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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
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SPRAY DE DIFERENTES TIPOS DE AGUA
ELETROLISADA EM CARNE SUINA

AUTOR: DIRCEU RODRIGUES ATHAYDE
ORIENTADOR: ALEXANDRE JOSE CICHOSKI
CO-ORIENTADOR: ROGER WAGNER
LOCAL E DATA DA DEFESA: SANTA MARIA, 4 DE MARCO DE2016.

A aplicacdo na forma de spray de diferentes tippsiglia eletrolisada (AE) foi estudada
com o objetivo de verificar seus efeitos no deskmwento de bactérias, na oxidacdo de
lipidios e proteinas, e também na cor. A tempesatli8°C e 30°C) e o volume aplicado
(100 e 200 ml em 250 g de lombo suino) das AE, bemo a presséo (30 psi e 45 psi)
foram varidveis testadas em seis experimentosx@erienentos desde o principio tiveram
como base a economia de agua e energia, fundadosnta economia de recursos. A agua
eletrolisada acida (AEA), 4gua eletrolisada fracatméicida (AEFA) e agua eletrolisada
basica (AEB) foram aplicadas de maneira individgakiveram menor efeito do que a
aplicacdo das AE de maneira alternadas (AEB + AEAE® + AEFA) em mesdfilos,
bactérias lacticag:nterobacteriaceagscom pouco efeito em bactérias psicrotroficas. As
bactérias lacticas tiveram crescimento favorecidaebiente a vacuo e interferiram no pH
da carne, enquanto os tratamentos com AE néoentarh no pH da carne em todos os
experimentos. O efeito frente as bactérias dosratifes tipos e combinacdes de AE
apresentaram a tendéncia de diminuir até o diaelarthazenamento. Ao longo do tempo
de armazenamento a aplicagdo de AEB + AEA e AEBEFA em 45 psi foram mais
significativos em manter a reducéo das bactériagpudaos tratamentos individuais. Ainda, a
temperatura da AE aplicada ndo pareceu influemmarresultados das analises realizadas.
Ocorreu maior evolucao da oxidacao lipidica com AEAEFA, enquanto com a AEB os
valores ficaram mais préximos ao controle. QuaA#® e AEFA foram aplicadas de
forma alternada, a AEB ao ser aplicada primeirqo@rcionou protecdo a gorduras e as
proteinas do ataque da AEA e AEFA, fato este que odbrreu quando estas foram
aplicada de maneira individual. O atributo cor fidoalterado de maneira significativa
pelos diferentes tipos de AE individuais, mas eticagbes alternadas a pressao de 45 psi
promoveu pequena alteracdo na cor. Correlagcbes entiol e o carbonil indicaram a
evolucdo da oxidacdo proteica na carne suina agumargeriodo de armazenamento em
todos os experimentos realizados. O potencial réd®R) demonstrou ser uma anélise que
pode contribuir para compreensdo do aspecto oxalata carne. O hexanal foi mais
detectado na combinacdo de AEB + AEA do que AEB EFA no tempo de
armazenamento. A aplicacéo de spray de difereipies de AE mostrou-se uma alternativa
com potencial de uso e reducdo de quantidade deudtdjlaada, sendo a forma alternada de
aplicacdo mais vantajosa do que a aplicacdo ingaidobre atributos de qualidade da
carne de porco, como bactérias e fisico-quimica.

PALAVRAS-CHAVE: agua eletrolisada, bactérias, oxidacdes, carna sigitnologia nao
convencional, meio ambiente.
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WATER IN PIG MEAT
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Spray application of electrolysed water (EW) diéfier types was studied with objective of
verify effects in bacterial growth, lipid and proteoxidation, also color. Temperature (18
and 30°C) and applied volume of water (100 and 200 of EW to 250 g of pork loin), as
well pressure (30 and 45 psi) was tested variablesx experiments. From the beginning
the experiments was based in water and energygayiaunded in resources saving. Acid
electrolysed water (AEW), slightly acid electrolisvater (SAEW) and basic electrolysed
water (BEW) was applied individual, and had ledsatfthan alternate (BEW +AEW and
BEW+SAEW)  applications  regarding  mesophylls, lacticacid bacterias,
Enterobacteriaceaesyith little effect on psychrotrophics. Lactic addcterias growth was
favored in vacuum environment and interfered ontnpéf while EW treatments had no
interferences in meat pH along six experimentsid@ad effects of different EW types and
combinations presented decrease tendencies ufftistbbage day. Along storage BEW +
AEW and BEW + SAEW at 45 psi was more significanteduce bacterias than individual
treatments. Still, EW temperature had no influenceesults of realized analysis. Lipid
oxidation with AEW and SAEW was higher than BEW tthead values according to
control. When AEW and SAEW was applied in alternfmen, the application of BEW
applied first provided fats and protein protectioom AEW and SAEW attack, and this
fact don’'t occurred when EW was individually apgdli€Color had no significant changes
for individual EW applications, but in alternatepéications, 45 psi promote little changes
in color. Correlations with carbonyl and thiol indted protecin oxidation evolution in pig
meat long storage period in all experiments. Redpotential demonstrated be a good
analysis that can be contributed to comprehendiaxidative aspect of meat. Hexanal was
more detected in BEW + AEW than BEW +SAEW in steraigne. Different types of EW
spraying application can be a good alternative wih potential and decrease quantity of
utilized water, being alternate form of applicatiomre advantageous than individual
application about quality attributes of pig me#e Ibacterias and physic-chemical.

KEY-WORDS: electrolysed water; bacterias; oxidation; pig meatin-conventional
technology; environment.
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1. INTRODUCAO

A carne € um alimento mundialmente consumido, independente da regiao,
desenvolvimento econémico e cultura do pais. Ainda é considerada uma das
principais atividades no mercado de alimentos, visto que € responsavel por grande
parcela de empregos e giro de capital (GOMIDE; RAMOS; FONTES, 2013). Fonte
de muitos nutrientes, torna-se importante na alimentacdo da populacéo, logo, é
preciso que cada vez mais ela se constitua em um alimento seguro do ponto de vista
de saude do consumidor e que tenha tempo de prateleira suficiente para justificar a
sua comercializacdo a nivel mundial e capacidade de distribuicdo para o consumo,
com manutencéao de propriedades desejadas.

Desde o ano de 1980, a producdo de carne suina mais que triplicou em termos
de toneladas de carne (ABCS, 2014). E importante ressaltar que junto com a carne
de frango, a carne suina € bem vista em termos mundiais devido as suas
caracteristicas peculiares e possibilidade de aproveitamento em grande variedade
de subprodutos.

Atualmente, é muito importante em processos industriais a busca por
tecnologias que possam ser implementadas na planta de abate de animais visando
minimizar o impacto ao meio ambiente, diminuir o gasto de energia e de recursos
naturais, bem como pouca producéo de residuos téxicos e/ou quimicos. Pensando
nisso, as tecnologias nédo convencionais surgem como opg¢do com potencial de
aplicacdo na industria de alimentos. Muitas sdo as novas tecnologias com
possibilidade de implementacdo na industria de carnes, dentre elas pode-se citar o
uso de ultrassom, radiacdo ultravioleta, aquecimento 6hmico, entre outros. A agua
eletrolisada (AE) figura como uma destas novas tecnologias.

A maioria dos trabalhos constantes na literatura relatam o efeito da AE ap6s
imersdo (ISSA-ZACHARIA et al 2011; XU et al, 2014), sendo muito pouco estudada
a aplicacdo desta sob a forma de aspersdo em spray. Ainda, a parcela dominante de
temas tratados refere-se a qualidade microbiolégica do alimento, sendo que 0s
aspectos fisico-quimicos muitas vezes sdo sequer mencionados. Além disso, 0s
detalhes sobre a prépria aplicacédo, tal como temperatura da AE e do alimento, assim
como o tempo de tratamento sdo informacdes que faltam nos trabalhos constantes

na literatura. Uma vez que estes detalhes sdo importantes para o estudo do efeito de



AE, a quantidade de agua utilizada também deveria ser relatada, e este dado muitas
vezes também ndo é revelado nos trabalhos.

Economia de agua e energia sédo objetivos da aplicacdo de tecnologias nao
convencionais, e seus beneficios em relacdo ao que € atualmente utilizado precisam
ser comprovados. Por outro lado também n&o adianta obter resultados excepcionais
de descontaminagdo microbiolégica se o consumo de agua for maior do que o ja
utilizado em etapas como lavagem da carcaca antes da camara fria, ou afetar as
caracteristicas desejaveis da carne. E importante frisar que um dos objetivos deste
trabalho foi aplicar os diferentes tipos de AE na forma de spray no musculo ainda
guente, simulando o ambiente de abate, visando avaliar a qualidade microbioldgica,
e as condi¢cdes oxidativas e de cor da mesma entre os tratamentos e no decorrer do
tempo de armazenamento, mas sempre levando-se em conta a utilizacdo da menor
guantidade de agua possivel.

O objetivo geral deste trabalho foi:

* APLICAR PEQUENA QUANTIDADE DE DIFERENTES TIPOS DE AE SOB A
FORMA DE SPRAY EM CARNE SUINA AINDA QUENTE (33°C) E AVALIA-LA
DURANTE O PERIODO DE ARMAZENAMENTO.

Os obijetivos especificos foram:

« AVALIAR ACAO DA AE EM BACTERIAS LOGO APOS APLICACAO E
DURANTE O PERIODO DE ARMAZENAMENTO DA CARNE SUINA EM
TEMPERATURA DE 4°C SOB VACUO .

