UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS RURAIS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA
DE ALIMENTOS

USO DE ULTRASSOM NA PRODUCAO DE SALAME TIPO ITALIANO

TESE DE DOUTORADO

Larissa de Lima Alves

Santa Maria, RS, Brasil
2016



Larissa de Lima Alves

USO DE ULTRASSOM NA PRODUCAO DE SALAME TIPO ITALIANO

Tese apresentada ao Curso de Pds-Graduacao
em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM,
RS), Area de Concentracio Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, como requisito
parcial para obtencdo do titulo de Doutor em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos.

Orientador: Prof. Dr. Alexandre José Cichoski

Co-orientador: Prof. Dr. Juliano Smanioto Barin

Santa Maria, RS, Brasil
2016



Ficha catalografica elaborada através do Programa de Geracio Automatica
da Biblioteca Central da UFSM, com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

de Lima Alves, Larissa

U=zo de ultrazzem na produgfio de =alame tipo Italiano /f
Lerissa de Lima Alves.-2014.

17% p.; 30cm

Orientador: Alexandre Jogé Cichoski

Coorientador: Julisnc Smaniotc Barin

Teze (doutorads) - Uniwversidade Federal de Santa
Maria, Centro de Ciéncias Rurais, Programe de Pda-
Graduagdc em Cigncia e Tecnclogia dos Rlimentos, RS, 2014

1. Tecnologia emergente 2. Tecnologia de carnes e
derivados 3. Ciéncia da carne 4. Tecnologis de alimentos
5. Embutido fermentado I. Cichoski, Alexandre Joaé II.
Smenioto Barin, Julianc III. Titulo.




Larissa de Lima Alves

USO DE ULTRASSOM NA PRODUCAO DE SALAME TIPO ITALIANO

Tese apresentada ao Curso de Pés-Graduagdo
em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM,
RS), Area de Concentracio Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, como requisito
parcial para obtencdo do titulo de Doutor em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos.

Aprovado em 19 de maio de 2016:

Alexandre José Cichoski, Dr. (UFSM)
(Presidente/Orientador)

Juliano Smanioto Barin, Dr. (UFSM)
(Co-orientador)

Carla da Silveira Frank, Dra. (IFFarroupilha)

Cezar Augusto Bizzi, Dr. (UFSM)

Jean Carlos Brustolin, Dr.

Roger Wagner, Dr. (UFSM)

Santa Maria, RS
2016



DEDICATORIA

Ao meu pai, Pedro Genaro Alves (in memorian), que estd vendo a filha se tornar “Doutora”
a partir de outro plano. Sei que esteve comigo nesta caminhada.

E como néo poderia deixar de ser, este trabalho também € dedicado a minha pequena Taina
Alves Quartieri Monteiro (in memorian), que se encontra junto aos anjos, assim como ela foi
e € um na minha vida...



AGRADECIMENTOS

Com certeza a concretizacdo de uma tese nao se faz com um par de méos apenas. A
realizacdo deste trabalho se deu com o auxilio e a compreensdo de muitas pessoas. Agradeco

especialmente:
- & Deus pelo apoio nos momentos que precisei ao longo da realizacdo deste trabalho;

- a Universidade Federal de Santa Maria e ao Programa de Pds-graduacdo em Ciéncia
e Tecnologia de Alimentos pela oportunidade de realizar toda minha formacédo profissional

em uma instituicdo tdo bem conceituada;

- a0 meu orientador neste trabalho, Prof. Alexandre José Cichoski, pela orientagdo,
confianca, disponibilidade, paciéncia, dedicacao e principalmente por tantos conhecimentos a

mim repassados;

- a0 meu co-orientador, Prof. Juliano Smanioto Barin, pela co-orientagdo, por ter

atendido minhas duvidas e por ter colaborado diretamente neste trabalho;
- ao professor Roger Wagner e sua equipe pelo imenso auxilio em algumas andlises;

- ao professor Renius Mello por ter me auxiliado com a analise estatistica de tantos

dados;

- aos membros da banca da qualificacdo e defesa da tese, pela disponibilidade e

contribuicoes;

- as professoras que fizeram com que eu me apaixonasse pela pesquisa desde a

graduacdo e pelas quais tenho imensa admiracao, Tatiana Emanuelli e Leila Picolli;

- aos professores Erico Flores e Cézar Bizzi e ao Matheus Gongalves, do CEPETRO,

pelo auxilio com os banhos de ultrassom e tantas duvidas sanadas;

- ao Instituto Federal Farroupilha — Campus Panambi, pelo apoio e incentivo na

realizacdo desta qualificacdo profissional,
- a0 CNPq, FAPERGS e UFSM pelo apoio financeiro;

- a tantos doutorandos, mestrandos e ICs do NTA que me ajudaram ao longo destes
quatro anos... Agradeco especialmente a Amanda Ruviaro, Dirceu Athayde, Diego Flores,

Vanessa Batista, Andriéli Borges, Suelem Lima, Débora Brum, Cristine Rampelotto, Bruna



Tisher, Bruna Klein, Mariane Bittencourt e Jossié Donadel. Sem a ajuda de vocés este
trabalho n&o existiria.

- a minha querida “IC” Marianna Stefanello, que esteve do meu lado ajudando nas

minhas analises e com quem sempre pude contar. Obrigada por sua amizade e dedicacao;

- a todos professores e funcionarios do Departamento de Tecnologia e Ciéncia dos
Alimentos da UFSM que colaboraram direta e indiretamente com este trabalho;

- @ minha amiga Lara Becker pela amizade, apoio e por ter me oferecido sua casa

nestes quatro anos em Santa Maria, para que eu pudesse descansar;

- & minha mae, Neiva de Lima Alves, minha maior incentivadora, pelo modelo de
dedicacéo profissional, apoio, for¢a e por ser minha mée na plenitude que isto representa. Ao
meu pai, Pedro Genaro Alves (in memorian), que mesmo de longe sempre esteve comigo. Ao
meu irmao, Pedro Genaro Alves Filho, simplesmente por ser o melhor irmédo que eu podia ter

e por sempre ter me apoiado nesta caminhada;

- a0 meu esposo, Taigor Quartieri Monteiro, por me apoiar incondicionalmente e por
ter compreendido minhas auséncias para concretizacdo deste trabalho. Obrigada pelo amor,
paciéncia, dedicacdo e incentivo desde sempre. Agradeco também a sua familia e ao Thierry
Monteiro, meu enteado mimoso e esperto que compreendeu tdo bem minhas auséncias mesmo

sendo uma crianga;

- a minha pequena Taina (in memorian), pedaco de mim que iluminou meus dias por
poucos meses, mas que me ensinou o que € amor infinito e incondicional. Boa parte da forca

que precisei para suportar sua partida foi amparada na escrita desta tese.



“Continue a nadar, continue a nadar...”

(Trecho do filme “Procurando Nemo” — Pixar
Animation Studio e Walt Disney Pictures,
2003)



RESUMO

USO DE ULTRASSOM NA PRODUCAO DE SALAME TIPO ITALIANO

AUTORA: Larissa de Lima Alves
ORIENTADOR: Alexandre José Cichoski
CO-ORIENTADOR: Juliano Smanioto Barin

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do uso de banho de ultrassom (US, 25 kHz, 500 W) sobre
caracteristicas fisicas, quimicas e microbiol6gicas de salame tipo Italiano durante seu processamento e
no armazenamento. O US foi usado logo ap6s embutimento da massa na tripa durante diferentes
tempos de exposicdo (0 min — controle ndo sonicado, 3 min, 6 min e 9 min). Foi adotado delineamento
inteiramente casualizado (DIC) e os dados submetidos a andlise de variancia univariada (ANOVA)
para testar a significancia das variaveis. Posteriormente foi feita analise de correlacdo de Pearson e as
diferencas entre as médias calculadas pelo teste de Tukey (p<0,05). Alguns dados foram sujeitos a
andlise de variancia multivariada (MANOVA), complementada pela técnica de componentes
principais. As avaliacOes realizadas incluiram contagens das bactérias lacticas (Pediococcus
pentosaceus e Pediococcus acidilactici) e Microccocaceae (Staphylococcus xylosus e Staphylococcus
carnosus), aw, pH, cor (CIE L*a*b*), oxidag&o lipidica (indice de peroxidos e TBARS), oxidagdo
proteica (tiol), pigmentos heme totais, ferro ndo heme e metamioglobina durante o processamento
(dias 0, 2, 15 e 28) e ao longo da vida de prateleira (ap6s 1, 30 e 120 dias). Parametros de textura
(coesividade, flexibilidade, mastigabilidade e dureza) foram avaliados nos salames apds 90 dias de
armazenamento e a formacgdo de compostos volateis no inicio (1° dia) e fim do armazenamento (120°
dia). O US exerceu efeito positivo no crescimento das bactérias em algumas etapas do processamento
e do armazenamento (p<0,05), principalmente sobre Micrococcaceae (Staphylococcus xylosus e
Staphylococcus carnosus) e com 9 min de exposicdo. O pH, aw e pardmetros de cor ndo foram
afetados de maneira significativa pelo US (p>0,05). A oxidacéo de lipidios e de proteinas foi acelerada
com o US, contudo mantendo valores aceitaveis. Os pigmentos heme totais, ferro ndo heme e
metamioglobina foram afetados pela sonicacdo (p<0,05) e influenciaram nas reacGes oxidativas. A
andlise discriminatdria canbnica no processamento € no armazenamento separou as amostras em
grupos de acordo com o dia de andlise e ndo de acordo com os tratamentos, tanto em funcédo do efeito
preponderante do tempo de processamento/armazenamento nas caracteristicas do salame quanto por
falta de efeito expressivo do tempo de sonicacdo. O US nédo afetou significativamente parametros do
perfil de textura (p>0,05), contudo dureza e mastigabilidade mostraram tendéncia a reduzirem com a
sonicacdo. Com rela¢do aos compostos volateis, ndo foram encontradas diferengas estatisticas entre 0s
tratamentos (p>0,05), com excecdo de etanol e hexanol (p<0,05) no inicio do armazenamento. O US
afetou a curva de crescimento das bactérias, acelerando ou inibindo seu crescimento em alguns pontos,
e apresenta potencial a ser explorado na melhora da textura e na formacgédo de cor vermelha do salame.
A falta de efeito pronunciado do US sobre algumas caracteristicas foi atribuida principalmente aos
parametros acusticos adotados, baixo tempo de exposicdo ao US, consisténcia do salame,
heterogeneidade da massa e quantidade/composicdo da gordura, entre outros fatores. Com isso,
sugere-se a realizacdo de mais estudos que avaliem as potencialidades do uso do US como tecnologia
emergente na fabricacdo de salame.

Palavras-chave: tecnologia emergente, sonicacdo, bactérias lacticas, Micrococcaceae, embutido
fermentado.
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ABSTRACT

USE OF ULTRASOUND ON ITALIAN-TYPE FERMENTED SAUSAGE
MANUFACTURATION

AUTHOR: Larissa de Lima Alves
ADVISOR: Alexandre José Cichoski
CO-ADVISOR: Juliano Smanioto Barin

The aim of this study was to evaluate the effect of ultrasound application (US, bath 25 kHz, 500 W) on
physical, chemical and microbiological properties of Italian-type fermented sausage during processing and
storage. The US was used after mass stuffing in synthetic packaging during 0 min, 3 min, 6 min and 9 min
of application. Completely randomized design was adopted (DIC) and the data submitted to analysis of
variance (ANOVA) to test the significance of the variables. Further, a Pearson’s correlation analysis was
performed and the differences among the averages were calculated by using the Tukey’s test (p<0.05).
Some data were subjected to multivariate analysis of variance (MANOVA), complemented by the
technique of principal components analysis. The parameters of fermented sausage evaluated included
counts of lactic acid bacteria (Pediococcus pentosaceus and Pediococcus acidilactici) and Microccocaceae
(Staphylococcus xylosus and Staphylococcus carnosus), aw, pH, color (CIE L * a * b *), lipid oxidation
(peroxide value and TBARS ), protein oxidation (thiol), total heme pigments, non-heme iron and
metmyoglobin, during processing (days 0, 2, 15 and 28) and along the shelf-life (after 1, 30 and 120 days).
Texture parameters (cohesiveness, flexibility, chewiness and hardness) were evaluated in fermented
sausages after 90 days of storage and the formation of volatile compounds at the beginning (day 1) and the
end of storage (after 120 days). US had a positive effect on the growth of bacteria in some processing steps
and storage conditions (p<0.05), especially on Micrococcaceae (Staphylococcus xylosus and
Staphylococcus carnosus) with 9 min of US exposure. The pH, aw and color parameters were not
significantly affected by the US (p>0.05). The oxidation of lipids and proteins was accelerated with US
application, but maintaining acceptable values in the final product. The total heme pigments, non-heme iron
and metmyoglobin were affected by sonication (p<0.05) and influenced the oxidative reactions and vice
versa. The canonical discriminant analysis separated the samples into groups according to the day of
evaluation and not according to the treatments. Therefore, due to the predominant effect of processing time
/ storage in fermented sausage characteristics a lack of significant effect of sonication time was observed.
The US did not significantly affect texture profile parameters (p>0.05), but hardness and chewiness tended
to reduce with sonication. Regarding the volatiles were no statistical differences between treatments
(p>0.05), except for ethanol and hexanol (p<0.05) at the beginning of storage. The US has affected the
growth curve of bacteria, accelerating or inhibiting their growth that some points, and has the potential to
be explored in improving the texture and red color formation of fermented sausages. The lack of
pronounced effect on US some characteristics was primarily attributable to acoustic parameters adopted,
low exposure time to the US, fermented sausage consistency, mass heterogeneity and quantity / fat
composition, among other factors. Thus, it is suggested to further studies to assess the potential of using the
US as emerging technology in the fermented sausage manufacturing.

Keywords: emerging technology, sonication, lactic bacteria, Micrococcaceae, fermented sausage.
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1 APRESENTACAO E PROPOSICAO

A tecnologia de alimentos visa desenvolver produtos com maior estabilidade na vida
de prateleira e que a0 mesmo tempo sejam seguros e com alta qualidade nutricional e
sensorial. O aumento na demanda de alimentos em termos de quantidade e qualidade, aliado a
conceitos atuais de sustentabilidade, impdem modificacdes nas técnicas de processamento.
Este cenario abre espaco para as chamadas tecnologias emergentes, fundamentadas na
reducdo do gasto de energia, recursos naturais, tempo de processamento e custos (CHEMAT;
ZILL-E-HUMA; KHAN, 2011; BERMUDEZ-AGUIRRE; MOBBS; BARBOSA-
CANOVAS, 2011; CHANDRAPALA et al., 2012). Dentre estas, temos o ultrassom (US),
explorado em diferentes alimentos (DOLATOWSKI et al., 2007; LEADLEY; WILLIAMS,
2008; CHEMAT; ZILL-E-HUMA; KHAN, 2011; CARCEL et al., 2012; CHANDRAPALA
etal., 2012; SIKES et al., 2014).

Na linha de carnes, a maioria dos trabalhos se concentram em avaliar o efeito do US
sobre maciez da carne in natura (GOT et al., 1999; STADNIK; DOLATOWSKI, 2011;
JAYASOORIYA et al., 2012, ALVES et al., 2013), restando lacunas a respeito de como esta
tecnologia pode ser explorada em derivados céarneos. Pesquisas em matrizes alimentares
apontam a possibilidade do US influenciar no crescimento de alguns micro-organismos e no
processo fermentativo (NGUYEN; LEE; ZHOU, 2009, 2012; YEO; LIONG, 2011;
KWIATKOWSKA et al., 2011; CICHOSKI et al., 2015). No entanto, ainda sdo incipientes 0s
dados sobre o efeito do US na viabilidade de micro-organismos usados na fabricacdo de
produtos carneos fermentados e como a tecnologia pode afetar o processo fermentativo e
demais caracteristicas do produto. Ainda, é pouco avaliado como o US pode influenciar na
estabilidade deste tipo de produto ao longo do tempo, uma vez que os produtos fermentados

nao sdo submetidos ao cozimento.

Sendo assim, surge a oportunidade de avaliar o efeito do uso do US em produto carneo
fermentado. O salame tipo Italiano foi escolhido para estudo devido & diversidade de reacGes
bioquimicas e modificacbes fisicas e quimicas envolvidas na etapa de processamento
(fermentacdo e inicio da maturacdo) e no armazenamento (maturagéo), aliado a importancia
comercial e a boa aceitacdo sensorial do produto em nosso pais, especialmente em nossa

regido.
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O salame possui caracteristicas interessantes para serem estudadas quando uma nova
tecnologia é adotada em seu processamento, sendo que algumas ja mostraram ser passiveis da
influéncia do US em outros alimentos. O uso de cultura de micro-organismos starter, o
processo fermentativo, a desidratacdo sofrida ao longo do tempo, a elevada atividade
enzimética, o alto conteudo de gordura e a longa vida de prateleira sdo algumas destas
caracteristicas. Atributos de qualidade importantes para este produto como cor, aroma e a

textura podem ser afetados pelo US e necessitam ser avaliados.

Diante do exposto, o presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar os
efeitos do uso de US sobre caracteristicas do salame tipo Italiano durante as etapas de
producdo e ao longo do armazenamento. Os objetivos especificos foram:

o Avaliar o efeito de diferentes combinagdes de pardmetros acusticos do US
(frequéncia, intensidade, poténcia) sobre a viabilidade das culturas puras (Pediococcus
pentosaceus, Pediococccus acidilactici, Staphylococcus xylosus e Staphylococcus carnosus)
durante as etapas de producdo e de armazenamento do salame, assim cOmMO NO Processo
fermetativo;

. Analisar as implicacGes do US sobre as caracteristicas fisico-quimicas e nas

reacOes oxidativas de lipidios e de proteinas;

. Verificar efeito do US nos parametros de textura nas fatias de salame;

. Avaliar o efeito do US na formacdo de compostos volateis do salame durante o
armazenamento;

. Avaliar a potencialidade do US ser uma tecnologia emergente usada na

indUstria de processamento de salame tipo Italiano.
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1.1  REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Tecnologias emergentes e ultrassom

Na tecnologia de alimentos, as técnicas convencionais de processamento e extracao
vém sendo substituidas pelas chamadas tecnologias emergentes, que tipicamente envolvem
menos tempo de processamento, menor gasto de agua e de energia, além de menor producéao
de efluentes e substancias toxicas (CHEMAT; ZILL-E-HUMA; KHAN, 2011). Dentre as
novas tecnologias, destacam-se a extracdo por fluido supercritico, as micro-ondas, a radiacdo
ultra-violeta, o aquecimento 6hmico, 0 campo magnético, a alta pressdo hidrostatica e o
ultrassom (LEADLEY; WILLIAMS, 2008; BERMUDEZ-AGUIRRE; MOBBS; BARBOSA-
CANOVAS, 2011).

O ultrassom (US) tem sido explorado desde sua descoberta no comego do século XX
para diversos fins na medicina e na inddstria quimica e de engenharia. Com 0s avan¢os nos
estudos dessa tecnologia e o entendimento de seus mecanismos de acdo, surgiu a
possibilidade de utilizacdo na area de alimentos. Desde a metade do século passado, o US
vem sendo estudado no processamento, na preservacao e extracdo de diversas substancias em
alimentos. Estudos tém mostrado sua eficiéncia nos processos de cozimento,
congelamento/descongelamento, cristalizacdo, emulsificacdo, filtracdo, moldagem, corte,
extracao, secagem, desgaseificacdo, oxidacdo e maturacdo em diferentes matrizes alimentares
(DOLATOWSKI et al., 2007; LEADLEY; WILLIAMS, 2008; CHEMAT,; ZILL-E-HUMA,
KHAN, 2011; CARCEL et al., 2012; CHANDRAPALA et al., 2012).

Do ponto de vista conceitual, 0 US é uma onda mecénica acuUstica que necessita de um
meio para se propagar. As ondas acusticas sdo classificadas considerando a frequéncia audivel
pelo ouvido humano, que varia de 20 Hz a 20 kHz. Frequéncias abaixo de 20 Hz sdo referidas
como infrassom e acima de 20 kHz como ultrassom (SUSLICK, 1989; KENTISH;
ASHOKKUMAR, 2011) (Figura 1). O US ¢é classificado em dois grandes grupos,
dependendo da sua frequéncia. US de alta frequéncia (1 - 20 MHz) possui baixa intensidade
(<1 W/cm?) e ndo é destrutivo, tendo emprego em técnicas diagndsticas de imagens nio
invasivas, sensores e andlises na medicdo da composicdo, maturacdo, eficicia de
emulsificacdo e concentracdo ou dispersao de particulas em fluidos. Ja as baixas frequéncias

(20 — 100 kHz) desenvolvem niveis de intensidade mais altos (10 — 1000 W/cm?), com
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energia suficiente para romper enlaces intermoleculares, sendo que intensidades superiores a
10 W/cm? originam efeitos de cavitacdo, capaz de modificar algumas propriedades fisicas e
favorecer reacfes quimicas (SUSLICK, 1989; PIYASENA, MOHAREB; McKELLAR, 2003;
JAYASOORIYA et al., 2004).

20 Hz 20 kl—Iz l MHz
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Infrassom Freguéncia Ultrassom
audivel pelo
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Figura 1 - Espectro do som.
Adaptado de KENTISH; ASHOKKUMAR, 2011.

O US é produzido a partir de um transdutor, que converte a energia elétrica em energia
mecanica sonora com frequéncias ultrassénicas. Esses transdutores geralmente sdo feitos de
materiais ceramicos piezoelétricos, como o titanato zirconato de chumbo (PZT), o titanato de
bario e 0 metaniobato de chumbo. Os sistemas de aplicacdo de ultrassom mais usados na
tecnologia de alimentos sdo os banhos e as sondas (Figura 2). Os banhos compdem um
sistema de aplicacdo indireta, pois possuem o transdutor unido a base ou as paredes do tanque
e a energia ultrassdnica é transmitida ao liquido que preenche o recipiente, geralmente agua,
que transfere essa energia ao alimento imerso nesse liquido. No sistema de sondas a aplicagédo
é direta, onde o sinal acustico é amplificado e dirigido diretamente ao alimento através da
haste metélica, sem necessidade de adicdo de um meio liquido entre alimento e sonda
(POVEY; MASON, 1998; LEADLEY; WILLIAMS, 2008).
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Figura 2 - Aparatos de US (a) Banho e (b) Sonda.
Fonte: Sites das empresas (@) ElIma Company (www.elma-ultrasonic.com) (b) Sonic & Materials, Inc.
(www.sonicsandmaterials.com).

1.1.2 Fen6meno de cavitagdo acustica

A cavitacdo acustica é responsavel pela maioria dos efeitos do US observado nos
alimentos e compreende basicamente o processo de formacdo e implosdo de
nano/microbolhas com alto contetdo de energia. O fenémeno se origina quando a onda
ultrassbnica atravessa 0 meio, provocando alternéncia de ondas de compressao e rarefacdo
que produzem bolhas (Figura 3). Baixas frequéncias e altas amplitudes geram efeitos de
cavitacdo maiores que altas frequéncias (>1 MHz), em funcdo de produzirem maior pressao
acustica (SUSLICK, 1989).

COMPIEssin ranel agib COMpIess 40 raret agan COMpress bo
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Figura 3 - Fendbmeno de cavitacdo acustica.

A cavitacdo acustica pode ser estavel ou instdvel. No caso da cavitacdo estavel, a

oscilacdo € regular e as bolhas induzem microagitagdo sem implodir. Na cavitacdo instavel,
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também referida como transiente, estas bolhas oscilam em estados de compressdo/rarefagdo
até ocorrer a implosdo da bolha, com aumento de pressdo e temperatura localizados,
produzindo jatos contendo energia suficiente para desintegrar células e desnaturar enzimas
(CHEMAT; ZILL-E-HUMA; KHAN, 2011; KENTISH; ASHOKKUMAR, 2011). Os gases e
vapores do interior da cavidade da bolha sdo comprimidos, gerando intenso aquecimento e
criando pontos de aquecimento, que se dissipa rapidamente (SUSLICK, 1989). De acordo
com experimentos relatados por Suslick (1989), as taxas de aquecimento e resfriamento sao
de mais de um bilhdo de graus centigrados por segundo. Hacias et al. (1997) citam que a
energia liberada de um Unico colapso transiente é extremamente pequeno, mas com o colapso

de milhdes de bolhas a cada segundo o efeito cumulativo é amplo.

1.1.3 Ultrassom na ciéncia e tecnologia de carnes

Ondas de baixa frequéncia tem despertado interesse por mostrarem efeito positivo
sobre a textura da carne. A maciez € um atributo de importancia na avaliacdo pelo consumidor
e diversas técnicas sao utilizadas pela inddstria para melhorar essa caracteristica. A suspensdo
da carcaca pelo 0sso pélvico ao invés do tenddo de Aquiles, a estimulacdo elétrica, 0 uso de
enzimas proteoliticas e a injecdo de solugcbes de salmouras, polifosfatos, acidos e cloretos séo
apontadas como capazes de melhorar a maciez da carne, mas apresentam algumas
desvantagens com relagdo a apresentacdo do produto e/ou custo (PRANDL et al., 1994;
ORDONEZ, 2005; AHNSTROM et al., 2012).

O efeito do US na carne deve-se basicamente aos efeitos de cavitagdo, principalmente
a transiente (CHANDRAPALA et al.,, 2012). A capacidade destrutiva da cavitagcdo e a
vibracdo da onda ultrassénica levam ao enfraquecimento da estrutura muscular, com a ruptura
das estruturas do colageno e das miofibrilas (GOT et al., 1999; STADNIK; DOLATOWSKI,
2011). Além disso, a cavitacdo também causa danos a estrutura de organelas celulares, com a
liberacdo de enzimas que atuam na melhora da maciez, como as catepsinas dos lisossomos, e
de célcio do reticulo sarcoplasmatico, o qual ativard o sistema enzimatico calpaina,
acelerando a protedlise (CHANDRAPALA et al., 2012). A atividade enzimatica destas
enzimas também poderad ser acelerada pelo aumento de temperatura que ocorre durante a
exposicdo ao ultrassom (DICKENS et al., 1991; CHANDRAPALA et al., 2012). Qutra
consequéncia desse aquecimento é a desnaturacao proteica, que poderia vir a contribuir com o
amaciamento do musculo (JAYASOORIYA et al., 2007). Para obter efeitos sobre a textura,
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pardmetros acusticos como frequéncia, amplitude, intensidade e poténcia, além do tempo de
exposicdo e temperatura, devem ser considerados. As caracteristicas do musculo analisado
(corte, teor de gordura, quantidade de coladgeno) também interferem diretamente nos
resultados. Desde os primeiros estudos, busca-se inferir o efeito isolado desses fatores e qual a

melhor combinacéo para o efeito desejado (ALVES et al., 2013).

1.1.4 Ultrassom e produtos fermentados

Em funclo da cavitagdo, especialmente a transiente, o US tem sido estudado na
preservacao de alimentos por romper células microbianas e desnaturar enzimas. O colapso das
bolhas e a energia liberada na cavitacdo provocam afinamento das membranas celulares,
aquecimento localizado e producdo de radicais livres, sendo estes mecanismos capazes de
eliminar micro-organismos (CHEMAT; ZILL-E-HUMA; KHAN, 2011). Contudo, as doses
de radiacdo ultrassénica necessarias para obter efeito bactericida eficiente sdo altas e por isso
0 US vem sendo avaliado em conjunto com alta pressdo (manosonicacao), alta temperatura
(termosonicacdo) ou ambos (manotermosonicacdo). Quando associado, o US apresenta
efetividade comprovada frente a diversos micro-organismos patogénicos e deteriorantes,
dependendo do tipo de micro-organismo, composi¢cdo do alimento, tempo de exposicéo,
amplitude da onda, entre outros fatores (PIYASENA, MOHAREB; McKELLAR, 2003,
ERRIU et al., 2014).

Apesar de o US estar geralmente associado ao efeito deletério que provoca sobre 0s
micro-organismos, estudos em diferentes matrizes mostraram que dependendo do tipo de
micro-organismo e parametros acusticos utilizados a sonicacdo pode apresentar efeitos
benéficos sobre o crescimento microbiano e o processo fermentativo (WU; HULBERT;
MOUNT, 2001; PITT; ROSS, 2003; NIKOLIC et al., 2010; SULAIMAN et al., 2011; EWE
et al., 2012). Enquanto o US de alta intensidade (<100 kHz) parece estar ligado a destruicao
mecénica de substancias poliméricas e efeito bactericida, o US de baixa intensidade (>100
kHz) vem sendo associado com o estimulo do crescimento de micro-organismos e biofilmes
(ERRIU et al., 2014). Ambos efeitos sdo atribuidos & cavitacdo, seja pela destruicdo da
membrana celular ou pelo aumento no metabolismo e na taxa de transporte de oxigénio que o
fendmeno provoca (QIAN; STOODLEY; PITT, 1996; PITT; ROSS, 2003). A prevaléncia de
um ou outro efeito proporciona o efeito final de destruicdo ou de estimulo ao crescimento do
micro-organismo (ERRIU et al., 2014).
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A aplicacdo do US na biotecnologia e em bioprocessos como meio de promover o
desenvolvimento de micro-organismos e seu metabolismo € considerada ainda subestimada
(CHISTI, 2003; KWIATKOWSKA et al., 2011). O efeito em processos biolégicos depende
das condicBes acusticas, do micro-organismo e do alimento em questdo (PUHL; MASON,
2001; PIYASENA; MOHAREB; McKELLAR, 2003) e estudos mostram que a radiacdo
ultrassénica pode ser benéfica a muitos bioprocessos, inclusive fermentacdo (CHISTI, 2003;
KWIATKOWSKA et al., 2011).

De acordo com estudo de Ewe et al. (2012), a cavitacdo foi capaz de romper estruturas
de substratos em leite de soja, aumentando sua disponibilidade para os micro-organismos,
além de alterar a permeabilidade da membrana celular, com a liberacdo de enzimas
intracelulares. O uso de US aumentou o rendimento na producdo de bioetanol por
Saccharomyces cerevisae e por Kluyveromyces marxianus nos estudos de Nikolic et al. (2010)
e de Sulaiman et al. (2011), respectivamente. Wu, Hulbert e Mount (2001) utilizaram sonda
de ultrassom (20 kHz) antes e ap6s a adi¢do de indculo em leite, verificando que a aplicacéo
de ultrassom apo6s a adicdo do indculo reduziu o tempo de fermentacdo em 0,5 horas,
enquanto quando aplicado antes da adicdo do micro-organismo ndo houve diferenca do
controle. Os autores alegam que a aplicacdo do US somente apresentou efeito quando
aplicado apos adicdo do in6culo em fungdo da onda estimular a liberacdo de enzimas
intracelulares do micro-organismo durante a sonicacdo. Nguyen, Lee e Zhou (2009) também
estudaram o efeito da aplicacdo de sonda de US (20 kHz) em leite fermentado, observando
que o tempo de fermentacdo reduziu em até 25%, dependendo do micro-organismo
fermentador avaliado. Em estudo posterior, os autores utilizaram 0s mesmos parametros
acusticos, relatando que o US acelerou a quebra da lactose em até quatro vezes, estimulando a
capacidade fermentativa dos micro-organismos (NGUYEN; LEE; ZHOU, 2009; 2012).

