as
amostras comerciais C, D e E, ficaram negativamente correlacionadas com esta dimensdo. As
amostras comerciais D e E foram separadas do restante das amostras sobre essa dimensao,
com baixa pontuacdo sendo que a amostra comercial A teve a maior pontuacdo positiva.
Todos os atributos estudados ficaram correlacionados fortemente na parte positiva do
componente principal um. No componente principal dois as amostras controle e as comerciais
A, D e E, e os atributos de textura (presenca de fibras e firmeza), sabor (sabor caracteristico) e
de aparéncia (aspecto uniforme) foram negativamente correlacionadas com essa dimensao.

Em contraste, a amostra pressurizada e as comerciais B e C foram positivamente
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correlacionadas com essa dimensao. Segundo Greenhoff e MacFie (1994), ao se analisar uma
figura de ACP, atributos que s@o muito préximos indicam correlagdes positivas entre eles,

enquanto aqueles em dire¢des opostas indicam correlagdes negativas.

2
[ ]
Comercial C gosto salgado comercial B
1,5 | i
uculéncia

°\° T -
R 1 aspecto Pressurizada
] L]
T caraef.»cor caract.
o 05 1
§- aroma caract
2 0 : : ; ‘ } aslpegto } }
d uniforme
£ sabor caract.
§—0,5 1

: y i T Controle
§ Comercial D presencga de .

° fibras
1.5 Coemrcial E 4 .
firmeza Comercial A
-2
-3,5 -2,5 -1,5 -0,5 0,5 1,5 2,5 3,5 4,5 5,5
Componente Principal 1 (74,36 %)

Figura 1 - Andlise dos Componentes Principais (ACP) das amostras de presunto controle,
pressurizado e comerciais A, B, C, D e E.

Desta maneira, na Figura 1, verifica-se que os atributos de aparéncia (aspecto e cor
caracteristica e aspecto uniforme), aroma (aroma caracteristico), sabor (sabor caracteristico) e
textura (suculéncia), apresentaram correlacdes positivas entre eles por seus vetores
encontrarem-se proximos. O mesmo € verificado para os atributos de textura (presenga de
fibras e firmeza).

Apichartsrangkoon et al. (1998) relataram que o processo de alta pressdo ocasionou
mudancas na aparéncia de produtos cdrneos submetidos a este processo, melhorando o brilho
e a aparéncia dos mesmos. No entanto, estas constatagdes ndo foram verificadas na presente
pesquisa. Serra et al. (2007b) verificaram que a alta pressdo ndo causou efeito significativo no
aroma do produto nas pressoes aplicadas (400 MPa/10 min e 600 MPa/10 min) e constataram
que o tratamento a altas pressdes ocasionou mudancas sensoriais significativas na textura, as
quais foram detectadas pelos consumidores, especialmente nas pressdes de 600 MPa.
Segundo alguns autores (Ramirez-Suarez e Morrissey, 2006; Angsupanich, Edde e Ledward,
1999; Apichartsrangkoon et al., 1998; Funtenberger, Dumay e Cheftel, 1997; Gilleland,

Lanier e Hamann, 1997; Okamoto, Kawamura e Hayashi, 1990), as alteracdes na textura de
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produtos cédrneos sdao devido ao aumento da elasticidade que, conseqiientemente, resulta na
diminui¢do da resisténcia da estrutura do produto. Tal processo contribui para o
desdobramento das proteinas majoritdrias do produto cdrneo, ocasionando sua agrega¢do com
formagdo de géis, e conseqiiente efeito na textura do produto, facilmente percebida pelo
consumidor. Yamamoto, Yoshida, Morita e Yassui (1994) relataram que as mudangas na
textura de produtos cdrneos foram atribuidas a desnaturacdo e agregacdo das moléculas de
miosina, processo iniciado a pressdes acima de 100 MPa. Stephan, Slongo, Deliza e
Rosenthal (2006) em pesquisa realizada para verificagdo do efeito da alta pressdo nas
proteinas de presunto suino, utilizando a técnica de eletroforese SDS-PAGE, verificaram que
pressdes até 200 MPa/15 min, ndo ocasionam mudancas nas proteinas do produto, porém
acima de 300 MPa/15min, mudangas puderem ser verificadas na eletroforese SED-PAGE.

Os resultados apresentados indicaram que as amostras foram bem caracterizadas em
termos das propriedades sensoriais, demonstrando que o painel de provadores treinados
conseguiu discriminar diferencas entre as amostras estudadas, confirmando a ADQ como
ferramenta adequada para descrever e quantificar atributos sensoriais de presunto. Esta andlise
demonstrou que as amostras controle e pressurizada diferenciaram-se entre si somente em
relacdo ao atributo firmeza, e nenhuma diferenca significativa foi encontrada nos demais
atributos sensoriais, revelando que a APH ndo alterou significativamente os atributos

sensoriais do produto em estudo.