* VERIFICAR OXIDAQOES LIPIDICAS E PROTEICAS LOGO APOS
APLICAQAO DE AE E DURANTE PERIODO DE ARMAZENAMENTO EM
TEMPERATURA DE 4°C SOB VACUO, BEM COMO pH, POR E COR DA CARNE
SUINA.

2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AGUA ELETROLISADA: PRODUCAO E QUIMICA



O processo de eletrolisacdo da agua e consequentemente a obtencéo de AE
consiste na passagem de uma solucdo salina diluida de cloreto de sodio (NaCl) ou
outro sal clorado por uma camara de eletrolisacdo com dois polos,
convencionalmente chamados de anodo (+) e catodo (-) (Figura 1), que podem ser

separados ou ndo por uma membrana (CUI et al, 2009; HUANG et al, 2008).
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Figura 1. Esquema do eletrolisador de agua que pode conter ou ndo a membrana de separacao.
Fonte: HUANG et al, 2008.

Em sistemas que apresentam divisdo com membrana, dois tipos distintos de
agua sao obtidos: a agua eletrolisada acida (AEA) proveniente do anodo, e a agua
eletrolisada basica (AEB) proveniente do catodo (CUI et al, 2009; HUANG et al,

2008). O principio de producédo da AE pode ser demonstrado conforme Equacéao 1.



Equacéo 1. Principio da eletrolisacdo. Adaptado de: HUANG et al, 2008.

ANODO: 2H,0 — 4H" + O, | +4e
2NaCl — Cl, T +2e~ +2Na™
Cl, + H,O — HCIl + HOCI

CATODO:2H,0 +2¢~ — 20H™ +H, 1
2NaCl +20H — 2NaOH + CI

A AEA possui caracteristicas opostas a AEB, sendo estas demostradas na
Tabela 1.

Tabela 1. Tipos de agua obtidas por eletrolisador contendo membrana de
separacao. Fonte: CUI et al, 2009; HUANG et al, 2008.

Tipo de 4gua pH Potencial de oxidacdo -reducédo (POR)
AEA <3.0 > 1000 mV
AEB >10.0 - 800 a -900 mV

Conforme a Tabela 1, a AEA apresenta pH baixo, o que pode ser explicado
pela presenca de cloro (Cl,), acido hipocloroso (HOCI) e acido cloridrico diluido
(HCI), de acordo com a Figura 1. Em contraponto a AEB possui o pH alto por causa
da presenca de hidroxido de sédio (NaOH) diluido, além de poder possuir uma
pequena quantidade de hipoclorito (OCI’) e H,.

Ha ainda um terceiro tipo de que pode ser produzido, e esta resulta da
mistura das AEA e AEB em aparelhos com membrana ou pode ser produzida
diretamente em camaras de eletrolisacdo sem membrana de divisdo, sendo
chamada de agua eletrolisada fracamente acida (AEFA). Segundo GUENTZEL et al
(2008) a AEFA caracteriza-se por apresentar pH em torno de 6,5 e potencial de
oxido-reducao na faixa de 800-900 mV, bem como 95% do cloro da agua na forma
de acido hipocloroso (HOCI), 5% como ion hipoclorito (OCI) e tracos de Cl,
aproximadamente. E importante notar que o cloro presente na AEFA esta
prioritariamente sob a forma de HOCI (figura 2), e uma vez que a perda de cloro do
meio se da por meio do elemento quando na forma de Cl,, o pH neutro da AEFA
pode evitar a rapida evaporacédo do cloro. Isso resulta em manutencdo dos niveis de

HOCI e consequente manutencéo da atividade que a AEFA apresenta contra 0s



microrganismos (LEN et al, 2002). O HOCI é a forma mais germicida em solucbes
de cloro aquoso, podendo possuir atividade sanitizante 80 vezes mais eficiente
comparada ao OCI nas mesmas concentracdes (EIFERT & SANGLAY, 2002). Além
disso a AEFA apresenta-se néo corrosiva e mais estavel para o armazenamento em
comparacdo a AEA e menos danosa a saude do trabalhador justamente por haver
menor desprendimento de Cl, (CAO et al, 2009).
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Figura 2. Relacdo pH X Concentracdo de Cloro Livre (%) (CCL%). Adaptado de RAHMAN; DING;
OH, 2010.

Quando estudou os fatores interferentes na producao de AE, HSU (2005)
verificou que a taxa de fluxo de agua produzida interferia na concentracdo de cloro
livre (CCL) e POR, em relacéo indiretamente proporcional. Percebeu também que a
concentracdo de sal da salmoura interferia numa relacdo diretamente proporcional
com CCL e com a condutividade elétrica da AE. Outra observagcdo foi que a

temperatura ndo causou uma grande alteracéo na eletrolise.

2.2 TEORIAS SOBRE O MECANISMO DE ACAO DA AE EM MICR ORGANISMOS

N&o ha consenso sobre ser um mecanismo (ou mais de um) o responsavel
pela acdo da AE, além de eles serem de diversos tipos. O POR da AEA pode ser o
causador de dano a bactéria E. coli O157:H7 pois pode afetar seu estado de éxido-

reducdo e atingir as membranas internas e externas, causando necrose da célula



(LIAO; CHEN; XIAO, 2007). No entanto a AEFA apresenta atividade contra bactérias
igual ou maior & AEA ou solucdo de hipoclorito de sédio (NaOCIl) com a mesma
guantidade de CCL (CAO et al, 2009). Além disso, tem a vantagem de conter um
baixo teor de cloro livre (RAHMAN et al, 2012), at¢ menor que tratamentos
convencionalmente utilizados, além de fornecer maior seguranca ao trabalhador,
nao gerar residuo no alimento tratado, bem como necessitar de pequeno tempo para
a sua producdo (RAHMAN; DING; OH, 2010).

ALBRICH, MCCARTHY e HURST (1981) verificaram que o HOCI tem a
capacidade de alterar a respiracdo de bactérias por destruir sua cadeia
transportadora de elétrons e diminuir nucleotideos de adenina. Segundo EIFERT &
SANGLAY (2002) o cloro pode também afetar os microrganismos por inibir certas
enzimas que metabolizam carboidratos e que possuem grupos sulfidrilicos sensiveis
ao cloro, o que acarreta em bloqueio na oxidagao da glicose. Pode-se dizer que um
OuU mais mecanismos é gue sao responsaveis pelo poder do cloro e suas espécies
frente a microrganismos. Dentre eles, pode-se citar inativacdo de enzimas-chave,
interrupcdo de acidos nucleicos, levando a inativacdo e dano oxidativo a parede
celular ou outras partes vitais da célula (WHITE, 2010). Outra possibilidade avaliada
por ZENG et al (2010) foi que a atividade da enzima desidrogenase de Escherichia
coli e Staphylococcus aureus decai rapidamente quando a bactéria € exposta a AEA,
aliado ao fato de alterar a permeabilidade da membrana bacteriana, por fim
ocasionando aumento de condutividade e quedas bruscas de DNA intracelular e
ions potéassio.

Para XIONG et al (2010) a quantidade de OH" presente na AEA e AEFA pode
também ser um ponto de destaque na eficiéncia fungicida das mesmas, uma vez
que o OH pode danificar a estrutura normal da conidia, desestabilizando seu
equilibrio ibnico. No entanto, HAO et al (2012) sugere que a forma do composto de
cloro desempenha papel fundamental na capacidade de desinfeccdo de AEA e
AEFA, em vez do radical OH". MOKUDAI et al (2012) sugerem que o efeito da AEA é
atribuido ao HOCI, e ndo ao OH’, pelo menos diretamente, mas indiretamente, uma
vez que apds a penetracdo do HOCI na célula bacteriana, este radical OH" seria
gerado (MOKUDAI; KANNO; NIWANO, 2015).
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2.3 APLICACOES DA AE

A AE funciona como uma espécie de “agente sanitizante” em vista de suas
caracteristicas. Em virtude disso, suas aplicacdes podem ser das mais diversas em
alimentos e em casos indiretamente relacionados a alimentos, como por exemplo na

limpeza de superficies utilizadas no seu preparo.

2.3.1 AE em alimentos

A AE ja foi aplicada em diversos alimentos buscando-se avaliar o seu efeito
frente & microrganismos. XIE et al (2012) pesquisaram alguns parametros da AEA
frente & Vibrio parahemolyticus e Listeria monocytogenes em camarao armazenado
a diferentes temperaturas. Ainda com Vibrio parahemolyticus, WANG et al (2014a)
estudaram a aplicacado de AEA ao camardo, e WANG et al (2014b) fizeram o modelo
de inativacdo desta bactéria. LOI-BRADEN et al (2005) estudaram o efeito de AE
frente a Escherichia coli e Salmonella. LIN et al (2013) verificaram a acdo da AEA na
forma de gelo para preservagdo da qualidade do camarédo, e WANG et al (2014c)
investigaram o efeito da AEA na forma de gelo para verificar efeitos na qualidade de
camardo armazenado no escuro, e viram que a AEA na forma de gelo funciona bem
como inibidor da enzima polifenol oxidase, que causa melanose no produto e
consequente queda na aceitabilidade.

PHUVASATE & SU (2010) verificaram que AE na forma de agua e gelo pode
ser usada para a reducdo de bactérias produtoras de histamina nas superficies de
preparo de alimentos e na pele de peixes. MCCARTHY & BURKHARDT Il (2012)
estudaram que AEA quando usada para limpeza de materiais utilizados no preparo
de alimentos pescados, na forma de spray intermitente pode reduzir ou prevenir a
formacéo de biofilmes bacterianos.