Além do leite, o US apresentou beneficios ao processo de fermentacdo de outros
alimentos, como nas bebidas alcodlicas saqué, vinho e cerveja (MATSUURA et al., 1994) e
em sucos de frutas (COSTA et al., 2013). Ainda assim, os trabalhos disponiveis concentram-
se sobre a microbiologia e fermentacdo de alimentos liquidos e com vida de prateleira curta.
O conhecimento do efeito do US sobre a microbiota de alimentos de consisténcia mais solida

e de vida de prateleira mais extensa, como o salame, ainda é incipiente.
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1.1.5 Salame

A producédo do salame no Brasil comecou com a chegada dos imigrantes italianos e
hoje representa uma parcela significativa dos embutidos fermentados comercializados no pais.
Por definigdo, o salame € considerado como o produto elaborado a partir de carne moida e
gordura, misturado com sais, agentes de cura e especiarias, embutido em envoltorios naturais
ou artificiais e submetidos as etapas de fermentacdo e desidratacdo/maturacdo, onde micro-
organismos e enzimas possuem papel crucial (LUCKE, 1994). De modo geral, sdo cerca de 30
a 40 dias na etapa de processamento do salame tipo Italiano, na qual ocorre a fermentacéao e
inicia-se a maturagdo, adquirindo caracteristicas que possibilitam o consumo do produto,
sendo que a maturacdo ainda segue ao longo do armazenamento (TERRA; FRIES; TERRA,
2004). A legislacdo brasileira (BRASIL, 2000) prevé oito tipos de salame, com
especificidades quanto a matéria-prima, granulometria do toucinho e condimentos. Dentre 0s
mais consumidos, o Salame tipo Italiano é definido como o produto fermentado elaborado
com carnes suinas ou suinas e bovinas com adi¢do de toucinho, moidos em granulometria
média entre 6 e 9 mm, embutidos em envoltorios naturais ou artificiais, podendo ser curado,
defumado ou maturado. A mesma normativa prevé que o produto possua atividade de dgua
<0,90, umidade <35%, gordura <32%, proteina >25% e carboidratos totais <4% (BRASIL,
2000).

A fabricacdo do salame ocorre em camara com temperatura e umidade controladas, em
duas fases complementares: fermentacdo e maturacdo. A fermentacdo ocorre nos primeiros
dias e é responsavel pela acidificacdo e formacdo de cor. Esta queda de pH leva ao ponto
isoelétrico das proteinas da carne, com a formacdo de um gel e expulsdo da agua. Esta etapa
da inicio a fase de maturacgdo, caracterizada pela desidratagédo e formacao de aroma e sabor do
produto (ORDONEZ, 2005).

As culturas de micro-organismos usadas na fermentacdo do salame geralmente sao
compostas de bactérias lacticas (Lactobacillus e/ou Pediococcus), responsaveis pela
acidificacdo, e por bactérias que proporcionam sabor e aroma ao produto (géneros
pertencentes a familia Micrococcaceae) (HUGAS; MONFORT, 1997). O efeito do US sobre
estes micro-organismos especificos € desconhecido até o momento, abrindo espaco para
verificar o impacto do US tanto sobre estas culturas quanto no processo fermentativo do

salame.



26

Dentre as diversas caracteristicas sensoriais do salame, o aroma e a cor constituem
fatores decisivos no momento da aquisi¢cdo do produto pelo consumidor (TERRA; FRIES;
TERRA, 2004; MARCHESI et al., 2006). Compostos volateis responsaveis pelo aroma do
salame sdo gerados a partir da combinacgéo de atividade enzimatica microbiana e enddgena e
reagbes quimicas (CARBALLO, 2012), oriundos da fermentagdo de carboidratos
(SPAZIANI; DEL TORRE; STECCHINI, 2009) e do metabolismo das bactérias acido-
lacticas e de Staphylococcus xylosus (HUGAS; MONFORT, 1997). A atividade enzimatica de
lipases e proteases também sdo essenciais para formacdo de moléculas de alto impacto
sensorial (TABANELLI et al., 2013). Estudos mostram que o US pode atuar inativando ou
estimulando a atividade de enzimas em alimentos, dependendo da frequéncia, intensidade,
tempo de exposi¢do e estrutura da enzima (MASON; PANIWNYK; LORIMER, 1996;
MAWSON et al., 2011). Em carnes e derivados, até o presente momento, ndo foi avaliado o
efeito da sonicacdo sobre produtos oriundos da atividade enzimética, tampouco sobre seus
compostos volateis. O US também pode interferir na estabilidade oxidativa de lipidios e
proteinas do salame, uma vez que radicais gerados durante a sonicacdo podem atuar como
pré- ou antioxidantes (ASHOKKUMAR et al., 2008; KENTISH; ASHOKKUMAR, 2011).

Com relacdo a cor, o uso de US apresentou resultados controversos em carnes.
Jayasooriya et al. (2007) e Stadnik e Dolatowski (2011) ndo observaram efeito da aplicagéo
do US sobre parametros instrumentais de cor (L*, a* e b* do sistema CIELAB), enquanto
Pohlman et al. (1997), Chang et al. (2012) e Hu et al. (2014) afirmam que a sonicagdo
interfere nestes parametros. Os radicais formados na exposi¢do ao US poderiam atuar sobre 0s
pigmentos carneos do salame que sdo suscetiveis a oxidacdo, e por isto a avaliacdo

instrumental da cor e dos pigmentos neste produto quando sonicado é relevante.

Além do aroma e da cor, a textura do salame também é importante para o consumidor.
Apos a fermentagdo, a secagem € o principal fator que atua sobre as propriedades reoldgicas
do produto (GONZALEZ-FERNANDEZ et al., 2006). Textura macia pode ser um atributo
positivo em alguns embutidos fermentados (chorizo) (MELENDO et al., 1996), enquanto em
outros (chorizo de Pamplona) considerado como um defeito (GIMENO; ASTIASARAN;
BELLO, 1999). No salame, textura muito dura, geralmente procedente da desidratagéo
excessiva, e pode prejudicar a qualidade do produto por dificultar a fatiabilidade e a
mastigacdo. Tendo o US apresentado efeito sobre a textura da carne, € interessante verificar

como este influencia parametros de textura no salame. Além dos mecanismos ja citados sobre
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como o US interfere na maciez, a sonicacdo pode afetar a textura por acelerar o processo de
transferéncia de massa. A sonicac¢do diminui a pressao sobre as particulas e favorece a perda
de &gua, podendo acelerar a desidratacdo (MASON, PANIWNYK; LORIMER, 1996;
DOLATOWSKI; STADNIK; STASIAK, 2007; LEADLEY; WILLIAMS, 2008; SIRO et al.,
2009).
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1.2 MATERIAIS E METODOS

1.2.1 Experimentos preliminares

Para delimitar as condi¢fes a serem usados no experimento final foram necessarios
testes preliminares, uma vez que o uso do US na produgdo de salame € desconhecido na
literatura. Os métodos analiticos utilizados nestes testes foram 0s mesmos adotados no
experimento final e estdo descritos posteriormente nos manuscritos e artigos cientificos.

Nestes experimentos preliminares foram avaliados principalmente:

o Tipo de aparato a ser utilizado (banho US ou sonda US);

o Tempo de exposicao;

o Suscetibilidade da cultura usada na produc¢do do salame ao US;
o Frequéncia do US.

Os principais resultados obtidos nestes experimentos encontram-se no Apéndice A.

1.2.2 Parametros adotados para experimento final

No intuito de avaliar ndo somente o efeito do US sobre a cultura de micro-organismos
e o processo fermentativo do salame, mas também visando a melhora da textura do produto,
optou-se por usar no experimento final a frequéncia de 25 kHz, descrita por alguns autores
como capaz de melhorar a maciez da carne (JAYASOORIYA et al., 2007; HU et al., 2014).
Na frequéncia de 25 kHz a cavitacdo é mais intensa do que a 45 kHz ou 130 kHz e poderia
prejudicar a viabilidade da cultura, mas em temperatura ambiente (~25°C) a sonica¢do néo é
efetiva na inativacdo de micro-organismos sem estar aliada a altas pressdes ou temperaturas
(PIYASENA, MOHAREB; McKELLAR, 2003; ERRIU et al., 2014). Por ter efeitos mais
pronunciados de cavitagdo, esta frequéncia também foi adotada visando avaliar o efeito do US
sobre a oxidacdo lipidica e proteica, pigmentos/cor do salame e sobre a formacéo de
compostos volateis.

Sendo assim, foi definido para o experimento final o uso de banho de US como
aparato, com frequéncia de 25 kHz, pelos tempos de exposic¢ao de 3 min, 6 min e 9 min, além
de um controle ndo sonicado. Os tratamentos foram definidos ponderando tempos de

exposicao de estudos em que a viabilidade de micro-organismos foi aumentada em substratos
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sonicados (WU; HULBERT; MOUNT, 2001; PITT; ROSS, 2003; NGUYEN; LEE; ZHOU,
2009, 2012) e a maciez da carne foi melhorada (SMITH et al., 1991; JAYASOORIYA et al.,
2007).

1.2.3 Producéao dos salames tipo Italiano

Os salames tipo Italiano foram preparados na Planta Piloto de Carnes do Depto. De
Tecnologia e Ciéncia de Alimentos (DTCA/UFSM), conforme formulacdo proposta por
Cichoski et al. (2009) a partir da mistura de 60% carne suina (pernil) moida em disco de 10
mm, 30% carne bovina (paleta) moida em disco de 5 mm, 10% gordura retirada da paleta
suina e moida em disco 10 mm, 0,3% cura para salames, 0,25% eritorbato de sédio, 1%
condimento para salame tipo Italiano (todos fornecidos pela Kraki Kienast & Kratschmer
Ltda, Santo André, SP), 1% sacarose (Vetec Quimica Fina, Rio de Janeiro, RJ), 1% de sal de
cozinha e cultura para salame (Lyocarni VBM-60, Sacco Brasil, Campinas, SP; composta de
Staphylococcus xylosus, Staphylococcus carnosus, Pediococcus pentosaceus e Pediococcus
acidilactici) previamente ativada conforme proposto por Terra (2001) e adicionada conforme
recomendacdes do fabricante (20 g cultura para cada 100 kg massa). Todos os ingredientes
foram adicionados em misturadeira (modelo MJI 35, Jamar LTDA, Tupd, SP) e misturados
por 15 minutos. A massa foi entdo embutida (embutideira modelo PJI-09, Jamar LTDA,
Tupa, SP) em tripas sintéticas com diametro de 60 mm (Kraki Kienast & Kratschmer Ltda,
Santo André, SP) previamente tratada com solucdo de &cido acético a 5% por 30 minutos
(TERRA, 2001). Os salames mediram de 15 a 18 cm de comprimento e tiveram peso médio
entre 400 g e 450 g.

Apds o embutimento, os salames foram empacotados em embalagens plasticas de
polietileno (Figura 1) (embaladora modelo 200B, Selovac, S&o Paulo, SP). Esta embalagem
foi adotada em virtude de os salames desembalados absorverem &gua quando expostos ao US,

conforme observado em testes prévios.
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Figura 1 - Salame envasado em embalagem plastica para ser submetido a sonicacao.
Fonte: O Autor.

1.2.4 Tratamento com US

Os salames foram selecionados aleatoriamente para compor os quatro lotes de
tratamentos. Para sonicagdo foi usado banho 25 kHz no modo normal (EIma® TI-H 5, Singen,
Alemanha; 500 W) com metade do volume méximo de &gua (cerca de 2,4 litros) (Figura
2a,b,c), sendo a dgua renovada apds cada sonicacgdo e ajustada para 20+1 °C. A cada batelada,
a temperatura inicial e final da 4gua foi registrada, sendo observado aumento maximo de 3 °C
(tempo de exposicdo 9 min). Cada lote foi submetido ao US por O (controle), 3, 6 ou 9
minutos, compondo o0s quatro tratamentos deste experimento.

A poténcia fornecida foi calculada usando o método calorimétrico descrito por Koda et

al. (2003), usando a férmula:
P =m.C.(4T/41)

onde m é a massa de dgua sonicada (2400 g), C é o calor especifico da dgua (4,18 J. kg*. K)
e AT/At arazdo entre a variacdo de temperatura e o tempo de sonicacao especificos de cada

tratamento.

Foram sonicados quatro salames por batelada, sendo dispostos dois salames embaixo e
dois em cima, conforme mostrado na Figura 2d,e. Na metade do tempo de cada tratamento, 0s
salames foram invertidos (os de baixo colocados em cima e virados de lado) para que a
sonicagdo ocorresse de forma mais homogénea possivel em todas as amostras. Para evitar que
os salames flutuassem, foi necesséario cobrir os salames um peso de 800 g feito com

chumbadas embaladas a vacuo (Figura 2f).
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Figura 2 - Sonicacdo dos salames. (a) Visdo geral do banho US 25 kHz (b) Visdo frontal do
banho US (c) Banho US com &gua antes da sonicacdo (d), (e) Disposicdo dos salames no
banho US (f) Salames cobertos com chumbadas durante a sonicag&o.

Fonte: O Autor.

Ap0s a sonicagdo, os salames foram retirados da embalagem pléstica e pesados para

acompanhamento da perda de peso por desidratagdo na camara.
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1.2.5 Fermentacdo e maturacéo dos salames tipo Italiano

Os salames foram dispostos aleatoriamente na camara de fermentacdo / maturagéao
(Menoncin Ind. Com. LTDA, Erechim, RS), onde permaneceram por 28 dias (Figura 3). A
programacdo de umidade relativa (UR) e temperatura seguiu proposta de Cichoski et al.
(2009), sendo a seguinte: 1° dia: 95 %UR e 25 °C; 2° dia: 92 %UR e 24 °C; 3° dia 89 %UR e
23 °C; 4° dia: 86 %UR e 22 °C; 5° dia: 83 %UR e 21 °C; 6° dia: 80 %UR e 20 °C; 7° dia: 80
%UR e 19 °C; 8° a0 28° dia: 75 %UR e 18 °C. Em funcdo de a umidade e a temperatura ndo
serem totalmente homogéneas no interior da cadmara, na metade do tempo (14 dias), os

salames foram redistribuidos.

O fim da etapa de processamento e retirada dos salames da camara foi determinado
pelo valor de atividade de agua dos mesmos, seguindo recomendacdo da legislacdo brasileira,
a qual preconiza que salames tipo Italiano devem apresentar atividade de agua maxima de
0,90 para serem considerados seguros para consumo (BRASIL, 2000). A perda de peso dos
salames ao final do processamento foi de 30 a 40% em relacéo ao peso inicial e esta de acordo

com valores citados por Terra, Fries e Terra (2004) para este produto.
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Figura 3 - Salames durante permanéncia na cdmara de fermentacdo / maturacdo. (a) Dia zero
(b) 10 dias (c) 15 dias (d) 28 dias.
Fonte: O Autor.

1.2.6 Armazenamento e amostragem

Os salames foram analisados durante o periodo de processamento (0, 2, 14 e 28 dias
na camara) e ao longo da vida de prateleira (apds 30 e 120 dias de armazenamento),
considerando que salames comerciais geralmente possuem validade de quatro meses. O ponto

de saida da camara também foi considerado como dia 1 do armazenamento.

Para avaliagdo na vida de prateleira, os salames foram retirados da tripa e empacotados
a vacuo (nivel 3 do vacubmetro) em embalagem pléstica de polietileno de baixa densidade e
nylon de 30 p com barreira ao oxigénio <30 cm do gas/m?.dia.atm (embaladora modelo 200B,
Selovac, S&o Paulo, SP). Buscando simular condi¢des comerciais, os salames foram expostos

a temperatura ambiente (15 — 25 °C) sem abrigo da luz.

A cada ponto de andlise, os salames foram avaliados em triplicata a partir de dois
salames independentes de cada tratamento, com exce¢do das analises de textura e compostos
volateis, que foram analisados a partir de trés salames independentes de cada tratamento. Para
amostragem, apds andlise microbiolégica e de cor, uma parte do salame teve a gordura
aparente retirada manualmente e a porcdo sem gordura moida com mixer doméstico em
béquer imerso em agua com gelo para evitar superaquecimento. Esta amostra sem gordura foi

usada para analises de oxidacdo proteica e pigmentos, enquanto o restante do salame (com
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gordura) usado para as demais andlises, cuidando para que a coleta de amostra fosse
homogénea.

1.2.7 Analises

As analises realizadas e suas respectivas metodologias estdo descritas nos manuscritos
e artigos cientificos, a seguir.
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MANUSCRITO 1

IMPLICACOES DO USO DE ULTRASSOM SOBRE CARACTERISTICAS FISICAS,
QUIMICAS, MICROBIOLOGICAS E TEXTURA DE SALAME TIPO ITALIANO

Manuscrito em fase final de reviséo pelos autores para ser submetido ao periédico Food

Bioprocess Technology

[Versdo em Portugués]

(Configurado conforme as normas da Revista — Anexo A)
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do uso de ultrassom (US, banho 25 kHz,
500 W) sobre o crescimento de bactérias starter, aw, cor, oxidagdo lipidica e proteica,
pigmentos heme totais, ferro ndo heme, metamioglobina e textura de salame tipo Italiano
durante o processamento (dias 0, 2, 15 e 28) e ao longo da vida de prateleira (ap6s 1, 30 e 120
dias). Foram estudados trés tempos de sonicacdo (3 min, 6 min e 9 min), além de um controle
(ndo tratado com US, 0 min). O US exerceu efeito positivo no crescimento das bactérias em
algumas etapas do processamento e do armazenamento (p<0,05), principalmente sobre
Micrococcaceae e com 9 min de exposigdo. O pH, aw e parametros de cor ndo foram afetados
de maneira significativa pelo US (p>0,05). A oxidacdo de lipidios e proteinas foi acelerada
com o US, contudo mantendo valores aceitaveis. Os pigmentos heme totais, ferro ndo heme e
metamioglobina foram afetados pelo US (p<0,05) e relacionados com as reagdes oxidativas
(p<0,05). O US néo teve efeito nos parametros do perfil de textura (p>0,05), contudo dureza e
mastigabilidade mostraram tendéncia a reduzirem com a sonicagdo. Este estudo mostrou que
0 US pode influenciar no crescimento das bactérias estudadas e apresenta potencialidades a

serem exploradas no processamento de salame tipo Italiano.

Palavras-chave: bactérias lacticas, Micrococcaceae, oxidacdo lipidica, oxidacdo proteica,

sonicacdo, fermentacéo.
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Introducéo

O salame tipo Italiano € um produto embutido fermentado elaborado com carnes
suinas ou suinas e bovinas com adi¢édo de toucinho moido, podendo ser curado, defumado ou
maturado (Lucke, 1994; Brasil 2000). A etapa de processamento dura de 30 a 40 dias e €
caracterizada por duas fases (fermentacdo e inicio da maturacdo), ao passo que a vida de
prateleira se estende por cerca de 120 dias (Terra et al. 2004). Tecnologias emergentes como 0
ultrassom (US) vem sendo exploradas nas ultimas décadas em diversos alimentos e com
muitas finalidades (Mason et al. 1996; Nguyen et al. 2009; Chemat et al. 2011; Awad et al.
2012; Chandrapala et al. 2012; Carcel et al. 2012; Alarcon-Rojo et al. 2015), mas ndo foram
encontrados estudos que avaliassem as implicacdes de seu uso em salame. Este produto
apresenta particularidades interessantes para serem estudadas quando uma nova tecnologia €
adotada em seu processamento, sendo que algumas ja mostraram ser passiveis da influéncia
do US em outros alimentos. O uso de cultura de bactérias starter, o processo fermentativo, a
desidratacdo sofrida ao longo do tempo, a elevada atividade enzimatica, o alto conteddo de
gordura, a cor e a textura como atributos de qualidade e a ampla vida de prateleira sao

algumas destas caracteristicas.

O US é uma onda mecénica acustica com frequéncia acima de 20 kHz que vem sendo
considerado como meio de alterar as caracteristicas de um processo ou produto por seus
efeitos sobre as propriedades fisicas, quimicas, bioquimicas e microbiologicas em alimentos
(Puhl e Mason 2001). Tais efeitos geralmente sdo atribuidos ao fenbmeno de cavitacdo
acustica, produzido quando sdo usadas baixas frequéncias (<100 kHz). A cavitacdo se origina
quando a onda ultrassdnica atravessa um meio liquido provocando alternancia de ondas de
compressédo e rarefacdo, produzindo bolhas no liquido. Se a cavitagdo for estavel, as bolhas
apenas produzirdo microagitacdo no liquido sem implodir. Se for instavel, ocorre implosao da
bolha com aumento de pressdo e temperatura localizados, liberando microjatos com alto
conteddo de energia, capaz de acelerar reagOes quimicas, danificar células e afetar
macromoléculas e enzimas (Suslick 1989; Chemat et al. 2011; Chandrapala et al. 2012;
Alarcon-Rojo et al. 2015; Ashokkumar 2015).

A relagdo do US com reagdes quimicas é amplamente estudada pela sonoquimica
(Suslick 1989), mas poucos trabalhos avaliaram seu impacto na oxidacao lipidica e proteica
da carne e de produtos carneos. Stadnik and Dolatowski (2008) e McDonnell et al. (2014b)

ndo observaram alteracBes oxidativas apOs sonicacdo em carne bovina e suina,
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respectivamente, enquanto Chang and Wong (2012) relataram aumento da oxidacdo dos
lipidios em peixe cobia (Rachycentron canadum) e Cichoski et al. (2015) notaram reduc¢éo da
oxidacdo lipidica em salsichas pasteurizadas com US. A oxidacdo proteica é ainda menos

estudada em alimentos sonicados.

Em funcdo da cavitagdo, o US € estudado por seu efeito antimicrobiano, embora ja
esteja claro que sO é eficiente quando associado a outras tecnologias, como temperatura,
pressdo ou acidos (Piyasena et al. 2003; Turantas et al. 2015). A aplicacdo do US na
biotecnologia e em bioprocessos como meio de promover o desenvolvimento de micro-
organismos e seu metabolismo é considerada subestimada (Chisti 2003; Kwiatkowska et al.
2011). O efeito em processos biolégicos depende das condi¢Bes acusticas, do micro-
organismo e do alimento em questdo (Puhl e Mason 2001; Piyasena et al. 2003) e estudos
mostram que a radiacdo ultrassdnica pode ser benéfica a muitos bioprocessos, inclusive
fermentacdo (Chisti 2003; Kwiatkowska et al. 2011). No entanto, os trabalhos disponiveis
concentram-se sobre a microbiologia e a textura em carne e na fermentacdo de alimentos

liquidos e com vida de prateleira curta.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da aplicacdo do US na producéo de
salame tipo Italiano sobre o processo fermentativo, crescimento de bactérias, desidratacdo,
parametros de cor, reacOes oxidativas e perfil de textura do produto durante seu
processamento e ao longo de sua vida de prateleira.

Materiais e Métodos

Formulacéo dos Salames tipo Italiano

Os salames foram preparados conforme formulacdo proposta por Cichoski et al.
(2009) a partir da mistura de 60% de pernil suino moido em disco de 10 mm, 30% de paleta
bovina moida em disco de 5 mm, e 10% gordura retirada da paleta suina e moida em disco 10
mm, adquiridos no comércio local (Santa Maria, RS, Brasil). Foram acrescentados 0.3% cura
para salames, 0.25% eritorbato de sddio, 1% condimento para salame tipo Italiano (Kraki
Kienast & Kratschmer Ltda, Santo André, Brasil), 1% sacarose (Vetec Quimica Fina, Rio de
Janeiro, Brasil), 1% de sal de cozinha e cultura para salame (Lyocarni VBM-60, Sacco Brasil,

Campinas, Brasil; composta de Staphylococcus xylosus, Staphylococcus carnosus,
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Pediococcus pentosaceus e Pediococcus acidilactici) previamente ativada conforme proposto
por Terra (2001) e adicionada conforme recomendacdes do fabricante (20 g cultura/100 kg
massa). Todos os ingredientes foram adicionados em misturadeira (modelo MJI 35, Jamar
LTDA, Tupd, Brasil) e misturados por 15 minutos. A massa foi embutida (embutideira
modelo PJI-09, Jamar LTDA, Tupd, Brasil) em tripas sintéticas com diametro de 60 mm
(Kraki Kienast & Kratschmer Ltda, Santo André, Brasil) previamente tratada com solugéo de
acido acético a 5% por 30 minutos (Terra 2001). Os salames mediram de 15 a 18 cm de
comprimento e tiveram peso medio entre 400 g e 450 g. Todos os salames tiveram a mesma
formulacéo, independentemente do tratamento.

Apo6s o embutimento, os salames foram empacotados em embalagens plasticas de
polietileno (embaladora modelo 200B, Selovac, Séo Paulo, Brasil, vacudmetro nivel 3). Esta
embalagem foi necessaria em virtude de os salames desembalados absorverem agua no banho

de US, conforme observado em testes prévios.

Tratamento com US

Os salames foram selecionados aleatoriamente para compor os quatro lotes de
tratamentos. Para sonicagdo foi usado banho 25 kHz no modo normal (EIma® TI-H 5, Singen,
Alemanha; poténcia nominal 500 W) com metade do volume méaximo de agua (cerca de 2,4
litros), sendo esta renovada apds cada sonicacdo e ajustada para 20 °C. Cada lote foi
submetido ao US por 0 (controle, ndo sonicado), 3, 6 ou 9 minutos, compondo 0s quatro
tratamentos deste experimento. A frequéncia e os tempos de exposicdo ao US foram
determinados apoés revisao de literatura e em experimentos prévios (dados ndo mostrados). A
poténcia fornecida foi determinada pelo método calorimétrico (Koda et al. 2003),
considerando a variacao de temperatura média observada nos diferentes tempos de exposicao,
obtendo-se o valor de 128 W para o tempo de 3 min. Foram sonicados quatro salames por
batelada, sendo que na metade do tempo de cada tratamento os salames foram invertidos para
que a sonicagdo ocorresse de forma mais homogénea possivel em todas as amostras. Apos, 0S
salames foram retirados da embalagem plastica e pesados para acompanhamento da perda de

peso durante a etapa de processamento.

Fermentacéo e maturagdo dos salames
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Os salames foram dispostos aleatoriamente dentro de uma cémara especifica
(Menoncin Ind. Com. LTDA, Erechim, Brasil), onde permaneceram por 28 dias até atingirem
atividade de agua 0,90, recomendada pela legislacéo brasileira (Brasil 2000). A programacéo
de umidade relativa (UR) e temperatura seguiu proposta de Cichoski et al. (2009): 1° dia: 95
%UR e 25 °C; 2° dia: 92 %UR e 24 °C; 3° dia 89 %UR e 23 °C; 4° dia: 86 %UR e 22 °C; 5°
dia: 83 %UR e 21 °C; 6° dia: 80 %UR e 20 °C; 7° dia: 80 %UR e 19 °C; 8° ao 28° dia: 75
%UR e 18 °C. Em fun¢do da umidade e temperatura ndo serem totalmente homogéneas no
interior da cdmara, na metade do tempo (14 dias), os salames foram redistribuidos. A perda de
peso dos salames ao final do processamento foi de 30 a 40% e esta de acordo com valores
citados para este produto (Terra et al. 2004).

Os salames foram analisados imediatamente depois da sonicacdo (dia 0), apés 2 dias
(dia 2), 15 dias (dia 15) e no fim do processamento (28 dias). Os mesmos dados do fim do
processamento (28 dias) foram considerados para o ponto inicial da vida de prateleira (dia 1),
sendo ainda realizadas analises ap6s 30 e 120 dias de armazenamento. Para avaliacdo durante
estocagem, os salames foram retirados da tripa logo apos saida da camara e empacotados a
vacuo em embalagem pléastica de polietileno de baixa densidade e nylon de 30 p com barreira
a0 oxigénio TPO, <30 cm gas/m?.dia.atm (embaladora modelo 200B, Selovac, S&o Paulo,
Brasil), seguidos de armazenamento em temperatura entre 15 e 25°C, sem abrigo da luz. A
composicdo centesimal foi determinada ap6s 20 dias de armazenamento e estava de acordo
com o preconizado pela legislacdo brasileira (Brasil 2000) (umidade <35%, gordura <32%,

proteina <25% e carboidratos <1,5%).

Amostragem

Todas as analises foram realizadas em triplicata a partir de dois salames
independentes. Apos analise microbiolégica, uma parte do salame teve a gordura aparente
retirada manualmente e a porcdo sem gordura foi moida em mixer (modelo RI 1364/04,
Philips Walita, Barueri, Brasil) por 1 min em béquer imerso em agua com gelo para evitar
superaquecimento. Esta amostra sem gordura foi usada para anélises de oxidagéo proteica e
pigmentos. O restante do salame com gordura foi usado nas demais anélises, com excegéo do

perfil de textura em que foram usados salames inteiros independentes.
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Anélises microbiolodgicas

Foram coletados assepticamente 25 g de amostra diluidos em 225 mL de agua
peptonada 0,1% (p/v) (Himedia Laboratories, Mumbai, India), seguido de homogeneizacéao
em stomacher (Modelo MK 1204, Boitton Instrumentos, Porto Alegre, Brasil) e apos
preparadas diluicBes subsequentes. A determinacdo do numero de col6nias de bactérias
lacticas foi realizada através de semeadura em profundidade e com sobre camada usando o
meio MRS (Man Rogosa Sharp, Acumedia Neogen Corp., Lansing, EUA), seguido de
incubagdo a 37 °C por 48 horas (Stahnke 1995). Para melhor identificar as colonias, foi
adicionado solucdo de anilina a 4% (p/v) na proporgéo de 0,3% (v/v) no meio MRS, conforme
sugerido por Dalla Santa (2008). As bactérias da familia Microccocaceae foram semeadas em
profundidade em meio MSA (Manitol Salt Agar, Acumedia Neogen Corp., Lansing, EUA)
com incubacédo a 30 °C por 72 horas (Stahnke 1995). Os resultados foram expressos em log
UFC.g™.

Analise de pH

Foi realizada em potenciébmetro digital (Digimed — DM-22, S&o Paulo, SP) usando
eletrodo de vidro, com 5 g de amostra homogeneizadas em mixer com 50 mL &gua destilada
(Lutz 2008).

Atividade de 4gua e avaliagdo instrumental de cor

Os valores de aw foram determinados em equipamento Aqualab® (Water Active Meter,
versdo 8, Decagon Devices, Inc., Pullman, WA, EUA) a temperatura de 25°C. A avaliacdo
instrumental dos parametros de cor CIE L* (luminosidade), a* (redness) e b* (yelowness)
(Commission Internationale de I'Eclairage 1976) foram realizadas em aparelho Minolta
Chroma Meter CR-300 com iluminante D65 e angulo de 10° (Minolta Corp., Ramsey, NJ).
Para leitura, diferentes porcdes do salame foram distribuidas em uma placa de Petri (didmetro

10 cm) e a leitura feita em seis pontos distintos aleatorios.
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Medidas de oxidacao lipidica e proteica

O acompanhamento da oxidacéo lipidica foi feito através da determinacéo do valor de
peroxidos (VP, mEq peréxidos kg amostra™) (Shanta and Decker 1994) e substincias reativas
ao acido tiobarbitdrico (TBARS, mg malonaldeido kg amostra™) (Raharjo et al. 1992; Wang
et al. 2002).

A oxidacdo de proteinas foi avaliada pela quantificacdo do grupo tiol (nanomol tiol mg
proteina®), determinados espectrofotometricamente ap6s derivatizagdo com o reagente de
Ellmann (DTNB). A concentracdo de proteina foi mensurada espectrofotometricamente a 280

nm usando curva preparada com albumina sérica bovina (Ellman 1959).

Pigmentos heme totais, ferro ndo heme e metamioglobina

Os pigmentos heme totais (PHT, pg hematina g*) foram determinados por extracio
com acetona acidificada de acordo com Hornsey (1956). A dosagem de ferro ndo heme
(FeNH, pg g?) foi feita pelo método Ferrozine segundo metodologia de (Ahn et al. 1993).
Para quantificar a formacdo de metamioglobina (MMb, %) foi usada a metodologia de
Krzywicki (1982).

Perfil de textura

Avaliagfes com relagdo a textura foram realizadas em salames com 90 dias de
armazenamento, sendo trés amostras independentes de cada tratamento avaliadas em
sextuplicata. As analises foram conduzidas em equipamento TA-XT2 Plus (Stable
Microsystems Ltd., Surrey, Inglaterra) usando software Exponent version 6.1.1.0 (Texture
Technologies Corp., New York, EUA), de acordo com orientacGes de Bourne (1978). Cada
salame foi fatiado em seis porcdes, das quais foram retirados cubos de 2 cm de aresta do
centro de cada fatia, descartando a camada mais externa. Foi usada probe cilindrica de
aluminio (45 mm diametro), célula de carga de 50 kg (calibrada com 10 kg) e as analises

foram realizadas com dupla compressé@o a 50% da espessura original com velocidade de 1 mm
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st e tempo de relaxamento de 5 s. Foram determinados os parametros de coesividade,
flexibilidade, mastigabilidade e dureza (N).