3.2. Resultados de preferéncia do consumidor

A média dos resultados da preferéncia para as sete amostras de presunto avaliadas
pelos consumidores (n=70) encontra-se na Tabela 3. Considerando a média dos participantes
ndo houve diferenca (p>0.05) quanto a preferéncia entre as amostras controle, pressurizada,
comercial A e B. Os consumidores preferiram as amostras comerciais A e B, controle e
pressurizada e desgostaram da amostra comercial D e E.

Posteriormente, foi utilizado a “Cluster Analysis”, método estatistico multivariado
para a classificacdo de consumidores em grupos baseado na similaridade de respostas, e trés
grupos foram identificados, os quais compreenderam 9, 20 e 35 consumidores,
respectivamente. A partir desta andlise, seis pessoas foram excluidas do painel sensorial
inicial (n= 70), conforme sua pontuacdo, ndo se enquadrando no modelo. A Figura 2
apresenta os consumidores no dendrograma mostrando os trés segmentos de consumidores

identificados apds a andlise.
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Figura 2 - Dendrograma dos consumidores (n=64).

Esta andlise mostrou a heterogeneidade na preferéncia dentre os participantes, e a
média destes segmentos é apresentada na Tabela 3. A partir da identificacio dos trés
segmentos de consumidor, a ferramenta Mapa Interno da Preferéncia (MIP) foi utilizada na
andlise dos dados. Tal ferramenta permite representar graficamente a preferéncia individual
de cada consumidor, em relagdo as amostras estudadas, gerando um espago multidimensional,
representado por dimensdes de preferéncia que explicaram a variagdo total das respostas

sensoriais. A Figura 3 mostra os resultados do MIP.

Tabela 3 - Médias* da preferéncia®** das amostras de presunto e para os diferentes segmentos de
consumidores.

Amostas Total Segmento 1 Segmento 2 Segmento 3

(n=170) (n=9) (n=20) (n=35)

Controle 6.5 5.3 7.2° 6.4*°
Pressurizada 6.7*° 49" 7.5 7.3%
Comercial A 7.1 6.7*° 6.4° 74°
Comercial B 7.0° 6.0 6.5° 7.0°
Comercial C 5.6 6.6*° 6.0" 5.20¢
Comercial D 5.3%4 76° 5.1° 3.7¢
Comercial E 4.49 7.3% 5.5° 3.0%¢

* Letras iguais na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0.05).
** Avaliada em escala hedonica estruturada, sendo 1 = desgostei extremamente até 9 = gostei extremamente.

As dimensdes 1 e 2 do Mapa Interno da Preferéncia explicaram 60.24% do total da
variacdo (dimensdo 1 —41.12 %; dimensao 2 — 19.12 %). A Figura 3(a) mostra a posicdo dos

consumidores e Fig. 3(b) das amostras nas dimensdes 1 e 2.
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Figura 3 - Mapa Interno da Preferéncia mostrando (a) a posi¢do dos consumidores e (b) a posi¢do das
amostras no espaco definido pela primeira e segunda dimensao.

As amostras comerciais D e E foram as menos preferidas. O segmento 1, gerado pelo
“Cluster Analysis”, apresentou o menor nimero de consumidores (12.85%), sendo localizado
no quadrante inferior esquerdo da Figura 3(a). A amostra comercial C, D e E foram as
preferidas por estes consumidores. A amostra pressurizada teve a menor preferéncia para este
segmento. O segmento 2, localizado na parte inferior direita da Figura 3(a), revelou a amostra
D com menor preferéncia e a amostra pressurizada com a maior. Este segmento foi
constituido por 28.6% dos consumidores. O segmento 3 foi composto por 50% dos
consumidores, estando localizados no quadrante superior direito da Figura 3(a). Verificou-se
que a amostra controle e pressurizada e as comerciais A e B foram as preferidas pelos
consumidores e a comercial E com a menor preferéncia.

No presente estudo, pode-se verificar que um largo nimero de consumidores nio
gostaram das amostras D e E, enquanto que as amostras controle e pressurizada foram bem
aceitas por um nimero bem expressivo de consumidores. Estes resultados sdo de extrema
importancia, pois o novo produto em estudo (presunto pressurizado), mesmo ndo estando
disponivel comercialmente, teve uma boa preferéncia por estes.

Com estes resultados, para identificar quais atributos dirigiram a preferéncia dos
consumidores, foi utilizado o Mapa Externo de Preferéncia (MEP). Através dos resultados das
médias dos atributos avaliados na ADQ e do teste de preferéncia para cada segmento de
consumidor de presunto, foi possivel utilizar tal técnica, a qual, como ja mencionado, auxilia

a interpretacdo dos resultados da preferéncia dos consumidores.
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A Figura 4(a) mostra a representag@o grafica das dimensdes 1 e 2 do Mapa Externo da
Preferéncia para os trés segmentos de consumidor e amostras estudadas. Fig. 4(b) apresenta
os atributos sensoriais. Os segmentos 2 (20 consumidores) e 3 (35 consumidores), que
compreenderam a maioria dos participantes do estudo, foram caracterizados por preferirem as
amostras controle e pressurizada, bem como as comerciais A e B. Como ja discutido
anteriormente, pode-se observar que os atributos sensoriais das referidas amostras foram
bastante semelhantes, valendo ressaltar que as marcas de presunto comerciais (A e B) sdo as
lideres de mercado. Os consumidores do segmento 1 (9 individuos) preferiram as amostras
comerciais C, D e E, cujos atributos sensoriais foram negativamente correlacionados com os

atributos das demais amostras (controle, pressurizada, comercial A e B).
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Figura 4 - Representacdo grafica das dimensdes 1 e 2 do Mapa Externo da Preferéncia: (a) segmento
de consumidores e amostras; (b) atributos sensoriais.