Em aplicacdo em carne suina, AEA foi investigada quanto a acado frente a
Listeria. monocytogenes, Salmonella typhimurium, Campylobacter coli em
comparacao a outros tratamentos tal como acido latico 2%, e verificou-se que 15

segundos de aplicacdo na forma de spray foi o suficiente para reduzir a ultima
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espécie supracitada, sendo necessario maiores tempos para as outras duas
(FABRIZIO & CUTTER, 2004).

A AE é estudada também quanto a sua aplicacdo nos mais diversos alimentos
de origem vegetal, tal como em espinafre e alface (GUENTZEL et al, 2008),
cogumelos (DING; RAHMAN; OH, 2011), magas minimamente processadas
(GRACA et al, 2011), vegetais frescos prontos para o consumo e brotos (ISSA-
ZACHARIA et al, 2011).

2.3.2 AE em outros usos indiretamente relacionados com alimentos

A acdo da AEFA contra Vibrio vulnificus e Vibrio parahaemolyticus foi
estudada por QUAN et al (2010) com efeito bactericida mais rapido do que produtos
quimicos como hipoclorito de sddio (NaOCIl), com mesma CCL. AEB possui
capacidade de remover o biofilme de S. aureus equivalente a 2% de NaOH e AEA é
tdo bactericida quanto 2% de HCI para afetar S. aureus no biofilme (SUN et al,
2012). AEFA obteve propriedades bactericidas e foi eficaz em reduzir Listeria
monocytogenes em biofilmes alocados em aco inox e em vidros (AREVALOS-
SANCHEZ et al, 2012).

AE também apresenta acéo contra fungos, como Aspergillus flavus (XIONG et
al, 2010), Candida albicans (ZENG et al, 2011), Botrytis cinerea e Monilinia
fructicola (GUENTZEL et al, 2010), Fusarium spp. (AUDENAERT et al, 2012). Ainda
AEA é capaz de diminuir a concentragdo da Aflatoxina B; em amendoins (ZHANG et
al, 2012), no entanto AEFA pode desencadear a biossintese de Deoxinivalenol, que
também €& uma micotoxina, em grdos de trigo contaminados com Fusarium spp.
(AUDENAERT et al, 2012). Quando estudada a acdo da AE frente ao virus
influenza, uma potente agao virucida foi verificada (TAMAKI et al, 2014).

A AE foi eficaz em reduzir residuos de pesticidas como acefato, ometoato e
dimetil diclorovinil fosfato em vegetais sem afetar o conteddo de vitamina C, e ndo

acarretar em reducao de perda nutricional (HAO et al, 2011).
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2.4 OXIDACOES DE LIPIDIOS E PROTEINAS

2.4.1 Oxidacoes lipidicas

Os lipidios sdo compostos chamados comumente de “gorduras” ou “6leos”,
dependendo de como encontram-se em temperatura ambiente, solidos ou liquidos
respectivamente. Os seus principais componentes sdo 0s acidos graxos, que podem
ser saturados ou insaturados, sendo estes 0s responsaveis pelo estado fisico
apresentado a 25°C. Quando a composicao é de mais acidos graxos saturados, o
estado sera solido, e insaturados é mais liquido. Nos animais, grande parte dos
acidos graxos estao contidos sob a forma de ésteres de glicerol, formando estruturas
menos toxicas as células do que os acidos graxos livres, que sdo mono-, di- e tri-
acilglicerdis. Os animais possuem outros lipidios também, tal como fosfolipidios,
esterdis (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010a).

Estruturas lipidicas estdo sujeitas a reagcfes de oxida¢des, que como produto
final leva a um estado conhecido como rancidez oxidativa, uma condi¢cdo que
provoca perda de qualidade de carne in natura. Trés etapas sdo descritas na
ocorréncia de oxidacbes, sendo elas iniciacdo, propagacdo e terminacao
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010a).

Iniciacdo: Nesta etapa ocorre perda de um hidrogénio do acido graxo e formacao de
um radical alquil (L").

Propagacéo: O radical alquil pode ganhar a adicdo de oxigénio, podendo serem
tomados dois caminhos: para estabilizar-se, o radical peroxil (LOO") arranca um
hidrogénio de um &cido graxo, formando um hidroperéxido (LOOH), e por outro lado
desestabiliza o acido graxo o qual ele subtraiu o hidrogénio para estabilizar-se,
provocando a formagdo de um novo radical alquil (L"), e propagacdo da oxidacao.
Resumindo, o radical formado na iniciacédo, estabiliza-se com a desestabilizacdo de
um outro acido graxo, que desestabilizara outro acido graxo e assim propagara a
oxidagao.

Terminagao: A terminacdo da oxidagdo ocorre com a estabilizacdo de radicais, com
combinacdo de um radical peroxil (LOO%), com um radical alquil (L") por exemplo,

resultando na formacg&o de um dimero (LOOL) estavel.
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De maneira geral, diversos sao os produtos de oxidacdo que podem ser
estudados para compreensdo de como ocorre a oxidagdo ou em que fase ela
encontra-se, e entre eles estdo determinacdo de peroxidos e malonaldeido (ADDIS,
1986), este ultimo detectado pelo teste conhecido como ‘espécies reativas ao acido
tio-barbittrico’ ou TBARS (ROSS; SMITH, 2006). O teste de TBARS € comumente
empregado para verificagcdo da extensdo da oxidagdo lipidica, e baseia-se na
obtencdo de um cromoforo vermelho, produto da reacdo de acido tiobarbitarico e
MDA (ESTEVEZ; MORCUENDE; VENTANAS, 2008). Os principais produtos
primérios de oxidacado lipidica sdo os hidroperoxidos, bem como compostos com
insaturacbes conjugadas, que sdo instaveis e decompdem-se para produtos
secundarios de oxidacado, tais como alcanos, alcenos, aldeidos, cetonas, entre
outros (ROSS; SMITH, 2006). Os estagios da oxidacao lipidica sdo caracterizados
com formacao de produtos primarios como peroxidos e formagédo de compostos com
ligagbes dupla conjugada (dienos, trienos), e os produtos de oxidacdo secundarios
sdo detectados em testes como TBARS e deteccdo de compostos volateis
(LAGUERRE; LECOMTE; VILLENEUVE, 2007).

Em particular, hexanal e pentanal por estarem diretamente relacionados como
sendo produtos de oxidacdo de &cidos graxos insaturados do tipo 6mega-6 (n-6)
(ROMEU-NADAL; CASTELLOTE & LOPEZ-SABATER, 2004), comecam a ser
usados como marcadores de oxidacado lipidica de produtos que contenham estes
acidos graxos, pela sua alta correlacdo com o teste de TBARS, que € comumente
empregado como o teste verificador de estado oxidativo de carne (BRUNTON et al,

2000) como verificado na Figura 3 e 4.
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Figura 4. Relacdo entre TBARS e pentanal. Fonte: BRUNTON et al, 2000.

A escolha pela carne suina foi importante para posterior verificacdo do efeito
da aplicacdo da AE em virtude da sua composicdo (%), por apresentar boa
quantidade de acidos graxos mono-insaturados (46%) e poli-insaturados (11%),
maiores do que na carne bovina (43% e 5,9% respectivamente) e ovina (40% e 4%

respectivamente), bem como menores teores de acidos graxos saturados (40% para
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suinos, 46% para bovinos e 51% para ovinos) (GOMIDE; RAMOS; FONTES, 2013).
Uma vez que isto é importante para melhor verificagdo da possivel atividade da AE
frente a oxidacéo lipidica. Este fator poderia ser dificultado acaso houvesse numeros
altos de acidos graxos saturados e baixos de mono e poli-insaturados, uma vez que
a oxidacdao inicia-se principalmente em ligacdes duplas na molécula de &cido graxo
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010a).

2.4.1.1 Microextracao em fase solida (SPME) em volateis provenientes da oxidacao

A técnica ‘microextracdo em fase solida’ (SPME) é comumente usada para
determinacdo de produtos volateis provindos de oxidacao lipidica e em varios tipos
de produtos, tal como hexanal e pentano em comidas liquidas infantis (GARCIA-
LLATAS et al, 2006), hexanal em leite humano (ELISIA & KITTS, 2011), hexanal em
carne suina (FERNANDO; BERG; GRUN, 2003), hexanal em manteiga (PANSERI et
al, 2011).

Basicamente a SPME é uma técnica que baseia-se na concentracdo de
analitos situados no headspace da unidade de extracdo que contém a amostra,
conhecida como vial. O aparato de SPME € uma fibra que adsorve as substancias a
serem analisadas, as quais logo apés serdo dessorvidas em um equipamento de
cromatografia a gas (GC). Conforme Figura 5, a técnica de SPME é demonstrada
em esquema de passo a passo (VALENTE & AUGUSTO, 2000).
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Figura 5. SPME em etapas de extracdo e analise cromatografica propriamente dita em cromatografo
a gas. Fonte: VALENTE & AUGUSTO, 2000.

Na Figura 5 ha demonstracdo de duas etapas: a extragcdo que consiste
basicamente na concentragcdo dos analitos presentes no headspace do vial que
contém a amostra, e a andlise cromatografica que € a insercao da fibra de SPME em
aparelho de GC para obtencdo do espectro de volateis que podem ser identificados
como provindos da oxidacao lipidica, tal como o hexanal, em cromatogramas como

na Figura 6.
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Figura 6. Cromatograma obtido de leite humano por SPME-GC/MS. Adaptado de: ELISIA & KITTS,
2011.