Delineamento experimental e analise estatistica

Os tratamentos compostos pelos diferentes tempos de sonicacdo (US, 0, 3, 6 e 9 min) e
diferentes tempos de processamento (tp, 0, 2, 15 e 28 dias) e de vida de prateleira (ta, 1, 30 e
120 dias de armazenamento) foram analisados em delineamento inteiramente casualizado com

esquema de parcela subdividida (split-plot), conforme o modelo estatistico:
Yijp =p +a; + wij + fr + @By + e

em que, Yijk é o valor observado no ! -ésimo tempo de ultrassom (parcela) e / -ésima

repeticdo sob o K -ésimo tempo de processamento ou armazenamento (subparcela); # é o

intercepto (resposta media geral de todas observacbes), ou seja, denota a média geral da
variavel resposta; @: é o efeito fixo do ¢ -ésimo tempo de ultrassom; ©ij é o erro da parcela
(erro A), assumindo NIID.53); By, ¢ o efeito fixo do X -ésimo tempo de processamento ou
armazenamento; (@fx é o efeito fixo da interacdo do ¢ -ésimo tempo de ultrassom com o
k -ésimo tempo de processamento ou armazenamento; €ijk é o erro da sub-parcela (erro B),
supondo NIID, 2); pressuposto que os erros ©ij e €ijk sio independentes um do outro.
Os dados foram submetidos a andlise de variancia univariada (ANOVA) pelo
procedimento GLM, suas médias ajustadas pelo método dos quadrados minimos ordinarios
com o comando LSMEANS e comparadas pela diferenca minima significativa (teste de t) ao

nivel de 5% de significancia. Adicionalmente, também foi realizada estatistica descritiva e

andlise de correlacdo de Pearson entre as varidveis estudadas.

Posteriormente, os dados foram sujeitos a analise de varidncia multivariada
(MANOVA) complementada pela técnica de componentes principais utilizando o0s
procedimentos GLM, PRINQUAL, PRINCOMP e FACTOR, conforme descrito por Khattree
and Naik (2000). Os graficos foram elaborados conforme Lipkovich and Smith (2002).

As andlises estatisticas foram executadas no aplicativo SAS® - Statistical Analysis
System versdo 9.4 (SAS Institute Inc., Cary - NC, USA) ao nivel de 5% de significancia.
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Resultados e Discussao

Bactérias

Ambos os grupos de bactérias avaliadas (laticas e Micrococcaceae) apresentaram
efeito de interagdo significativo (p<0,05) para US x t, e US X to. De modo geral, o
comportamento de bactérias lacticas (P. pentosaceus e P. acidilactici) (Fig. 1a,b) e das
bactérias Micrococcaceae (S. xylosus e S. carnosus) (Fig. 1c,d) seguiram o previsto para
salame nas fases de processamento e armazenamento (Hugas e Monfort 1997; Aquilanti et al.
2007; Del Nobile et al. 2009; Spaziani et al. 2009; Aro Aro et al. 2010).

Percebe-se estimulo ao crescimento logo apos a exposicdo ao US (dia zero), tanto para
bactérias lacticas (Fig 1a) quanto para as Micrococcaceae (Fig. 1c¢). Alguns mecanismos sao
propostos para este efeito, como a capacidade do US em desaglomerar micro-organismos
agrupados e aumentar sua viabilidade (Gao et al. 2014a; Gao et al. 2014b; Baruk¢ié¢ et al.
2015; Joyce et al. 2003), a alteracdo na permeabilidade e seletividade da membrana celular
provocada pela cavitacdo, com a formacdo de um poro temporario que favorece a liberacédo e
0 transporte de nutrientes e oxigénio (Chisti 2003; Nguyen et al. 2009; Bermuadez-Aguirre et
al. 2011), a agitacdo produzida pela cavitacdo que auxilia a transportar estas substancias (Pitt
e Ross 2003), a quebra e consequente maior biodisponibilidade de macromoléculas nutritivas
(Feng et al. 2008; Alarcon-Rojo et al. 2015) e a hip6tese de ser um mecanismo de auto-defesa
ao estresse mecanico bidtico e abidtico sofrido pelo US (Lin and Wu 2002). Contudo, estes
efeitos sdo temporarios, cessando minutos ou horas ap6s a sonicacdo (Chisti 2003; Yeo e
Liong 2011, 2013;). Isto explica porque o estimulo ao crescimento das bactérias lacticas e
Micrococcaceae foi mais perceptivel no dia zero, mas pouco notavel no restante do
processamento e no armazenamento. Nguyen et al. (2009) e Yeo e Liong (2011) observaram
reducdo nas contagens de diferentes bactérias imediatamente apds a sonicacdo e aumento
poucas horas depois, conferindo efeito final positivo do US no crescimento dos micro-
organismos; porém, os autores acompanharam a viabilidade somente durante algumas horas.

Apbs 2 dias, as bactérias lacticas (Fig. la) apresentaram rapido crescimento
independentemente do tratamento, em funcéo da fermentacdo mais intensa que ocorre neste
periodo (Aquilanti et al. 2007). A capacidade reprodutiva ndo foi alterada pela sonicacéo, com
contagens similares ao controle ou ligeiramente superiores ap6s 6 min e 9 min de exposicao

para ambos os tipos de bactérias no inicio da maturacdo do salame (15 dias, Fig 1a,c). Alliger
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(1975) e Yeo e Liong (2013) ressaltaram em seus estudos que micro-organismos
sobreviventes a sonicagdo mantiveram sua aparéncia microscopica e taxa de reproducao
inalterada.

Do 15° dia de processamento até 30 dias de armazenamento (Fig. 1b,d) abrange-se a
fase estacionaria da curva de crescimento, com numero de colbnias de bactérias lacticas
praticamente inalterado. O efeito do US neste periodo s6 € percebido para Micrococcaceae na
saida da cadmara e inicio do armazenamento com redugio <1 log UFC g nas amostras
sonicadas em comparacdo ao controle. Este periodo coincide com o comeco da fase de
declinio para estas bactérias (Fig. 1d), enquanto que para as bactérias lacticas comeca apds 30
dias de estocagem (Fig. 1b). A menor taxa de crescimento, especialmente para bactérias
lacticas, é diretamente relacionada ao aumento de pH no armazenamento (Fig. 2b) (Spaziani
et al. 2009; Aro Aro et al. 2010), confirmado pelos coeficientes de correlagdo negativos
significativos (p<0,05) neste periodo para pH e as bactérias.

Apo6s 120 dias de armazenamento (Fig. 1b,d), o tratamento de 9 min de exposicéo ao
US apresentou contagens superiores aos demais para ambos tipos de bactérias (p<0,05),
mostrando ser o tempo de exposicdo mais efetivo no estimulo ao crescimento e/ou
manutencdo da viabilidade neste estudo. O efeito tardio possivelmente se deve a a¢do do US
sobre a quebra de macromoléculas e consequente aumento na disponibilidade de nutrientes
(Feng et al. 2008), os quais podem ter sido assimilados somente ap6s um longo periodo. Outra
hiptese € que o US tenha reduzido micro-organismos competitivos ao longo do tempo
(Marchesini et al. 2015; Bilek and Turantas 2013).

E importante salientar que a grande maioria dos trabalhos avalia o efeito do US sobre
a microbiologia de alimentos liquidos e durante poucas horas ou dias, dificultando uma
discussdao mais aprofundada. A suscetibilidade ao US das bactérias usadas neste estudo
também ndo foi avaliada até 0 momento e impede comparacges. Alguns fatores podem ter
inibido um efeito mais pronunciado do US sobre a cultura microbiana e o processo
fermentativo. Apesar de o salame apresentar cerca de 70% de agua no dia zero, a consisténcia
solida e o calibre de 60 mm provavelmente atenuaram a cavitacdo e dificultaram atingir o
produto como um todo, jA que o US pode ser considerado um fenémeno de superficie
(Reynolds et al. 1978; McDonnell et al. 2014a; McDonnell et al. 2014b). Gao et al. (2014a)
observaram que a bactéria Enterobacter aerogenes foi mais sensivel a acdo do US quando
dispersa em &gua do que em leite pela presenca de solidos neste ultimo. A massa heterogénea
do salame também pode ter afetado o resultado, como relatam Sams e Feria (1991), que
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atribuem a falta de efeito do US na inativacdo de bactérias aerdbicas em coxa de frango a
irregularidade da superficie da pele, o que teria exercido efeito protetor as bactérias. O
elevado teor de gordura do salame pode ter reduzido o efeito do US, conforme concluiram
Bermudez-Aguirre e Barbosa-Canovas (2008) ao estudarem micro-organismos em leite com
diferentes percentuais de gordura. O aparato utilizado pode ter influenciado pela intensidade
com que a onda ultrassonica foi transmitida, uma vez que sondas emitem energia de maneira
mais direta que banhos ultrassénicos e afetam mais os micro-organismos (Liu et al. 2013).
Além destes fatores, € importante considerar as particularidades de cada micro-organismo
(formato, tamanho, hidrofobicidade, presenca de cépsula) e as condi¢cBes acusticas
(frequéncia, poténcia, intensidade, amplitude, tempo de exposicéo) de cada experimento, uma
vez que sao apontados como de extrema importancia para o efeito final de inativacdo ou
estimulacdo ao crescimento de micro-organismos (Kwiatkowska et al. 2011; Erriu et al. 2014;

Turantas et al. 2015).

pH

O pH teve efeito significativo (p<0.05) apenas tempo no processamento (tp) e efeitos
isolados de US e no armazenamento (ta). Isto fica claro ao compararmos a proximidade dos
valores de pH das amostras sonicadas com o controle ao longo dos 28 dias de processamento
(Fig. 2a), enquanto no armazenamento percebe-se discreta influéncia do US, além do tempo
de estocagem (Fig. 2b).

A acidificagdo é importante no salame por contribuir diretamente com as
caracteristicas sensoriais de aroma, cor, sabor e textura tipicos e também por inibir bactérias
patogénicas e indesejaveis (Hugas e Monfort 1997). O comportamento do pH foi 0 mesmo
relatado por outros autores para este produto, tanto no processamento quanto no
armazenamento (Del Nobile et al. 2009; Aro Aro et al. 2010; Menegas et al. 2013; S¢etar et
al. 2013). A queda brusca de pH ap0s 2 dias de processamento (Fig. 2a) é esperada em
decorréncia da producdo de acidos orgénicos pelas bactérias lacticas (Terra et al. 2004).
Gradualmente ocorreu aumento do pH (Fig 2b), decorrente da maturagdo que se desenvolve
durante o armazenamento, em virtude da liberacdo de peptideos, aminoacidos bésicos e
amonia de reacgdes proteoliticas (Spaziani et al. 2009).

Em nosso trabalho, observamos aumento de pH nas amostras sonicadas apés 30 dias
e 120 dias de armazenamento (Fig. 2b), especialmente apds 9 min de tratamento. Os trabalhos
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disponiveis em carnes divergem quanto as consequéncias do US no pH. Enquanto alguns
estudos ndo observaram nenhuma influéncia (Stadnik e Dolatowski 2011; Stadnik et al.
2014), outros relataram aumento do pH logo apos sonicagédo (Got et al. 1999; Jayasooriya et
al. 2007; Caraveo et al. 2015).

Atividade de 4gua e avaliacdo instrumental da cor

O uso de US ndo afetou a atividade de agua dos salames durante o processamento
(p>0,05) e no armazenamento somente ap6s 30 dias (p<0,05), quando as amostras sonicadas
apresentaram valor significativamente inferior (0,87; 0,88 e 0,89 para 3, 6 e 9 min,
respectivamente, p<0,05) ao controle (0,91). As médias para os dias 0, 2, 15 e 28 dias de
processamento foram 0,97; 0,98; 0,94 e 0,90, respectivamente, sendo iguais para todos 0s
tratamentos. Para 30 dias e 120 dias de armazenamento a média foi 0,89 em ambos e em todos
0s tratamentos. A secagem acustica vem sendo aplicada na desidratacdo de alimentos,
principalmente frutas (Gamboa-Santos et al. 2014; do Nascimento et al. 2016; Santacatalina et
al. 2016; Cruz et al. 2016) ) e vegetais (Gallego-Juarez et al. 1999; Gamboa-Santos et al.
2014; Gamboa-Santos et al. 2013), mas em equipamentos especificos em que o US é acoplado
a um sistema de secagem por ar quente. Além disso, parametros como temperatura e
velocidade do ar s@o importantes neste processo (Mulet et al. 2011) e usados em magnitude
superior as da camara usada no processamento de salames, justificando a falta de efeito do US

na desidratacao do salame.

Na avaliacdo instrumental de cor (dados ndo mostrados), as amostras sonicadas e
controle apresentaram valores similares de L* (luminosidade) e b* (yelowness). Por outro
lado, o pardmetro a* (redness), importante na avaliacdo de cor em salames, apresentou
tendéncia das amostras sonicadas serem mais vermelhas. Pohlman et al. (1997a), Jayasooriya
et al. (2007), Stadnik e Dolatowski (2011) e McDonnel et al. (2015b) ndo observaram efeito
significativo do US sobre a cor (L*, a* e b*) em carnes, enfatizando a importancia de
pardmetros acusticos (frequéncia, poténcia, intensidade e tempo de exposi¢do) sobre este

atributo.
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Oxidac0es lipidica e proteica

As reacOes oxidativas sdo importantes no salame por estarem ligadas a formacéo de
aroma e sabor (Hugas e Monfort 1997), além de determinarem diretamente a extensdo da vida
de prateleira (S¢etar et al. 2013). O US pode afetar a oxidacdo pela formacio de radicais
livres e outras espécies reativas durante a sonicacdo, as quais podem facilmente reagir com
compostos oxidaveis (Soria e Villamiel 2010; Kentish e Ashokkumar 2011). Embora tenha
sido utilizado antioxidante em nossa formulacdo, tanto VP quanto TBARS apresentaram

efeito de interag&o significativo (p<0,05) para US x tp e US X ta.

A cinética de oxidacdo de lipidios costuma apresentar uma fase lag conhecida como
inducdo, seguida de aumento exponencial da taxa de oxidacao (fase de propagacéo) e por fim
a decomposicdo dos compostos formados (fase de terminacdo) (Damodaran et al. 2010).
Observa-se na Fig. 3a,c que o controle se manteve na fase de inducdo até o 15° dia de
processamento, com niveis constantes de producdo de compostos primarios (peréxidos) e
baixa producdo de compostos secundarios de oxidacdo (TBARS). Embora as amostras
sonicadas ndo tenham sido afetadas pelo US imediatamente ap6s exposicao (dia 0), houve
aumento de VP e TBARS no 2° dia de processamento nos salames expostos por mais tempo
ao US.

No inicio da maturacdo do salame (15 dias), o VP é maior nas amostras sonicadas
(p<0,05), quando também houve aumento consideravel de TBARS (Fig. 3a,c). Neste ponto,
provavelmente as amostras tratadas com US ja se encontravam no inicio da fase de
propagacao, que comeca para o controle somente no final do processamento e inicio do
armazenamento. O auge do VP para o controle (0,15 mEq kg™) foi notado ap6s 30 dias de
estocagem (Fig. 3b), enquanto os maiores valores para as amostras tratadas com US foram
observados ja no fim do processamento e inicio do armazenamento (0,13 a 0,14 mEq kg™l).
Consequentemente, os valores de TBARS também foram elevados (1,23 a 1,57 mg MDA kg
1y em comparagdo ao controle (0,97 mg MDA kg?) (Fig. 3d). Com 30 dias de estocagem, o
VP das amostras sonicadas foi inferior ao controle provavelmente por terem atingido a fase de
terminacdo, se decompondo em alcoois, aldeidos, cetonas, alcanos, ésteres e &cidos graxos de
cadeia curta (Jahouach-Rabai et al. 2008). Com isto, compostos secundarios de oxidagédo
como o MDA ainda mantiveram altas concentragdes (1,11 a 1,61 mg MDA kg, 30 dias, Fig.
3d).
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Pela mesma razéo, no fim do armazenamento (120 dias) o VP declinou rapidamente.
Apos algum tempo de armazenamento de salame, também é esperada reducdo nos valores de
TBARS, em virtude do MDA se ligar covalentemente com aminoacidos oriundos de reacdes
proteoliticas (Estévez 2011) ou com nitrito residual (Fuentes et al. 2014), tal como aconteceu
com o controle no fim do armazenamento. Neste ponto, os tratamentos com US mantiveram
altos valores de TBARS, demonstrando que a oxidacdo ainda estava ocorrendo nestas
amostras. Destaca-se o tempo de 9 min, que apresentou VP significantemente superior aos
demais (0,11 mEq Kg?, p<0,05) no 120° dia. As trés amostras sonicadas também
apresentaram valores de TBARS significantemente maiores (1,35 mg MDA kg™ — 3 min, 0,97
mg MDA kg! — 6 min, 1,55 mg MDA kg* — 9 min) que o controle (0,69 mg MDA kg,
p<0,05) neste periodo.

Os VP obtidos ao longo deste experimento estdo abaixo do limite considerado
aceitavel para salames (2 — 4 mEq kg™ gordura, correspondente a ~0,6 mEq kg amostra)
(Chizzolini et al. 1998) e inferiores aos relatados para salame armazenado nas mesmas
condicdes (S&etar et al. 2013). Por outro lado, os valores de TBARS foram mais elevados que
os encontrados por Del Nobile et al. (2008), Olivares et al. (2011) e Fuentes et al. (2014). N&o
ha consenso para os valores apontados como limite para deteccdo de odor desagradavel;
enquanto Chizzolini et al. (1998) recomendam 0,3 mg MDA kg, Candogan and Kolsarici
(2003) apontam 1 mg MDA kg* e Connell (1990) 2 mg MDA kg de amostra.

Embora tenha sido relatado que efeitos sonoquimicos na oxidacdo sejam evidentes
somente em frequéncias maiores (>200 kHz) por formar maior numero de bolhas ativas
(Juliano et al. 2014), alguns trabalhos notaram aceleragdo da oxidacao lipidica ao usar US em
frequéncias proximas a deste estudo. Chemat et al. (2004) relataram a formacdo de compostos
voléteis ligados a oxidacdo e aumento substancial de peroxidos ao usar US (20 kHz) no
processamento de 6leo de girassol, sendo a concentracdo destes compostos diretamente
relacionada ao tempo de exposi¢do. Chang e Wong (2012) também notaram que o0 aumento no
tempo de sonicacdo (60 kHz, 0 a 90 min) aumentou os valores de TBARS em peixe cobia
(Rachycentron canadum). Jahouach-Rabai et al. (2008), Marchesini et al. (2012) e Torkamani
et al. (2014) do mesmo modo descreveram importante relacdo do tempo de sonicagdo com o

aumento da oxidacéo lipidica em azeite de oliva, leite e soro de leite, respectivamente.

A formacao de radicais livres e outras especies reativas pelo US também pode afetar a
oxidacdo de proteinas por induzir a formacdo de ligacbes cruzadas dissulfeto (Soria e
Vilamiel, 2010). Com isso, a concentracdo de tiois livres / grupos SH diminui, como ocorreu
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ao longo da etapa de processamento (Fig. 4a). Os termos US e t, tiveram efeitos significativos
isolados no processamento (p<0,05) e interacdo significativa US x ta (p<0,05) no
armazenamento. A reducdo gradual de tiois na primeira etapa pode ter sido devido a intensa
protedlise que ocorre neste periodo, que facilita o acesso de radicais reativos aos aminoacidos.
Além disso, Berardo et al. (2015) mostraram que em salames com pH 4,8 (préximo ao
observado até o 15° dia de processamento) a quantidade de tiois livres é menor que em pH
5,2. Em nosso estudo, o pH atingiu em torno de 5,2 com 30 dias de armazenamento, quando a
concentracdo de tiois aumentou consideravelmente. Esta relacdo foi confirmada pela
correlagéo positiva significativa (p<0,001) entre tiois e pH tanto no processamento quanto no

armazenamento.

Durante a etapa de processamento, somente US foi significativo (p<0.05) (médias
80,2; 87,3; 86,4 e 90,0 nmol tiol mg proteina™ para 0, 3, 6 e 9 min, respectivamente), sendo a
média do tempo 9 min significantemente superior as demais (p<0,05). Possivelmente o maior
tempo de exposi¢do ao US tenha promovido maior desnaturacdo (Pohlman et al. 1997a,b), e
ter exposto grupos SH livres do interior da proteina (Grossi et al., 2014). Chandrapala et al.
(2011) e Arzeni et al. (2012) ndo observaram efeito significativo do uso de US ao avaliarem o
teor de tiois em albumina e em proteinas concentradas de soro (sonda 20 kHz, 1 a 60 min),
soja e ovo (sonda 20 kHz, 20 min) logo apds sonicacéo.

O efeito do US foi mais pronunciado apés 30 dias de armazenamento (Fig. 4b),
guando a quantidade de tiol aumentou bruscamente e as amostras sonicadas apresentaram
valores significantemente maiores (250, 225 e 270 nmol tiol mg proteina™ para 3, 6 e 9 min
US, respectivamente) que o controle (184 nmol tiol mg proteina*, p<0,05). Apds 120 dias de
armazenamento, os valores voltaram a cair, sem diferenca entre as amostras (p>0,05). Grossi
et al. (2014) usaram alta pressdo como tecnologia emergente em semitendinosus suino e do
mesmo modo observaram queda inicial de tiois nos primeiros dias de armazenamento
refrigerado (2 °C), com aumento ap6s 6 semanas e reducdo ap6s 8 semanas. Os autores
sugerem que depois de algum tempo grupos SH localizados no interior da proteina podem ser
expostos ou enzimas antioxidantes podem retomar sua atividade. Neste sentido, o US pode ter

exercido maior efeito nestes mecanismos, comparado ao controle.

Poucos trabalhos avaliam a oxidacdo proteica em produtos carneos fermentados
(Berardo et al. 2015) e principalmente por tiois livres, necessitando mais estudos que
esclarecam seu mecanismo nestes produtos em que a vida de prateleira é longa e estdo sob

exposicdo de fatores pré-oxidantes como luz e temperatura ambiente durante seu
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armazenamento. Uma vez oxidadas, as propriedades fisicas e quimicas das proteinas podem
ser alteradas, incluindo solubilidade, suscetibilidade a protedlise, atividade enzimética e
capacidade de retencdo de agua (Estévez 2011; Zhang et al. 2013), e assim afetariam a

qualidade do salame.

Pigmentos heme totais, ferro ndo heme e metamioglobina

Em produtos carneos, o ferro assume grande importancia por fazer parte dos
pigmentos hemoglobina (Hb) e mioglobina (Mb), sendo esta Ultima responsavel por mais de
90% da coloracdo da carne e por isso de maior importancia. O grupo prostético heme da Mb
contém um anel de porfirina (hematina) que tem em seu centro um atomo de ferro. Este ferro
pode ser encontrado na forma reduzida (Fe?*) ou oxidada (Fe®*"), e quando na forma reduzida
permite a ligagdo de pequenas moléculas (O2, CO2, CO, NO). Dependendo do estado de
oxidagdo e do ligante, pode formar derivados quimicos de coloragdes e estabilidades diversas,
estando diretamente relacionado a coloracdo dos produtos (Faustman et al. 2010; Gomide et
al. 2013). O ferro reduzido estd relacionado com a cor vermelha em produtos curados
fermentados, que se forma com a ligacdo ao Oxido nitrico formando principalmente o
complexo nitrosomioglobina (NOMb) (Hammes 2012). Em algumas condi¢fes, como pH
acido, aguecimento, desnaturacao, longos tempos de estocagem e presenca de sal e H2O>, este
ferro pode ser liberado do grupamento heme, sendo referido como ferro ndo heme (Ahn et al.
1993).

Em nosso estudo, determinamos o teor de pigmentos heme totais (PHT), ferro néo
heme (FeNH), e metamioglogina (MMDb). PHT e FeNH apresentaram interacao significativa
(p<0,05) entre US x t, e US X t5, enquanto MMb teve efeitos significativos isolados dos

termos US e tp durante o processamento e somente de ta na etapa de armazenamento (p<0,05).

Na Fig. 5a percebe-se que a sonicagédo reduziu o teor de PHT no dia 0, provavelmente
em fungdo da desnaturacdo que o US provoca logo apds sua aplicacdo (Pohlman et al.
1997a,b). No entanto, ao final do processamento e até o fim da vida de prateleira (Fig. 5b)
ocorreu o inverso, as amostras sonicadas (especialmente por 6 min e 9 min) apresentaram
maiores teores de PHT, refletindo diretamente na maior tonalidade avermelhada (maior a*,
dados ndo mostrados) em comparacdo ao controle. No periodo de armazenamento houve

correlacdo positiva (p<0,001) entre PHT e bactérias Micrococcaceae, as quais auxiliam na
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manutencdo da cor vermelha (Hugas e Monfort, 1997) e tiveram sua viabilidade afetada
positivamente pelo US. Estas bactérias possuem enzima nitrato redutase, que auxilia na
reducdo do nitrato a nitrito no processo de formacdo da NOMb (Terra et al. 2003). Gimeno et
al. (2001) descreveram a mesma relacéo entre PHT e Micrococcaceae em salames. Ao mesmo
tempo, houve correlagdo negativa (p<0,0001) entre PHT e MMb. Deste modo, o US pode
contribuir para coloragdo vermelha caracteristica de salames durante a etapa de exposic¢ao do

produto ao consumidor.

Apesar de os PHT terem reduzido nas amostras sonicadas logo apds exposicdo e das
condicGes favoraveis a liberacdo do ferro da Mb com o uso de US (desnaturacdo, cavitagdo,
aumento da concentracao de radicais reativos), isso nao refletiu no aumento de FeNH no dia 0
(Fig. 6a). No entanto, no 2° dia de processamento, o FeNH nas amostras tratadas com US foi
consideravelmente maior (0,47 a 0,61 pg.gl) que o controle (0,34 pg.g?), provavelmente
devido ao pH 4&cido decorrente da fermentacdo. Tanto no processamento quanto no
armazenamento o FeNH apresentou correlagdo negativa (p<0,05) com pH, confirmando que o
pH &cido auxilia na liberacdo do ferro por desnaturar a fracdo proteica dos pigmentos (Rhee
and Ziprin 1987; Ahn et al. 1993). Ao longo do processamento os teores de FeNH
aumentaram gradualmente para todas as amostras, acredita-se que em virtude de algumas
condigdes desta etapa, como pH baixo, desnaturacdo, temperatura da cdmara, uso de sal na
formulacdo e alta velocidade das reacOes microbianas e oxidativas. Diferentemente do
relatado em carnes bovina e de cordeiro (Purchas et al. 2003), peixes (Chaijan et al. 2005) e
presunto (Li et al. 2012), que descreveram aumento de FeNH durante a estocagem, em nosso
experimento a concentragdo de FeNH reduziu apds 30 dias e 120 dias de armazenamento.
Contudo, o periodo de avaliacdo dos trabalhos citados foi inferior ao nosso e ndo foram
encontrados trabalhos que avaliassem o comportamento de FeNH no armazenamento de

salame.

Com relacdo ao pigmento oxidado MMb (Fig. 7), na etapa de processamento houve
influéncia da sonicacdo (US p<0,05), quando os valores foram, em media, ligeiramente
superiores (77,2%; 74,3%; 74,7% para 3, 6 e 9 min, respectivamente) ao controle (74%). Isto
pode ter sido provocado pela maior quantidade de radicais livres produzidos pelo US que
podem ter atuado como oxidantes da Mb. A formacdo de MMb foi associada com a reducéo
no parametro de cor b* (yelowness) em salames (Pérez-Alvarez et al. 1999; Bedia et al. 2011)
e comprovado em nosso estudo pela correlacdo negativa (p<0,0001) entre MMb e b* no
processamento (dados ndo mostrados). No 2° dia nota-se aumento de MMb em todas as
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amostras, provavelmente pelas condi¢cbes oxidantes de menor pH, sendo que no
processamento houve correlagdo negativa (p<0,0001) entre MMb e pH. Nesta etapa, a
secagem e a elevada concentracdo de sal também podem ter contribuido para a formacdo da
MMb (Pérez-Alvarez et al. 1999). Os valores mantiveram-se praticamente constantes no

armazenamento (Fig. 7b), quando houve somente efeito do tempo (ta, p<0,05).

A importancia da determinacdo de FeNH e MMb consiste no fato de possuirem
reconhecida atividade pro-oxidante em lipidios e proteinas, ao mesmo tempo em que produtos
da oxidacdo lipidica favorecem a oxidacéo dos PHT com formacdo de MMb (Rhee and Ziprin
1987; Carlsen et al. 2005; Grunwald and Richards 2006; Chaijan 2008; Faustman et al. 2010).
FeNH teve correlagdo positiva significativa (p<0,0001) com peréxidos e TBARS no
processamento e correlacdo negativa (p<0,0001) com tiol tanto no processamento quanto no
armazenamento. MMb teve correlagbes com as oxidagdes somente no processamento
(positiva com peroxidos e TBARS e negativa com tiois, p <0,0001). Deste modo, FeNH e
MMb contribuiram expressivamente com as rea¢des oxidativas lipidicas e proteicas ocorridas
no salame, assim como os produtos da oxidacéo lipidica podem ter contribuido para aumentar

a concentracao de MMb (Faustman et al. 2010).

Perfil de Textura (TPA)

Os resultados de coesividade, flexibilidade, mastigabilidade e dureza dos salames
constam na Tabela 1. Nenhum dos pardmetros avaliados foi afetado significativamente pelo
US (p>0,05). Apesar de ndo haver diferenca estatistica, percebe-se claramente tendéncia a
menor dureza nas amostras sonicadas, sendo que o tratamento de 3 min apresentou
aproximadamente a metade do valor (54,5 N) do controle (100,2 N). A dureza é diretamente
relacionada a maciez, sendo esta considerada um atributo positivo em algumas variedades de
embutidos, enquanto em outros a textura macia € um tipo de defeito (Spaziani et al. 2009). No
caso do salame tipo Italiano, consisténcia demasiadamente macia pode ser associada a um
produto que ainda ndo esta pronto para consumo, enquanto a dureza excessiva pode remeter a
um produto ressecado. Do mesmo modo, para o parametro de mastigabilidade nota-se que as
amostras sonicadas tiveram valores menores que o controle. Dureza e mastigabilidade séo
derivados da protedlise e da capacidade de retencdo de agua (Buettner e Schieberle 2000),
fendmenos que sdo suscetiveis a influéncia do US (Stadnik et al. 2008; Stadnik e Dolatowski
2011; Stadnik et al. 2014; Alarcon-Rojo et al. 2015; Turantas et al. 2015).
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Trabalhos que avaliaram o perfil de textura ndo observaram efeito do US em carne
suina (McDonnel et al. 2014b) e em salsichas (Cichoski et al. 2015), enquanto Sird et al.
(2009) descreveram reducdo do parametro dureza ao usar US em carne suina. Os mecanismos
associados aos efeitos positivos sdo relacionados a quebra da integridade muscular e
promoc¢do de reacBGes enzimaticas, proporcionados pela cavitacdo (Got et al., 1999; Chemat,
Zill-e-Huma e Khan, 2011; Chandrapala et al., 2012).

Analise discriminatoria candnica

Para complementar a discussdo dos resultados, foram produzidos os gréficos da
analise discriminatoria candnica para as etapas de processamento (Fig 8a) e armazenamento
(Fig 8b). As variaveis que ndo contribuiram para explicar o modelo foram excluidas do
grafico.