Os resultados apresentados indicaram que o presunto pressurizado - o novo produto
em estudo - assim como a amostra controle e as comerciais A e B foram as preferidas para os
dois maiores segmentos de consumidor identificados. Com os resultados alcangados, pode-se
concluir que o presunto pressurizado foi bem aceito pelos participantes em relagdo aos
atributos sensoriais, quando todos os consumidores foram considerados. Considerando-se os
segmentos de consumidores identificados, ficou evidente a importincia das ferramentas
estatisticas utilizadas (“Cluster Analysis” e Mapa da Preferéncia Interno e Externo) na
interpretacdo dos resultados, possibilitando investigar o papel das caracteristicas individuais

dos consumidores na preferéncia dos produtos.
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Virios trabalhos podem ser encontrados na literatura utilizando o Mapa da Preferéncia
em estudos com produtos cirneos como presuntos e salsichas. No entanto, pesquisas que
tenham utilizado presuntos submetidos a APH nao foram identificados (Serra et al., 2007;
Geel, Kinnear e Kock, 2005; Berna, Lammertyn, Buysens, Natale e Nicolai, 2005; Jaeger,
Rossiter, Wismer e Harker, 2003). Nute, Jones, Dransfield e Whelehan (1987) realizaram
estudo de preferéncia com uma grande variedade de presuntos. Estes autores verificaram que
a aparéncia e a textura foram os atributos sensoriais mais importantes para os consumidores
nos testes de preferéncia realizados. Eadie et al. (1990) e Siret e Issanchou (1995) relataram
resultados semelhantes, porém, observaram que o sabor também teve importante papel na
preferéncia do consumidor para esta categoria de produto. Os autores verificaram que os
presuntos preferidos foram aqueles de textura mais fibrosa, com sabor caracteristico de
presunto mais intenso e com nenhum aroma estranho.

Uma das grandes vantagens na utilizagdo do MIP € a possibilidade de descrever cada
segmento de consumidores de acordo com caracteristicas sécio demogréficas, e/ou habitos de
consumo, possibilitando que a industria direcione estratégias de marketing levando em conta
as caracteristicas dos consumidores alvo de seus produtos.

A Tabela 4 apresenta as caracteristicas s6cio demograficas dos distintos segmentos de

consumidores de presunto.
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Tabela 4 - Caracteristicas demograficas do segmento de consumidores.

Segmento 1 (n=9) Segmento 2 (n=20) Segmento 3 (n=35)

Sexo
1 — Masculino 56 35 43
2 — Feminino 44 65 57
Idade
< 18 anos 0.0 5.0 2.85
19-30 anos 333 35.0 41.7
31-40 anos 22.2 25.0 27.1
41-50 anos 22.2 35.0 22.6
> 50 anos 222 0.0 5.71
Nivel de instrucao
1 - Fund. Completo 41.1 10.0 2.8
2 - Méd. Incompleto 0.0 0.0 5.71
3 - Méd. Completo 0.0 10.0 17.1
4 - Univ. Incompleto 22.2 10.0 10.1
5 - Univ. Completo 233 35.0 12.1
6 - P6s-graduacdo 13.3 35.0 52.1
Renda
1-1-5sm.* 44.4 35.0 23.5
2-5-10 s.m. * 23.3 20.0 31.4
3-10-20 s.m.* 21.1 25.0 30.1
4 -20-30 s.m.* 11.1 15.0 10.1
5->30s.m.* 0.0 0.0 5.71

- saldrio minimo = R$ 380,00, em marc¢o de 2006.

Ao analisarmos estatisticamente os resultados obtidos, verificamos o segmento 1
diferiu estatisticamente dos segmentos 2 e 3 em relacdo ao nivel de instrucio. Este segmento
também apresentou renda familiar inferior ao segmento 3 (p<0.05). Vale ressaltar que os
consumidores do segmento 1 preferiram as amostras de presunto comerciais D e E e
atribuiram a menor média quanto a preferéncia para a amostra pressurizada. O segmento 3
apresentou resultados opostos, com a maior preferéncia para a amostra pressurizada e a
controle. Tais resultados nos permitem sugerir que o grau de instrug@o e a renda familiar dos
consumidores contribuiram para o direcionamento da preferéncia das amostras de presunto.
Os resultados da andlise estatistica encontram-se na Tabela 5.

Verificou-se que a maioria dos participantes do segmento 2 foi composta por mulheres
(65%) enquanto que, nos demais segmentos, houve um certo equilibrio entre homens e
mulheres. Com relagdo a idade, para o segmento 1, 2 e 3 cerca de 33,3; 35 e 41,7%,
respectivamente, encontraram-se na faixa de 19-30 anos.