2.4.2 Oxidacdes de proteinas

As proteinas apresentam susceptibilidade a oxidacdo de residuos de
aminoacidos como a metionina, cisteina, cistina, triptofano, histidina e tirosina, e
ainda podem sofrer polimerizagdo. Os residuos oxidados apresentam novas
caracteristicas ndo favoraveis, tanto ao alimento, quanto ao consumidor, como
menor capacidade de utilizacdo de aminoacidos pelo organismo, ou seja,
decréscimo de qualidade nutricional. Ha ainda outros problemas acarretados na
oxidacdo de proteina, como producdo de substancias toxicas, inclusive
carcinogénicas, bem como ligacbes cruzadas em proteinas como o colageno
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010b). Oxidacdo proteica pode causar
mudancas nos esqueletos das proteinas, bem como em aminoéacidos livres, 0 que
leva & mudangas nos niveis primarios, secundarios e terciarios da mesma, podendo
haver alteracdo no produto (ZHANG; XIAO; AHN, 2013).
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Figura 7. Consequéncias da oxidag&o proteica. FONTE: LUND et al, 2011.

Conforme Figura 7, a formacéo do radical proteico pode acarretar uma série
de alteracbes no meio, a partir de certas consequéncias como interligacdo entre
proteinas, fragmentacdo, modificacdo nas cadeias de aminoacidos (LUND et al,
2011). Na prética, a oxidacdo leva a diminuicdo da solubilidade da proteina,
alterando o valor nutricional do alimento, habilidade de formacé&o de gel, capacidade
de retencdo de agua e maciez (ZHANG; XIAO; AHN, 2013). O drip loss, que é o
gotejamento da carne, foi maior no grupo de amostras que apresentavam estagio
mais avancado de oxidacao proteica, conforme relatado por TRAORE et al (2012).

Dentre os testes que podem avaliar o grau de oxidagdo de proteinas,
podemos citar a quantificacdo de grupamentos carbonil (Figura 8) e grupamentos tiol
(Figura 9).
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Figura 8. Reacé&o do grupamento carbonil com dinitrofenilhidrazina (DNPH), e formac&o do cromaéforo
hidrazona que absorve no comprimento de onda 370 nm. FONTE: ESTEVEZ;, MORCUENDE;
VENTANAS, 2008.

Na literatura constam alguns possiveis mecanismos para a carbonilacdo de
proteinas, e dentre eles pode-se citar oxidacado direta de aminoacidos, mediada por
metal e por produtos provindos da oxidacéo lipidica (ESTEVEZ, 2011). Logo, a
relacdo entre oxidacao proteica e valores de carbonil € diretamente proporcional.

O grupamento tiol possui uma relacdo indiretamente proporcional a oxidagao,
ou seja, quanto menor o valor de tiol, maior o indicio de que a oxidacao proteica ja
aconteceu e esta acontecendo, como podemos ver na Figura 9, que mostra o
grupamento intacto e seu derivado provindo da unido de dois grupamentos SH

(formacao de pontes dissulfeto).

A A
2a— |
SH __—T2H+
axidation \5
SH |
| ;
A

Figura 9. Perda do grupo tiol (SH). Adaptado de: ESTEVEZ; MORCUENDE; VENTANAS, 2008.
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2.5 MICRORGANISMOS ENVOLVIDOS NA CONTAMINACAO DE CA RNE

Alimentos em geral estdo constantemente sendo alvo de contaminacgao
microbiolégica, provindas das mais diferentes fontes. Dentre elas pode-se citar a
agua que é usada no preparo do alimento ou para sua lavagem, suspeita por causar
80% das infec¢des ao redor do mundo, o ambiente de preparo, como a industria, o
preparo em si do alimento, entre outros (STANGA, 2010). FORSYTHE (2013) cita
que os fatores que contribuem para a contaminacdo dos alimentos em percentagem
(%) podem ser: manipuladores (12%), limpeza inadequada dos equipamentos (7%),
contaminacgdo cruzada (11%), dentre outros. Neste contexto, a inclusdo de AE em
ambientes de preparo de alimentos € uma tecnologia que necessita ter seu potencial
explorado referente as suas possiveis aplicacdes.

Os grupos de microrganismos podem ser divididos de maneira geral em dois
tipos: os benéficos e os patoldgicos. Os benéficos sdo os microrganismos utilizados
com algum fim de producdo de produto, como por exemplo 0S microrganismos
envolvidos na elaboragdo do salame ou iogurte. Os patolégicos podem ser
Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Escherichia coli O157:H7,
Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, Bacillus cereus, Aspergillus niger,
Cryptosporidia, dentre tantos outros (FORSYTHE, 2013 e STANGA, 2010). Ao
pensarmos em carne e derivados, nossa preocupacdo recai sobre Salmonella,
coliformes, Staphylococcus, Listeria, Campylobacter, entre outros (STANGA, 2010).

Ha ainda outras estratégias de classificagdo de microrganismos, como a
temperatura ideal de crescimento do microrganismo, e desta maneira ha dentre os
tipos de microrganismos, o0s psicrotroficos e os mesofilos.

Os microrganismos psicrotroficos crescem em uma faixa de temperatura
Otima em torno de 12°C, podendo crescer em temperaturas menores (FORSYTHE,
2013), representando a durabilidade do alimento em ambiente de refrigeracéo.

Os mesdfilos tem uma temperatura ideal de crescimento na faixa de 30-45°C
(FORSYTHE, 2013), e podem dar uma ideia de como o alimento se comportaria
caso ficasse exposto em temperaturas maiores que as de refrigeragao.

Varios sdo os fatores que podem intervir no crescimento bacteriano, dentre

eles estdo o pH do alimento e o potencial de éxido reducéao.
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2.5.1 Potencial hidrogeniénico (pH), potencial de Oxi-reducdo (POR) e
microrganismos

O pH do alimento interfere no crescimento do microrganismo, e ha uma faixa
gue é conhecida como “faixa 6tima de pH de crescimento”. Dentre 0os mais variados
microrganismos, tais como bactérias e fungos, o pH é fator importante no
crescimento. Vale lembrar que esta é uma propriedade variavel entre alimentos, e
inclusive dentro do proprio alimento, uma vez que o pH da carne varia durante seu
tempo de prateleira, e neste meio tempo as modificacbes promovidas pelas
bactérias e fungos alteraréo as caracteristicas da carne, facilitando o crescimento de
alguns microrganismos em detrimento de outras (FORSYTHE, 2013). A Tabela 2

ilustra algumas “faixas 6timas de pH” de crescimento de algumas bactérias.

Tabela 2. Faixas oOtimas de pH para crescimento de algumas bactérias. Adaptado
de: FORSYTHE (2013).

Microrganismo Faixa 6tima de pH de crescimento
L. monocytogenes 4,4-9,4
Salmonella spp. 3,7-9,5
E. coli 4,0-9,0
Campylobacter jejuni 4,9-9,5
B. cereus 4,3-9,3
Staphylococcus aureus 4-10

A carne vermelha possui faixa de pH entre 5-4 e 6,2 e esta recai na faixa de
crescimento de muitos microrganismos, reforcando a necessidade de controle sobre
estes (FORSYTHE, 2013).

2.6 COR DA CARNE

A cor é um parametro que direta ou indiretamente interfere sobre a decisdo de

consumo de um alimento.
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Para entender como funciona a cor de um corte carneo, € preciso lembrar que
a carne € um musculo que passou por um processo de maturacdo e por mudancgas
de ordem bioquimicas e metabdlicas, no entanto continua a conter os mesmos
pigmentos ante mortem do animal. A mioglobina (Mb) é o principal pigmento contido
na carne, visto que ap0s o abate do animal, e com a sangria feita de maneira
correta, a maioria da hemoglobina (Hb), que é o pigmento predominante de células
sanguineas, € removida. No musculo do animal vivo, a Hb constitui 5-30% do
pigmento total do tecido, podendo variar entre os diversos musculos (RAMOS &
GOMIDE, 2007).

A Mb é uma proteina com peso molecular em torno de 17.000 Daltons,
constituida por duas partes: o grupo heme, com estrutura tetrapirrolica ciclica,
denominada anel de porfirina e a globina (RAMOS & GOMIDE, 2007),
esquematizados na figura 10.

Grupo HEME MIOGLOBINA

Figura 10. Grupo HEME e representacdo da Mioglobina.

Basicamente, a Mb esta contida nos musculos como reservatério e agente de
transporte de oxigénio, e esta oximioglobina (O,Mb) possui a cor vermelho-brilhante
altamente desejada em carne. No entanto é a proporcéo e distribuicdo entre trés
formas de Mb que resultam na cor da carne: a O,Mb; a deoximioglobina (Mb*) com
cor vermelho-purpura e a metamioglobina (MMb) com cor marrom (RAMOS &
GOMIDE, 2007). O resultado da soma de cor das diferentes formas da Mb é que

resulta na tonalidade final da carne.
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Quando a Mb esta situada no interior da carne, ela encontra-se na forma de
Mb*, e quando a carne é cortada e este pigmento é exposto ao ar, ele se oxigena e
converte-se em O,Mb. Quando este pigmento € privado de oxigénio, como em
cortes embalados a vacuo, converte-se em Mb*, passivel de conversdo novamente a
O,Mb pela simples oxigenag¢do. Resumindo os responsaveis pela cor da carne sao:
estrutura fisica (capacidade de absorver ou dispersar luz incidente), concentracdo de
pigmentos e seus estados quimicos (RAMOS & GOMIDE, 2007).