Em ambas as etapas percebemos a formagao de grupos, os quais foram separados de
acordo com o dia de analise. No processamento, a analise das duas dimensdes juntas explica
91,5% da variacdo dos dados, sendo a primeira funcdo responsavel pela maior parte da
variagdo (71,2%). O grupo do dia zero foi associado a maiores valores de pH, parametro de
cor b* e, em menor proporcao, a elevados valores de tiol, 0 que era esperado no inicio do
processamento do salame. Percebe-se a relagéo inversa (angulo entre vetores ~180°) para b* e
metamioglobina, e entre pH e as bactérias lacticas, conforme discutido anteriormente. O
grupo do dia 2 foi separado dos demais principalmente pelos maiores valores de luminosidade
(L*, dados ndao mostrados), enquanto o grupo do dia 15 foi relacionado a maiores valores de
bactérias lacticas e metamioglobina. No 2° dia de processamento, as contagens de bactérias
lacticas também foram elevadas em decorréncia da fermentacéo e por isso o grupo do dia 2
ficou proximo ao vetor das bactérias lacticas. O grupo do dia 28 foi formado pelos altos
valores observados nas medidas de oxidacdo lipidica neste periodo (Fig 3). Este grafico
mostra a estreita correlacdo entre TBARS e peroxidos, assim como a relacdo inversa entre
estas medidas e a quantificacdo de tiol. O vetor do ferro ndo heme ficou localizado proximo
aos de TBARS, peroxidos e metamioglobina e a ~180° do tiol, confirmando seu efeito de pro-
oxidante.

No armazenamento (Fig. 8b), 84,4% da variacdo dos dados pode ser explicada pelo
gréafico, com 60,7% da variacdo atribuida a primeira funcdo. O grupo do dia 1 foi associado

aos maiores valores de atividade de agua e ferro ndo heme observados no inicio do
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armazenamento. Com 30 dias de armazenamento, altos valores de tiol e ferro heme foram
encontrados, contribuindo para separar este grupo dos demais. Nestes primeiros pontos do
armazenamento (1 e 30 dias), o controle ficou ligeiramente afastado das demais amostras
sonicadas em cada grupo. Ao final do armazenamento (120 dias), foram observados os
maiores valores de pH e metamioglobina, sendo estes os principais fatores que contribuiram
para formagdo deste grupo. Neste grafico, novamente percebe-se o efeito pro-oxidante do
ferro ndo heme (~180° do vetor do tiol) e a relacdo inversa do pH com a viabilidade de

bactérias lacticas e Micrococcaceae.

Concluséao

No presente estudo, diferentes tempos de sonicagdo (0, 3, 6 e 9 min) foram usados
para verificar o efeito sobre caracteristicas de salame tipo Italiano durante a etapa de
processamento e de armazenamento do produto. De acordo com nossos resultados,
verificamos que o US modificou a curva de crescimento das bactérias estudadas, estimulando
o0 crescimento em alguns pontos e inibindo em outros. Contudo, estas alteracGes ndo afetaram
0 pH e o processo fermentativo. O tratamento por 9 min mostrou ser o mais efetivo para

estimular o crescimento, possivelmente por ser o de maior tempo de exposi¢éo.

O uso de US também néo influenciou na desidratacdo do salame e em parametros de
cor de luminosidade (L*) e tonalidade azul-amarelo (b*), mas pode ter auxiliado na
tonalidade vermelha (a*) pelo aumento de pigmentos heme totais, especialmente na etapa de

armazenamento.

As reacOes oxidativas lipidicas e proteicas foram aceleradas com a sonicagdo, no
entanto foram mantidas dentro de limites aceitaveis. Verificamos que fatores pro-oxidantes
como ferro ndo heme e metamioglobina afetaram as reagOes oxidativas e vice-versa. Em
nosso estudo, visualizamos possibilidade do US influenciar positivamente a textura do
salame, mas sd0 necessarias avaliacbes do perfil de textura em mais pontos do

armazenamento.

A andlise discriminatdria canbnica separou as amostras em grupos de acordo com o
dia de analise. Isto pode ter ocorrido tanto em funcédo do efeito preponderante do tempo de

processamento/armazenamento nas caracteristicas do salame, uma vez que este produto passa
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por mudancas significativas ao longo do tempo, quanto por falta de efeito expressivo do

tempo de sonicacao.

De acordo com nosso conhecimento, este € o primeiro estudo que estima as
implicacdes do uso do US no processamento de salame e, sendo assim, necessitam-se mais
estudos que avaliem suas potencialidades sobre o produto antes de ser aplicado na industria.
Ainda assim, percebe-se que 0 uso do US neste produto apresenta caracteristicas a serem

melhor exploradas, principalmente com relagdo aos pigmentos heme e a textura.
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Tabela 1 Perfil de textura de salames tipo Italiano sonicados em banho US 25 kHz por 0 min

(controle néo sonicado), 3 min, 6 min ou 9 min apo6s 90 dias de armazenamento

0 min 3 min 6 min 9 min
Coesividade 0,44+0,01 0,43+0,01 0,42+0,01 0,44+0,01
Flexibilidade 6,23+0,12 6,30+0,12 6,10+0,12 6,05+0,12
Mastigabilidade ~ 220,2+49,3 193,9+49,3 187,7+49,3 155,0+49,3
Dureza (N) 100,2+14,9 54,5+14.9 68,1+14,9 63,7+14,9

LS Means + erro padrdo da média (n=3).
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Fig.1 Viabilidade de micro-organismos em salame tipo Italiano sonicados por 0 min
(controle), 3 min, 6 min ou 9 min durante as etapas de processamento (0, 2, 15 e 28 dias) e
armazenamento (1, 30 e 120 dias). (a) Bactérias lacticas / processamento, (b) Bacterias
lacticas / armazenamento, (c) Micrococcaceae / processamento, (d) Micrococcaeae /
armazenamento. Barras de erros representam o erro padrdo da média. Letras diferentes em um
mesmo dia denotam diferenca estatistica pelo teste de t (p<0,05). Médias (LS Means) da

triplicata de dois salames independentes.



69

6.5-
6.0
< 5.54

5.0-

od 2d 15d 28d

== 0min -= 3min —— 6 min —— 9 min

b
6.5+
6.0
5 5.5-
5.0
45 T I I
1d 30d 120d

—— 0Omin % 3min —— 6min - 9 min
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armazenamento (1, 30 e 120 dias). Barras de erros representam o erro padrdo da média.
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Fig. 3 Oxidacdo lipidica de salames tipo Italiano sonicados por 0 min (controle), 3 min, 6 min
ou 9 min durante as etapas de processamento (0, 2, 15 e 28 dias) e armazenamento (1, 30 e
120 dias). (a) Valor de perdxidos/processamento, (b) Valor de peréxidos/armazenamento, (c)
TBARS/processamento, e (d) TBARS/armazenamento. Barras de erros representam 0 erro
padrdo da media. Letras diferentes em um mesmo dia indicam diferenca estatistica pelo teste
de t (p<0,05). Médias (LS Means) da analise em triplicata de dois salames independentes.
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Fig. 5 Teor de pigmentos heme totais (PHT, ug hematina.g?l) de salames expostos ao
ultrassom por O min (controle ndo sonicado), 3 min, 6 min ou 9 min nas etapas de (a)
processamento (0, 2, 15 e 28 dias) e (b) armazenamento (1, 30 e 120 dias). Barras de erros
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estatistica pelo teste de t (p<0,05). Médias (LS Means) da triplicata de dois salames
independentes.
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Fig. 6 Concentragéo de ferro ndo heme (mg.g™*) em salames tipo Italiano sonicados por 0 min
(controle), 3 min, 6 min ou 9 min durante as etapas de (a) processamento (0, 2, 15 e 28 dias) e
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Letras diferentes em um mesmo dia denotam diferenca estatistica pelo teste de t (p<0,05).

Médias (LS Means) da triplicata de dois salames independentes.
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Resumo

O ultrassom (US) tem sido usado como tecnologia emergente no processamento de
alimentos, mas pouco explorado em produtos carneos fermentados como o salame. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a influéncia do US na formacéo de compostos volateis de salame
tipo Italiano, quando submetidos ao banho de US (25 kHz, poténcia nominal 500W), usando
diferentes tempos de exposi¢do (0 min — controle ndo sonicado, 3 min, 6 min ou 9 min). Os
compostos volateis foram mensurados no inicio (1° dia) e no fim do armazenamento (apds
120 dias). Ndo foram encontradas diferencas estatisticas nos compostos volateis entre os
diferentes tratamentos (p>0,05), com excecdo de etanol e hexanol (p<0,05) no inicio do
armazenamento. A falta de efeito pronunciado do US sobre os compostos volateis foi
atribuida a consisténcia do salame e ao baixo tempo de exposicao ao tratamento com US.

Palavras-chave: tecnologia emergente, sonicacdo, oxidacao lipidica, hexanal.
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1 Introducéo

O ultrassom (US) é um tipo de energia vibracional que abrange frequéncias superiores
a 20 kHz, acima do limiar do ouvido humano (Mason, 1990). O US ¢ capaz de provocar 0
fendmeno de cavitagdo, caracterizado por ciclos alternados de compressdo e rarefagéo,
formando bolhas em liquidos e promovendo microagitagdo (>100 kHz) ou, no caso da
implosdo das bolhas, a liberacdo de alto contetdo de energia (<100 kHz) (Suslick, 1989).
Pelos efeitos fisicos, quimicos e biologicos que a cavitagdo provoca, 0 US vem sendo
explorado na ciéncia e tecnologia de alimentos com muitas finalidades (Cércel et al., 2012;
Awad et al., 2011; Chemat et al., 2011, Chandrapala et al., 2012). Bons resultados foram
obtidos em alguns alimentos fermentados, como leite (Sakakibara et al. 1994; Wang e
Sakakibara 1997; Wu et al. 2000; Nguyen et al. 2009, 2012), bebidas alcodlicas (Matsuura et
al. 1994) e sucos de frutas (Costa et al.,, 2013) no sentido de aceleracdo do processo
fermentativo e/ou melhora da qualidade do produto. Contudo, em produtos carneos
fermentados as pesquisas ainda sdo incipientes. Em outro trabalho, avaliamos o efeito da
sonicacdo sobre fermentacdo, microbiologia, reacGes oxidativas e outros parametros de

qualidade de salame tipo Italiano (Alves, 2016).

No Brasil, o salame tipo Italiano é produzido pela mistura de carnes bovina e suina
moidas, acrescida de sal, agentes de cura, antioxidantes e temperos, embutida em tripas
naturais ou artificiais, seguido de defumacéo opcional e secagem (Lucke 1994; Brasil, 2000).
Durante a fermentacdo e sobretudo na maturacdo ocorrem uma série de mudangas fisicas,
microbioldgicas e bioquimicas, as quais sdo responsaveis pela aparéncia, sabor e aroma
caracteristicos do produto, assim como por sua seguranca e conservacdo (Terra, Fries &
Terra, 2003).

O aroma do salame é tipico e um dos mais importantes atributos de qualidade neste
produto. As caracteristicas de aroma do salame sdo provenientes da combinacéo de diferentes
compostos volateis e ndo volateis a partir de temperos e como resultado da metabolizacdo de
carboidratos, lipidios e proteinas (Stahnke, 1994; Carballo, 2012). Neste processo, enzimas
enddgenas e bacterianas sdo essenciais, principalmente lipases e proteases (Molly et al.,
1997). Estudos tem mostrado que o US é capaz de interferir positivamente na atividade de
lipases (Delgado-Povedano e Castro, 2015) e proteases (Kadam et al., 2015; Ozuna et al.,
2015). Alguns autores relataram que a sonicacdo favoreceu a formagdo de compostos volateis
indesejaveis em 6leos vegetais (Chemat et al., 2004; Jahouach-Rabai et al., 2008) e em leite
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(Reiner et al., 2009; Chouliara et al., 2010; Marchesini et al., 2015), enquanto outros trabalhos
ndo encontraram efeito significativo do US sobre estes compostos em soro de queijo

(Torkamani et al., 2014) e em azeite de oliva (Bejaoui et al., 2016).

Os alimentos analisados nestes estudos possuem caracteristicas diferentes do salame,
principalmente no que diz respeito a consisténcia e composicdo de lipidios, proteinas e
carboidratos, o que pode interferir na formacdo dos compostos volateis. Mudangas nas
condicdes acusticas (aparato, frequéncia, intensidade, amplitude, tempo de exposic¢ao)
também podem afetar a composicéo de volateis (Juliano et al., 2014; Marchesini et al., 2015).
Além disso, ndo se sabe como o US pode influenciar na formagdo de compostos volateis apos
meses de armazenamento, pois os trabalhos realizados até entdo ndo avaliaram estes

compostos apds tanto tempo.

Deste modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do US na formacéo de

compostos volateis em salames tipo Italiano durante etapa de armazenamento.

2 Materiais e Métodos

2.1 Producéo dos salames e tratamento com US

Os salames tipo Italiano foram produzidos conforme descrito em Alves (2016), todos
com a mesma formulacdo independente do tratamento. Apds o embutimento, os salames
foram sonicados em banho 25 kHz no modo normal (EIma® TI-H 5, Singen, Alemanha;
poténcia nominal 500 W) com metade do volume maximo de agua potéavel (cerca de 2,4
litros), sendo a agua renovada ap0s cada sonicacdo e ajustada para 20 °C. Cada lote foi
submetido ao US por 0 min (controle, ndo sonicado), 3 min, 6 min ou 9 min, compondo 0s
quatro tratamentos deste experimento. A poténcia fornecida foi determinada pelo método
calorimétrico (Koda et al. 2003), considerando a variacdo de temperatura media observada
nos diferentes tempos de exposi¢do, obtendo-se os valores de 128 W, 96 W e 85 W para 3
min, 6 min e 9 min, respectivamente. Foram sonicados quatro salames por batelada, sendo
que na metade do tempo de cada tratamento os salames foram invertidos para que a sonicagao

ocorresse de forma mais homogénea possivel.
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A etapa de producdo durou 28 dias em camara especifica conforme descrito em Alves
(2016). Os salames foram retirados da tripa e empacotados a vacuo em embalagem pléastica de
polietileno de baixa densidade e nylon de 30 pu com barreira ao oxigénio TPO2 <30
(embaladora modelo 200B, Selovac, Sdo Paulo, Brasil). Este foi considerado o dia 1 de
armazenamento. Buscando simular condi¢cbes comerciais, a estocagem foi em temperatura
entre 15 e 25 °C sem abrigo da luz durante 120 dias. A composi¢do centesimal foi
determinada ap6s 20 dias de armazenamento e estava de acordo com o preconizado pela
legislacdo brasileira (umidade méax. 35%, gordura max. 32%, proteina min. 25% e

carboidratos max. 4%; Brasil 2000)

2.2 Determinacéo de compostos volateis

2.2.1 Preparo das amostras

Nos periodos de analise previstos (dia 1 e 120 de armazenamento), foram coletadas
amostras de trés salames independentes de cada tratamento. Estas amostras foram
empacotadas a vacuo (embaladora modelo 200B, Selovac, Séo Paulo, Brasil) e permaneceram
congeladas em ultrafreezer (-80 °C) até analise. Em cada andlise, a amostra congelada foi
cortada em pequenos cubos e, em seguida, moida em processador de uso doméstico. Aliquota
de 5 g de cada amostra homogeneizada foi colocada em um frasco de 20 mL, o qual foi
imediatamente fechado com septo de face interna de PTFE/silicone, e desta forma submetido

a extracgao.

2.2.2 Extracdo e identificagdo dos compostos volateis das amostras de salame

O método de microextracdo em fase solida foi utilizado para a extracdo dos compostos
volateis do headspace das amostras de salame. A fibra sorvente empregada foi a de
revestimento misto Carboxen-PDMS (10 mm x 75 pum; Supelco, Bellefonte, PA, USA). A
fibra foi previamente condicionada seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante. Os frascos
contendo as amostras foram imersos em banho-maria na temperatura de 40 °C e o tempo de

exposicdo da fibra no headspace da amostra foi de 45 min. Antes do periodo de extracdo o
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frasco com a amostra permaneceu por um tempo de equilibrio de 15 min na mesma

temperatura de extragéao.

Os compostos volateis foram dessorvidos termicamente pela insercdo da fibra no
injetor do cromatdgrafo de fase gasosa acoplado a um espectrometro de massas (GC/MS
QP2010 Plus, Shimadzu Corporation, Quioto, Japdo) a temperatura de 260 °C, durante 10
min, no modo split de razdo 1:5. Os compostos foram separados huma coluna capilar de silica
fundida de fase estacionaria polar CP Wax 52CB (60 m x 0,25 mm % 0,25 um) (Chrompack,
Middelburg, The Netherlands). O hélio foi utilizado como gas de arraste a uma vazdo
constante de 1,0 mL min 1. A temperatura inicial da coluna foi 35 °C e mantida durante 5
min. Em seguida, um aumento de temperatura foi iniciado subindo a 2 °C min * até 80 °C,
seguido por um aumento a 4 °C min *até 210 °C, onde foi mantida em condicdes isotérmicas
durante 5 min. A interface do GC-MS foi mantida a 230 °C. O detector MS foi operado no
modo de ioniza¢do por impacto de elétrons com uma energia de ionizacdo de 70 eV e 0
analisador tipo quadropolos simples operando em modo de varredura em um intervalo de
massas de 35-350 m/z. Uma série de n-alcanos homologos (C6-C26) foi analisada sob as
mesmas condi¢Ges cromatograficas para calcular o indice de retencdo linear (LRI). Os
analitos foram tentativamente identificados com base na comparagdo com 0s espectros de
massas disponiveis na biblioteca National Institute of Standards and Technology (NIST) e por
comparacdao dos LRI calculados com aqueles disponiveis na literatura cientifica (Acree e
Heinrich, 2016; El Sayed, 2016).

2.3 Andlise estatistica

O delineamento inteiramente casualizado foi adotado para o experimento. As medias
de trés repeticdes (n=3) de cada tratamento foram calculadas e expressadas como média +
desvio padrdo. Os dados foram submetidos a analise de variancia univariada (ANOVA) para
testar a significancia das variaveis e posteriormente as diferencas entre as médias calculadas
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p < 0,05). As analises estatisticas foram
realizadas no programa Statistica 7.1 for Windows (StatSoft, Inc, Tulsa, OK, USA).
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3 Resultados e Discussao

A andlise dos compostos volateis nos salames detectou no total mais de 200
compostos; no entanto, foram selecionados apenas aqueles que apareceram na maioria dos
tratamentos. Nao houve formacéo de compostos exclusivos para um ou outro tratamento. Dos
34 compostos selecionados, foram identificados &lcoois (9), aldeidos (6), &cidos organicos (8),
ésteres (4), terpenos (5) e cetonas (2) (Tabelas 1 e 2). Os hidrocarbonetos foram excluidos por
ndo contribuirem de maneira significante com o aroma do salame ou estarem presentes como

contaminantes oriundos da embalagem plastica da carne ou do salame (Stahnke, 1994; 1995).

A maioria dos compostos identificados (Tabelas 1 e 2) também foram detectados em
outros estudos com salame (Johansson et al., 1994; Stahnke 1994; 1995; Tabanelli et al.,
2012; dos Santos et al., 2015; Montanari et al., 2016; Corral et al., 2015, 2016). Outras classes
quimicas frequentemente presentes em salame como nitrilas, fendis, compostos sulfurosos,
compostos aromaticos e lactonas (Stahnke, 1995; Spaziani et al.,, 2009) ndo foram
encontrados em quantidade significativa (area <0,1%). Para alguns compostos foram
encontrados elevados desvios-padrdo, assim como nos trabalhos de Schimidt e Berger (1998),
Moretti et al. (2004) e Montanari et al. (2016). Isto pode ser atribuido a alta complexidade da
matriz do salame, por este possuir distribuicdo heterogénea de pedacos carne e gordura,
dificultando a homogeneizacéo da amostra (Ruiz et al., 1998).

No inicio do armazenamento (Tabela 1), a maior area considerada foi representada por
aldeidos em todos os tratamentos. Os compostos hexanal, hexanol, acetona, pentanal, etanol e
2-butanona foram encontrados em ordem decrescente de maior representatividade, totalizando
>45% da area considerada em ambos os periodos analisados. Hexanal, hexanol e pentanal
estdo ligados a oxidacdo lipidica (Corral et al., 2015, 2016) e estdo associados a notas de
grama, folhas verdes e odor de rango (Stahnke, 1994), enquanto acetona, etanol e 2-butanona
sdo derivados principalmente do catabolismo de carboidratos (Carballo, 2012). O composto
terpeno B-pineno foi identificado no 1° e no 120° dia em elevada concentragcdo. Terpenos
também foram encontrados em grande quantidade em outros trabalhos com salame tipo
Italiano (Meynier et al., 1999; Sunesen et al., 2001; Spaziani et al., 2009) e podem ser
atribuidos aos temperos usados na mistura de condimentos, oriundo principalmente da

pimenta (Spaziani et al., 2009).
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A andlise estatistica apontou diferencas apenas entre 0os compostos etanol e hexanol
(p<0,05) no inicio do armazenamento (Tabela 1). O etanol € frequentemente encontrado em
salame (Tabanelli et al., 2012) e deriva do metabolismo do piruvato por acdo bacteriana
(Stahnke, 1995). No dia 1, o tratamento com US por 9 min foi capaz de aumentar a producéo
do composto em relacdo a 3 min (p<0,05), sem diferir do controle e 6 min US (p>0,05).
Acreditamos que estas diferencas tenham ocorrido em funcéo de heterogeneidade da amostra.

Com relacdo ao hexanol, o uso de US aumentou significativamente a quantidade do
composto no tratamento 3 min em comparagéo ao controle (p<0,05) no 1° dia (Tabela 1). O
hexanol é produto da auto-oxidacdo de lipidios (Corral et al., 2016) e neste periodo foi
observado maior concentracdo de peréxidos (p>0,05) e malonaldeido (TBARS, p<0,05) no

tratamento 3 min do que no controle (p>0,05) (Alves, 2016).

O hexanal foi 0 composto encontrado majoritariamente no 1° dia de armazenamento
em todos os tratamentos e no 120° dia para 9 min de US, enquanto o hexanol foi o principal
composto no restante dos tratamentos apds 120 dias (p>0,05) (Tabela 2). Valores elevados de
hexanal sdo esperados no salame por este ser um dos principais indicadores volateis de
oxidacdo do &cido linoleico (Shahidi e Pegg, 1994; Ordofiez et al., 1999) e sua producao ser
favorecida pela presenca de nitratos (Stahnke, 1995). No inicio do armazenamento foram
encontrados maiores valores de area para hexanal do que no final do armazenamento, quando
o0 aldeido pode ter sofrido reac6es de oxidacdo/reducdo (Ordofiez et al., 1999; Carballo, 2012)
ou se ligado a peptideos (Zhou e Decker, 1999). Apesar de ndo haver diferenca estatistica
entre os tratamentos (p>0,05), € visivel que o uso de US por 3 e 6 min apresentou maior
concentracdo de hexanal que o controle no inicio do armazenamento (Tabela 1). O tratamento
por 9 min provavelmente apresentou concentragcdes menores de hexanal que os tratamentos 3
min e 6 min por se encontrar em um estagio mais avancado de oxidacgdo, quando o hexanal ja
sofreu outras reagdes (Ordofiez et al., 1999; Zhou e Decker, 1999; Carballo, 2012).

A formacdo de compostos de flavour em salames é resultado de complexas reacdes,
inclusive oxidativas (Ordofiez et al., 1999). O US ¢é considerado capaz de acelerar reagdes
oxidativas pela formacdo de radicais livres e outras espécies reativas durante a sonicagao, as
quais podem facilmente reagir com compostos oxidaveis (Soria e Villamiel, 2010; Kentish e
Ashokkumar, 2011). Em outra parte de nosso estudo com 0s mesmos tratamentos (Alves,
2016), o US acelerou a velocidade de formacdo de peroxidos e TBARS, mas manteve 0s

valores dentro de niveis aceitaveis do ponto de vista de formag&o de odor desagradavel.
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Jahouach-Rabai et al. (2008) relataram a presenca de compostos volateis causadores
de off-flavours de odor metélico e de rango (hexanal, hept-2-enal e 2(E),4(E)-decadienal) em
azeites de oliva tratados com US (sonda 20 kHz) apds 30 min. Do mesmo modo, Chemat et
al. (2004) também observaram a formacéo de volateis indesejaveis (hexanal, (Z)-hept-2-enal e
limoneno) em éleo de girassol sonicado por 0,5 — 30 min com sonda de 20 kHz. Por outro
lado, Bejaoui et al. (2016) reportam que o uso de transdutores de US com frequéncia de 40
kHz acoplados a um sistema de extracdo de azeite de oliva (fluxo 20-25 kg.h™) ndo afetou a
concentracdo de compostos importantes de oxidacdo (hexanal, pentanal, (E)-2-hexenal). O
tempo de sonicacdo e 0s parametros acusticos (frequéncia, intensidade, poténcia, amplitude)
sdo apontados como fatores preponderantes do efeito do US sobre os compostos volateis
(Juliano et al., 2014; Marchesini et al., 2015).

Em nosso estudo, ndo observamos diferenca significativa na formacéo de off-flavours
com o uso de US (p>0,05) provavelmente pelo uso de menores tempos de sonicagéo e de
banho ultrassénico (menor transmissdo de energia que a sonda) em comparacao aos estudos
citados. Os extremos de temperatura provocados pela cavitagdo duram apenas nanosegundos,
0 que pode desfavorecer reagfes multi-etapas (Ong et al., 2015) como as de formacdo de
compostos volateis. Juliano et al. (2014) afirmam que, além do tempo de sonicacdo, o teor de
gordura do leite interferiu na formacdo de compostos volateis. A gordura usada na producéao
do salame é mais saturada que a dos 6leos vegetais ja estudados e, portanto, pode necessitar
de mais tempo de sonicacao para liberar compostos relacionados a oxidacdo. A consisténcia
mais solida do salame e o fato de a gordura estar envolvida pela carne dificultam a penetracéo
da onda ultrassbnica, o0 que pode ter minimizado o efeito do US sobre reacdes quimicas
ligadas a formacdo de compostos volateis.

4. Conclusao

Nas condi¢fes usadas neste trabalho, o US ndo afetou de maneira expressiva a
formacdo de compostos volateis em salames tipo Italiano. Alguns compostos mudaram a
concentracdo do inicio para o fim do armazenamento, sem, contudo, influenciar a formacao
de off-flavours. Consideramos que o aparato de US usado no experimento (banho US), os
tempos curtos de exposicdo e a composicdo da gordura podem ter contribuido para falta de

efeito expressivo do US.
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Tabela 1 Area (x10°) dos compostos volateis de salames tipo Italiano submetidos ao banho de US 25 kHz
no processamento — 1° dia de armazenamento

Composto LRI Tempo de sonicacdo

0 min 3 min 6 min 9 min
2-Metilpropanal 818  3,15+0,90 3,37+0,09 3,37+0,83 3,24+0,34
Butanal 886  1,17+0,02 1,51+0,67 1,23+0,43 1,16+0,32
3-Metilbutanal 922  10,32+0,97 8,47+0,96 10,25+1,06 9,66+1,70
Pentanal 988  19,4945,31 30,56+18,62 33,57+18,78 30,94+19,19
Hexanal 1089 87,09+0,86 281,60+63,60 304,06+66,46  117,25+10,04
(E)2-Heptenal 1343 9,01+2,65 9,91+7,13 6,67+4,75 5,86+3,67
Total Aldeidos 130,23 335,43 286,56 113,97
Acetato de etila 898  21,03+1,87 14,63+0,67 16,12+2,03 21,53+4,59
Propanoato de etila 962  0,62+0,40 0,66+0,48 0,57+0,27 0,96+0,04
Acetato de propila 982  0,63+0,13 0,52+0,13 0,75%0,15 0,65+0,14
Acetato de 1-metilpropila 994 16,13+5,78 8,90+0,00 8,05+0,00 7,17+0,00
2-Metil butanoato de etila 1052  0,78+0,87 0,27+0,07 0,25+0,06 0,38+0,08
3-Metil butanoato de etila 1070 0,30+0,06 0,31+0,12 0,38+0,05 0,52+0,22
Acetato de hexila 1278 0,50+0,05 2,24+0,22 0,97+0,83 1,53+0,73
Total Esteres 39,99 27,54 27,09 32,74
2-Propanona 828  32,70%3,32 32,1445,60 35,01+27,06 42,20+4,66
2-Butanona 912  23,55+3,78 33,22+1,13 33,84+7,76 14,93+8,80
Total Cetonas 56,25 65,37 68,86 57,14
2-Propanol 936  5,61+1,66 2,98+0,00 3,47+1,64 3,76+0,00
Etanol 943  27,50+5,62%  19,45+0,49° 22,90+5,74% 37,760,932
2-Butanol 1032 33,42+30,47 10,11+0,93 12,10+9,99 7,41+2,90
3-Metilbutanol 1216  2,20+0,79 1,55+1,07 2,55+1,87 4,04+1,89
1-Pentanol 1259 12,08+3,99 12,66+8,63 12,21+6,84 12,41+8,35
2-Heptanol 1332 0,13+0,04 0,31+0,13 0,33+0,16 0,16+0,03
Hexanol 1366 22,17+10,63° 54,62+6,24% 50,61+4,27% 37,26+9,32%
1-octen-3-ol 1463 3,52+0,87 10,71+2,21 9,58+0,43 4,86+4,02
2-Fenil-etanol 1941 2,41+1,00 1,37+0,86 1,23+0,75 1,64+0,79
Total Alcoois 109,03 113,76 114,99 109,30
Acido acético 1469 5,87+3,43 19,05+9,76 7,49+4,30 48,61+58,53
Acido butanoico 1624 0,84+0,37 0,82+0,56 0,87+0,41 1,91+2,39
Acido 3-metilbutanoico 1663 5,06+4,50 2,03+0,91 1,16+0,92 3,00+1,58
Acido pentanoico 1741 1,25+0,61 2,10+1,43 3,43+2,97 3,67+2,49
Acido hexanoico 1849 7,62+3,54 12,8748,23 6,23+4,97 19,2749,82
Total acidos 20,64 36,88 19,18 76,47
a-pineno 1014 2,92+0,41 3,50+0,67 4,68+1,45 3,68+0,10
B-pineno 1095 68,83+14,78 49,85+0,00 69,73+64,63 54,14+10,64
3-careno 1134  2,29+0,05 0,69+0,00 2,91+1,37 0,94+0,20
p-cimeno 1269 1,45+0,25 1,97+1,75 1,76+0,48 1,38+0,00
Linalool 1554 9,47+0,71 9,36+2,55 9,67+2,86 8,57+1,54
Total Terpenos 84,96 65,37 88,75 68,70

Resultados expressos como médiatdesvio padrdo (n=3).'Linear Retention Index. Letras diferentes na mesma linha indicam
diferenca estatistica pelo Teste de Tukey (p<0,05).
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Tabela 2 Area (x10° dos compostos volateis de salames tipo Italiano submetidos ao banho de US 25

kHz no processamento — 120° dia de armazenamento

Composto LRI Tempo de sonicacdo

0 min 3 min 6 min 9 min
2-Metilpropanal 818 6,58+1,74 3,46+4,49 10,25+2,75 4,77+2,90
Butanal 886 3,58+1,15 4,19+1,39 4,10+1,83 0,84+0,55
3-Metilbutanal 922 15,46+1,52 10,83+2,31 13,40+1,51 12,61+2,36
Pentanal 988 Nd 13,54+1,83 9,48+0,00 nd
Hexanal 1089 47,71+10,06  37,49+14,72 23,22+9,61 58,96+2,98
(E)2-Heptenal 1343 0,96+0,69 4,98+2,13 1,68+0,06 3,09+1,13
Total Aldeidos 74,29 74,49 62,14 80,27
Acetato de etila 898 18,13+0,29 20,63+2,33 19,80+4,92 14,33+1,07
Propanoato de etila 962 0,85+0,53 0,92+0,08 1,10+0,14 1,03+0,60
Acetato de propila 982 0,61+0,06 0,75%0,29 0,98+0,21 0,77+0,09
Acetato de 1-metilpropila 994 7,74+0,53 6,55+2,32 6,02+0,89 8,59+0,00
2-Metil butanoato de etila 1052 0,18+0,03 0,17+0,09 0,25+0,05 0,37+0,03
3-Metil butanoato de etila 1070 0,30+0,10 0,26+0,09 0,37+0,03 0,45+0,07
Acetato de hexila 1278 3,47+0,22 3,565+2,20 6,87+7,64 2,37+0,16
Total Esteres 31,29 32,84 35,39 27,90
2-Propanona 828 24,51+6,04 22,83+0,98 25,67+3,85 25,24+7,23
2-Butanona 912 23,06+7,55 33,0446,04 36,37+7,94 45,29+27,13
Total Cetonas 47,57 55,87 62,04 70,53
2-Propanol 936 7,15+1,47 4,49+1,20 7,58+0,52 5,64+1,31
Etanol 943 23,39+0,38 24,2245,39 35,94+0,71 21,38+9,26
2-Butanol 1032 31,66+4,48 27,29+10,39 27,05+6,05 35,81+15,79
3-Metilbutanol 1216 4,00+1,24 3,94+0,62 4,10+1,27 3,00+1,45
1-Pentanol 1259 8,40+3,50 7,02+2,55 6,82+4,35 7,21+1,34
2-Heptanol 1332 0,26+0,07 0,72+0,84 0,89+0,37 1,31+0,43
Hexanol 1366 53,55+17,08 54,42+16,80 70,19+£12,19  35,82+8,92
1-octen-3-ol 1463 3,46%1,15 6,13+1,59 3,563+0,57 3,68+0,35
2-Fenil-etanol 1941 1,07+0,58 0,90+0,19 1,02+0,19 1,52+0,11
Total Alcoois 132,94 129,14 157,14 115,38
Acido acético 1469 19,43+20,40 16,74%0,00 7,17+1,34 18,67+18,84
Acido butanoico 1624 0,46+0,19 0,69+0,35 0,60+0,13 0,46+0,21
Acido 3-metilbutanoico 1663 2,19+0,71 1,72+0,59 2,22+0,65 3,42+0,84
Acido pentanoico 1741 1,15+0,65 1,42+0,81 1,59+1,39 1,47+0,30
Acido hexanoico 1849 7,10+5,98 11,37+7,71 11,09410,13 10,15+2,31
Total acidos 30,33 31,95 22,68 34,17
a-pineno 1014 3,57+0,39 4,25+1,23 3,84+1,74 4,0040,40
B-pineno 1095 36,67+2,60 48,10+14,43 23,22+9,61 44,26+3,28
3-careno 1134 1,00+0,66 1,56+0,81 1,67+0,42 1,55+0,77
p-cimeno 1269 0,87+0,21 1,17+0,57 1,57+0,42 1,21+0,31
Linalool 1554 4,52+0,96 5,64+1,97 6,08+1,02 6,92+0,24
Total Terpenos 46,63 60,73 36,37 57,95

Resultados expressos como média+desvio padrdo (n=3).1Linear Retention Index. nd = nédo detectado.
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4 DISCUSSAO GERAL

O US vem sendo considerado como meio de modificar as caracteristicas de um
processo ou produto por interferir nas propriedades fisicas, quimicas, bioquimicas e
microbiologicas de diferentes alimentos (PUHL; MASON, 2001). As modificacbes sao
atribuidas principalmente ao fenémeno de cavitacdo instavel, que pode liberar alto contetido
de energia, capaz de acelerar reagcdes quimicas, danificar células e afetar macromoléculas e
enzimas (SUSLICK, 1989; CHEMAT; ZILLL-E-HUMA; KHAN, 2011; CHANDRAPALA
et al., 2012; ALARCON-ROJO et al., 2015; ASHOKKUMAR, 2015). Buscando aprofundar
conhecimentos sobre os efeitos do uso desta tecnologia na area de carnes, inicialmente foi

realizada uma reviséo bibliogréfica sobre o tema, gerando o Artigo 1 (Apéndice B).