Considerando-se o nivel de escolaridade, observou-se que entre os consumidores do
segmento 1, 41.1% possuiam nivel fundamental incompleto e 13% possuiam pds-graduacio.

J4 no segmento 2, 70% dos consumidores possuiam nivel universitdrio completo ou com pos-
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graduacdo. No segmento 3, 52.1% dos consumidores possuiam pds-graduacdo e apenas 2.8%
possuiam nivel fundamental incompleto.

Resultados semelhantes foram observados em relacdo a renda dos segmentos, isto &,
consumidores do segmento 1 possuiam, assim como um nivel de escolaridade baixo, baixa
renda, com 44,4% dos consumidores, entre 1-5 saldrios minimos (s.m). No segmento 2, 35%
apresentaram renda entre 1-5 s.m. J4 para o segmento 3, que apresentou nivel de escolaridade
mais elevado em relacio aos demais segmentos, a renda deste segmento também foi superior,
onde 61.4% dos consumidores apresentaram renda entre 5-20 s.m., e 5.71% renda superior a
30 s.m.

Se forem comparados os resultados demogrificos dos diferentes segmentos de
consumidores obtidos através do “Cluster Analysis”, com o resultado do teste de preferéncia,
obtido pelo Mapa Interno da Preferéncia, pode-se verificar que o presunto pressurizado foi o
menos preferido no segmento 1 (menor nivel de escolaridade e a menor renda entre os
consumidores participantes), e o mais preferido dentre os individuos do segmento 3 (maior
nivel de escolaridade e a maior renda entre os consumidores participantes), juntamente com as
amostras de presunto lideres do mercado consumidor e a amostra controle. Diferengas
individuais dos participantes, reveladas nos distintos perfis demograficos, foram tteis na

interpretacdo dos resultados da preferéncia.

Tabela 5 - Médias* dos dados demograficos dos segmentos de consumidores.

Dados demograficos Segmento 1 (n=9) Segmento 2 (n=20) Segmento 3 (n=35)

Idade 39.11° 36.26 32.20°
Nivel de instrucéio 2.00° 468 491°
Renda 1.88" 2.21° 291"

* Letras iguais na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0.05).

Conclusao

Os resultados da ADQ permitiram observar que o processo de APH (400MPa/15min),
causou alterag@o significativa no presunto pressurizado apenas em relacio ao atributo firmeza.
A utilizacdo da metodologia do mapeamento de preferéncia, nos sugerir essa nova tecnologia
como uma promissora alternativa para o aumento da vida de prateleira de presunto
processado, principalmente para os consumidores com renda per capita mais elevada. O novo
produto em estudo alcangou satisfatéria preferéncia no teste de preferéncia para a maioria dos
consumidores. Desta maneira, pode-se concluir que o processo de APH a 400 MPa/15 afetou

pouco os atributos sensoriais e o presunto pressurizado nestas condig¢les, teve suas
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caracteristicas sensoriais pouco afetadas. Verificou-se que as caracteristicas sdcio
demogrificas dos participantes também contribuiram para o direcionamento da preferéncia

para o presunto pressurizado e as marcas lideres do mercado.
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4.6 - Preferéncia e intencdo de compra de presunto pressurizado

Apresentagdo:

Presunto suino cozido, fatiado, embalado a vacuo foi submetido ao processo de alta
press@o hidrostética, utilizando-se a pressdo de 400 MPa por 15 minutos para verificar a
preferéncia e intengdo de compra do consumidor em relacdo ao presunto pressurizado € o
produzido comercial. Para os testes foram utilizadas cinco amostras de presunto comerciais e
duas amostras de presunto processado sendo que uma dessas foi submetida ao processo de
alta pressdo hidrostdtica posteriormente a etapa de fatiamento e selamento a vacuo. Todas as
amostras foram apresentadas em fatias, codificadas com nimeros de trés algarismos e
servidas a temperatura ambiente. As amostras foram avaliadas quanto a preferéncia por 70
consumidores, utilizando escala hedonica ndo estruturada de nove pontos. A intencdo de
compra foi investigada empregando escala ndo estruturada de sete pontos. Os dados foram
analisados usando ANOVA, Teste de médias de Tukey, Mapa Interno de Preferéncia (MIP) e
“Cluster Analysis”. Os resultados de intengdo de compra foram submetidos ao Teste de
médias de Tukey. As amostras comerciais A e B, seguida pela amostras controle e
pressurizada ndo diferiram entre si nas anélises de preferéncia e inten¢do de compra, e ainda

obtiveram a maior pontuagdo nestes testes.
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1-INTRODUCAO

A alta pressdo hidrostdtica (APH) é uma tecnologia nova que vem sendo aplicada em
muitos alimentos para o prolongamento da vida de prateleira e para diminui¢do dos efeitos
causados pelo tratamento térmico, ja que é uma tecnologia que ndo utiliza calor e mantém as
qualidades nutritivas e sensoriais do produto. O uso desta tecnologia no processamento de
alimentos representa uma grande vantagem na inddstria, pois além das vantagens ja
mencionadas, ela também ndo agride o meio ambiente, podendo entdo ser considerada uma
tecnologia limpa, de baixo impacto ambiental ou uma tecnologia ndo convencional.