A qualidade oxidativa das carnes também é um ponto muito importante,
porque assim como as bactérias deteriorantes e patogénicas, a formacdo de
produtos provenientes de oxidacdo, tanto lipidica quanto proteica podem alterar a
carne sensorialmente, além de interferir na cor e aroma e trazer maleficios a saude
do consumidor. A aplicacdo de spray de agua pode ser um metodo simples e
eficiente na descontaminacdo de carnes, aliado a isso, a AE surge como uma
alternativa para potencializar este efeito. Na literatura existem grande numero de
trabalhos que relatam eficiéncia de AE em microrganismos, no entanto muito pouco

se fala sobre o seu possivel efeito em qualidade oxidativa de carnes.
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3.MATERIAIS E METODOS

3.1 OBTENCAO DE AMOSTRAS

As amostras foram obtidas em frigorifico local (Santa Maria-RS) e
constituiram-se de lombos suinos inteiros (aproximadamente 5 Kg) com pele
provenientes de porcos de 100-130 Kg, com 5 meses de idade e linhagem comercial
(Large White e Langrace) retirados da linha de producao ainda quentes (37°C) em
etapa anterior a entrada na camara de resfriamento apds pré-lavagem com agua.
Cada experimento foi efetuado em dias diferentes e consequentemente com lombos
suinos de animais diferentes, ApGs coletados, foram imediatamente armazenados
em embalagens térmicas, para transporte ao laboratério.

No laboratério o lombo suino foi cortado em unidades de 250 + 50 g, como
mostrado na figura 11, sendo as unidades experimentais (considerado ter 3 partes:
pele, gordura e carne). De forma aleatdria, estes pedacos que tinham em média
33°C no momento da aplicacdo do spray, foram distribuidos em seus respectivos
tratamentos. O spray foi aplicado no dia de coleta da amostra (dia zero), enquanto
gue as analises foram feitas no dia seguinte (dia 1), e depois nos dias 15 e 29 de

armazenamento.



25

Figura 11. Amostras utilizadas nos experimentos.

3.2 PREPARO DA AGUA ELETROLISADA, ANALISE DE CLORO LIVRE, pH,
POR E APLICACAO NA CARNE

A agua eletrolisada foi preparada a partir de uma salmoura de cloreto de
sédio (SIGMA-ALDRICH) a 0,05 % m/v em agua deionizada (PERMUTION). O
equipamento utilizado foi DEMO-30 (ENVIROLYTE Estonia) sendo a eletrdlise feita
a 20°C para posterior aplicacdo em experimentos com 18°C. Quando o0s
experimentos tiveram AE aplicada com 30°C, a eletrolise foi feita com 30°C. A
corrente elétrica utilizada na eletrélise a 20°C foi 3 Amperes e quando a eletrolise foi
a 30°C de temperatura de agua, a corrente elétrica foi 4 Amperes. A amperagem
desenvolvida no equipamento, bem como temperatura da salmoura e frequéncia das
limpezas do equipamento determinaram a quantidade de cloro livre presente nos
diferentes tipos de AE produzidas.

Para determinacdo de cloro livre nas AE, utilizou-se a metodologia de

iodometria por potenciometria a qual baseia-se no método oficial SMEWW (1999)
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com iodeto de potassio (KI) reagindo em meio acido (pH 4) e os resultados foram
expressos em mg/L de Cl,. A determinacdo de pH e POR da &gua eletrolisada
foram obtidos por leitura direta da amostra com eletrodo de pH (DIGIMED® DME-
CV1 BRASIL) e platina (DIGIMED DMR-CP1 BRASIL) respectivamente, utilizando
aparelho DIGIMED® DM23-DC.

A aplicacdo da agua eletrolisada na amostra baseou-se no método de spray,

conforme figura 12.

Figura 12. Método de aplicagdo de spray e suas caracteristicas na aplicagao.

O fluxograma 1 indica como foram planejados os experimentos e a l6gica de
separacado dos dois capitulos da dissertacao.
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Fluxograma 1 . Fluxograma do capitulo 1 (retangulo esquerdo) e 2 (retangulo direito). E1,
E2, E3, E4: s&o os experimentos realizados (nomes a esquerda das caracteristicas).

O capitulo 1 teve 4 experimentos, em que foram variados a quantidade de AE
aplicada, sendo que 100 mL de AE eram aspergidos a cada 20 segundos quando a
pressdo era 30 psi. O E1 e E2 utilizaram 100 mL de AE (AEA, AEFA, AEB de
maneira individual). O E3 e E4 utilizaram 200 mL de AE (AEA, AEFA, AEB de
maneira individual). O controle passou pelos mesmos processo dos tratamenttos
com AE, no entanto neste ndo foi aplicado nenhum tipo de agua. Porém, os
processos de suspensdao em gancho, tempo de exposicdo ao ar (simulando
gotejamento do excesso de agua) foram efetuados para que estes recebessem os
mesmo procedimentos dos pedacos tratados com AE, mas sem aplicacao de agua.

Com as caracteristicas do experimento do capitulo 1 que teve as maiores
reducBes em bactérias, o capitulo 2 utilizou quantidade de AE aspergida, no entanto
de forma alternada AEB e AEA ou AEFA (100 mL de AEB e 100 mL de AEA ou

AEFA), com variacéo na presséao (30 e 45 psi)

3.3 MICROBIOLOGIA
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O método de obtencédo de amostra para microbiologia baseou-se em misturar
uma aliquota de 20 g da carne em 180 mL de agua peptonada (Meat peptone
HIMEDIA) 0,1%, com posterior agitacdo em aparelho do tipo Stomacher (BOITTON
MK1204) durante 2 minutos. Foram feitas as diluicbes em tubos e posterior
plagueamento conforme tipo de microrganismo. Para bactérias mesofilas, a
metodologia seguiu BRASIL (2003), utilizando meio agar plate count (HIMEDIA),
com semeadura em profundidade, e incubacédo das placas a 36°C por 48 horas. A
metodologia utilizada para bactérias psicrotroficas baseou-se em BRASIL (1992)
através de semeadura em superficie em meio &gar plate count (HIMEDIA),
incubacdo das placas a 7°C por 7 dias. Para enterobacteriaceae a metodologia
utilizada foi BRASIL (2003) e baseou-se na inoculacdo em profundidade da amostra
no meio agar bile vermelho-violeta com glicose (ACUMEDIA) com posterior
sobrecamada do meio agar-agar (HIMEDIA), e incubacado das placas a 36°C por 24
horas. Bactérias lacticas foram analisadas conforme APHA (2007) com semeadura
em profundidade e posterior aplicacdo de sobrecamada de &agar-agar, com
incubacéo a 36°C por 48 horas.

Para microrganismos Staphylococcus sp., a coleta de amostra baseou-se em
técnica de swab de 10 cm? da pele da amostra. A metodologia empregada foi de
BRASIL (2003) e baseou-se em semeadura em superficie em meio Baird-Parker
(FLUKA®) enriquecido com gema de ovo contendo telurito (LABORCLIN) com
incubacdo das placas a 36°C por 48 horas. Os resultados de Staphylococcus sp.

foram expressos em log;o UFC/cm2 e os demais em log;o UFC/g de amostra.

3.4 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

3.4.1 Oxidacdes de lipidios

A metodologia de BLIGH & DYER (1959), foi utilizada para extracdo de
lipidios, e baseou-se em pesar 2,5 g de carne e 2,5 g de gordura de amostra em

balanca analitica em tubo do tipo Falcon, misturar 4 mL de agua destilada e 16 mL



29

de metanol (SIGMA-ALDRICH) com posterior homogeneizacéo durante 30 segundos
em Turrax (TURRATEC TE102-TECNAL) na velocidade 6. Apos trituradas, foi
adicionado 8 mL de cloroformio (SIGMA-ALDRICH) e as amostras foram levadas
para mesa agitadora (BANHO METABOLICO DUBNOFF) para agitacdo por 30
minutos numa velocidade de 250 RPM (rotagbes por minuto). Feito a agitacao,
adicionou-se mais 8 mL de cloroférmio e 8 mL de solucéo de sulfato de sddio anidro
(IMPEX) a 1,5% em agua destilada, e agitou-se manualmente por mais 2 minutos.
As amostras foram centrifugadas (MTDIIIPLUS) por 2 minutos a 1000 RPM. A fase
inferior e organica foi passada para tubos de ensaio contendo em torno de 1 grama
de sulfato de sédio anidro, agitadas e posteriormente filtradas para outro tubo de
ensaio. Passou-se 5 mL deste filtrado para béquer previamente seco e tarado, e
posteriormente levou-se em estufa a 105°C por 2 horas até evaporar o solvente.
Pds-estufa, as amostras foram resfriadas em dessecador e pesadas. Por diferenga
de peso, calculou-se a quantidade de gordura da amostra. Com o restante de fase
organica que sobrou da extracdo, foi evaporado o solvente em bomba a vacuo
(SCRUBBER TE 152- TECNAL) e com os lipidios restantes, foram feitos os teste de
dienos conjugados e peroxidos.

Os dienos conjugados foram mensurados conforme metodologia proposta por
RECKNAGEL & GLENDE (1984), com adaptacbes (SEMB, 2012) pipetando-se 70
uL de fase cloroférmica (obtida na técnica de extracdo de gordura citada
anteriormente) em tubo de ensaio, em seguida adicionou-se 3 mL de ciclohexano
(SIGMA-ALDRICH), com dienos conjugados sendo obtidos em leitura em
espectrofotometro (AGILENT 8453) a 234 nm e trienos conjugados a 266 nm,
corrigindo o valor de absorbancia para uma base de 1 mg de lipidios por mL de
ciclohexano.