A aplicacdo do US em bioprocessos como meio de promover o desenvolvimento de
micro-organismos e seu metabolismo ainda € pouco explorada (CHISTI, 2003;
KWIATKOWSKA et al., 2011). O efeito em processos biologicos depende das condigdes
acusticas, do micro-organismo e do alimento em questdo (PUHL; MASON, 2001;
PIYASENA; MOHAREB; McKELLAR, 2003). O US também pode interferir em
caracteristicas importantes do alimento, como oxidacao, cor, textura e compostos volateis
(POHLMANN; DIKEMAN; ZAYAS, 1997a,b; CHEMAT et al., 2004; JAYASOORIYA et
al., 2007; BERMUDEZ-AGUIRRE; MOBBS; BARBOSA-CANOVAS, 2011). Neste
contexto alguns alimentos ja foram avaliados, mas os estudos disponiveis na literatura se
concentraram principalmente em alimentos liquidos e com vida de prateleira curta.
Especificamente sobre o salame, ainda existe uma lacuna sobre as implicagdes do uso do US

de um modo geral.

Sendo assim, o primeiro objetivo do trabalho foi investigar como aparatos de US
(banho e sonda) e alguns parametros acusticos (frequéncia, poténcia e intensidade)
influenciavam na viabilidade de micro-organismos da carne (Semitendinosus bovino), bem
como sobre textura, oxidagéo e cor. Os resultados foram incluidos no Artigo 2 (Apéndice C).
Neste trabalho inicial comparamos banho (45 kHz) e sonda de US (20 kHz) por tempos de 0,
60, 120 e 240 segundos, verificando que estes ndo afetaram expressivamente o crescimento de
micro-organismos psicrofilos, mesofilos e de bactérias lacticas, tampouco a oxidagéo e cor,
independentemente do aparato usado. Foi observada influéncia do US sobre a textura da
carne, com reducédo da WBS force logo ap0s sonicacao (dia zero), mas o efeito ndo perdurou

ao longo do armazenamento por 16 dias.
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Aliado a constante revisdo bibliografica, este trabalho serviu de base para realizacdo
de outros, que em conjunto guiaram a escolha dos pardmetros acusticos adotados no

experimento final. Deste modo, deu-se sequéncia aos Manuscritos 1 e 2.

No Manuscrito 1 objetivamos avaliar como o uso do banho US (25 kHz, 500 W)
influenciou na viabilidade de bactérias lacticas (Pediococcus pentosaceus e Pediococccus
acidilactici) e Micrococcaceae (Staphylococcus xylosus e Staphylococcus carnosus) e sobre o
processo fermentativo de salame tipo Italiano (acompanhado pela medida de atividade de
agua e queda de pH), quando usado por diferentes tempos de exposicao (0, 3, 6 e 9 min).
Além disso, caracteristicas importantes que interferem na qualidade do salame foram
avaliadas, como cor, oxidacdo lipidica e proteica e textura. Algumas varidveis que
influenciam nestas caracteristicas e que poderiam ser suscetiveis a acdo do US também foram
quantificadas (pigmentos heme totais, ferro ndo heme e formacdo de metamioglobina). Como
o salame muda suas caracteristicas fisicas, bioquimicas e microbiolédgicas ao longo do tempo,
avaliamos a interferéncia do US desde o processamento até o fim da vida de prateleira do
produto. Para isso, as analises foram feitas nas duas etapas, sendo no processamento avaliados
no dia da fabricacdo/sonicacdo (dia zero) e depois de 2, 15 e 28 dias, e no armazenamento
com 1, 30 e 120 dias.

Neste trabalho verificamos que o US modificou a curva de crescimento das bactérias
estudadas, estimulando o crescimento em alguns pontos e inibindo em outros. Contudo, estas
alteragbes nao afetaram o processo fermentativo, uma vez que as amostras sonicadas
apresentaram comportamento de pH e de atividade de agua similar ao controle. O tratamento
por 9 min mostrou ser o mais efetivo para estimular o crescimento, possivelmente por ser o de
menor poténcia fornecida (85 W) em comparagéo aos demais (3 min — 128 W; 6 min — 96 W)
(ERRIU et al. 2014; TURANTAS; KILIC; KILIC, 2015). Diversos mecanismos s&o
discutidos na literatura cientifica para justificar o aumento na viabilidade de micro-
organismos pelo US (LIN; WU, 2002; JOYCE et al., 2003; CHISTI, 2003; PITT; ROSS,
2003; FENG; YANG; HIELSCHER, 2008; NGUYEN; LEE; ZHOU, 2009; BERMUDEZ-
AGUIRRE; MOBBS; BARBOSA-CANOVAS, 2011; GAO et al., 2014a,b; BARUKCIC et
al., 2015; ALARCON-ROJO et al., 2015) . Este aumento foi observado logo apds a sonicagdo
(dia zero), principalmente pelo US exercer efeito imediato sobre os micro-organismos
(NGUYEN; LEE; ZHOU, 2009; YEO; LIONG, 2011, 2013). Apesar de alguns trabalhos
descreverem efeito temporario do US (CHISTI, 2003; NGUYEN; LEE; ZHOU, 2009; YEO;
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LIONG, 2011, 2013), apés 120 dias de armazenamento o tratamento por 9 min ainda
demonstrava estimulo a manutengdo da viabilidade de bactérias lacticas e Micrococcaceae.
Acreditamos que isto tenha ocorrido pelo US aumentar a disponibilidade de nutrientes
(FENG; YANG; HIELSCHER, 2008) ou por ter inativado micro-organismos competitivos
(BILEK; TURANTAS, 2013; MARCHESINI et al., 2015 ).

As reacOes oxidativas lipidicas (medidas pelo valor de perdxidos, TBARS e
compostos volateis) foram aceleradas com a sonicacéo. O US € considerado capaz de afetar a
oxidacdo pela formacdo de radicais livres e outras espécies reativas, as quais podem
facilmente reagir com compostos oxidaveis (SORIA; VILLAMIEL, 2010; KENTISH;
ASHOKKUMAR 2011). Em fungdo disso, no final do armazenamento (120 dias), os
tratamentos sonicados ainda se apresentavam com reacdes de oxidacdo ocorrendo em alta
velocidade, em comparacdo ao controle. A oxidacao proteica, avaliada pela quantificacdo do
grupo tiol, sé teve influéncia significativa do US nos salames com 30 dias de armazenamento.
O aumento na concentracdo de tiol foi proporcional ao tempo de exposicéo, possivelmente
pela maior desnaturacdo (POHLMANN; DIKEMAN; ZAYAS, 1997) ter exposto grupos SH
livres do interior da proteina (GROSSI et al., 2014).

Verificamos que fatores pro-oxidantes como ferro ndo heme e metamioglobina
afetaram as reacOes oxidativas e vice-versa. O ferro ndo heme sofreu influéncia do US em
alguns pontos de andlise, com aumento na concentracdo proporcionalmente ao tempo de
exposicdo. O uso de US também aumentou a formacéo de metamioglobina no processamento,
guando a média dos valores obtidos para as amostras sonicadas foi superior (p<0,05) a média
do controle para 0 mesmo periodo. No entanto, durante a etapa de armazenamento, quando
geralmente ocorre maior formacdo do pigmento oxidado, houve apenas efeito isolado do

tempo (p<0,05), sem interferéncia do tratamento (p>0,05).

Os pigmentos heme totais foram afetados pelo uso de US, com aumento da
concentracdo na maioria dos pontos avaliados, tanto no processamento quanto no
armazenamento. Isto fez com que a instrumental da coloracdo vermelha dos salames
(parametro a* do sistema CIELAB, redness) tendesse a aumentar, embora sem efeito
estatisticamente significante (p>0,05). A cor, especialmente a tonalidade avermelhada, € um
dos parametros de qualidade mais importantes para o salame (MARCHESI et al., 2006) e
seria interessante avaliar o efeito de outras combinaces de parametros acusticos sobre este

atributo. Tanto nos testes preliminares quanto no experimento final os parametros de cor
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demostraram ser passiveis da influéncia do US, ainda que de modo ndo significativo
estatisticamente (p>0,05).

Além da cor, a textura também é fator de qualidade importante para este produto. Em
nosso estudo visualizamos possibilidade do US influenciar positivamente a textura do salame
(p>0,05), mas sdo necessarias avaliagdes do perfil de textura em mais pontos do
armazenamento. Em cortes de carnes o efeito do US sobre a textura é amplamente abordado
na literatura cientifica, mas em produtos derivados da carne os resultados ainda sao

incipientes, com espaco para novas pesquisas.

Por fim, avaliamos o efeito do US sobre compostos volateis do salame (Manuscrito 2),
pela importancia que este atributo possui perante o consumidor. O US mostrou ser capaz de
influenciar na formacdo de off-flavours em alguns alimentos (CHEMAT et al., 2004;
JAHOUACH-RABAI et al., 2008; REINER et al.,, 2009; CHOULIARA et al., 2010;
MARCHESINI et al., 2015), enquanto outros trabalhos n&o encontraram efeito significativo
do US sobre estes compostos (TORKAMANI et al., 2014; BEJAOUI et al., 2016). Em nosso
trabalho ndo verificamos influéncia significativa (p>0,05) do uso de US na formacdo de
compostos volateis na etapa de armazenamento do salame, com excecao de etanol e hexanol
(p<0,05) no primeiro dia de estocagem. A formacdo de off-flavours ligados a oxidacédo
também ndo foi influenciada significativamente (p>0,05) pelo US. A falta de efeito
pronunciado do US sobre os compostos volateis foi atribuida ao baixo tempo de exposicéo,
consisténcia do salame, composicdo da gordura e uso de antioxidante na formulacdo do

produto.

De acordo com nosso conhecimento, este € um dos primeiros trabalhos que avalia o
efeito do US como tecnologia emergente na producdo de derivado carneo fermentado,
especialmente salame. De um modo geral, obtivemos alguns efeitos positivos do uso do US
(crescimento de micro-organismos) e algumas tendéncias que podem ser melhor exploradas,
como cor e textura. Do mesmo modo, a falta de efeito também foi observada sobre algumas
caracteristicas importantes, como desidratacdo e formacdo de compostos volateis, ressaltando
que o uso de US ndo prejudicou estes parametros. As condigdes acusticas (frequéncia,
poténcia, intensidade, amplitude) podem ser combinadas de maneiras diferentes, além de
tempos maiores de exposi¢do, em novos estudos. O uso de US na industria de alimentos ainda
é principiante e, embora pesquisas neste contexto venham sendo progressivamente realizadas,

ainda existem lacunas que podem ser estudadas.
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5 CONCLUSOES

Apos a finalizacdo deste trabalho concluimos que:

- O uso de US no processamento de salame tipo Italiano influenciou no crescimento
das bactérias lacticas (Pediococcus pentosaceus e Pediococccus acidilactici) e
Micrococcaceae (Staphylococcus xylosus e Staphylococcus carnosus) nas etapas de
processamento e armazenamento. No entanto, isto ndo refletiu na aceleracdo do processo

fermentativo;

- O US ndo influenciou de maneira significativa na atividade de agua e na cor do
salame, mas a tonalidade vermelha mostrou tendéncia a aumentar com o US com o aumento
do tempo de sonicagdo. Embora o US tenha afetado o comportamento de pH na etapa de

armazenamento, manteve valores na faixa de pH descrita na literatura para o produto;

- O uso de US acelerou a oxidacao lipidica dos salames, mas os valores obtidos foram
considerados aceitaveis. A oxidagdo proteica ndo foi afetada de maneira expressiva pelo
tratamento com US;

- A sonicacdo aumentou a concentracdo de pré-oxidantes ferro ndo heme e

metamioglobina, os quais influenciaram nas reacdes oxidativas e vice-versa;

- O uso de US influenciou na formacao de pigmentos heme totais, o que pode interferir

na tonalidade vermelha do salame;

- Parametros de textura (dureza e mastigabilidade) mostraram tendéncia a reduzir com

a sonicagdo, mas ndo de maneira significativa;

- O uso de US néo afetou a formacdo de compostos volateis considerados importantes

para o flavour do salame tipo Italiano;

- Nas condicdes trabalhadas e com base em nossos resultados, o uso de US néo
mostrou ser promissor no processamento de salame tipo Italiano. No entanto, novas
combinagOes de parametros acusticos (frequéncia, intensidade, poténcia, amplitude) e tempos

de exposicdo podem ser testados, com a finalidade de obter resultados diferentes.
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- Experimento para definir aparato de US

Para determinar o tipo de sistema de aplicacdo que seria utilizado, foram contrastados
os aparatos banho (EIma® TI-H 5, Singen, Alemanha; 45 kHz, 500 W) e sonda (VC 750,
Sonics & Materials, Newtown, EUA; 20 kHz, 750 W) pelos tempos de exposi¢édo de 0, 60,
120 e 240 segundos em Semitendinosus bovino (corte lagarto ou tatu, 40 x 60 x 20 mm), a fim
de verificar como os dois sistemas de aplicacdo afetariam principalmente a microbiota da
carne (micro-organismos mesofilos, psicotréficos e bactérias lacticas), a cor e a oxidacao

lipidica. Optou-se por usar carne ao inves de salame por ser um teste inicial.

Este primeiro teste preliminar resultou em um artigo cientifico (Apéndice C), onde
pode-se encontrar os resultados e uma discussdo mais aprofundada dos dados obtidos neste
experimento. Os resultados mostraram que os sistemas de aplicacéo e 0s tempos de exposi¢éo
testados néo influenciavam de maneira significante os parametros avaliados na carne. Com
isso, definiu-se para os préximos experimentos o sistema de banho de US, ja que a sonicagéo

de salames seria mais homogénea por imersdao no banho em comparacéo a sonda.

- Experimento para avaliar o efeito do tempo de exposicdo de US sobre a viabilidade dos

micro-organismos

Este experimento foi realizado visando principalmente testar tempos maiores de
exposicdo que os usados no primeiro teste e a suscetibilidade das culturas microbianas
empregadas na elaboracdo do salame (Pediococcus pentosaceus, Pediococcus acidilactici,
Staphylococcus xylosus, Staphylococcus carnosus). Foi usado banho US (EIma® TI-H 5,
Singen, Alemanha; 45 kHz, 500 W) pelos tempos de 0 (controle ndo sonicado), 1, 5, 10 e 15
min em embutido fermentado similar ao salame. O experimento foi acompanhado ao longo de
30 dias, com andlises logo apds exposicdo ao US (dia 0) e apos 9 dias e 30 dias, com 0

produto pronto.

Percebeu-se que o US foi capaz de aumentar a viabilidade das bactérias lacticas
(Tabela 1), principalmente com o maior tempo de exposi¢do (15 min). Embora de maneira
menos pronunciada, o US também influenciou o crescimento de micro-organismos da familia

Micrococcaceae (Tabela 2). Outros parametros analisados ndo foram afetados de maneira
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significativa pelo US, tais como atividade de agua, oxidacdo lipidica (TBARS) e cor do
produto (dados ndo mostrados).

Tabela 1 - NUmero de colbdnias de bactérias lacticas (Pediococcus pentosaceus + Pediococcus
acidilactici, log UFC.g") em embutido fermentado similar a salame ao longo de 30 dias de
producdo, submetido em banho de US (45 kHz)

Tempo de sonicacéo dia0 dia9 dia 30

0 min 6,74 + 0,159 8,55 + 0,064 7,95 + 0,068
1 min 6,79 + 0,05 8,62 + 0,074 7,87 + 0,048
5 min 6,98 + 0,09 8,37 + 0,03 8,06 + 0,048
10 min 7,22 +0,06°¢ 8,52 + 0,084 7,76 + 0,088
15 min 7,61 0,09 8,52 + 0,09 8,19 + 0,06%®

Média £ desvio padrdo. Letras minGsculas diferentes na mesma coluna e mailsculas diferentes na mesma
linha diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey (p<0,05). Médias obtidas a partir de trés amostras

independentes (n=3).

Tabela 2 - NOmero de colénias de Micrococcaceae (Staphylococcus xylosus +
Staphylococcus carnosus, log UFC.g) em embutido fermentado similar a salame ao longo

de 30 dias de producéo, submetido em banho de US (45 kHz)

Tempo de ) ) )
L dia0 dia9 dia 30

sonicacao

0 min 6,61 + 0,0820A 6,52 + 0,110cA 4,74 + 0,218
1 min 6,58 + 0,020¢A 6,62 + 0,052 4,89+ 0,118
5 min 6,47 + 0,06~ 6,39 + 0,1009A 5,87 + 0,08%8
10 min 6,67 + 0,10%A 6,78 + 0,08%A 5,93 + 0,038
15 min 6,72 + 0,092A 6,26 + 0,169 4,80 + 0,03

Média + desvio padrdo. Letras minudsculas diferentes na mesma coluna e mailsculas diferentes na mesma
linha diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey (p<0,05). Médias obtidas a partir de trés amostras
independentes (n=3).

- Experimento para definir frequéncia do US
Como o efeito do US sobre a viabilidade de micro-organismos é dependente de varios

fatores (caracteristicas do micro-organismo, substrato, frequéncia, amplitude, intensidade,

tempo de exposicao), foi realizado um terceiro teste em que foram avaliadas duas frequéncias.
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Para o teste foram usados banhos US 45 kHz (EIma® TI-H 5, Singen, Alemanha, 500 W) e
130 kHz (EIma® TI-H 10, Singen, Alemanha, 750 W) em salames tipo Italiano com a mesma
formulacdo que seria usada no experimento final. Os salames foram sonicados por 0 min
(controle), 10 min e 20 min em cada frequéncia. Foram realizadas analises de contagem de
bactérias lacticas e Micrococcaceae, avaliacdo instrumental da cor (CIE L*a*b*), pH,
atividade de agua e oxidacao lipidica (TBARS).

Os resultados deste experimento mostraram que o US ndo afetou o crescimento de
bactérias lacticas, mas aumentou significativamente a viabilidade de bactérias da familia
Microccocaceae e a intensidade de coloracdo vermelha (pardmetro a* do sistema CIELAB).
Os demais parametros analisados ndo foram afetados pelo US em comparagédo ao controle néo

sonicado (dados ndo mostrados).

Tabela 3 - Nimero de coldnias de bactérias lacticas (Pediococcus pentosaceus + Pediococcus
acidilactici, log UFC.g) em salames tipo Italianos submetidos ao banho de ultrassom 45 kHz
e 130 kHz

Salame dia0 dia 2 dia 10 dia 23 dia 45

Tl 5,87 + 0,03 8,26+0,16**  7,92+0,00*%  7,68+0,12%8 6,83 +0,00 *C
T2 563+0,03C 797+001* 7,82+0,16®" 7,26+0,01°® 742+0,01%®
T3 5,79 £ 0,04 7,90 £0,02%A 8,07+ 0,04 A 7,26 +0,01°®  6,48+0,04"C
T4 577+0,02%°  844+037*  7,85+000°  7,25+0,02°® 6,70 +0,00%C
T5 5,83 £0,03% 8,14+0,14*  7,82+0,07%  785+0,12%® 6,69 + 0,39°C

Média + desvio padréo. Letras minGsculas diferentes na mesma coluna e maitsculas diferentes na mesma linha
diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey (p<0,05). Médias obtidas a partir de trés amostras independentes
(n=3). T1= controle, ndo sonicado; T2= 45 kHz/10 min; T3 = 45 kHz/20 min; T4= 130 kHz/10 min; T5= 130

kHz/20 min.
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Tabela 4 - Numero de colonias de Micrococcaceae (Staphylococcus xylosus +
Staphylococcus carnosus, log UFC.gt) em salames tipo Italiano submetidos ao banho
ultrassom 45 kHz e 130 kHz

Salame dia0 dia 2 dia 10 dia 23 dia 45
Tl 501+0,16°¢  540+0,04% 4,96 +0,01°C 4,70 £0,05 4,00 + 0,028
T2 6,06 +0,43*A  537+0,04°C 513 +0,08" 4,71 +0,058C 420 +0,13%8
T3 5,79+0,09%A  540+0,03% 4,92 +£0,14 ¢ 4,68 +0,04°P 3,85+ 0,03 E
T4 5,79+0,02% 534 +0,00%° 6,21 + 0,004 5,33 +0,02°° 4,06 + 0,07 ¢
T5 5,85+ 0,04~ 547 +0,04% 5,02+0,04>8  582+0,14% 4,30 +0,16%

Média + desvio padrédo. Letras minasculas diferentes ha mesma coluna e maiusculas diferentes na mesma linha
diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey (p<0,05). Médias obtidas a partir de trés amostras independentes
(n=3). T1= controle, ndo sonicado; T2= 45 kHz/10 min; T3 = 45 kHz/20 min; T4= 130 kHz/10 min; T5= 130
kHz/20 min.
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The ultrasound on meat tenderization
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RESUMO

O ultrassom é uma das novas tecnologias limpas
aplicadas a alimentos. Na ciéncia e tecnologia de carnes, é
estudado principalmente quanto a sua capacidade de melhorar a
maciez da carne, por mecanismos de cavitacdo. Alguns parametros
acusticos como frequéncia, intensidade e tempo de exposicdo ao
tratamento influenciam na tenderizagdo da carne. Os primeiros
estudos determinaram que o uso de altas frequéncias nao
apresentaram efeitos na textura, em fungdo de ndo provocarem
cavitagdo. A intensidade de ultrassom que atinge a matriz carnea
também é importante, sendo que, quando aplicada abaixo de 10W
cm2 ou muito acima desse valor, ndo se percebe o efeito. O tempo
de exposicéo é dependente da frequéncia e intensidade utilizadas
e influencia diretamente na maciez. Caracteristicas de qualidade
da carne, como perda de peso ap6s cozimento, queda de pH, cor e
microbiologia também foram analisados por diversos autores, com
dados contraditérios quanto ao efeito do ultrassom sobre esses
pardmetros. As particularidades de cada musculo dificultam as
comparac0es de resultados, abrindo espago para novas pesquisas.
O uso de ultrassom na tecnologia de carnes, visando a melhorar a
maciez, mostra-se como uma tecnologia promissora, um potencial
a ser explorado.

Palavras-chave: carne, cavitacéo, maciez, tecnologia limpa.
ABSTRACT

Ultrasound is one of the new clean technologies
applied to food. In science and technology of meat, is mainly
studied for its ability to improve meat tenderness by cavitation
mechanisms. Some acoustic parameters such as frequency, intensity
and exposure time influence the treatment of meat tenderization.
Initial studies determined that the use of high frequencies did
not show effects on the texture, due to not cause cavitation. The
intensity in which the ultrasound reaches the meat matrix is also
important, and when applied below 10W c¢m or much above this
value does not realize the effect. The exposure time is dependent

on the frequency and the used intensity directly influences the
softness. Meat quality characteristics, such as weight loss after
cooking, drop in pH, color and microbiology were also analyzed
by several authors, with conflicting data on the effect of ultrasound
on these parameters. The particularities of each muscle hinder
comparisons of results, stimulating new researches. The use of
ultrasound technology to improve meat tenderness shows itself as
a promising technology with the potential to be exploited.

Key words: cavitation, clean technologies, meat, tenderness.

INTRODUCAO

A tecnologia de alimentos é uma ciéncia
dindmica em constante evolugdo, em que se busca
concomitantemente atender a expectativa dos
consumidores por novos sabores e praticidade, e a
necessidade da inddstria na reducdo de custos. As
técnicas convencionais de processamento e extragao
vém sendo substituidas pelas chamadas tecnologias
limpas ou verdes, que tipicamente envolvem menos
tempo de processamento, menor gasto de agua e
energia e menor producdo de efluentes e substancias
toxicas (CHEMAT et al., 2011). Dentre as novas
tecnologias, destaca-se o uso de fluidos supercriticos,
micro-ondas, campos elétricos pulsados, alta presséo
hidrostética, luz ultravioleta, luz ultravioleta pulsante,
aquecimento 6hmico e ultrassom (LEADLEY &
WILLIAMS, 2008).

O ultrassom tem sido explorado desde
sua descoberta no comego do século XX para uma
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variedade de finalidades na medicina ¢ na indudstria
quimica e de engenharia. Com 0s avangos nos
estudos dessa tecnologia e o entendimento de seus
mecanismos de acdo, surgiu a possibilidade de
utilizagdo na area de alimentos. Desde a metade do
século passado, o ultrassom vem sendo estudado para
finalidades no processamento, preservacdo e extragdo
de diversas substancias de alimentos. Diversos estudos
tém mostrado, também, sua eficiéncia nos processos
de cozimento, congelamento/descongelamento,
cristalizagdo, emulsificagdo, filtragdo, moldagem,
corte, extra¢do, secagem, desgaseifica¢do, oxidacdo
e maturacdo em diferentes matrizes alimentares
(DOLATOWSKI et al., 2007; LEADLEY &
WILLIAMS, 2008; CHEMAT et al., 2011, CARCEL
etal., 2012; CHANDRAPALA et al., 2012).

Na ciéncia e tecnologia de carnes,
as pesquisas com ultrassom estdo focadas,
principalmente, na capacidade de provocar mudancas
nas propriedades fisicas e quimicas do musculo,
interferindo positivamente na maciez da carne
(JAYASOORIYA et al., 2004). A maciez ¢ um
atributo de importancia na avaliagdo pelo consumidor
e diversas técnicas sdo utilizadas pela indUstria para
melhorar essa caracteristica. Estudos mostraram que
a suspensao da carcaca pelo o0sso pélvico durante o
resfriamento é mais vantajosa para textura da carne,
guando comparadaao método tradicional de suspensao
pelo tenddo de Aquiles; porém, é pouco utilizada
em fungfo de demandar mais espago e dificultar a
circulagdo de ar na cdmara fria (EIKELENBOOM et
al., 1998; AHNSTROM et al, 2012). A estimulagéo
elétrica é usada nas carcagas antes do resfriamento
pos-abate para acelerar a glicolise e adiantar o rigor
mortis, evitando o encurtamento pelo frio, fendmeno
que torna a carne rigida (ORDONEZ, 2005). O uso de
enzimas proteoliticas, provindas de plantas, bactérias
e fungos, estad bem consolidado na literatura; porém,
quando usado como solucdo para imersdo da carne,
produz excessivo abrandamento superficial, além de
odores e sabores desagradaveis. O uso dessas enzimas
injetadas no animal vivo poucas horas antes do abate
surgiu como alternativa; porém, as enzimas s6 séo
ativadas pela temperatura do cozimento, ou seja, no
momento da compra, 0 consumidor ndo percebe a
maciez do produto (PRANDL et al., 1994). A injecio
de solucbes de salmouras, polifosfatos, acidos e
cloretos também auxiliam na melhora da textura,
mas afetam a aparéncia da carne em funcdo do dano
causado pelas agulhas (LAWRIE, 2005).

Assim, as técnicas tradicionais de
amaciamento possuem algumas desvantagens,
abrindo espaco para novas tecnologias. Por ser

uma técnica puramente fisica, sem necessitar de
aquecimento ou reacdes quimicas e apresentar bons
resultados, o ultrassom surge como uma alternativa
interessante. Dessa forma, o uso do ultrassom
na ciéncia e na tecnologia de carnes é discutido,
enfatizando os aspectos mais importantes dos
parametros acusticos do ultrassom que influenciam
na maciez e as consequéncias da sua aplicacdo sobre
a qualidade global da carne.

O ultrassom

O ultrassom é uma onda mecanica acustica
e, como tal, necessita de um meio para se propagar.
As ondas acusticas sdo classificadas tomando a
frequéncia audivel pelo ouvido humano, que varia
de 20 Hertz (Hz) a 20 kiloHertz (kHz). Frequéncias
abaixo de 20 Hz sdo referidas como infrassom e acima
de 20 kHz como ultrassom (CARCEL et al., 2012).
O ouvido humano ndo detecta a onda ultrassénica,
enquanto alguns animais como os golfinhos e os
morcegos utilizam o ultrassom para localizacdo
(AWAD et al., 2012).