Atualmente pesquisas véem sendo realizadas para avaliar a eficiéncia da APH em
carnes e produtos carneos. Segundo Rovere (2001) produtos como presuntos sdo
recomendados para serem processados por essa tecnologia porque o processo ndo afeta a cor
devido a grande estabilidade do nitrosohemocromo formado a partir da adi¢do de nitrito e
posterior aquecimento. Desta forma, esta tecnologia prolonga a vida de prateleira destes
produtos e favorece a manutencdo das caracteristicas sensoriais, principalmente as
relacionadas ao aroma e sabor. Diversas industrias da Europa, EUA e Japdo estdo utilizando a
APH para o processamento de produtos como sucos, geléias, ostras, presunto, entre outros
com o intuito de disponibilizar ao consumidor produtos com caracteristicas semelhantes ao
produto fresco e também prolongar a vida de prateleira . No entanto o uso de altas pressdes
pode causar mudangas na estrutura dos produtos, afetando as caracteristicas de textura
(Angsupanich e Ledward, 2002; Angsupanich, Edde e Ledward, 1999; Bouton e Harris, 1972;
Bouton et al., 1999), além de ter efeito na oxidagao lipidica (Cheach e Ledward, 1996).

A avaliagdo das caracteristicas sensoriais dos produtos submetidos 2 APH tem papel
relevante nas pesquisas envolvendo tal tecnologia, entretanto, investigar a preferéncia do
consumidor em relagdo ao produto pressurizado vem sendo cada vez mais reconhecido pelos
processadores de alimentos como altamente importante e recomenddvel. Portanto, a

preferéncia destes produtos pelo consumidor € o que certamente vai determinar o sucesso ou
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fracasso comercial desta nova tecnologia (Cardello, Schutz e Lesher, 2007). Dentre os
métodos afetivos existentes para avaliar a preferéncia de determinado produto estd o Teste de
Preferéncia, o qual utiliza o consumidor como instrumento de medida e, fornece informacio
sobre o0 grau com que as pessoas gastaram ou nao do produto (Stone e Sidel, 2004). Porém,
quando os dados de preferéncia sdo analisados por técnicas estatisticas univariadas, assume-se
que o critério de aceitabilidade dos consumidores seja homogéneo, o que implica que os
valores desta forma obtidos podem nio refletir a performance real do produto. Por esta razio
a variabilidade individual dos participantes deve também ser considerada na andlise dos
dados. O Mapa da Preferéncia e a Cluster Analysis sao ferramentas que podem ser utilizadas
para tal prop6sito (Greenhoff e MacFie, 1994; Jaeger et al., 1998; Schlich, 1995; Berna et al.,
2005). Nesse caso, os critérios avaliados sdo identificados como dimensdes que ocupam
posicdes ortogonais em uma representacio grafica. Assim, permitem que as amostras sejam
representadas como pontos e os consumidores como vetores no espaco definido pela
preferéncia. Aliada a andlise de varidncia e testes de médias, as ferramentas citadas
contribuem para uma melhor interpretacio dos resultados, pois permitem segmentar
consumidores favorecendo o desenvolvimento de produtos voltados para o publico alvo. O
objetivo deste estudo foi avaliar a preferéncia do consumidor para presunto submetido ao
processo de alta pressao hidrostatica, comparando-o com amostras comerciais e controle (ndo

pressurizada).

2 - MATERIAL E METODOS
2.1 - Amostras

Cinco amostras comerciais de presunto disponiveis no mercado foram avaliadas
juntamente com a amostra controle (presunto processado na Embrapa Agroindustria de
Alimentos) e a pressurizada (amostra controle mais aplicacdo de alta pressao hidrostética). Os
presuntos comerciais foram comprados em pegas inteiras em supermercados da cidade do Rio
de Janeiro, com datas de fabricacdo préximas. As amostras (comerciais e experimentais)
foram fatiadas (fatiador de frios CFI-300, Skymen, Brusque, Brazil) no interior de uma

camara de fluxo, e colocadas em sacos estéreis selados a vacuo e identificados.

2.2 - Tratamento a alta pressao hidrostatica
A etapa de aplicacdo de alta pressao foi realizada posteriormente a etapa de fatiamento
e de selamento a vicuo. O equipamento utilizado foi da marca Stanted Fluid Power, modelo

S-FL-850-9-W (Stansted, Inglaterra), com capacidade de operacgdo na faixa de pressdao de 100
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a 600 MPa, em intervalo de temperatura de 0 a 80°C. O fluido pressurizador deste
equipamento foi o dlcool 70%. A pressdo e o tempo de pressurizacdo aplicados nas amostras

para o presente estudo foram de 400MPa por 15 minutos, a temperatura ambiente.