Os peroéxidos seguiram método proposto por SHANTA & DECKER (1994) e o
teste consistiu em pesar 50 mg em média de gordura previamente seca, e adicionar
9,8 mL de uma solucéo de cloroférmio/metanol (SIGMA-ALDRICH) 7/3 vl/v, seguido
de 50 pL de tiocianato de amodnio 30% (SIGMA-ALDRICH) e 50 pL de cloreto
ferroso. A leitura das amostras foi feita em espectrofotbmetro com absorbancia em
500 nm. O resultado foi calculado com base em curva padrédo previamente

desenvolvida, e o céalculo segue conforme abaixo:
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(da—4Ab)xm

T onde Aa= Absorbancia da

Perdxidos =

mostra, Ab= Absorbancia do branco, m= 1/coeficiente angular da curva de
calibracdo, m0= massa de gordura pesada, e o resultado ser4d em miliequivalente de
peréxidos/ g de lipidio.

O método empregado para o teste de TBARS foi proposto por RAHARJO;
SOFOS; SCHMIDT (1992) e consistiu em pesar 5 g de carne e 5 g de gordura,
adicionar butilhidroxitoluol (SYNTH) 0,15% m/v em alcool etilico (SIGMA-ALDRICH),
solucdo de acido tricloroacético (TCA) (SIGMA-ALDRICH) a 5% m/v em &gua
destilada, triturou-se em mixer (PHILLIPS WALITA ), transferiu-se para balédo
volumétrico apos filtracao, e aferiu-se baldo volumétrico com TCA 5%, pipetando na
sequéncia 2 mL do conteudo do baldo a um tubo de ensaio, sendo adicionado na
sequéncia 2 mL de uma solucdo de acido tiobarbitirico (MERCK) e posterior
incubacdo em banho-maria a 95°C por 5 minutos, resfriados e lidos em
espectrofotometro a 531 nm. Aqui hd a necessidade de curva padrdo com
tetraetoxipropano (SIGMA-ALDRICH), para extracdo de valor F, que neste trabalho
foi de 11,51, valor este que deve ser usado na equacgéo para o calculo de MDA/ kg

de amostra, expresso conforme abaixo:

Abs X F X Peso de amostra
10

TEARS =

Os compostos volateis foram dessorvidos do headspace do vial contendo 5g
de carne, utilizando a técnica de microextracdo em fase solida (HS-SPME). A fibra
de SPME de revestimento Carboxen/polidimetilsiloxano (Car/PDMS) (75 pum x 10
mm, SUPELCO) foi utilizada na extragdo. A fibra foi previamente condicionada
seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante. Os frascos contendo as amostras
foram submetidas a extracdo por 45 min, em banho-maria a 40°C. Antes da
extracdo, cada frasco contendo as amostras foi submetido a um tempo de pré-
equilibrio na mesma temperatura de extracdo, sem exposicdo da fibra por 15 min.
ApOs o término da extracdo, a fibra foi removida e inserida no injetor do
cromatografo para dessorcéo térmica dos analitos.

ApoOs a extracdo, o hexanal foi avaliado por um cromatdgrafo de fase gasosa
VARIAN STAR 3400CX equipado com um detector de ionizagdo de chama (GC-
FID). A fibra foi dessorvida termicamente na porta de inje¢cdo a uma temperatura de
250 °C durante 10 min, em um modo de splitless durante 2 min. Os compostos
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foram separados numa coluna capilar polar de silica fundida ZB-WAX Plus (60 m x
0.25 mm x 0.25 ym). O hidrogénio foi utilizado como gas de arraste a uma pressao
constante (30 psi). A temperatura inicial da coluna foi ajustada para 35 °C e mantida
durante 3 min. Em seguida, um gradiente de temperatura foi iniciado subindo a 2 °C
min * até 80 ° C, seguido por um aumento a 5 °C min ™ até 230 °C, e mantida em
condicdes isotérmicas durante 5 min. A temperatura do detector foi mantida a 230
°C. Uma série de n-alcanos homologos foram analisados sob as mesmas condi¢des
cromatograficas para calcular o indice de retencdo linear (IRL). Na corrida
cromatografica foi indentificado e monitorado o hexanal através da area do pico

cromatografico.

3.4.2 Oxidacdes de proteinas

Para quantificacdo de proteina, a técnica utilizada foi a proposta por LOWRY
et al. (1951) aonde uma curva padrdo com albumina bovina é montada e mensurada
em espectrofotbmetro a 280 nm, e o valor de absorbancia convertido em
concentracao proteica.

O meétodo usado para quantificacdo do grupamento tiol proteico foi segundo
ELLMAN (1959), onde pesou-se 1 g de carne sem gordura, sendo posterior
homegeneizagdo em Turrax por 30 segundos, e banho-maria por 30 min a 80°C.
Apés, as amostras foram centrifugadas em centrifuga refrigerada (HITACHI
CR22GilIl) & 3000 RPM por 20 minutos a 4°C, filtradas e diluidas com tampéo TRIS
(NEON) e TRIS-SDS, adicionando-se acido ditionitrobenzdéico (DTNB) (SIGMA) que
reage com grupamentos tiol provenientes de proteina da carne previamente
extraida, sendo o cromoforo lido em espectrofotdbmetro. Em outro tubo o filtrado é
diluido 50 vezes para ser quantificada a proteina com leitura em espectrofotbmetro a
280 nm. Para calculo, uma curva padrdo previamente preparada com aumento
gradativo em concentracdes do aminoacido cisteina (VETEC) em reacdo com DTNB
foi utilizada. Posteriormente a quantificacdo de proteina presente no filtrado,
utilizando-se a absorbancia obtida dos tubos de DTNB € possivel saber quanto de

cisteina ha no meio, e consequentemente o quanto de tiol reagiu.
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A técnica utilizada para quantificacéo de carbonil proteico foi a de LEVINE et
al (1990) onde 1g de carne sem gordura foi pesada, adicionado 10 mL de tampé&o
fosfato pH 6,9 e triturada em Turrax por 30 seg, posteriormente, 500 pL foram
pipetados em tubos de ensaio, onde em uma parte adicionou-se HCI 2 molar e em
outro reagiu-se com dinitrofenilhidrazina (DNPH). Apds precipitagdo com TCA 10%,
as amostras foram centrifugas a 3500 RPM por 5 min, e o pellet formado lavado 3
vezes com etanol-acetato de etila (1:1) e ressuspendido em lauril sulfato de sddio
(VETEC®), filtrados e incubados a 37°C por 10 min e lidos em espectrofotometro a
370 nm. Para quantificacdo de grupamento carbonil, o calculo foi efetuado conforme
abaixo:

(Ao—Abk)

0,022 = proteinag

Carbonil = onde Aa é a absorbancia do

tubo com DNPH e Ab é a absorbancia do tubo branco (tubo em que adicionou-se
HCI 2M), 0,022 é o coeficiente de absorbancia molar do composto formado entre
DNPH e o grupamento carbonil, e proteina é o tubo branco lido a 280 nm convertido
em unidade de concentragéo.

Apés descontar o tubo com DNPH menos tubo branco, € possivel saber
quanto do composto de reacdo formou-se, sendo depois esta quantidade

relacionada a quantidade de proteina contida no pellet.

3.4.3 pH e POR da carne

O pH da carne foi avaliado conforme metodologia proposta por IAL (2008),
com metodologia de determinacéo por eletrodo de pH (pHmetro DIGIMED DM-23-
DC) apos pesagem de 5 g de carne coletada da superficie, homogeneizadas com 50
mL de agua destilada. O POR foi lido da mesma maneira do pH, no entanto com
eletrodo de platina (pHmetro DIGIMED DM-23-DC).

3.4.4 Anélise de cor
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A mensuracao da cor foi feita com leitura direta em cinco pontos diferentes no
pedaco de carne através de colorimetro Minolta (CM-700d KONICA MINOLTA®)
utilizando os parametros L, a* e b*, com iluminante A, componente especular incluso
e angulo do observador em 10°. Como os pedacos estavam embalados a vacuo, foi
efetuada a conduta de exposi¢cdo ao ar atmosférico e temperatura ambiente (20-25
°C) por 30 minutos antes da medida de analise instrumental da cor.

3.5 VIDA DE PRATELEIRA DAS AMOSTRAS DE CARNE SUBMET IDAS A
DIFERENTES TIPOS DE AE

As amostras foram armazenadas em embalagens a vacuo. Para o0s
experimentos 1, 2, 3, e 4 a embalagem utilizada no armazenamento foi a de 30
micras e nylon com polietileno de baixa densidade, sendo a taxa de permeabilidade
ao oxigénio menor que 30. Para os experimentos 5, 6 e 7, as embalagens utilizadas
foram de 24 micras, nylon com polietieno de baixa densidade e taxa de
permeabilidade ao oxigénio menor que 30. As amostras foram mantidas em

temperatura de refrigeracdo a 4 £ 1 °C durante 29 dias.

3.6 ANALISES ESTATISTICAS

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado, com posterior
aplicacado do teste de Duncan a 5% de significancia para diferencas de meédias,
através de software Statistica 8.0 (STATSOFT). Os graficos foram confeccionados
utilizando-se o software PRISM (GRAPHPAD) e as tabelas em Excel (Microsoft).
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4. CAPITULO 1

4.1 DESCRICAO E OBJETIVOS

Um dos objetivos deste trabalho foi aplicar os diferentes tipos de AE na forma
de spray no musculo ainda quente, simulando o ambiente de abate, visando avaliar
a qualidade microbioldgica, e as condicbes oxidativas e de cor da mesma entre 0s
tratamentos e no decorrer do tempo de armazenamento, mas sempre levando-se em
conta a utilizacdo da menor quantidade de agua possivel.