As ondas ultrassonicas sdo classificadas em
dois grandes grupos, dependendo da sua frequéncia e
intensidade. Ultrassons de baixa energia sdo de alta
frequéncia (2-20 Megahertz - MHz) e baixa intensidade
(<1 W cm?) e ndo sdo destrutivos, tendo emprego em
técnicas de imagens ndo invasivas, sensores e analises
na medigdo da composi¢do, maturagdo, eficacia de
emulsificacdo e concentragdo ou dispersdo de particulas
em fluidos (LEADLEY & WILLIAMS, 2008). Na
ciéncia e tecnologia de alimentos, sdo utilizados em
técnicas analiticas para prover informacgOes sobre
propriedades fisico-quimicas, composicao, estrutura e
estado fisico de alimentos. O uso do ultrassom nesses
casos apresenta vantagens de ser uma técnica rapida,
ndo invasiva, ndo destrutiva e precisa (DOLATOWSKI
etal., 2007).

Ondas ultrassdnicas de alta energia sdo de
baixas frequéncias (20-100 kHz) e desenvolvem niveis
de poténcia mais altos (10-1000 W cm-2), com energia
suficiente para romper enlaces intermoleculares,
sendo que intensidades superiores a 10 W cm?
originam efeitos de cavitagdo, capazes de modificar
algumas propriedades fisicas e favorecer reacoes
quimicas (PIYASENA et al., 2003; JAYASOORIYA
et al., 2004).

O fendmeno de cavitagdo, responsavel
por boa parte dos efeitos do ultrassom sobre a matriz
alimentar, origina-se quando a onda ultrassonica
atravessa um meio liquido, provocando alternancia
de ondas de compressdo (pressdo positiva) e
rarefacdo (pressdo negativa), produzindo bolhas no

Ciéncia Rural, v.43, n.8, ago 2013.
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liquido. Durante o ciclo de expansdo, ocorre a difuséo
de gases para o interior da bolha, promovendo sua
expansdo. No caso da cavitacdo estavel, a oscilagdo
compressédo/rarefagdo é regular e as bolhas induzem
microagitagdo no liquido sem implodir. Na cavitagio
instdvel ou transiente, essas bolhas oscilam entre
os estados de compressdo/rarefacdo até ocorrer a
sua implosdo, gerando um aumento de pressdo e
temperatura localizado e a produgdo de microjatos
que apresentam energia suficiente para desintegrar
células e desnaturar enzimas (PIYASENA et al.,
2003; CHEMAT et al., 2011, CARCEL et al,
2012). O efeito de cavitagdo é importante no estudo
da inativagdo de microrganismos por provocar
afinamento da membrana citoplasmatica, aquecimento
localizado e producdo de radicais livres nocivos
aos microrganismos (PIYASENA et al., 2003).
Contudo, sdo necessarias intensidades muito altas
de ultrassom para efeito esterilizante efetivo, sendo
acoplado a outras técnicas descontaminantes como
pressdo (manosonicagdo), calor (termosonicacdo) ou
ambos (manotermosonicagdo) em estudos recentes
(DOLATOWSKI et al., 2007).

O ultrassom é produzido a partir de um
transdutor, que converte a energia elétrica em energia
mecénica sonora com frequéncias ultrassonicas.
Esses transdutores geralmente sdo feitos de materiais
ceramicos piezoelétricos, como o titanato zirconato
de chumbo (PZT), o titanato de bario e 0 metaniobato
de chumbo. Os sistemas de aplicacdo de ultrassom
mais usados na tecnologia de alimentos sdo os banhos
e as sondas. Os banhos possuem o transdutor unido a
base ou as paredes do tanque e a energia ultrass6nica
é cedida diretamente ao liquido que preenche o
recipiente, geralmente a agua, que transfere essa
energia ao alimento imerso nesse liquido. No sistema
de sondas, o sinal actstico ¢ amplificado e dirigido
diretamente ao alimento através da haste metalica,
sem necessidade de adicdo de um meio liquido entre
alimento e sonda (LEADLEY & WILLIAMS, 2008).

Ultrassom e 0 amaciamento de carnes

O ultrassom de alta frequéncia tem seu uso
na ciéncia e tecnologia de carnes baseado na variacdo
de sua velocidade a diferentes temperaturas, em
porcBes magras e gordurosas, podendo ser usado para
medir a quantidade de gordura, umidade e proteina
de animais vivos e de cortes. Desde a década de 50,
0 ultrassom é utilizado para inferir o contetido de
gordura em bovinos vivos. Atualmente, utiliza-se
também para identificar datas para abate ¢ predizer
a qualidade e palatabilidade das carcacas bovinas,
suinas e ovinas, além de ser utilizado em técnicas de

analise para determinar a composicéo fisico-quimica
de peixes e frangos (DOLATOWSKI et al., 2007;
AWAD et al., 2012).

Contudo, a maioria dos estudos na &rea
de carnes utiliza o ultrassom de baixa frequéncia,
estudando seu efeito na textura. A maciez € um dos
principais pardmetros de qualidade da carne e um dos
principais problemas da indUstria carnea. A impressao
geral da maciez para o paladar inclui a textura e
envolve trés aspectos. Primeiramente, a facilidade de
penetracdo da carne pelos dentes; em segundo lugar,
a facilidade com a qual a carne se fragmenta; e, em
terceiro lugar, a quantidade de residuo que permanece
apés a mastigacdo. Indmeros fatores pré e pés-abate
influenciam na maciez, como a espécie, raca, idade,
musculo, quantidade de gordura intra e intermuscular,
velocidade de queda de pH, exposicdo a baixas
temperaturas (encurtamento pelo frio), condigdes
de cocgdo, entre outros (LAWRIE, 2005). A maciez
é determinada por dois principais componentes do
musculo esquelético: o tecido contratil ou fracdo
miofibrilar (actina, miosina, tropomiosina) e o tecido
conjuntivo (colageno, elastina, reticulina), sendo
o primeiro facilmente manipulado pelas técnicas
artificiais de amaciamento pos-abate. O tecido
conjuntivo é mais dificil de manipular para aumentar
a maciez (JAYASOORIYA et al., 2004).

Em condicdes naturais, a maciez é obtida
pela maturagdo, que ocorre ap6s o rigor mortis. Os
processos metabolicos da conversdo do misculo em
carne encerram-se apés a conclusdo do rigor mortis
e a carne pronta para 0 consumo € obtida ap6s certo
tempo de armazenamento refrigerado, que pode durar
desde dias até semanas. Durante a maturagao, enzimas
proteoliticas, principalmente as catepsinas e calpainas,
atuam degradando actina, miosina e proteinas da
faixa Z. As catepsinas sdo capazes de hidrolisar
as proteinas miofibrilares, inclusive os segmentos
peptidicos que resultam dessa hidrélise. Entretanto,
as calpainas sdo as enzimas que exercem maior efeito
sobre 0 amaciamento, requerendo para sua ativacao
doses de calcio na ordem de micromoles (calpaina
I) ou milimoles (calpaina II), sendo a primeira a
responsavel pela maior parte do efeito na textura da
carne (PRANDL et al., 1994; ORDONEZ, 2005).

O efeito do ultrassom sobre a textura
da carne € basicamente devido aos efeitos de
cavitacdo, principalmente cavitacdo transiente
(CHANDRAPALAetal., 2012). A natureza destrutiva
da cavitacgdo e a vibracdo da onda ultrassonica levam
ao enfraquecimento da estrutura muscular, com a
ruptura das estruturas do colageno e das miofibrilas
(GOT et al., 1999; STADNIK & DOLATOWSKI,
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2011). Além disso, a cavitagdo também causa danos
a estrutura de organelas celulares, com a liberacao
de catepsinas dos lisossomos e de célcio do reticulo
sarcoplasmatico, o qual ativara o sistema calpaina,
acelerando a protetlise (CHANDRAPALA et al.,
2012). A atividade enzimética de proteases também
podera ser acelerada pelo aumento de temperatura
que ocorre durante a exposicdo ao ultrassom
(DICKENS et al., 1991; CHANDRAPALA et al.,
2012). Outra consequéncia desse aquecimento é a
desnaturacdo proteica, que poderia vir a contribuir
com o amaciamento do musculo (JAYASOORIYA et
al., 2007).

Para obter efeitos sobre a textura,
pardmetros acusticos como frequéncia, intensidade,
duracdo da exposicdo e temperatura devem ser
considerados, além das caracteristicas do musculo
analisado. Desde os primeiros estudos, busca-se
inferir o efeito isolado desses fatores e qual a melhor
combinacéo para o efeito desejado.

A frequéncia de ultrassom é um dos
aspectos mais importantes para o tratamento de carnes.
GOT et al. (1999) utilizaram alta frequéncia (2,6
MHz) com intensidade de 10 W cm por 30 segundos
para amaciar musculos bovinos na fase de pré e pos
rigor mortis, sem obter melhora nos pardmetros de
maciez considerados. Frequéncias na ordem de MHz
ndo sdo capazes de provocar efeitos de cavitacdo, o
que justificou o resultado negativo naquele estudo
(PIYASENA et al., 2003). A cavitacdo ocorre
entre 20 e 100 kHz, sendo essa faixa de frequéncia
utilizada para estudos posteriores, que mostraram
efetividade na maciez, especialmente entre 20 e 45
kHz (JAYASOORIYA et al., 2007; STADNIK et al.,
2008; STADNIK & DOLATOWSKI, 2011).

A intensidade com que o ultrassom atinge
0 musculo também deve ser considerada. O trabalho
de ZAYATAS et al. (1971) é um dos primeiros estudos
sobre o uso de ultrassom em matriz carnea com a
finalidade de melhorar a maciez, utilizando baixa
intensidade (2 W cm?) em frequéncia de 20 kHz. Os
autores ndo verificaram nenhum efeito significativo,
sugerindo que intensidades maiores sdo necessarias.
Estudos seguintes que avaliaram baixas intensidades
(<10 W cm?) também ndo observaram resultados
efetivos. POHLMAN et al. (1997a), ao testarem
frequéncia de 20 kHz e 1,55 W cm? de intensidade
por 8, 16 ou 24 minutos de exposicdo a sonda de
ultrassom, ndo observaram efeito sobre a textura
nos musculos Semitendinosus e Biceps femoris em
bovinos, avaliada através da medida da forga de
cisalhamento. Em um segundo estudo, POHLMAN et
al. (1997b) utilizaram a mesma frequéncia (20 kHz),

porém com maior intensidade (22 W cm?) por 0, 5
ou 10 minutos em musculo bovino Pectoralis, sem
melhorar a maciez e as caracteristicas sensoriais e de
cozimento. O efeito observado foi atribuido a grande
quantidade de colageno do musculo analisado, que
pode ter mascarado o efeito do ultrassom. LYNG et
al. (1997) estudaram aplicacdo de ultrassom com
baixas intensidades (30-47 kHz e 0,29-0,62 W cm? de
frequéncia e intensidades, respectivamente) em banho
sobre os musculos Longissimus, Semitendinosus e
Biceps femoris, sem obter resultado efetivo sobre
amaciamento, solubilidade de colageno e protedlise
miofibrilar. Assim como baixas intensidades nao
apresentam resultados positivos, a exposicdo a
intensidades maiores (62 W cm? com 20 kHz de
frequéncia) ndo foi eficaz, quando aplicada por 30
segundos em musculos bovinos e de cordeiro (LYNG
etal., 1998 a,b). Os autores atribuiram o resultado a alta
intensidade e ao baixo tempo de exposicao utilizados.
O tempo de exposicdo ao ultrassom
também exerce efeito importante quando se busca
amaciamento da carne. JAYASOORIYA et al.
(2007) avaliaram o efeito do tempo de exposi¢éo (0,
30, 60, 120 e 240 segundos) de musculos bovinos
Semitendinosus e Longissimus a uma sonda com
frequéncia de 24 kHz e 12 W cm? de intensidade,
analisando diversos parametros como pH, cor,
mudancas nas perdas de peso ap0s exposi¢do ao
ultrassom e apds cozimento, além de avaliar as
mudancas de textura provocadas pela sonicagdo,
concluindo que sdo necessarios tempos de exposicao
ao ultrassom acima de 60 segundos para se ter efeito
na tenderizagdo dos musculos. Os autores também
relataram que, a medida que o tempo de exposicdo
aumentou, a firmeza da carne reduziu, sem prejudicar
os demais parametros de qualidade avaliados.
STADNIK et al. (2008) utilizaram
banho de ultrassom para acelerar o processo de
maturacdo de musculo bovino Semimembranosus a
frequéncia de 45 kHz, na intensidade de 2 W cm? e
exposicdo por 120 segundos. As amostras sonicadas
apresentaram mudangas post mortem mais avangadas
que o controle ndo sonicado, com maior capacidade
de retencdo de agua no musculo e maior degradacao
de proteinas, sendo que os musculos expostos ao
ultrassom ficaram mais macios do que os musculos
do controle. Em trabalho posterior, foram usados
0S mesmos parametros acusticos (45 kHz, 2 W cm?,
120 s) e foi constatado que, 48 e 72 horas apds o
abate, o valor da forca de cisalhamento usado para
estimar a maciez foi significativamente menor na
amostra exposta ao ultrassom. Ap6s 96 horas, 0s
valores obtidos para amostra sonicada e controle
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foram similares, ou seja, o ultrassom exerceu efeito
sobre a maciez apenas nos trés primeiros dias apés
0 abate (STADNIK & DOLATOWSKI, 2011). No
trabalho de JAYASOORIYA et al. (2007), os autores
observaram efeito do ultrassom até o quinto dia
post-mortem, sendo que, apés 8,5 dias, o efeito foi
semelhante ao controle ndo sonicado. Sendo assim,
sugere-se que o ultrassom apenas adianta o processo
de maturacdo natural, reduzindo o tempo necessario
para que a carne fique macia.

Além da maciez, outros parametros
importantes para a qualidade da carne devem ser
ponderados quando o musculo é exposto ao ultrassom.
Os valores da queda do pH post-mortem foram
avaliados por alguns autores e 0s resultados ainda sdo
contraditorios. STADNIK & DOLATOWSKI (2011)
nio observaram efeito significativo do ultrassom
sobre esse pardmetro. JAYASOORIYA et al. (2007)
relatam aumento de pH conforme o tempo de
exposicdo ao ultrassom variou de 0 a 240 segundos,
atribuindo isso ao fato da cavitacdo causar danos a
célula com liberacdo de ions no citosol e mudancas
na conformacdo de proteinas que ocultariam grupos
acidicos (GOT et al., 1999). A queda de pH é
importante em funcdo de estar diretamente ligada
a ativacdo das enzimas proteoliticas calpainas e
catepsinas. O pH étimo para acdo das catepsinas €
moderadamente acido, enquanto das calpainas é
neutro. Desse modo, 0 aumento de pH aumenta a
atividade das calpainas, as quais tém papel principal
na maturacdo. STADNIK et al. (2008) observaram
efeito significativo do ultrassom sobre o pH apenas
apo6s 48h post-mortem, quando a amostra sonicada
apresentou valor de pH significativamente mais alto
que o controle, mas semelhante nos tempos de analise
de 24, 72 ou 96h post-mortem.

As perdas de peso apds exposicdo ao
ultrassom e ao cozimento foram medidas por
POHLMAN et al. (1997a,b) e por JAYASOORIYA et
al. (2007) e nenhum efeito do ultrassom foi observado,
quando comparado ao controle ndo sonicado.
STADNIK et al. (2008) avaliaram a capacidade de
retencdo de agua em amostras controle e sonicadas
em banho a 45 kHz, 2 W cm2 por 120 segundos, e
ndo observaram diferenca apds 24 ou 48 horas post-
mortem. Esse € um aspecto positivo, uma vez que o
contetdo de agua contribui para as caracteristicas de
suculéncia da carne.

A cor também €é um atributo bastante
considerado pelo consumidor no momento da
compra. Os parametros de cor L* (luminosidade),
a* (verde-vermelho) e b* (amarelo-azul) ndo foram
afetados pelo tratamento de ultrasssom nos estudos
de JAYASOORIYA et al. (2007) e STADNIK &

DOLATOWSKI et al. (2011). CHANG et al. (2012)
ndo observaram efeito do ultrassom sobre L* e a*,
mas o pardmetro b* foi significativamente menor que
o controle, quando exposto por 30 segundos . Esse
efeito foi atribuido a alta frequéncia utilizada (40
kHz), especialmente quando comparada a frequéncia
testada por JAYASOORIYA et al. (2007) (24 kHz).
No primeiro estudo de POHLMAN et al. (1997a), ao
usar banho de ultrassom com parametros acusticos
de 20 kHz, 1,55 W cm e exposi¢do por 8, 16 ou
24 minutos em musculo bovino Semitendinosus e
Biceps femoris, ndo foi percebido efeito do ultrassom
sobre os parametros L*, a* ou b*. Porém, ao manter
a frequéncia de 20 kHz e aumentar a intensidade
para 22 W cm? com tempos de 0, 5 ou 10 minutos
em musculo Pectoralis, os autores relatam maior
luminosidade (maior L*), menor intensidade da
coloragéo vermelha (menor a*) e maior intensidade
de tonalidade amarela (maior b*), quando o musculo
foi exposto ao ultrassom, embora ndo se tenha
percebido diferenca entre os tempos de 5 e de 10
minutos, ou seja, o0 ultrassom afetou os pardmetros
de cor, independente do tempo de exposicéo utilizado
(POHLMAN et al., 1997b).

O efeito do ultrassom sobre a flora
benéfica, deteriorante e patogénica em carnes ainda é
pouco explorado, embora ja se saiba que o ultrassom
ndo é efetivo quando utilizado como Unico tratamento
para reduzir a carga microbiana. POHLMAN et al.
(1997a) avaliaram o potencial germicida do ultrassom
em musculos bovinos, sem observar diferenca
estatisticamente significante quando as amostras
sonicadas foram comparadas ao controle por 30 dias
de armazenamento. Apenas no dia zero foi verificado
leve efeito inibitorio do ultrassom sobre o nimero de
coldnias, mas a diferenca entre a amostra sonicada e
o controle desapareceu apos cinco dias. Desse modo,
0 ultrassom exerceu apenas impacto imediato sobre o
crescimento de microrganismos, sem garantir o efeito
ao longo do armazenamento.

Contudo, é dificil comparar dados, em
fun¢do da variagdo das caracteristicas especificas
de equipamentos e das peculiaridades intrinsecas
de cada musculo estudado. Diversos fatores podem
influenciar nos resultados, desde as condigoes
acUsticas até as particularidades de cada musculo, ja
que alguns efeitos do uso do ultrassom na qualidade
da carne ainda s&o contraditorios.

CONCLUSAO

O ultrassom é wuma tecnologia de
processamento nova na area de alimentos e com
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potencial de ser utilizado na ciéncia e tecnologia
de carnes para auxiliar na obtencdo de carnes mais
macias, tdo desejadas pelo consumidor. Alguns
parametros acusticos que influenciam na sua
efetividade, bem como mecanismos de acdo, ja foram
esclarecidos; contudo, alguns efeitos na qualidade da
carne ainda sdo contraditérios. Sendo assim, o uso do
ultrassom na area de carnes carece de mais estudos
e deve ser melhor explorado, abrindo espaco para
desenvolvimento de novas tecnologias acessorias e 0
estabelecimento de pardmetros que possam padronizar
sua aplicacdo e tornar seu efeito reprodutivel.
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Abstract

This study was to evaluate the effects of two systems for US application on the physical
(Warner Bratzler Shear force - WBS, and color) chemical (pH, lipid oxidation,) and
microbiological (mesophilic, lactic acid and psychotropic bacteria) properties of
Semitendinosus beef during storage (16 days at 7£1°C). Samples obtained 48 h post-mortem
were submitted to US using bath (45 kHz) and probe (20 kHz) in different time (0, 60, 120 or
240 s). After application the samples were vacuum packaged and evaluated during at 0, 3, 5, 9
and 16 days. US reduced WBS force after treatment, but this effect was not maintained
during storage. Lipid oxidation and color values did not changed and microbial flora were not
damaged by the use of US. Discriminant analysis shows that storage time was the most
important factor, while US system and time of exposure presented slightly differences
regarding to their effect on meat.

Keywords: ultrasound, meat, sonication, lipid oxidation, texture, microbial safety
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1. Introduction

Biochemical processes have an influence on meat tenderization (Lawrie 2005), and it
has long been known that tenderness is improved post-mortem during the ageing of meat due
to the action of proteolytic enzymes as cathepsins and calpains (Lonergan et al. 2010; Kemp
and Parr 2012). Although calpains could be considered the most important proteases
responsible for softening, calcium is required for their activation at micromolar and
millimolar concentration for calpain I and calpain II, respectively (Koohmaraie and Geesink
2006). In this way, increased calcium availability could improve post-mortem muscle
tenderness (Pohlman et al. 1997a; Kemp et al. 2010). Some methods have been used for this
purpose as electrical stimulation (Hwang ef al. 2003; Barbut 2014) and injection of calcium
chloride (Gerelt et al. 2002; Bunmee et al. 2014). However, these methods have been shown
to affect the appearance, color stability and water-holding capacity of meat (van Laak and
Smulders 1990; Varnam and Sutherland 1994).

Ultrasound (US) has been used as an alternative technique to promote meat tenderness
(Pohlman et al. 1997a,b; Got et al. 1999; Sikes et al. 2014). US refers to sound waves
inaudible to the human ear frequency (>20 kHz) (Carcel ef al. 2012; Chandrapala et al. 2012)
and its main effect for meat tenderization is related to the cavitation phenomenon observed
generally at lower frequencies (20 to 100 kHz). Cavitation is produced by alternating
compression and decompression of media caused by US, thus producing bubbles (Bermtidez-
Aguirre et al. 2008) that could collapse and generate high energy shear waves and turbulence
(Kentish and Ashokkumar 2008). Under US application, a disruption of sub-cellular
components (e.g., sarcoplasmic reticulum and mitochondria) could occur, with increased
concentration of calcium ions and a subsequent improvement of calpain activity (Alliger
1975; Pohlman et al. 1997a; Got et al. 1999). In addition, cavitation promotes the release of

cathepsin proteases from lysosomes, destroys muscle cell integrity, and could cause selective
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heating of collagen, thus reducing meat toughness (Zayas and Garbatow 1978; Stadnik and
Dolatowski 2011; Chang et al. 2012). Therefore, several papers have been published that
investigate the effects of ultrasound on meat tenderization (Pohlman ez al. 1997 a,b; Got et al.
1999; Jayasooriya et al. 2004, 2007; Stadnik et al. 2008; Stadnik and Dolatowski 2011;
Chang et al. 2012), but the results obtained were not conclusive. The differences observed in
these works could be explained due to the high variation of experimental conditions such as
frequency, time, and intensity of US application (Alves et al. 2013). US is generally applied
using bath or probe systems. In baths, the ultrasonic energy is transferred directly to a liquid
that fills the container, usually water, which transfers this energy to the food immersed in this
liquid. When probes are used, the acoustic signal is amplified and sent directly to the food
(Mason and Peters 2002; Leadley and Willians 2008). However, the amount of energy that is
provided by US baths (1-5 W c¢cm™) is generally lower than US probes, which could reach
hundreds of W cm? (Mason and Peters 2002). Therefore, the use of different US systems
could lead to different effects on meat tenderization, but there is a lack of information about
the comparison of bath and probe systems for meat tenderization in literature.

Cavitation also accelerates chemical reactions (Suslick 1989) and could affect the
quality of meat as a result of oxidative reactions. Despite the importance of the oxidative
process on the sensorial properties of meat, few works about this topic could be found in the
literature. Although Chang and Wong (2012) report increased lipid oxidation in cobia
sashimi (Rachycentron canadum), no information was found about the oxidation effect of US
on beef. This lack of information is also observed for the effect of US on microbiota of meat,
and both inhibition (Sams and Feria 1991; Piyasena et al. 2003) and stimulation (Nguyen et
al. 2009; Ewe et al. 2012; Yeo and Liong 2013) of growth effects have been reported.

The aim of this work is to investigate the effect of two systems of US application (bath

at 45 kHz an probe at 20 kHz) on Semitendinosus at different exposure times (0, 60, 120 or
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240 s). For this purpose, an evaluation of US effect on the storage time of Semitendinosus
beef (7+ 1°C, up to 16 days) was performed. In this way, physical (Warner Bratzler Shear
(WBS) force and color), chemical (pH and lipid oxidation), and microbiological (counting
mesophilic, lactic acid and psychotropic bacteria) properties of meat were evaluated. A
statistical evaluation was carried out using these properties by means of orthogonal contrasts

and canonical discriminant analysis in order to identify the differences among treatments.

2. Materials and methods
2.1 Samples and reagents

Semitendinosus beef muscle samples were collected from zebu X charolais crossbred
bull carcasses (2-3 years old, 370-400 kg) slaughtered in a commercial meat processing
industry following guidelines recommended in Brazil (Brasil 2000). The samples were
excised after 48 h post-mortem into blocks (40x60%20 mm of length, width and height,
respectively) with around 50 g. The individual samples were vacuum-packaged in
polyethylene bags and identified according to ultrasound system treatment (bath (B) or probe
(P)) and times of US application (60, 120 or 240 s) to each system. In addition, a control
sample without ultrasound application (C) was used. Experiments were replicated twice. All

reagents and chemicals were of analytical-reagent grade.

2.2 Ultrasound treatment

For ultrasound application, a bath (Elma® TI-H 5, Singen, Germany, 45 kHz, 500 W,
1.8 W cm) and a probe (VC 750, Sonics and Materials®, Newtown, EUA, 20 kHz, 750 W,
26.5 W cm?) systems were used. Ultrasound was applied using these systems for 60, 120 or

240 s perpendicularly to muscle fibers. Samples were analyzed immediately after ultrasound
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exposure (day 0) or remained stored at 7+ 1°C for 3, 5, 9 and 16 days in order to evaluate the
effect of storage time.
2.3 pH determination
The pH was determined using a potentiometer (Digimed — DM-22, S3o Paulo, SP,

Brazil) with 5g of homogenized in 50 mL of distilled water (AOAC 2006). Measurements
were carried out in triplicate.
2.4 Texture determination

Texture was determined in cooked samples in order to simulate the consumption
conditions. One portion of sample in each run was placed in a water bath at 70°C for 45 min
within a vacuum-packed polyethylene bag, then cooled with tap water (approximately 25°C)
for 30 min and held at 5°C. After, the samples were removed from their plastic bags and
dried with paper towel to remove moisture excess before cutting for texture determination
(Jayasooriya et al. 2007). Each meat sample was cut in a parallel way to the muscle fibers
into six parts (10 x 15 mm).

Texture analysis was carried out on TA-XT2 Plus equipment (Stable Microsystems
Ltd., Surrey, England) using software Exponent version 6.1.1.0 (Texture Technologies Corp.,
New York, USA), according to the guidelines of AMSA (1995). Samples were sheared using
a V-shaped WBS blade and the force and the peak force (N) to cut them were registered for

each piece.

2.5 Lipid oxidation analysis (TBARS)

Lipid oxidation was assessed by an evaluation of thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS), following the methodology described by Raharjo et al. (1992) and with
modifications proposed by Wang et al. (2002), in triplicate. The results were expressed as mg

malondialdehyde kg (MDA mg kg™).
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2.6 Instrumental color determination

Samples were evaluated for instrumental parameters of color using a Minolta Chroma
Meter CR- 300 (Minolta Corp., Ramsey, NJ) with illuminant D65 into six points of surface
samples (angle 10°), in triplicate. Before color determination, meat samples were allowed to
bloom for at least 30 min at 5°C. Color measurement followed the CIE color convention
(1975) with outputs of L* (lightness), a* (redness), and b* (yellowness).
2.7 Microbiological analysis

The external part of the bag was disinfected to prevent contamination of the sample
and then the package was opened. Microbiological evaluation was carried out by counting the
number of colonies of mesophilic (MESO), lactic acid (LACTIC) and psychotropic (PSY)
bacteria following sampling proposed by Silva et al. (2001) and the methodology described in
guidelines recommended in Brazil (Brasil 2000). Results were expressed as log cfu cm™.
2.8 Experimental design and statistical analysis

Statistical analysis was carried out by means of orthogonal contrasts and canonical
discriminant analysis in order to identify the differences among treatments.

A completely randomized design with repeated measure in time was adopted, using
the MIXED procedure and employing special parametric structure in the matrices of

(co)variance as the following statistical model:
Yo =pta;+y + (ayda + €k
where ¥, denotes the measurement in time, k is the j-th repetition assigned to treatment i,

p+ a; + vy, + (ay),, is the mean for treatment i at time k (containing the fixed effects for

treatment, time, and treatment % time interaction), and e, i is the random error associated

with the measurement at time k in the j-th repetition assigned to treatment i, so that
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Var[¥] = I, @ I, where I, is an identity matrix of a dimension equal to the number of
replicates, and I is the matrix of (co)variance due to residue obtaining several measurements

of the same experimental unit j. The structures of (co)variance of the errors e, ;, tested were

ijk
VC, CS, CSH, UN, AR (1), ARH (1), ARMA (1,1), TOEP, TOEPH, ANTE (1), and HF. The
(co)variance and the solutions for the fixed effects were estimated by restricted maximum
residual likelihood method and the number of degrees of freedom of the denominator for the F
test was calculated by Kenward-Rogers’s method.

An analysis of orthogonal contrasts was used to assess differences among treatments
and for trends between the shelf life from the coefficients of the orthogonal polynomials for
interpolating estimated by the Interactive Matrix Language procedure. Means were adjusted
by the least square method with LSMEANS command and compared using the Tukey test.

Multivariate analysis of variance was performed with MANOVA command,
complemented by canonical discriminant technique with CANDISC procedure (Khattree and

Naik 2000), completely randomized disregarding the factorial arrangement, as in the

following statistical model:

Vie =ty T @y T 55

where ¥, i is the observed value of k-th variable under the i-th treatment in the j-th repetition,
14, is the overall mean of the k-th variable, @, is the effect of the i-th treatment in the k-th

variable, and &, is the random effect associated with the ifk observation supposed in

e N (0,07).

For this, T, H, and E are, respectively, matrices of sums of squares and total

treatments and residues were obtained. Then the Wilks test was performed to test the
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hypothesis that the vectors of means of treatments were zero (Hy:f, = fi; = - =I,), as
follows:
_IE
|H + E|

where |E|is the determinant of the residual sum of the square and product matrix E, and

|H + E| is the determinant of the matrix H + E, H being the matrix of the sum of the squares

and associated products to the hypothesis in question.
From the multivariate analysis, the eigenvalues were calculated in order to determine

the characteristic roots of the following equation (Harris 1975):
|E*H —A,1| =0
where E~1 is the inverse of the common matrix of the sum of the squares and waste products,

# is the matrix of the sum of the squares and products related to treatments, 4;is the j-th

eigenvalue of the matrix E ~*H, and [ is the identity matrix of order k.

Afterwards, we estimated the eigenvectors associated with the eigenvalues for the

solution of the linear system as a constraint:

E .
i —7 =1

where Fj is the j-th eigenvector (canonical vector) associated with each eigenvalue 4, E;-' is

the transpose of the j-th canonical vector, E is the matrix of the sum of the squares and

residual products, and 1, is the number of degrees of freedom of residue.



131

Biplot graphics (scores and loadings) were prepared following the work of Lipkovich
and Smith (2002), using scaling JK (RMP). All statistical analyses were performed using

SAS® software - Statistical Analysis System version 9.4 (2008) at 5% level of significance.

3 Results and discussion
3.1 pH

An interaction between treatment x storage time was observed for pH (Table 1), which
presented values that differed (P <0.05) between control % sonicated samples throughout shelf
life. Moreover, the sonication (bath x probe) system also presented an influence (P <0.05) in
pH along shelf life.

The initial pH value on day 0 for the control sample (5.4, Table 2) indicated a rigor
mortis process of muscle used in the experiment (Lawrie 2005), whereas after US application
samples reached post rigor mortis and became susceptible to proteolytic enzyme softening.