2.3 - Avaliacao da preferéncia e intencao de compra

As amostras foram avaliadas quanto a preferéncia por 70 consumidores, os quais
foram recrutados baseados no critério de gostar de presunto. As amostras foram apresentadas
de forma monadica, em pratos plasticos descartdveis, codificados com nimeros de trés
algarismos e servidos a temperatura ambiente nas cabines individuais do Laboratério de
Andlise Sensorial e Instrumental da Embrapa Agroindistria de Alimentos, RJ. A ordem de
apresentacdo das amostras foi balanceada (MacFIE et al., 1989). Foi utilizada a escala
hedonica de nove pontos, variando de 1: desgostei extremamente a 9: gostei extremamente. A
inten¢do de compra foi investigada empregando escala ndo estruturada de sete pontos, onde 1:
certamente ndo compraria e 7: certamente compraria. Agua e biscoito d4gua foram oferecidos
aos participantes para limpeza do palato entre uma amostra e outra. Os dados foram
analisados por ANOVA, Mapa da Preferéncia e Cluster Analysis usando o software

XLSTAT-MX (2007).

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os 70 consumidores que participaram do estudo, 30 foram homens e 40
mulheres, com idade variando de 19 a 59 anos de idade (média de 33 anos). As médias
alcancadas para as sete amostras de presunto, encontram-se na Tabela 1, juntamente com a
porcentagem de notas superiores e inferiores a 5 (nfo gostei nem desgostei).

Os resultados da Tabela 1 demonstraram que as marcas comerciais A, B e a amostras
controle e pressurizada foram as preferidas dos consumidores, e ndo diferiram
estatisticamente entre si (p> 0,05). Os presuntos comerciais E e Comercial D foram os menos
preferidos pelos participantes deste estudo, sendo que esta tltima foi similar & comercial C em
termos de preferéncia. Os resultados do teste de preferéncia obtidos através da Andlise de
Variancia ndo forneceram a percep¢do individual dos consumidores, pois os resultados foram
apresentados como médias, ndo refletindo a real performance de cada amostra em termos da

preferéncia (Greenhoff e MacFie, 1994).
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Tabela 1 — Médias* da preferéncia** atribuidas as amostras de presunto.

Amostra Preferéncia % de reprovacao % de aprovacao
Notas < 5 Notas > 5

Controle 6,5*" 25,8 74,2
Pressurizada 6,7 229 77,1
Comercial A 7,12 28.6 71,4
Comercial B 7,0° 14,3 85,7
Comercial C 5,6 40,0 60,0
Comercial D 5,3%4 45,7 54,3
Comercial E 4.4° 60,0 40,0

* Letras iguais na mesma coluna, nio diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).
** Avaliada em escala heddnica ndo estruturada, sendo 1 = desgostei extremamente até 9 = gostei extremamente.

A andlise dos dados pelo Mapa da Preferéncia gerou um espaco multidimensional

(onde as varia¢Oes com relacdo aos dados de preferéncia foram extraidas em eixos ortogonais

e para cada dimensdo de preferéncia), de coordenadas relativas aos produtos, que foram por

sua vez geradas em funcdo da resposta de cada consumidor. Observa-se que a primeira e a

segunda dimensdo explicaram 59,3 % da variagdo dos dados. A Figuras 1(a) apresentam as

duas primeiras dimensdes do Mapa da Preferéncia com a posicdo das sete amostras de

presunto avaliadas neste estudo. A primeira dimensdo separou as amostras comerciais A, B,

controle e pressurizada das demais. A segunda dimensdo separou as amostras comerciais C, D

e E das outras amostras avaliadas.
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Figura 1 — (a) Representacio grifica das dimensdes 1 e 2 do mapa interno da preferéncia mostrando a posi¢do
das amostras de presunto controle, pressurizado e diferentes marcas comerciais (A, B, C, D e E); (b) Cluster
analysis para os trés segmentos de consumidores formados.
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“Cluster Analysis” é um método estatistico multivariado para a classificagdo de
objetos em grupos. Utilizando tal ferramenta nos dados deste estudo, trés segmentos de
consumidores foram identificados, baseado na similaridade de resposta quanto a preferéncia,
os quais compreenderam 9, 20 e 35 individuos, respectivamente. Os resultados obtidos pelo
“Cluster Analysis” para os centréides de cada um dos segmentos formados foram inseridos
nos dados da preferéncia e re-analisados, obtendo-se, assim, o vetor dos segmentos nas
mesmas dimensdes dos vetores de cada um dos participantes do estudo. Esta técnica permitiu
melhor visualizacdo da preferéncia e vem sendo recomendada nas andlises usando o Mapa da
Preferéncia (MacFie e Hasten, 2007). A Figura 1(b) mostra a posi¢do dos consumidores, bem
como dos trés segmentos identificados a partir da “Cluster Analysis” .

Observa-se que o maior nimero de individuos encontra-se nos quadrantes da direita do
“Cluster Analysis” revelando que para tais consumidores as amostras comerciais A, B,
pressurizada e controle foram as preferidas, confirmando os resultados apresentados pela
ANOVA. Observa-se que as demais amostras avaliadas foram apreciadas por um segmento
menor de consumidores.