O capitulo 1 como descrito anteriormente baseou-se em 4 experimentos (E1,
E2, E3 e E4, fluxograma 1) em que duas variaveis foram versadas, sendo elas:
temperatura da AE aplicada e tempo de aplicacdo do spray, sendo que nesta ultima
estava implicito a quantidade de agua aplicada, pois nao alterou-se a pressao de ar
(30 psi). O volume de agua em 20 segundos de aplicacao foi de 100 mL, e em 40
segundos, o volume de agua foi 200 mL. Nesses experimentos a aplicagcdo dos
diferentes tipos de AE foi realizada individualmente, isto €, AEA, AEFA e AEB, e um
grupo controle sem aplicacdo de nenhum tipo de agua. E importante ressaltar que
comumente usa-se a relacdo de mais ou menos 1-1,5 litros de agua por Kg de
carcaga, ou seja, 1 até 2 partes de agua para cada parte de carcaca, e neste
sentido, a quantidade de agua escolhida corresponde a 400-800 mL de agua por Kg
de carcaca, ou seja, aplicou-se o conceito de reducao de recursos naturais em torno
de 50%, com cerca de 0,4 a 0,8 partes de dgua para cada peca de carne que
recebeu tratamento por asperséo.

Os experimentos foram:

1. Aplicacdo de spray com diferentes tipos de AE a 18°C durante 20 segundos

(E1).

2. Aplicacao de spray com diferentes tipos de AE a 30°C durante 20 segundos

(E2).

3. Aplicacao de spray com diferentes tipos de AE a 18°C durante 40 segundos

(E3).
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4. Aplicacdo de spray com diferentes tipos de AE a 30°C durante 40 segundos

(E4).

4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2.1 Caracteristicas das aguas aplicadas

As caracteristicas dos diferentes tipos de AE aplicadas estdo apresentadas na
tabela 1A. As AEA tiveram pH em torno de 2,60, POR 1160 mV; AEFA teve pH
médio de 6,20 e POR 900 mV e por fim AEB com pH médio de 11,50 e POR de -840

mV. Estas caracteristicas das AE ndo variaram muito nos diferentes experimentos

realizados, embora a CCL tenha apresentado uma pequena variacdo entre 0s

experimentos (tabela 1A).

Tabela 1A. Caracteristicas dos diferentes tipos de AE utilizadas por experimento
antes e pos-spray.

Experimento

E1l- 20" 18°C
AEA

AEFA

AEB
E2- 20" 30°C
AEA

AEFA

AEB

E3- 40" 18°C
AEA

AEFA

AEB

E4- 40" 30°C
AEA

AEFA

AEB

pH

2,66
6,15
11,49

2,64
6,06
11,53

2,60
6,15
11,45

2,60
6,41
11,40

POR
(mV)

1183
877
-884

1160
891
-870

1185
940
-826

1134
875
-877

Cloro antes
do spray
(mg/L de Cl )

50
33
0

65
40
0

74
47
0

74
38
0

Cloro pos - % de reducao de
spray cloro pos-spray
(mg/L de Cl ;) (4gua residual)

12 76
17 48
0 0
25 62
15 62
0 0
23 69
23 51
0 0
17 77
15 60
0 0
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O experimento 1 teve a menor CCL que 0s outros experimentos na AEA logo
apos eletrolisagcédo, sendo esta de 50 mg/L de Cl,. No entanto vale ressaltar que
obter sempre o mesmo CCL ¢é dificil, sendo possivel a obtencdo de valores bem
proximos, pois 0s Unicos parametros que temos para controlar a CCL final neste
equipamento seriam a concentracdo da salmoura principalmente e a temperatura de
eletrdlise. Como estas duas foram exatamente iguais, outra possibilidade é a
limpeza periddica do equipamento de eletrdlise. O fato que pode ter acontecido é
gue o equipamento estava sendo frequentemente utilizado antes dos experimentos
serem efetuados, portanto mantinha-se com boa manutencéo e plena atividade, com
frequéncia de uso constante, e foi usado com menor frequéncia durante a realizagao
dos experimentos. Porém houve a percepcdo que quanto menos o equipamento era
utilizado, mais frequentes deveriam ser as limpezas (HCI 3% v/v em refluxo por 20
minutos) e Ndo o contrario como deveriamos esperar.

No momento que o equipamento de eletrélise foi “limpo”, ele gradativamente
recuperou o perfeito funcionamento e conseguiu-se os parametros de AE esperados,
sendo este fato verificado na CCL da AEA a partir do experimento 2 (tabela 1A).
Outro fato que tende a igualar os experimentos 1 e 2 € que o consumo de CCL nos
experimentos foi de 40 e 20 mg/L de Cl, aproximadamente, ou seja, as amostras
consumiram a mesma quantidade de cloro em AEA e AEFA respectivamente entre
0S experimentos, logo o efeito dependeu quase que unicamente da variavel testada
que foi a temperatura da AE aplicada ao musculo em spray.

As caracteristicas controladas no momento da eletrélise foram concentracao
da salmoura, temperatura da salmoura, e todas as outras caracteristicas séo
consequéncia da manutencdo preventiva do equipamento, variacbes na tensao de
energia elétrica, entre outras.

Em E3 e E4 percebe-se que as caracteristicas das AE estdo bem proximas
entre si, sendo que neste caso a temperatura da AE no spray foi a Unica variacao
entre estes experimentos.

A porcentagem de reducdo na CCL, ou seja, medindo-se o cloro da AE antes
e depois da aplicagdo revelam uma caracteristica interessante, que o consumo de
cloro de AEA ficou em média de 70% e o de AEFA em 50%, ou seja, a AE residual
contém cloro, e este pode ser ativo ainda, possivelmente sendo uma fonte de
higienizacdo de residuos e das instalacbes por onde a mesma passa. A AEFA é

capaz de agir em biofilmes de Listeria monocytogenes instalados em superficies de
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aco inoxidavel dependendo da CCL que ela contém (pH 6,5-7,5 e 40 mg/L de ClI, por
10 min diminuiram de 4,60 log UFC para menos de 1,70 conforme reportado por
AREVALOS-SANCHEZ et al, 2013). A presenca de carga de matéria organica no
residuo e consequentemente o consumo de cloro nesta agua residual € inevitavel,
como acontece com agua clorada intencionalmente aplicada em carcacas nas
indUstrias e abatedouros. Assim o tempo elevado de contato entre o residuo
contendo cloro e uma possivel bactéria no chdo da industria por onde a AE vai
escorrer poderia ser um ponto positivo de controle de contaminacéo.

Varias pesquisas mostram o potencial de uso da AE em alimentos e
utensilios, como quando RAHMAN et al (2012b) obtiveram reducdes de 1,39 log
UFC/g de bactérias aerobias totais ao imergirem bifes de peito de frango em AEFA
com pH 6,2-6,5 e 10 mg/L de Cl, e 1,45 log UFC/g em AEA com pH 2,54 e 50 mg/L
de Cl,. GOMEZ-LOPEZ et al (2014) relataram que 7 mg/L de Cl, em agua clorada
eram suficientes para inativar E. coli sob condi¢des industriais. DEZA, ARAUJO e
GARRIDO (2005) mostraram que ao aplicarem AEFA com pH 7,79 e 60 mg/L de Cl,
diminuiram a concentracdo de Pseudomonas aeruginosa contida em uma placa de
aco inoxidavel ou em um pedaco de vidro que passava de 6,00 log UFC/mL para
quase zero, ao mergulharem esses pedacos em 250 mL de AEFA durante 1 minuto.
E importante também lembrar que conforme estudado por AYEBAH e HUNG (2005),
AEFA com pH 6,12 e 50 mg/L de CL, e AEA com pH 2,42 e 48 mg/L de Cl; ndo
apresentaram efeito de corrosdo em aco inoxidavel.

Na literatura, as caracteristicas das AEA e AEFA aplicadas sao variaveis em
relacdo ao pH e principalmente CCL, em AEA e AEFA. Esse comportamento pode
ser visto nos trabalhos de DEZA et al (2005) (AEFA pH 7,79 e 63 mg/L de Cl,),
GRACA et al (2011) (utilizou AEA com pH 2,93 e 98 mg/L de Cl, e pH 3,08 e 53
mg/L de Cl,, bem como AEFA com pH 8,42 e 101 mg/L de Cl, e pH 8,39 e 49 mg/L
de Cl;), McCARTHY et al (2012) (AEA pH 2,80 e 50 mg/L de Cl;), RAHMAN et al
(2013)(AEA com pH 2,54 e 50 mg/L de Cl, e AEFA com pH 6,80 e 10 mg/L de Cl,)

entre outros.

4.2.2 Efeito microbiologico da AE
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Desde o inicio dos experimentos, as bactérias alvo do estudo foram mesdfilas
aerobias, psicrotroficas e Staphylococcus sp., este Ultimo investigado na pele do
suino. Entdo, estes ensaios microbiolégicos foram conduzidos em todos os
experimentos. No entanto durante o0 decorrer dos experimentos surgiu a
necessidade de investigacdo de bactérias acido laticas e Enterobacteriaceae, com o
objetivo de abranger e distinguir mais a carga microbiana contida no musculo e
depois na carne, levando em conta bactérias que crescem em carnes embaladas a
vacuo, como as bactérias laticas (DOULGERAKI 2012).