Sonicated samples presented higher pH than the control at day 0, probably due to cell
structure damage from ion released into the cytosol and changes in the conformation of
proteins with concealment of acidic groups (Got et al. 1999; Jayasooriya et al. 2007). For
samples on days 3 and 5 of storage, the pH increase in sonicated samples remained higher
than in the control. The pH increase in the post rigor mortis phase is typical of the aging
process, resulting in the release of peptides and basic amino acids from proteolysis, sodium,
and calcium from the sarcoplasmic reticulum (Prandl et al. 1994). However, a reduction of
pH was observed on day 9, and is related to the growth of lactic bacteria (Fig. 1b). Caraveo et
al. (2014) observed the same tendency when US was used in Semitendinosus beet (bath 40
kHz, 11 W c¢cm? for 0, 60 or 90 min) during storage from day 0 until day 10 at 4°C.

Jayasooriya et al. (2007) report similar results of pH behavior in Semitendinosus and

Longissimus bovine muscles treated with US (probe 24 kHz for 60, 120 and 240 s), whereas
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other studies have found no significant effect of US on pH (Stadnik and Dolatowski 2011;
Chang and Wong 2012).
3.2 WBS force

Significant interaction between treatment x storage time was observed for WBS force
(Table 1), with differences between control x US (P = 0.0001) and bath x probe systems (P
<0.05).

Except for P60, the US significantly reduced WBS force on day 0 (P <0.05). The
destructive nature of cavitation and turbulence in water media could lead the muscular
structures to relax, resulting in fragmentation of myofibrils (Got et al. 1999; Ahmad and
Hasnain 2013). In addition to rupturing the membranes of mitochondria and sarcoplasmic
reticulum, US could increase the release of calcium, which activates the calpain proteolytic
enzymes present in the sarcoplasm (Alliger 1975; Lyng et al. 1998). These enzymes have
been recognized as primarily responsible for the maturation of meat for acting in certain
myofibrillar proteins (nebulin, titin, troponin and desmin), but without acting on actin and
myosin (Kemp and Parr 2012). The calpains have a maximum activity at pH close to
neutrality (Koohmaraie and Geesink 2006; Lonergan et al. 2010) and are present in large
quantities in Semitendinosus beef (Lawrie 2005). As mentioned previously, the sonicated
samples showed higher pH than the control on day 0, which may have favored the enzymatic
action. Dransfield (1993) states that when close to pH 6.1, calcium reaches its maximum
concentration and initiates activation of calpain.

In addition to action on calpain, cavitation could improved the activity of other
enzymes related to the softening of meat, such as cathepsins, which could be released by
weakening and rupturing membranes from the lysosomes where they are stored (Got et al.
1999). Xiong et al. (2012) and Chen et al. (2015) also report a positive effect of US systems

on caspase proteases, recently associated with post-mortem tenderization (Lonergan et al.
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2010). The US may also have an effect on the increase of sarcomere length after its
application, which may have contributed to the softness of samples after sonication at day 0
(Got et al. 1999).

Stadnik and Dolatowski (2011) observed a significant reduction in shear force 48h and
72h post-mortem when using an US bath (45 kHz) for 120 s in bovine Semimembranosus
muscle. Chang et al. (2012) also report the positive effect of using an US bath (40 kHz) for
10, 20, 30, 40, 50 or 60 min on the hardness of bovine Semitendinosus muscle, where
collagen fibers were disorganized and weakened proportional to exposure time.

Nevertheless, the response of US on the texture did not persist after the third day of
storage, so from this point the results of WBS force were similar to those of the control.
Jayasooriya et al. (2007) also found that the use of US probe (24 kHz, 12 W cm ? for 60s,
120s and 240s) had no effect on Semitendinosus and Longissimus bovine muscle on WBS
force during storage for 8.5 days. Stadnik and Dolatowski (2011) observed the effect of US
on shear force was perceived only 48h and 72h post-mortem, indicating that the US promotes
a positive effect on the texture of meat after its application, but that this effect did not remains
during storage. This could have occurred because the cavitation allowed the formation of
pores in the mitochondrial membrane, since sarcoplasmic reticulum and lysosomes are
opened temporary and reversible, returning to normal permeability minutes or hours after
exposure to the US (Nguyen ef al. 2009; Yeo and Liong 2013). Furthermore, the effect of
proteinases upon US is limited since after a few days they undergo autolysis (Lonergan et al.
2010). Semitendinosus is a muscle that has naturally increased softness after four days of
storage (Lawrie 2005), which may contribute to an explanation of the tenderness of the
control in comparison with the sonicated samples during storage. The type of plastic
packaging used and the large amount of collagen muscle may have influenced by hindering

the penetration of waves and prolonged action of the US (Pohlman ef al. 1997a).
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3.3 TBARS

Interaction treatment x storage time (P < 0.0001) was observed for TBARS values,
with differences between the US and control samples (P < 0.0001), independent of US system
(bath x probe, P> 0.05).

The increase in temperature caused by sonication yields hydroxyl radicals (¢*OH) and
peroxide (H207) (Kentish and Ashokkumar 2008) that can oxidize unsaturated fatty acids in
meat. Although the use of US affected TBARS more than the control (P < 0.0001), the values
were below the threshold for detection of unpleasant odor in beef. According to Melton
(1983), TBARS values over 0.3 mg MDA kg™ are needed for this change, while Connell
(1990) indicates that odor is only modified above 2 mg MDA kg™'. Chang and Wong (2012)
observed an increase in TBARS content in cobia sashimi (Rachycentron canadum) exposed to
an US bath (60 kHz, 0 to 90 min), but likewise the values were below the detection limits for
unpleasant odor. Ashokkumar et al. (2008) evaluated the effect of frequency (20 kHz , 358
kHz and 1062 kHz) on the formation of hydroxyl radicals and its impact on phenolic substrate
radicals, noting that for 20 kHz oxidative reactions were minimal because transient cavitation
bubbles are less active for sonolysis in this frequency. As a result, the frequencies tested
(bath 45 kHz and probe 20 kHz) could have been underpowered to provide significant change
in lipid oxidation. Furthermore, the vacuum packaging contributes to the oxidative stability
by lack of oxygen to the reaction.

3.4 Color
Interaction effect of treatment x storage time was significant (P <0.05) to color
parameters L* (lightness) and a* (redness) (Table 1). Application of ultrasound (control x
sonicated) affected only L*, while system (bath x probe) was significant only to a*.
Ultrasound application increased L* value (Table 3) in sonicated samples at day 0, due

to the heating caused by sonication that promotes denaturation of myoglobin and hemoglobin
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pigments with an increase on L* (Paniwnyk 2014). Caraveo ef al. (2014) observed the same
tendency when using US in Semitendinosus beef (bath 40 kHz, 0, 60 or 90 min).

Denaturation of myoglobin and hemoglobin directly affects the reddish color of meat,
thus reducing a* (Pohlman et al. 1997b). It was possible to detect the difference between bath
x probe (Table 1) samples because samples treated with US probe are generally less a* than
samples treated in bath samples or the control as a result of the higher energy intensity of
probe compared with bath (Mason and Peters 2002). Parameter b* showed a difference
between bath and probe (P<0.05, Table 1) since samples treated with probe generally
presented lower b* values (Table 3).

Pohlman et al. (1997b) report similar behavior to L*, a* and b* in Pectoralis bovine
when using an US bath at 20 kHz with intensity (22 W ¢cm™) and time of exposure higher (0,
5 or 10 min) than the present study. By reducing the intensity to 1.55 W ¢cm™? and using the
same bath for 8, 16 or 24 min, the authors observed no significant effect on the parameters of
color (L*, a* and b*) (Pohlman et al. 1997a); the same was the case for Stadnik and
Dolatowski (2011) and Sikes et al. (2014) after ultrasound interventions on beef.

3.5 Microbiological analysis

Treatment x storage time (P<0.05, Table 1) had significant interaction effects on the
three groups regarding the microorganism content of the evaluated samples (mesophilic, lactic
bacteria and psychotropic). Application of ultrasound (control % sonicated) had no significant
effect (P> 0.05) on any of the groups of microorganisms. System (bath x probe) was
significant (P<0.05) only for mesophilic and lactic acid bacteria (P <0.05, Table 1).

US is generally associated with its deleterious effect on microorganisms (Piyasena et
al. 2003), although some studies have shown that it can be used to stimulate the growth of
fermentative microorganisms (Wang and Sakakibara 1997; Nguyen et al. 2009; Ewe et al.

2012). However, the use of US on the microbiology of meat remains underexplored.
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Caraveo et al. (2014) show that the application of US decreased mesophilic and psychrophilic
bacteria in Semitendinosus beef stored at 4°C for 10 days; nevertheless, time of US exposure
was higher (60 or 90 min). Cichoski et al. (2015) show that the application of US the 25 kHz
in bath decreased mesophilic and lactic bacteria in sausages stored at 15°C for 60 days with
time of US exposure was low (10.53 min at 74°C). Moreover, Pohlmann et al. (1997a) and
Sams and Feria (1991) found no significant influence of application of US in beef and chicken
thigh. The lack of effect of sonication here could be caused due to the temporary effect of US
on the growth of microorganisms, which decrease soon after exposure (Ewe ef al. 2012; Yeo
and Liong 2013). However, the low sonication time carried out or even the mild conditions of
temperature or pressure used in the experiments could also have influence on this behaviour.

In order to verify the microbiological quality of meat, a total count of mesophilic
microorganisms was performed, as evidenced by the low number of colonies of control and
other samples at day zero, as well as throughout the experiment (Fig. la). Signs of
deterioration of the meat, especially smell, are only detected at concentrations above 6 log cfu
g (Dainty and Mackey 1992), and therefore until the 16" day of storage no evidences of
deterioration were observed, probably due to the low count (£ 2 log cfu cm?) of
microorganisms in the samples. The temperature of 7+1°C during storage and vacuum
packaging could extend the validity period of beef for up to 21 days (Blixt and Borch 2002)
and certainly contributed to maintain the microbiological quality of the samples.

However, vacuum packaging promotes anaerobiosis, which generally favors the
development of lactic acid bacteria associated with the release of acid flavor (Lawrie 2005).
Li et al. (2013) observed a significant increase in lactic acid bacteria on vacuum-packed beef
for 14 days compared with permeable packaging. In our study, the number of colonies of

lactic acid bacteria increased throughout the storage time, but low count values (<2 log CFU
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cm?) until the 16™ day (Fig. 1b) were observed. A significant difference between US systems
(bath x probe, Table 1) was observed with values slightly higher for samples treated in baths.

Cold storage encourages proliferation of psychotropic microorganisms, especially
Pseudomonas. As expected, the number of psychotropic colonies increased during storage for
all samples, although remained low (Fig. 1c). Fernandez-Lopez et al. (2008) and Lorenzo and
Goémez (2012) report a significant inhibitory effect of vacuum packaging on the number of
colonies of psychotropic and Pseudomonas when compared with those exposed to air, so
packaging used may have contributed to the good quality of refrigerated samples.
Psychotropic counts above 6 log cfu g are indicative of causing an unpleasant odor and
above 7 log cfu g! result in the appearance of slime on the surface of the meat (Jay 2005), far
from the values observed after 16 days of refrigerated storage in this work.
3.6 Canonical discriminant analysis

For a deep insight into the differences between treatments, the canonical discriminant
technique was used (Fig. 2). Analysis of the two functions together explained 83% of
variance of the data, with the first function (Canonical 1) responsible for the majority of the
variation (65.9%). There was formation of the three groups, separated according to storage
time. Samples from day 0 were distinct from the group of days 3 and 5 as well as the group
of days 9 and 16. The first function discriminated expressively samples analyzed on day 0 in
comparison with samples on days 9 and 16, mainly by microbiological evaluation of
mesophilic, lactic acid bacteria, and psychotropic. This result was expected, since the counts
increased from day O to day 16. Days 3 and 5 are mainly distinguished from the others by
TBARS and pH, since these days experienced the highest values for both variables (Table 2).
It is observed that control days 0, 3 and 5 (C-0, C-3 and C-5, respectively) are slightly apart
from the other samples relating to the day of analysis, suggesting that US may have primarily

influenced the beginning of storage for some variables. The system (bath/probe) and time of
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exposure to US had no influence on grouping, as well as WBS force and parameters of color

(L*, a* and b*).

4. Conclusion

Ultrasound treatment applied (probe 20 kHz and bath 45 kHz during 60, 120 and 240
second) significantly reduced the WBS force of meat after application when compared with
untreated meat. However, this effect was not maintained during storage, suggesting that
ultrasound can only be used to advance the ripening of meat. Other quality parameters such
as color, lipid oxidation and microbial flora were not influenced by ultrasound treatments
(probe 20 kHz and bath 45 kHz during 60, 120 and 240 second). In general, under the
conditions studied, storage time was the most important factor for all parameters evaluated,
while a few differences among application system (bath or probe) and time of US application
were observed. Therefore, the results suggested that for improvement of US effect on meat

the application should be performed not only before packaging, but also during storage.
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Table 1. Probability values for orthogonal contrasts

Effect of interaction / Variable pH WBS TBARS L* a* b* Meso Lactic Psy
Treatment <0.0001 0.0086 0.0010 <0.0001 <0.0001 0.0011 0.0022 <0.0001 <0.0001
p value Storage time <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.0063 0.0003 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Treatment*storage time <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.0671 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Control x Sonicated <0.0001 0.0570  0.0703  0.0027  0.0117 0.0882 0.0045 0.0040  0.0954
Bath x Probe 0.9484  0.1637 0.0027  0.1250 <0.0001 0.0002 0.0006 <0.0001 <0.0001
Orthogonal Bath: 60-120 s x 240 s <0.0001 0.0026 0.8871  0.0979  0.0002 0.9173 0.3100 0.0762  0.0062
contrasts Bath: 60 s x 120 s 0.0002  0.7098 0.1874  0.4300 0.0002 0.0531 0.2065 0.2707  0.0791
Probe: 60-120 s x 240 s <0.0001 0.1522  0.0027 <0.0001 0.0119 02364 0.8615 0.0993  0.1747
Probe: 60 s x 120's 0.1594  0.0768  0.0444 <0.0001 <0.0001 0.0305 0.1990 0.0074  0.8860
Orthogonal Storage time: Linear <0.0001 <0.0001 0.0001 0.5868 0.0709 0.0004 <0.0001 <0.0001 <0.0001
polynomial
contrasts for shelf
life Storage time: Quadratic <0.0001 0.0016 0.3857 0.0001  0.0449 0.0016 <0.0001 <0.0001 <0.0001
d=0 vs d=16 x control x sonicated 0.0030  0.0001 <0.0001 <0.0001 0.7089 0.3479 0.7340  0.8368  0.9150
d=0 vs d=16 x bath x probe 0.0014  0.0002 0.2405 0.1793  0.0368 0.1949 0.0287  0.0277  0.3019
ng;gf;?:} d=0 vs d=16 x B60-120 s x B240 0.2297 <0.0001 0.1318  0.0059 0.7514 0.8742 0.0481 0.5288  0.7986
contrasts d=0 vs d=16 x B60 x B120 0.0045 0.4352  0.0002 0.0561 0.0014 0.3994 0.9848 0.3475  0.4375
d=0 vs d=16 x P60-120 x P240 0.0008  0.0113 <0.0001 <0.0001 0.0051 0.7679 0.5765 0.1604  0.4060
d=0 vs d=16 x P60 x P120 <0.0001 0.0065 0.0239  0.0001 0.0118 0.2277 0.2505 0.4426 0.0121

WBS: Warner-Bratzler blade force; TBARS: thiobarbituric acid reactive substances; L*: lightness-darkness; a*: redness; b*: yellowness; Meso: mesophilic

bacteria; Lactic: lactic bacteria; Psy: psychotropic bacteria.



Table 2. Evaluation of pH, WBS force, and TBARS in Semitendinosus beef after ultrasound exposure

during storage (7 +1°C)
Days of storage Tendency
0 3 5 9 16 Mean L Q
pH
C 5.4 5.7 5,728 5.6%8 5.4 5.6 o
B60 5.6" 6.2%4B .38 5.3 5.6 5.8 e
B120 6.0 6.5 6.0"B 5.6°5¢ 578 6.0 *
B240 6.0 6.4 6.4%A8 5.7¢AB 5,748 6.0 e
P60 5.6 5.9%8  50MB 5.8 5.7%AB 58 o
P120 6.1 6.2%4B 2B 5.4%¢ 5.6" 5.9 o
P240 5.8%AB  g3A g 5 5.7¢AB 59" 61 e
Mean 5.8 6.2 6.2 5.6 5.7
WBS force (N)
C 56.2°  50.1% 453 55.5 46.6“%  50.7
B60 44.8%8 51.0%A 49, 1AB 54 494 52.1%4 50.3 e
B120 40.3%8 56.280 544 53.5%8 496" 50.8 e
B240 47.88  51.4%™%  51.4B  4].9%8 39.4%8 464  **
P60 56.5 57.8%4  46.0™B 4248 46748 499  F* o *F
P120 45.6% 50.3*A  51.84B  451® 4358 473 e
P240 45.2% 52.9%A 42 7% 47.6"8 4548 468
Mean  48.1 52.8 48.7 48.6 46.2
TBARS (malondialdehyde mg kg™)
C 0.04%  0.04B 0.03%*  0.03**®  0.10* 0.05 e R
B60 0.03°  0.05®*®  0.08  0.02*® 0.09*%  0.05 o
B120 0.03**  0.08*8 0.03*  0.04“®  0.05*® 0.05
B240 0.02*4  0.08B 0.06*  0.04“%  0.05%® 0.05 o
P60 0.03°* .08 0.03**  0.03" 0.08*8 0.05 e R
P120 0.04*  0.10™%  0.06“  0.04*®  0.07® 0.06
P240 0.04%  0.14* 0.08*  0.05" 0.04°® 0.07 e R
Mean  0.03 0.08 0.05 0.03 0.07

Least square means. Values with the same small letter in a row and the same capital letter in a column
do not differ significantly at P < 0.05. C: control. untreated; B60: bath 60 s; B120: bath 120 s; B240:
bath 240 s; P60: probe 60 s; P120: probe 120 s; P240: probe 240 s. Tendency: L: linear; Q: quadratic.

**Significant coefficient at p < 0.05.
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Table 3. Evaluation of instrumental color parameters in Semitendinosus beef after ultrasound exposure

during storage (7 +1°C)
Days of storage Tendency
0 3 5 9 16 Mean L Q
L*
C 47.2%¢ 56.018 54 58 53.0%¢ 571 535 o
B60 52.3PABC 57 7abAB - gp 3aA 54.4C 52.1°¢ 558 o
B120 57.8AB  64.84 540" 53.9C 52.3"¢ 566 o
B240 55.6“BC 589" 56.8%B 57.6C  59.4%® 577
P60 58.6™ 49.9%®  46.0"C 50.0C  47.8°¢ 505 e A
P120 48.8%C 2.2 3.0 67.0"  49.2°¢ 580 o
P240 54.10ABC 59 beA 5] 4BC 60.0"° 69.0* 587 e A
Mean 53.5 58.4 55.4 56.5 55.3
a*
C 26.4%8  251%B 29 25.08 250"  26.1
B60 21,78 26.6"F  28.6™ 262 265 259 o
B120 30.84 30.8 303 262 273 291 o
B240 24.0% 24,58 7 .33AB 22,78 5334 24.8
P60 22.2% 23.9%B 05 4B 273 253%™ 2438 o
P120 2498 2178 20.1%® 18.8%° 2158 214 o
P240 2228 19.6™8 23,6028 255MB 1588 213 e A
Mean 24.6 24.6 26.3 24.5 23.8
b*
C 10.4 10.2 13.2 11.5 11.6 11.44
B60 6.3 10.0 13.0 11.7 11.0 10.4* R R
B120 9.6 14.1 14.0 11.3 12.4 12.34
B240 9.2 11.1 14.3 10.0 12.6 11.4
P60 7.7 7.4 11.1 11.4 10.8 9,748 o
P120 8.6 5.0 7.3 8.1 9.0 7.6°
P240 7.1 10.3 10.4 10.8 9.4 9,648 o
Mean 8.4° 9.7° 11.9° 10.7° 11.0°

Least square means. Values with the same small letter in a row and capital letter in a column do not
differ significantly at P < 0.05. L*: lightness/darkness; a*: red/green; and b*: yellow/blue. C: control.
untreated; B60: bath 60 s; B120: bath 120 s; B240: bath 240 s; P60: probe 60 s; P120: probe 120 s;

P240: probe 240 s. Tendency: L: linear; Q: quadratic. **Significant coefficient at p <0.05.
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FIG. 1 EFFECT OF ULTRASONIC TREATMENT OF SEMITENDINOSUS BEEF ON
MICROBIAL GROWTH DURING STORAGE (7 +#1°C) OVER THE COURSE OF 16
DAYS. (A) MESOPHILIC MICROORGANISMS, (B) LACTIC ACID BACTERIA, AND
(C) PSYCHOTROPIC MICROORGANISMS.

C: control. untreated; B60: bath 60 s; B120: bath 120 s; B240: bath 240 s; P60: probe 60 s;
P120: probe 120 s; P240: probe 240 s. d0: day 0; d3: day 3; d5: day 5; d9: day 9; d16: day 16.
Bars represent the standard error of the mean.
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P120: probe 120 s; P240: probe 240 s.; after treatment/trace: 0: day 0; 3: day 3; 5: day 5; 9:
day 9; 16: day 16.
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FOR FABT MUST CONTAIN SUFFICIENT NOVELTIES.

MANUSCRIPT SUBMISSION

Manuscript Submission

Submission of a manuscriptimplies: that the work described has not been published before;
thatitis not under consideration for publication anywhere else; thatits publication has been
approved by all co-authors, if any, as well as by the responsible authorities — tacitly or explicitly
— atthe institute where the work has been carried out. The publisher will not be held legally
responsible should there be any claims for compensation.

Permissions

Authors wishing to include figures, tables, or text passages that have already been published
elsewhere are required to obtain permission from the copyright owner(s) for both the print and
online format and to include evidence that such permission has been granted when submitting
their papers. Any material received without such evidence will be assumed to originate from
the authors.
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Online Submission

Please follow the hyperlink “Submit online” on the right and upload all of your manuscript files
following the instructions given on the screen.

TYPES OF PAPERS

Original Paper, Review, Editorial, Communication

TITLE PAGE

Title Page
The title page should include:

The name(s) of the author(s)

A concise and informative title

The affiliation(s) and address(es) of the author(s)

The e-mail address, telephone and fax numbers of the corresponding author

Abstract

Please provide an abstract of 150 to 250 words. The abstract should not contain any
undefined abbreviations or unspecified references.

Keywords
Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.

TEXT

Text Formatting

Manuscripts should be submitted in Word.

- Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.

# Use italics for emphasis.

# Use the automatic page numbering function to number the pages.
- Do not use field functions.

= Use tab stops or other commands for indents, not the space bar.

¢ Use the table function, not spreadsheets, to make tables.

- Use the equation editor or MathType for equations.

& Save your file in docx format (Word 2007 or higher) or doc format (older Word
versions).

Manuscripts with mathematical content can also be submitted in LaTeX.

LaTeX macro package (zip, 182 kB)

Headings

Please use no more than three levels of displayed headings.

Abbreviations

Abbreviations should be defined at first mention and used consistently thereafter.

Footnotes
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Footnotes can be used to give additional information, which may include the citation of a
reference included in the reference list. They should not consist solely of a reference citation,
and they should never include the bibliographic details of a reference. They should also not
contain any figures or tables.

Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables should be indicated by
superscript lower-case letters (or asterisks for significance values and other statistical data).
Footnotes to the title or the authors of the article are not given reference symbols.

Always use footnotes instead of endnotes.

Acknowledgments

Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate section on the
titte page. The names of funding organizations should be written in full.

SPECIAL INSTRUCTION ON TEXT

TEXT, arranged in the order:

1) INTRODUCTION-clearly state the purpose of the article. Summarize the rationale for the
study or observation. Give only strictly pertinent references, and do not review the subject
extensively. Each manuscript must contain an INTRODUCTION section,

2) MATERIALS AND METHODS-describe your selection of the observational or experimental
subjects clearly. [dentify the methods, apparatus (manufacturer’s name and address in
parenthesis), and procedures in sufficient detail to allow others to reproduce the results. Give
references to established methods, including statistical methods; provide references and brief
descriptions of methods that have been published but are not well-known, describe
substantially modified methods, including statistical methods, give reasons for using them, and
evaluate their limitations,

3) RESULTS AND DISCUSSION - present your results in a logical sequence in the text, tables,
and figures. Do not repeatin the text all the data in the tables and/or illustrations; emphasize or
summarize only important observations. Indicate clearly number of replicates used and
statistical analysis employed in experiments. Discuss the implications of the findings and their
limitations and relate the observations to other relevant studies,

4) CONCLUSIONS - summarize the new findings of the study. Do not repeatin detail data
given in the Results and Discussion section. Link the conclusions with the goals of the study
but avoid unqualified statements and conclusions not completely supported by your data.
Avoid claiming priority and alluding to work that has not been completed. State new
hypotheses when warranted, but clearly label them as such. Recommendations, when
appropriate, may be included. Each Manuscript must contain a CONCLUSION section, and

5) ACKNOWLEDGMENTS-acknowledge only persons who have made substantive
contributions to the study. Authors are responsible for obtaining written permission from
everyone acknowledged by name because readers may infer their endorsement of the data
and conclusions.

REFERENCES

Citation
Cite references in the text by name and year in parentheses. Some examples:

Negotiation research spans many disciplines (Thompson 1990).

This result was later contradicted by Becker and Seligman (1996).

This effect has been widely studied (Abbott 1991; Barakat et al. 1995; Kelso and
Smith 1998; Medvec et al. 1999).
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Reference list

The list of references should only include works that are cited in the text and that have been
published or accepted for publication. Personal communications and unpublished works
should only be mentioned in the text. Do not use footnotes or endnotes as a substitute for a
reference list.

Reference list entries should be alphabetized by the last names of the first author of each
work.

# Journal article
Harris, M., Karper, E., Stacks, G., Hoffman, D., DeNiro, R., Cruz, P,, etal. (2001).
Writing labs and the Hollywood connection. Journal of Film Writing, 44(3), 213-
245,

& Article by DOI
Slitka, M. K., & Whitton, J. L. (2000) Clinical implications of dysregulated cytokine
production. Journal of Molecular Medicine, doi:10.1007/s001090000086

i Book
Calfee, R. C., & Valencia, R. R. (1991). APA guide to preparing manuscripts for
journal publication. Washington, DC: American Psychological Association.

- Book chapter
O’Neil, J. M., & Egan, J. (1992). Men’s and women’s gender role journeys:

Metaphor for healing, transition, and transformation. In B. R. Wainrib (Ed.), Gender
issues across the life cycle (pp. 107—123). New York: Springer.

# Online document

Abou-Allaban, Y., Dell, M. L., Greenberg, W., Lomax, J., Peteet, J., Torres, M., &
Cowell, V. (2006). Religious/spiritual commitments and psychiatric practice.
Resource document. American Psychiatric Association.
http://www.psych.org/edu/other_res/lib_archives/archives/200604 .pdf. Accessed 25
June 2007.

Journal names and book titles should be italicized.

For authors using EndNote, Springer provides an output style that supports the formatting of in-
text citations and reference list.

EndNote style (zip, 3 kB)

TABLES

- All tables are to be numbered using Arabic numerals.
& Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.

& For each table, please supply a table caption (title) explaining the components of
the table.

& |dentify any previously published material by giving the original source in the form
of a reference at the end of the table caption.

& Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or
asterisks for significance values and other statistical data) and included beneath
the table body.

ARTWORK AND ILLUSTRATIONS GUIDELINES
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Electronic Figure Submission

- Supply all figures electronically.
& |Indicate what graphics program was used to create the artwork.

- For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please use TIFF
format. MSOffice files are also acceptable.

- Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

= Name your figure files with "Fig" and the figure number, e.g., Fig1.eps.

Line Art
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+ Definition: Black and white graphic with no shading.

- Do notuse faintlines and/or lettering and check that all lines and lettering within
the figures are legible at final size.

# All lines should be atleast 0.1 mm (0.3 pt) wide.

# Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a minimum
resolution of 1200 dpi.

» Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

Halftone Art

Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, etc.

If any magnification is used in the photographs, indicate this by using scale bars
within the figures themselves.

Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi.
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Combination Art
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Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones containing line
drawing, extensive lettering, color diagrams, etc.
Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.

Color Art

Color artis free of charge for online publication.

If black and white will be shown in the print version, make sure that the main
information will still be visible. Many colors are not distinguishable from one
another when converted to black and white. A simple way to check this is to make a
xerographic copy to see if the necessary distinctions between the different colors
are still apparent.

If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the captions.

http://www.springer.com/food+science/journal/11947?print_view=true&detailsPage=pltci_2429491 6/14



18/04/2016 Food and Bioprocess Technology - incl. option to publish open access

Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).
Figure Lettering

- To add lettering, itis best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).

& Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually about
2-3 mm (8-12 pt).

& Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use 8-pt
type on an axis and 20-pt type for the axis label.

= Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

- Do notinclude titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering

All figures are to be numbered using Arabic numerals.

Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.

Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).

If an appendix appears in your article and it contains one or more figures, continue
the consecutive numbering of the main text. Do not number the appendix figures,

"A1, A2, A3, etc." Figures in online appendices (Electronic Supplementary Material)
should, however, be numbered separately.

Figure Captions

= Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure
depicts. Include the captions in the text file of the manuscript, notin the figure file.

» Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure number,
also in bold type.

- No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be
placed at the end of the caption.

- Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes, circles,
efc., as coordinate points in graphs.

- Identify previously published material by giving the original source in the form of a
reference citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size

Figures should be submitted separately from the text, if possible.

When preparing your figures, size figures to fitin the column width.

For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm wide
and not higher than 234 mm.

For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm wide
and not higher than 198 mm.

Permissions

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain
permission from the copyright owner(s) for both the print and online format. Please be aware
that some publishers do not grant electronic rights for free and that Springer will not be able to
refund any costs that may have occurred to receive these permissions. In such cases, material
from other sources should be used.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your figures,
please make sure that
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All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-speech
software or a text-to-Braille hardware)

Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information
(colorblind users would then be able to distinguish the visual elements)

Any figure lettering has a contrast ratio of atleast4.5:1

ELECTRONIC SUPPLEMENTARY MATERIAL

Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio, etc.) and other
supplementary files to be published online along with an article or a book chapter. This feature
can add dimension to the author's article, as certain information cannot be printed or is more
convenientin electronic form.

Submission

Supply all supplementary material in standard file formats.

Please include in each file the following information: article title, journal name,
author names; affiliation and e-mail address of the corresponding author.

To accommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized files may
require very long download times and that some users may experience other
problems during downloading.

Audio, Video, and Animations

Aspectratio: 16:9 or 4:3

Maximum file size: 25 GB

Minimum video duration: 1 sec

Supported file formats: avi, wmv, mp4, mov, m2p, mp2, mpg, mpeg, flv, mxf, mts,
m4v, 3gp

Text and Presentations

Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable for long-term
viability.
A collection of figures may also be combined in a PDF file.

Spreadsheets

Spreadsheets should be converted to PDF if no interaction with the data is
intended.

If the readers should be encouraged to make their own calculations, spreadsheets
should be submitted as .xls files (MS Excel).

Specialized Formats

Specialized format such as .pdb (chemical), .wrl (VRML), .nb (Mathematica
notebook), and .tex can also be supplied.

Collecting Multiple Files
Itis possible to collect multiple files in a .zip or .gz file.

Numbering

If supplying any supplementary material, the text must make specific mention of the
material as a citation, similar to that of figures and tables.
Refer to the supplementary files as “Online Resource”, e.g., "... as shown in the
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animation (Online Resource 3)", “... additional data are given in Online Resource
4",
Name the files consecutively, e.g. “ESM_3.mpg”, “ESM_4.pdf".

Captions

For each supplementary material, please supply a concise caption describing the
content of the file.