Segundo Greenhoff e MacFie (1994) apenas os consumidores significativamente
ajustados (p< 0,05) ao modelo, isto é, os consumidores capazes de discriminar sensorialmente
as amostras e que ndo conferiram notas de preferéncia ao acaso, deveriam ser considerados na
andlise dos dados utilizando o MIP. Entretanto, MacFie (2005), recentemente reportou que
essas exclusdes ndo devem ser feitas, pois todos os consumidores, mesmo 0s que nio sao
capazes de diferenciar, ou que gostaram ou desgostaram igualmente em todas as amostras,
devem ser levados em consideracdo, pois estes também fazem parte do “real” mercado
consumidor.

A partir da identificagdo dos trés segmentos de consumidores, foi possivel obter as
médias das amostras para cada um dos referidos segmentos, as quais sdo mostradas na Tabela
2. A maioria dos consumidores (n = 70) preferiram as comerciais A e B, seguida pelo controle
e pressurizada, ndo diferindo estatisticamente entre si. O segmento 1 apresentou o menor
nimero de consumidores (12,85%), sendo localizado no quadrante inferior esquerdo da

Figura 1(b).
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Tabela 2 — Médias* de preferéncia** das amostras de presunto para diferentes segmentos de
consumidores.

Amostras Total Segmento 1 Segmento 2 Segmento 3
(n=70) (n=9) (n=20) (n=35)
Controle 6,46™° 5,30 7,2° 6,4
Pressurizada 6,724 49° 7,5% 73%
Comercial A 7,05° 6,7*" 6,4° 74°
Comercial B 6,83 6,0 *° 7,5° 7,0°
Comercial C 5,53%¢ 6,6° 6,0% 5,2 0b¢
Comercial D 4,42¢ 7,6° 7,1° 3,7¢
Comercial E 5,31° 6,3 *° 30° 3,0°

* Letras iguais na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).
** Avaliada em escala heddnica estruturada, sendo 1 = desgostei extremamente até 9 = gostei extremamente.

Através de andlise de dados utilizando ANOVA verificou-se que para o segmento 1
(n=9) as amostras controle e as comerciais A, B, C, D e E foram as preferidas pelos
consumidores. A amostra pressurizada foi a menos preferida pelos consumidores. O segmento
2 localizado na parte inferior direita da Figura 1(b), revelou que somente a amostra E
apresentou diferenca significativa em relacdo as demais amostras, sendo a amostra menos
preferida pelos consumidores. Este segmento foi constituido por 28,6% dos participantes
deste estudo. O segmento 3 foi composto por 50 % dos consumidores, estando localizados no
quadrante superior direito da Figura 1(b). Verificou-se que as amostras controle e
pressurizada, assim como as comerciais A e B foram as preferidas pelos consumidores deste
segmento.

Virios trabalhos podem ser encontrados na literatura utilizando a ferramenta MIP, a
qual foi aplicada a diversos produtos cdrneos como presuntos e salsichas. No entanto,
pesquisas que tenham utilizado presunto tratado por APH ndo foram identificados. NUTE et
al. (1987) realizaram estudo de preferéncia com uma grande variedade de presuntos. Estes
autores verificaram que a aparéncia e a textura foram os atributos sensoriais que mais fizeram
distin¢do entre os presuntos nos testes de preferéncia realizados. Eadie et al. (1990) em
pesquisa realizada com diferentes amostras de presunto, verificaram que o sabor, aparéncia e
textura foram os atributos mais importantes para discriminar a preferéncia do consumidor em
relacdo a tal produto. Os autores verificaram que os presuntos preferidos foram aqueles de
textura mais fibrosa, com sabor de presunto e com nenhum aroma estranho. Siret e I[ssanchou
(1995) também em pesquisa realizada para verificar diferencas entre marcas de presuntos
relataram que a aparéncia, textura e sabor foram importantes na avaliagdo dos 102

consumidores que tomaram parte no estudo.
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A Tabela 3 apresenta as médias da intencdo de compra para os trés segmentos de

consumidores formados a partir dos segmentos baseados na preferéncia.

Tabela 3 — Médias* de intencdo de compra** atribuidas as amostras de presunto considerando os
segmentos de consumidores.

Amostras Total Segmento 1 Segmento 2 Segmento 3

(n=70) (n=9) (n=20) (n=35)

Controle 5,21* 4.11° 6,00* 5,14*°
Pressurizada 5,63 422% 5,65° 5,64*°
Comercial A 6,72° 5,77% 5,05% 6,28%
Comercial B 5,87 511° 5,95° 5,65*
Comercial C 4,425¢ 4,33 5,05° 4,44°¢
Comercial D 3,28¢ 3,77% 2,31° 3,744
Comercial E 4,01 544" 5,31° 3,00¢

* Médias com letras iguais na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).
** | = certamente ndo compraria até 7 = certamente compraria

Considerando a média da intencdo de compra para cada uma das sete amostras e os 70
consumidores, verifica-se que as amostras comerciais A e B, seguida pela amostra
pressurizada e controle, respectivamente, alcangaram as maiores médias para tal fator.

Porém, observando os resultados apds segmentacdo, verifica-se que no segmento 1
nao houve diferenca na intencdo de compra entre as amostras. Para o segmento 2, somente a
amostra comercial D diferiu significativamente entre as amostras. O segmento 3, ndo
apresentou diferenca significativa entre as amostras controle, pressurizada e as comerciais A e
B. As amostras comerciais C, D e E, diferiram significativamente das amostras controle,
pressurizada e comercial A.

A Figura 2 mostra o histograma de distribui¢do de porcentagem da intencdo de compra
dos consumidores para as diferentes amostras de presunto. Observa-se na Figura 2 que as
amostras comerciais A e B, pressurizada e controle, alcancaram as maiores porcentagens de
notas altas para a inten¢do de compra, enquanto as amostras comerciais D e E receberam as
maiores porcentagens de notas baixas, demonstrando que os participantes estavam

desfavoréveis a inten¢do de compra (certamente ndo compraria).
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Figura 3 — Histograma de distribuicio de porcentagem da intencdo de compra das amostras de
presunto controle, pressurizado e as diferentes amostras comerciais (A, B, C, D e E).

Os resultados sugerem possivel correlag@o entre a preferéncia e a intengdo de compra.
Segundo Moskomitz (1995), a intencdo de compra estima comportamento futuro e quando
ambas sdo realizadas juntas, o teste de preferéncia e de intencdo de compra, é possivel avaliar
melhor a qualidade do produto percebida pelo consumidor. Os resultados destas duas andlises
confirmaram a preferéncia dos consumidores pelas marcas comerciais A e B e as amostras
controle e pressurizada. O uso do Mapa da Preferéncia e da segmentagdo dos consumidores
em relacdo a preferéncia e intencdo de compra das amostras permitiu identificar
oportunidades de mercado para o presunto pressurizado. Estratégias de marketing podem ser
desenvolvidas visando alcangar os individuos que gostaram e demonstraram positiva intencao

de compra, consolidando o presunto pressurizado como alternativa promissora de

processamento.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram que as amostras de presunto pressurizado e controle
assim como as amostras comerciais A e B foram melhores avaliadas quanto a preferéncia e
inten¢@o de compra pelos consumidores deste estudo, quando comparadas as demais amostras
de presunto comerciais analisadas (C, D e E). Tais resultados sugerem que o processo de APH
nio causou alteracdes sensoriais significativas no produto, e, se algumas modificagdes
ocorreram, as mesmas ndo foram percebidas pelos participantes deste estudo, pois nao

refletiram na avaliacdo da preferéncia.
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CAPITULO V - CONCLUSAO

> Observou-se que o Modelo de Gompertz Modificado descreveu bem o crescimento de
BAL em presunto controle e pressurizado. A anélise dos resultados permitiu concluir que o
processo de APH é um eficiente método para prolongamento da vida de prateleira de presunto
fatiado embalado a vicuo, pois o mesmo leva a uma diminui¢io do crescimento de
microrganismos deteriorantes neste produto e ndao provocou mudancas fisicas e quimicas

indesejdveis no produto.

> Pode-se constatar que o controle da temperatura de armazenamento € de extrema
importancia para o prolongamento da vida de prateleira de presunto fatiado pressurizado
embalado a vacuo. Praticamente todos os pardmetros primdrios de crescimento (A,u.e A) e o
tempo para atingir o final da vida de prateleira (VDP) foram afetados pela variagdo da
temperatura de armazenamento do produto. Observou-se que os modelos preditivos

secunddrios descreveram bem esta variagdo dos parametros com a temperatura.

> Através das andlises quimicas, pode-se constatar que a alta pressdo € capaz de alterar a
estrutura das proteinas como visto através da andlise de eletroforese SDS-PAGE. Este
processo também alterou de maneira pouco expressiva os demais parametros fisico-quimicos
analisados, como a ay, o pH, a composicdo centesimal, o indice de peréxido e a producdo de
dcido tiobarbitirico do presunto, o que consiste em um ponto importante, pois indica que o

produto pressurizado mantém as mesmas qualidades do produto original.

> A pesquisa sensorial também foi de extrema importincia, pois possibilitou verificar se
os consumidores iriam aceitar ou rejeitar o novo produto em estudo (teste de preferéncia) e se
verificariam se este processo afeta os atributos sensoriais (teste de andlise descritiva
quantitativa). Pode-se constatar que este novo produto teve boa preferéncia comercial e

somente o atributo de firmeza diferiu estatisticamente dos demais atributos sensoriais.
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> Nos estudos realizados pode-se observar que a APH trouxe grandes vantagens
relacionadas ao aumento da vida de prateleira, ndo comprometendo a qualidade do produto, o
que pode tornar vantajosa sua implantacdo e comercializag¢do futura, como ja vem sendo feito

no exterior.

> Apesar de o investimento inicial ser muito alto, o tratamento com alta pressdo
consome menos energia que outros tratamentos térmicos, altera pouco as propriedades
sensoriais, assim como as propriedades fisicas e quimicas e d4 ao produto processado uma

vida de prateleira praticamente duplicada, o que minimiza as perdas econdmicas.
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