Processing of supplementary files

Electronic supplementary material will be published as received from the author
without any conversion, editing, or reformatting.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your
supplementary files, please make sure that

The manuscript contains a descriptive caption for each supplementary material
Video files do not contain anything that flashes more than three times per second
(so that users prone to seizures caused by such effects are not put at risk)

ETHICAL RESPONSIBILITIES OF AUTHORS

This journal is committed to upholding the integrity of the scientific record. As a member of the
Committee on Publication Ethics (COPE) the journal will follow the COPE guidelines on how to

deal with potential acts of misconduct.

Authors should refrain from misrepresenting research results which could damage the trustin
the journal, the professionalism of scientific authorship, and ultimately the entire scientific
endeavour. Maintaining integrity of the research and its presentation can be achieved by

following the rules of good scientific practice, which include:

# The manuscript has not been submitted to more than one journal for simultaneous
consideration.

# The manuscript has not been published previously (partly or in full), unless the new

work concerns an expansion of previous work (please provide transparency on the
re-use of material to avoid the hint of text-recycling (“self-plagiarism”)).

A single study is not split up into several parts to increase the quantity of
submissions and submitted to various journals or to one journal over time (e.g.
“salami-publishing”).

- No data have been fabricated or manipulated (including images) to support your
conclusions

# No data, text, or theories by others are presented as if they were the author’s own
(“plagiarism”). Proper acknowledgements to other works must be given (this
includes material thatis closely copied (near verbatim), summarized and/or
paraphrased), quotation marks are used for verbatim copying of material, and
permissions are secured for material that is copyrighted.

Important note: the journal may use software to screen for plagiarism.

# Consent to submit has been received explicitly from all co-authors, as well as from
the responsible authorities - tacitly or explicitly - at the institute/organization where
the work has been carried out, before the work is submitted.

- Authors whose names appear on the submission have contributed sufficiently to
the scientific work and therefore share collective responsibility and accountability
for the results.
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In addition:

Changes of authorship or in the order of authors are not accepted after acceptance
of a manuscript.

Requesting to add or delete authors at revision stage, proof stage, or after
publication is a serious matter and may be considered when justifiably warranted.
Justification for changes in authorship must be compelling and may be considered
only after receipt of written approval from all authors and a convincing, detailed
explanation about the role/deletion of the new/deleted author. In case of changes at
revision stage, a letter must accompany the revised manuscript. In case of changes
after acceptance or publication, the request and documentation must be sent via
the Publisher to the Editor-in-Chief. In all cases, further documentation may be
required to support your request. The decision on accepting the change rests with
the Editor-in-Chief of the journal and may be turned down. Therefore authors are
strongly advised to ensure the correct author group, corresponding author, and
order of authors at submission.

Upon request authors should be prepared to send relevant documentation or data
in order to verify the validity of the results. This could be in the form of raw data,
samples, records, etc.

If there is a suspicion of misconduct, the journal will carry out an investigation following the
COPE guidelines. If, after investigation, the allegation seems to raise valid concerns, the

accused author will be contacted and given an opportunity to address the issue. If misconduct

has been established beyond reasonable doubt, this may result in the Editor-in-Chief’s
implementation of the following measures, including, but not limited to:

If the article is still under consideration, it may be rejected and returned to the
author.

If the article has already been published online, depending on the nature and
severity of the infraction, either an erratum will be placed with the article orin
severe cases complete retraction of the article will occur. The reason must be given
in the published erratum or retraction note.

The author’s institution may be informed.

COMPLIANCE WITH ETHICAL STANDARDS

To ensure objectivity and transparency in research and to ensure that accepted principles of
ethical and professional conduct have been followed, authors should include information

regarding sources of funding, potential conflicts of interest (financial or non-financial), informed
consent if the research involved human participants, and a statement on welfare of animals if

the research involved animals.

Authors should include the following statements (if applicable) in a separate section entitled
“Compliance with Ethical Standards” when submitting a paper:

Disclosure of potential conflicts of interest
Research involving Human Participants and/or Animals
Informed consent

Please note that standards could vary slightly per journal dependent on their peer review
policies (i.e. single or double blind peer review) as well as per journal subject discipline.
Before submitting your article check the instructions following this section carefully.

The corresponding author should be prepared to collect documentation of compliance with
ethical standards and send if requested during peer review or after publication.

The Editors reserve the right to reject manuscripts that do not comply with the above-
mentioned guidelines. The author will be held responsible for false statements or failure to
fulfill the above-mentioned guidelines.
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DISCLOSURE OF POTENTIAL CONFLICTS OF INTEREST

Authors must disclose all relationships or interests that could have direct or potential influence
or impart bias on the work. Although an author may not feel there is any conflict, disclosure of
relationships and interests provides a more complete and transparent process, leading to an
accurate and objective assessment of the work. Awareness of a real or perceived conflicts of
interest is a perspective to which the readers are entitled. This is not meant to imply thata
financial relationship with an organization that sponsored the research or compensation
received for consultancy work is inappropriate. Examples of potential conflicts of interests that
are directly or indirectly related to the research may include but are not limited to the
following:

- Research grants from funding agencies (please give the research funder and the
grant number)

- Honoraria for speaking at symposia

# Financial support for attending symposia

- Financial support for educational programs
- Employment or consultation

& Support from a project sponsor

- Position on advisory board or board of directors or other type of management
relationships

- Multiple affiliations
# Financial relationships, for example equity ownership or investment interest
- Intellectual property rights (e.g. patents, copyrights and royalties from such rights)

# Holdings of spouse and/or children that may have financial interest in the work

In addition, interests that go beyond financial interests and compensation (non-financial
interests) that may be important to readers should be disclosed. These may include but are not
limited to personal relationships or competing interests directly or indirectly tied to this
research, or professional interests or personal beliefs that may influence your research.

The corresponding author collects the conflict of interest disclosure forms from all authors. In
author collaborations where formal agreements for representation allow it, it is sufficient for the
corresponding author to sign the disclosure form on behalf of all authors. Examples of forms
can be found

here:

The corresponding author will include a summary statement in the text of the manuscriptin a
separate section before the reference list, that reflects whatis recorded in the potential conflict
of interest disclosure form(s).

See below examples of disclosures:

Funding: This study was funded by X (grant number X).

Conflict of Interest: Author A has received research grants from Company A. Author B has
received a speaker honorarium from Company X and owns stock in Company Y. Author C is a
member of committee Z.

If no conflict exists, the authors should state:

Conflict of Interest: The authors declare that they have no conflict of interest.

AFTER ACCEPTANCE

Upon acceptance of your article you will receive a link to the special Author Query Application
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at Springer’s web page where you can sign the Copyright Transfer Statement online and
indicate whether you wish to order OpenChoice, offprints, or printing of figures in color.

Once the Author Query Application has been completed, your article will be processed and
you will receive the proofs.

Open Choice

In addition to the normal publication process (whereby an article is submitted to the journal
and access to that article is granted to customers who have purchased a subscription),
Springer provides an alternative publishing option: Springer Open Choice. A Springer Open
Choice article receives all the benefits of a regular subscription-based article, butin addition is
made available publicly through Creative Commons Attribution-NonCommercial 4.0
International License.

Springer Open Choice

Copyright transfer

Authors will be asked to transfer copyright of the article to the Publisher (or grant the Publisher
exclusive publication and dissemination rights). This will ensure the widest possible protection
and dissemination of information under copyright laws.

Open Choice articles do not require transfer of copyright as the copyright remains with the
author. In opting for open access, the author(s) agree to publish the article under the Creative
Commons Attribution License.

Creative Commons Attribution-NonCommercial 4.0 International License

Offprints
Offprints can be ordered by the corresponding author.
Color illustrations

Online publication of color illustrations is free of charge. For color in the print version, authors
will be expected to make a contribution towards the extra costs.

Proofreading

The purpose of the proofis to check for typesetting or conversion errors and the completeness
and accuracy of the text, tables and figures. Substantial changes in content, e.g., new results,
corrected values, titte and authorship, are not allowed without the approval of the Editor.

After online publication, further changes can only be made in the form of an Erratum, which will
be hyperlinked to the article.

Online First

The article will be published online after receipt of the corrected proofs. This is the official first
publication citable with the DOI. After release of the printed version, the paper can also be
cited by issue and page numbers.

OPEN CHOICE

In addition to the normal publication process (whereby an article is submitted to the journal
and access to that article is granted to customers who have purchased a subscription),
Springer provides an alternative publishing option: Springer Open Choice. A Springer Open
Choice article receives all the benefits of a regular subscription-based article, butin addition is
made available publicly through Springer’s online platform SpringerLink.

Open Choice
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Copyright and license term — CC BY
Open Choice articles do not require transfer of copyright as the copyright remains with the

author. In opting for open access, the author(s) agree to publish the article under the Creative
Commons Attribution License.

Find more about the license agreement

SCIENTIFIC STYLE

- Please always use internationally accepted signs and symbols for units (Sl units).

# Nomenclature: Insofar as possible, authors should use systematic names similar to
those used by Chemical Abstract Service or [IUPAC.

& Genus and species names should be in italics.

+ Generic names of drugs and pesticides are preferred; if trade names are used, the
generic name should be given at first mention.

- Please use the standard mathematical notation for formulae, symbols, etc.:

Italic for single letters that denote mathematical constants, variables, and unknown
quantities

Roman/upright for numerals, operators, and punctuation, and commonly defined
functions or abbreviations, e.g., cos, det, e or exp, lim, log, max, min, sin, tan, d (for
derivative)

Bold for vectors, tensors, and matrices.

LANGUAGE

Manuscripts that are accepted for publication will be checked by our copyeditors for spelling
and formal style. This may not be sufficient if English is not your native language and
substantial editing would be required. In that case, you may want to ask a native speaker to
help you or arrange for your manuscript to be checked by a professional language editor prior
to submission. A clear and concise language will help editors and reviewers concentrate on
the scientific content of your paper and thus smooth the peer review process.

The following editing service provides language editing for scientific articles in medicine,
biomedical and life sciences, chemistry, physics, engineering, business/economics, and
humanities

Edanz Editing Global

Please contact the editing service directly to make arrangements for editing and payment.

Use of an editing service is neither a requirement nor a guarantee of acceptance for
publication.

READ THIS JOURNAL ON SPRINGERLINK

View Open Access Articles
Online First Articles

All volumes & issues

FOR AUTHORS AND EDITORS
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DESCRIPTION

Food Research International provides a forum for the rapid dissemination of significant novel and high
impact research in food science, technology, engineering and nutrition. The journal only publishes
novel, high quality and high impact review papers, original research papers, short communications
and letters to the editors, in the various disciplines encompassing the science and technology of food.
It is journal policy to publish special issues on topical and emergent subjects of food research or food
research-related areas. Special issues of selected, peer-reviewed papers from scientific meetings,
workshops, conferences on the science, technology and engineering of foods will be also published.

Food Research International is the successor to the Canadian Institute of Food Science and Technology
Journal. Building on the quality and strengths of its predecessor, Food Research International has been
developed to create a truly international forum for the communication of research in food science.

Topics covered by the journal include:

food chemistry food microbiology and safety food toxicology materials science of foods food
engineering physical properties of foods sensory science food quality health and nutrition food
biophysics analysis of foods food nanotechnology emerging technologies environmental and
sustainability aspects of food processing.

Subjects that will not be considered for publication in Food Research International, and will be
rejected as being outside of scope, include :

Studies testing different formulations and ingredients leading to the choice of the best formulation or
ingredient to be used in the manufacture of a specified food; Optimization studies aiming to determine
processing conditions and/or raw materials that increase the yield of a production process or improve
nutritional and sensorial qualities; Studies describing the production of ingredients and only their
characterization without a strong mechanistic emphasis; Studies describing the antioxidant potential
of foods lacking identification of the compounds responsible for the antioxidant activity will not be
published. This is also valid for any other chemical compounds such as phytochemicals and minor
components of foods; Studies on antimicrobial compounds that do not consider a validation step
in foods, lacking full data on chemical composition indicating the compounds responsible for the
inhibitory activity and, when appropriate, the use of molecular biology approaches to support the
findings; Development of analytical methods not comprising a validation step in situ that represent
the range of conditions faced during their application will not be considered; Surveys of chemical,
nutritional, physical and microbiological hazards will not be considered. Only papers presenting a
significant data set, wide coverage, novel and supported by adequate chemical or microbiological
techniques will be considered; Pharmacology and nutritional studies papers focusing in hosts rather
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than in foods or effects of processing in major and minor components of foods. Pharmacology and
nutritional studies that do not contain bioavailability or biofunctionality. Engineering studies lacking of
mathematical verification or validation in situ, when appropriate; Fragmented studies, of low scientific
quality, or poorly written. Studies with no food component.
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GUIDE FOR AUTHORS

INTRODUCTION

Food Research International is the successor to the Canadian Institute of Food Science and Technology
Journal. Building on the quality and strengths of its predecessor, Food Research International has been
developed to create a truly international forum for the communication of research in food science.

Food Research International provides a forum for the rapid dissemination of significant novel and high
impact research in food science, technology, engineering and nutrition. The journal only publishes
novel, high quality and high impact review papers, original research papers, short communications
and letters to the editors, in the various disciplines encompassing the science and technology of food.
It is journal policy to publish special issues on topical and emergent subjects of food research or food
research-related areas. Special issues of selected, peer-reviewed papers from scientific meetings,
workshops, conferences on the science, technology and engineering of foods will be also published.

Food Research International does not publish papers with a product development emphasis, statistical
optimizations of processes or surveys. This is based on the editorial policy of the journal to publish
more fundamental work with a strong quantitative emphasis and of a general nature.

Topics covered by the journal include:

food chemistry food microbiology and safety food toxicology materials science of foods food
engineering physical properties of foods sensory science food quality health and nutrition food
biophysics analysis of foods food nanotechnology emerging technologies environmental and
sustainability aspects of food processing.

Please also refer to the list of subjects not considered in Food Research International before you
submit your paper. These topics can be found in the full aims and scope of the journal.

Research papers - original full-length research papers which have not been published previously,
except in a preliminary form, and should not exceed 6,000 words (including allowance for tables
and illustrations). Review articles - will be accepted in areas of topical interest, will normally
focus on literature published over the previous five years, and should not exceed 12,000 words
(including allowance for tables and illustrations). Short communications - Authors may submit short
communications of significant preliminary findings of about 3000 words and 3 figures/tables on any
subject covered by the Aims and Scope. Letters to the Editor - Letters are published from time to
time on matters of topical interest. Book Reviews

Food Research International is concerned with safeguarding the rights and welfare of animals and
human research subjects. Authors must provide a letter with the approval from the ethics committee
from the respective University or research center where the study was performed.

Submission for all types of manuscripts to Food Research International proceeds totally online. Via
the Elsevier Editorial System (EES) website for this journal, http://ees.elsevier.com/foodres, you will
be guided step-by-step through the creation and uploading of the various files.

Questions regarding content of a proposed submission can be directed to:
foodresearchinternational@gmail.com.

BEFORE YOU BEGIN

For information on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal publication see
https://www.elsevier.com/publishingethics and https://www.elsevier.com/journal-authors/ethics.

If the work involves the use of human subjects, the author should ensure that
the work described has been carried out in accordance with The Code of Ethics
of the World Medical Association (Declaration of Helsinki) for experiments involving
humans, http://www.wma.net/en/30publications/10policies/b3/index.html; Uniform Requirements
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for manuscripts submitted to Biomedical journals, http://www.icmje.org. Authors should include a
statement in the manuscript that informed consent was obtained for experimentation with human
subjects. The privacy rights of human subjects must always be observed.

All animal experiments should be carried out in accordance with the U.K. Animals (Scientific
Procedures) Act, 1986 and associated guidelines, EU Directive 2010/63/EU for animal experiments,
or the National Institutes of Health guide for the care and use of Laboratory animals (NIH Publications
No. 8023, revised 1978) and the authors should clearly indicate in the manuscript that such
guidelines have been followed. All animal studies need to ensure they comply with the ARRIVE
guidelines. More information can be found at http://www.nc3rs.org.uk/page.asp?id=1357.

All authors are requested to disclose any actual or potential conflict of interest including
any financial, personal or other relationships with other people or organizations within
three years of beginning the submitted work that could inappropriately influence, or
be perceived to influence, their work. See also https://www.elsevier.com/conflictsofinterest.
Further information and an example of a Conflict of Interest form can be found at:
http://service.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/286/supporthub/publishing.

Submission of an article implies that the work described has not been published previously
(except in the form of an abstract or as part of a published lecture or academic thesis or as an
electronic preprint, see https://www.elsevier.com/sharingpolicy), that it is not under consideration
for publication elsewhere, that its publication is approved by all authors and tacitly or explicitly by the
responsible authorities where the work was carried out, and that, if accepted, it will not be published
elsewhere in the same form, in English or in any other language, including electronically without
the written consent of the copyright-holder. To verify originality, your article may be checked by the
originality detection service CrossCheck https://www.elsevier.com/editors/plagdetect.

Each author is required to declare his or her individual contribution to the article: all authors must have
materially participated in the research and/or article preparation, so roles for all authors should be
described. The statement that all authors have approved the final article should be true and included
in the disclosure.

Authors are expected to consider carefully the list and order of authors before submitting their
manuscript and provide the definitive list of authors at the time of the original submission. Any
addition, deletion or rearrangement of author names in the authorship list should be made only
before the manuscript has been accepted and only if approved by the journal Editor. To request such
a change, the Editor must receive the following from the corresponding author: (a) the reason
for the change in author list and (b) written confirmation (e-mail, letter) from all authors that they
agree with the addition, removal or rearrangement. In the case of addition or removal of authors,
this includes confirmation from the author being added or removed.

Only in exceptional circumstances will the Editor consider the addition, deletion or rearrangement of
authors after the manuscript has been accepted. While the Editor considers the request, publication
of the manuscript will be suspended. If the manuscript has already been published in an online issue,
any requests approved by the Editor will result in a corrigendum.

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing Agreement' (for
more information on this and copyright, see https://www.elsevier.com/copyright). An e-mail will
be sent to the corresponding author confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal
Publishing Agreement' form or a link to the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for internal
circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale or distribution
outside the institution and for all other derivative works, including compilations and translations
(please consult https://www.elsevier.com/permissions). If excerpts from other copyrighted works are
included, the author(s) must obtain written permission from the copyright owners and credit the
source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases: please consult
https://www.elsevier.com/permissions.
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For open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete an 'Exclusive
License Agreement' (for more information see https://www.elsevier.com/OAauthoragreement).
Permitted third party reuse of open access articles is determined by the author's choice of user license
(see https://www.elsevier.com/openaccesslicenses).

Author rights
As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work. For more
information see https://www.elsevier.com/copyright.

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research and/or
preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study design; in
the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision to
submit the article for publication. If the funding source(s) had no such involvement then this should
be stated.

Elsevier has established a number of agreements with funding bodies which allow authors
to comply with their funder's open access policies. Some authors may also be reimbursed
for associated publication fees. To learn more about existing agreements please Vvisit
https://www.elsevier.com/fundingbodies.

This journal offers authors a choice in publishing their research:

Open access

¢ Articles are freely available to both subscribers and the wider public with permitted reuse.

e An open access publication fee is payable by authors or on their behalf (e.g. by their research
funder or institution).

Subscription

¢ Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient groups through
our universal access programs (https://www.elsevier.com/access).

e No open access publication fee payable by authors.

Regardless of how you choose to publish your article, the journal will apply the same peer review
criteria and acceptance standards.

For open access articles, permitted third party (re)use is defined by the following Creative Commons
user licenses:

Creative Commons Attribution (CC BY)

Lets others distribute and copy the article, create extracts, abstracts, and other revised versions,
adaptations or derivative works of or from an article (such as a translation), include in a collective
work (such as an anthology), text or data mine the article, even for commercial purposes, as long
as they credit the author(s), do not represent the author as endorsing their adaptation of the article,
and do not modify the article in such a way as to damage the author's honor or reputation.

Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs (CC BY-NC-ND)

For non-commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to include in a collective
work (such as an anthology), as long as they credit the author(s) and provided they do not alter or
modify the article.

The open access publication fee for this journal is USD 3550, excluding taxes. Learn more about
Elsevier's pricing policy: https://www.elsevier.com/openaccesspricing.

Authors can share their research in a variety of different ways and Elsevier has a number of green
open access options available. We recommend authors see our green open access page for further
information (http://elsevier.com/greenopenaccess). Authors can also self-archive their manuscripts
immediately and enable public access from their institution's repository after an embargo period. This
is the version that has been accepted for publication and which typically includes author-incorporated
changes suggested during submission, peer review and in editor-author communications. Embargo
period: For subscription articles, an appropriate amount of time is needed for journals to deliver
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value to subscribing customers before an article becomes freely available to the public. This is the
embargo period and it begins from the date the article is formally published online in its final and
fully citable form.

This journal has an embargo period of 12 months.

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a
mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may require editing
to eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific
English may wish to use the English Language Editing service available from Elsevier's
WebShop (http://webshop.elsevier.com/languageediting/) or visit our customer support site
(http://support.elsevier.com) for more information.

Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your article
details and uploading your files. The system converts your article files to a single PDF file used in
the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required to typeset your article for
final publication. All correspondence, including notification of the Editor's decision and requests for
revision, is sent by e-mail.

Authors must provide and use an email address unique to themselves and not shared with another
author registered in EES, or a department.

Please submit the names and institutional e-mail addresses of several potential referees. For more
details, visit our Support site. Note that the editor retains the sole right to decide whether or not the
suggested reviewers are used.

PREPARATION

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used. The text
should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting
codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not use the word
processor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts,
superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each
individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns.
The electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts
(see also the Guide to Publishing with Elsevier: https://www.elsevier.com/guidepublication). Note
that source files of figures, tables and text graphics will be required whether or not you embed your
figures in the text. See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check’
functions of your word processor.

All pages of the manuscript must be humbered. All lines must be numbered continuously throughout
the manuscript.

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered
1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this
numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be
given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literature
survey or a summary of the results.

Material and methods
Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published should be
indicated by a reference: only relevant modifications should be described.

Experimental
Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published should be
indicated by a reference: only relevant modifications should be described.
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Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in the
Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section represents a
practical development from a theoretical basis.

Authors are encouraged to read the helpful notes on statistics applied in the planning of experiments
and assessment of results in the field of food science and technology. The more important univariate
and bivariate parametric and non-parametric methods, their advantages and disadvantages are
presented in "Observations on the use of statistical methods in Food Science and Technology by
Granato (http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996913005723).

Results
Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Results
and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of published
literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may stand
alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in
appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a subsequent appendix,
Eqg. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.

e Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

e Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s)
of each author and check that all nhames are accurately spelled. Present the authors' affiliation
addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-
case superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate address.
Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if available, the
e-mail address of each author.

e Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing
and publication, also post-publication. Ensure that the e-mail address is given and that contact
details are kept up to date by the corresponding author.

e Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was
done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated as
a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately from
the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if
essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should
be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.

A Graphical abstract is mandatory for this journal. It should summarize the contents of the article in
a concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide readership online. Authors must
provide images that clearly represent the work described in the article. Graphical abstracts should be
submitted as a separate file in the online submission system. Image size: please provide an image
with a minimum of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable
at a size of 5 x 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF
or MS Office files. See https://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples.

Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the best
presentation of their images also in accordance with all technical requirements: Illustration Service.
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Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points that
convey the core findings of the article and should be submitted in a separate editable file in the online
submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum
85 characters, including spaces, per bullet point). See https://www.elsevier.com/highlights for
examples.

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and’, 'of'). Be sparing
with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords
will be used for indexing purposes.

You can enrich your article by providing a list of chemical compounds studied in the article. The list of
compounds will be used to extract relevant information from the NCBI PubChem Compound database
and display it next to the online version of the article on ScienceDirect. You can include up to 10
names of chemical compounds in the article. For each compound, please provide the PubChem CID
of the most relevant record as in the following example: Glutamic acid (PubChem CID:611). The
PubChem CIDs can be found via http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound. Please position the list
of compounds immediately below the 'Keywords' section. It is strongly recommended to follow the
exact text formatting as in the example below:

Chemical compounds studied in this article

Ethylene glycol (PubChem CID: 174); Plitidepsin (PubChem CID: 44152164); Benzalkonium chloride
(PubChem CID: 15865)

More information is available at: https://www.elsevier.com/PubChem.

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page
of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first
mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, etc.).

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units (SI). If
other units are mentioned, please give their equivalent in SI.

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae in
line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for small
fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers of e are often
more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that have to be displayed
separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many word
processors can build footnotes into the text, and this feature may be used. Otherwise, please indicate
the position of footnotes in the text and list the footnotes themselves separately at the end of the
article. Do not include footnotes in the Reference list.

Image manipulation

Whilst it is accepted that authors sometimes need to manipulate images for clarity, manipulation for
purposes of deception or fraud will be seen as scientific ethical abuse and will be dealt with accordingly.
For graphical images, this journal is applying the following policy: no specific feature within an image
may be enhanced, obscured, moved, removed, or introduced. Adjustments of brightness, contrast,
or color balance are acceptable if and as long as they do not obscure or eliminate any information
present in the original. Nonlinear adjustments (e.g. changes to gamma settings) must be disclosed
in the figure legend.
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Electronic artwork

General points

e Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

e Embed the used fonts if the application provides that option.

e Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, Symbol, or
use fonts that look similar.

e Number the illustrations according to their sequence in the text.

e Use a logical naming convention for your artwork files.

¢ Provide captions to illustrations separately.

¢ Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

e Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
https://www.elsevier.com/artworkinstructions.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then
please supply 'as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is
finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of 1000 dpi.
TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a minimum of
500 dpi.

Please do not:

e Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically have a
low number of pixels and limited set of colors;

e Supply files that are too low in resolution;

e Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or
MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit
usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear
in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations
are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please
indicate your preference for color: in print or online only. For further information on the preparation
of electronic artwork, please see https://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A
caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep
text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the
relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively in
accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate results
described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or
'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted
for publication.
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Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any
further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.),
should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a
different heading if desired, or can be included in the reference list.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in
the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the
most popular reference management software products. These include all products
that support Citation Style Language styles (http://citationstyles.org), such as Mendeley
(http://www.mendeley.com/features/reference-manager) and Zotero (https://www.zotero.org/), as
well as EndNote (http://endnote.com/downloads/styles). Using the word processor plug-ins from
these products, authors only need to select the appropriate journal template when preparing their
article, after which citations and bibliographies will be automatically formatted in the journal's style.
If no template is yet available for this journal, please follow the format of the sample references and
citations as shown in this Guide.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the following
link:

http://open.mendeley.com/use-citation-style/food-research-international

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley plug-
ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference style

Text: Citations in the text should follow the referencing style used by the American
Psychological Association. You are referred to the Publication Manual of the American Psychological
Association, Sixth Edition, ISBN 978-1-4338-0561-5, copies of which may be ordered from
http://books.apa.org/books.cfm?id=4200067 or APA Order Dept.,, P.O.B. 2710, Hyattsville, MD
20784, USA or APA, 3 Henrietta Street, London, WC3E 8LU, UK.

List: references should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if
necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must be identified by
the letters 'a’, 'b', 'c', etc., placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J. A. J., & Lupton, R. A. (2010). The art of writing a scientific article.
Journal of Scientific Communications, 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk, W., Jr.,, & White, E. B. (2000). The elements of style. (4th ed.). New York: Longman, (Chapter
4).

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G. R., & Adams, L. B. (2009). How to prepare an electronic version of your article. In B. S.
Jones, & R. Z. Smith (Eds.), Introduction to the electronic age (pp. 281-304). New York: E-Publishing
Inc.

Reference to a website:

Cancer Research UK. Cancer statistics reports for the UK. (2003). http://www.cancerresearchuk.org/
aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/ Accessed 13.03.03.

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This can be done in the
same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body
text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly
relate to the video file's content. In order to ensure that your video or animation material is directly
usable, please provide the files in one of our recommended file formats with a preferred maximum
size of 150 MB. Video and animation files supplied will be published online in the electronic version
of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com.
Please supply 'stills' with your files: you can choose any frame from the video or animation or
make a separate image. These will be used instead of standard icons and will personalize the
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link to your video data. For more detailed instructions please visit our video instruction pages at
https://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and animation cannot be embedded
in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and the print version
for the portions of the article that refer to this content.

Supplementary material can support and enhance your scientific research. Supplementary files
offer the author additional possibilities to publish supporting applications, high-resolution images,
background datasets, sound clips and more. Please note that such items are published online exactly
as they are submitted; there is no typesetting involved (supplementary data supplied as an Excel
file or as a PowerPoint slide will appear as such online). Please submit the material together with the
article and supply a concise and descriptive caption for each file. If you wish to make any changes to
supplementary data during any stage of the process, then please make sure to provide an updated
file, and do not annotate any corrections on a previous version. Please also make sure to switch
off the '"Track Changes' option in any Microsoft Office files as these will appear in the published
supplementary file(s). For more detailed instructions please visit our artwork instruction pages at
https://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Authors have the option of converting any or all parts of their supplementary or additional raw data into
one or multiple Data in Brief articles, a new kind of article that houses and describes their data. Data
in Brief articles ensure that your data, which is normally buried in supplementary material, is actively
reviewed, curated, formatted, indexed, given a DOI and publicly available to all upon publication.
Authors are encouraged to submit their Data in Brief article as an additional item directly alongside the
revised version of their manuscript. If your research article is accepted, your Data in Brief article will
automatically be transferred over to Data in Brief where it will be editorially reviewed and published in
the new, open access journal, Data in Brief. Please note an open access fee is payable for publication
in Data in Brief. Full details can be found at http://www.journals.elsevier.com/data-in-brief. Please
use the following template to write your Data in Brief: https://www.elsevier.com/dib-template.

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving readers access to
relevant databases that help to build a better understanding of the described research. Please refer
to relevant database identifiers using the following format in your article: Database: xxxx (e.g., TAIR:
AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN). See https://www.elsevier.com/databaselinking for more
information and a full list of supported databases.

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published article.
AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online article on
ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in their own words and
to help readers understand what the paper is about. More information and examples are available at
https://www.elsevier.com/audioslides. Authors of this journal will automatically receive an invitation
e-mail to create an AudioSlides presentation after acceptance of their paper.

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the journal
for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designhated as the corresponding author with contact details:

e E-mail address

e Full postal address

All necessary files have been uploaded, and contain:

e Keywords

e All figure captions

¢ All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

e Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked'

e References are in the correct format for this journal

¢ All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

e Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the
Internet)
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Printed version of figures (if applicable) in color or black-and-white
¢ Indicate clearly whether or not color or black-and-white in print is required.
For any further information please visit our customer support site at http://support.elsevier.com.

AFTER ACCEPTANCE

The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic documents. The DOI
consists of a unique alpha-numeric character string which is assigned to a document by the publisher
upon the initial electronic publication. The assigned DOI never changes. Therefore, it is an ideal
medium for citing a document, particularly 'Articles in press' because they have not yet received their
full bibliographic information. Example of a correctly given DOI (in URL format; here an article in the
journal Physics Letters B):

http://dx.doi.org/10.1016/j.physletb.2010.09.059

When you use a DOI to create links to documents on the web, the DOIs are guaranteed never to
change.

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system, allowing
annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS Word: in addition to
editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions from the Copy Editor.
Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing you to directly type
your corrections, eliminating the potential introduction of errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All instructions
for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative methods to the online
version and PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please use this
proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and
figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be considered at this
stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all corrections are sent back
to us in one communication. Please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent
corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility.

The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50 days free
access to the final published version of the article on ScienceDirect. The Share Link can be used
for sharing the article via any communication channel, including email and social media. For an
extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once the
article is accepted for publication. Both corresponding and co-authors may order offprints at any
time via Elsevier's Webshop. Corresponding authors who have published their article open access do
not receive a Share Link as their final published version of the article is available open access on
ScienceDirect and can be shared through the article DOI link.

AUTHOR INQUIRIES

You can track your submitted article at https://www.elsevier.com/track-submission. You can track
your accepted article at https://www.elsevier.com/trackarticle. You are also welcome to contact
Customer Support via http://support.elsevier.com.

© Copyright 2014 Elsevier | http://www.elsevier.com
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