As bactérias mesofilas aerdbias sdo os representantes que crescem fora de
ambiente de refrigeracdo (FORSYTHE, 2013, p. 149), e que podem estar ligadas ao
desenvolvimento de doencas de carater toxico-alimentar. A tabela 1B apresenta o
desenvolvimento dessas bactérias e os log de reducdo que os diferentes tipos de AE
proporcionaram, com destaque ao experimento E3 onde ocorreu a maior reducao.
Dentro do mesmo experimento, o tratamento com maior log de reduc¢ao significativa
(p<0,05) de bactérias mesobfilas foi com a AEA (pH 2,60 e 74 mg/L de Cly), com
reducado de 1,67 log UFC/g, seguido de AEFA (pH 6,15 e 47 mg/L de Cl,;) com 1,13
log UFC/g (tabela 1B). Estes resultados sao semelhantes aos obtidos por
FELICIANO, LEE e PASCALL (2012) onde a AEA (pH 2,7 e 150 mg/L de Cl,) foi
mais eficaz do que a AEFA (pH 6,9 e 150 mg/L de Cl,) e AEB (pH 11,6) a 23°C em
reduzir Listeria innocua em suspensdo, e 0s autores ainda relataram através de
visualizacdo por microscopia de transmissdo que o0s tratamentos afetaram a

membrana celular e o citoplasma deste microrganismo .
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Tabela 1B. Numero de colbnias de bactérias mesofilos (log UFC/g) aerdbias em
pedacos de carne suina, tratadas com diferentes tipos de aguas eletrolisadas,

tempos e temperatura, durante armazenamento de 29 dias a 4°C (1).

Experimento Dia 1 Dia 15 Dia 29

E1- 20" 18°C

AEA 3,29% (0,85) [0,00]  6,70* (0,46) [0,41]  7,03* (0,38) [0,09]
AEFA 3,49% (0,61) [0,00]  6,60* (0,03) [0,51]  7,01* (0,33) [0,11]
AEB 3,05°° (0,32) [0,00]  6,66* (0,20) [0,45]  7,06* (0,45) [0,06]
Controle 2,95 (0,45) 7,118 (0,13) 7,128 (0,05)

E2- 20" 30°C

AEA 2,63%¢ (0,29) [0,00] 6,18 (0,36) [0,08]  7,01* (0,27) [0,00]
AEFA 2,22°° (0,66) [0,31]  6,23* (0,39) [0,03]  6,48* (0,24) [0,25]
AEB 1,85%® (0,27) [0,68]  6,14* (0,27) [0,12]  6,81* (0,44) [0,00]
Controle 2,53% (0,32) 6,26 (0,27) 6,73 (0,25)

E3- 40" 18°C

AEA 3,67°® (0,28) [1,67]  6,82* (0,16) [0,48] 6,86 (0,52) [0,33]
AEFA 4,21%"® (1,04) [1,13] 7,00* (0,18) [0,30]  7,39* (0,47) [0,00]
AEB 4,67%*® (0,21) [0,67] 7,00*(0,48) [0,30]  7,18* (0,12) [0,01]
Controle 5,34%° (0,08) 7,30* (0,30) 7,19** (0,15)

E4- 40" 30°C

AEA 2,75°° (0,02) [0,67] 6,80 (0,30) [0,00]  7,60* (0,19) [0,00]
AEFA 3,41*® (0,22) [0,01]  7,03* (0,34) [0,00]  7,45* (0,13) [0,00]
AEB 3,07%°° (0,11) [0,35]  6,56% (0,04) [0,12]  7,54* (0,14) [0,00]
Controle 3,42% (0,24) 6,68 (0,42) 7,20 (0,49)

Nota: As letras minusculas/mailsculas diferentes nas colunas/linhas indicam diferenca estatistica
(p<0,05) dentro do mesmo experimento pelo teste de Duncan. Resultados expressos em média
(desvio padréo) [log de reducéo em relacdo ao controle].

AEA foi mais eficaz no experimento 4 também por ser significativamente
menor (p<0,05) do que o tratamento com AEFA, porém com um log de reducéo
menor do que o encontrado no experimento 3 (tabela 1B). Quando compara-se 0s
experimentos E1, E2, E3 e E4 no dia 1, percebe-se que o fator que mais influenciou
na eficacia dos tratamentos foi a quantidade de agua aplicada, sendo que 200 mL
apresentou maior eficacia do que 100 mL. Esta quantidade no entanto € bem menor
se comparada a outros trabalhos como o de NORTHCUTT et al (2007) que
aplicaram até 9L de AEFA por carcaca de frango (cerca de 9 partes de agua para 1
parte de carcaca). A literatura relata que o aumento de temperatura da AE aplicada
aumenta sua atividade frente a bactérias (RAHMAN; JIN; OH, 2011 e XIE et al,
2012), contudo n&o verificou-se este comportamento nesses experimentos
realizados, por isso as caracteristicas do E3 foram escolhidas como as melhores
para o desenvolvimento dos experimentos do capitulo 2.

CHOULIARA et al (2007) ao adicionarem 0leo essencial de orégano a 0,1%
em peito de frango ndo observaram diferenca (p>0,05) no numero de bactérias

mesofilas aerébias em relacédo ao controle durante 12 dias de armazenamanento a
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4°C. A AE no E3 apresentou melhor efeito do que o 6leo essencial, em virtude que
no dia 1 ocorreu diminuicao significativa em relacdo ao controle (p>0,05), conforme
tabela 1B. De um outro ponto de vista, os resultados sdo considerados bons em
pedacos de carne suina, uma vez que para a extracdo de Oleo essencial é gasto
uma grande quantidade de energia.

Em todos os experimentos (E1, E2, E3 e E4) (conforme tabela 1B) no dia 15 a
carga microbiana de mesdfilos era alta (mais de 6 log UFC/g). Isso indica que o
periodo de duracédo do efeito de AE mesmo no E3, o qual apresentou maior efeito
frente a essas bactérias no dia 1 foi minimo. Isso pode indicar que o efeito de AE
aplicada na forma de spray de maneira individual pode ser maior logo apés a
aplicacao da AE.

Cargas microbiana em torno de 10° UFC/cm? sdo associadas com producéo
de cheiro ruim na carne (NOLLET et al, 2012). iPLIKCIOGLU CiL, DEMIREL e
SIRELI (2012) relataram que o efeito de AEFA com 30, AEA com 50 e 70 mg/L de
Cl, em asa de frango imersas por até 1 min em 500 mL de agua sobre bactérias
Salmonella Typhimurium foi perdido j4& no 3° dia de armazenamento a 7°C.
RAHMAN et al (2013) obtiveram aproximadamente 7 dias de armazenamento ao
tratarem carne de porco por imersdo em AEA (pH 2,54 e 50 mg/L de Cl,;) e AEFA
(pH 6,80 e 10 mg/L de Cly), uma vez que o nuamero de colénias de bactérias
mesofilas aerdbias passou de numeros de 5 para 3,5 log UFC/g, logo apds aplicada
AEA ou AEFA por imersdo durante 5 minutos a 23°C armazenados em embalagens
aeroObias a 4°C.

MANSUR et al (2015) relataram que AEFA (pH 6,2 e 30 mg/L de Cl,) e AEA
(pH 2,3 e 30 mg/L de Cl,) individualmente apresentaram efeitos semelhantes a uma
solucéo de 0,5% de acido fumarico frente a bactérias mesofilas aerdbias ao tratarem
carne de porco durante 3 minutos a 40 °C por imersao, obtendo reducédo de 2,0 log
UFC/g, e tempo de prateleira de 6 dias e controle de 4 dias. O spray de AE
apresentou diminuicdo de log UFC/g menor do que o trabalho de MANSUR et al
(2015), pois a maior reducao obtida foi 1,67 log UFC/g em AEA no E3 (tabela 1B).
Mas ao associarem AEFA e acido fuméarico (0,5%) ocorreu reducéo de 2,7 log UFC/g
no dia 1 e tempo de prateleira de 10 dias armazenados em condi¢cdes aerbbias a 4
°C, indicando um sinergismo dos tratamentos.

As bactérias psicrotroficas estdo envolvidas na deterioracdo do alimento em
temperaturas de refrigeragdo (FORSYTHE, 2013). O E1 (tabela 1C) nao teve
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diferenca estatistica significativa (p>0,05). Por outro lado, houve diferencga estatistica
(p<0,05) no dia 1 em bactérias psicrotroficas em AEFA no E2, com esta sendo
menor que o controle (tabela 1C).

O E3 apesar de ndo apresentar diferenca estatistica (p>0,05), mostrou o
maior log de reducdo de UFC/g (1,18 para AEA e 0,96 para AEFA) nas bactérias
psicrotréficas, com 200 mL de agua aplicada em temperatura de 18°C. Nesse
mesmo experimento a AEB apresentou efeito, no entanto ele foi menor do que a
AEA e a AEFA em cerca de 35%. PINTO, IPPOLITO e BARUZZI (2015) verificaram
que AEFA com 80 mg/L de Cl, reduziu em 50% culturas puras de espécies
diferentes de Pseudomonas spp, reduzindo a viabilidade de 108 para 10% o que foi
maior que as maiores reducdes obtidas % em e E2 e E3 (25 e 20%

respectivamente).

Tabela 1C. Numero de coldnias de bactérias psicrotroficas (log UFC/g) em pedacos
de carne suina, tratadas com diferentes tipos de aguas eletrolisadas, tempos e
temperatura, durante armazenamento de 29 dias a 4°C (x1).

Experimento Dia 1 Dia 15 Dia 29
E1- 20" 18°C
AEA 3,15°° (0,21) [0,00]  6,82**(0,56) [0,17] 6,78 (0,29) [0,14]

AEFA 2,897 (0,17) [0,26]  7,01* (0,20) [0,00]  7,15* (0,33) [0,00]
AEB 3,40 (0,37) [0,00]  6,87*(0,17)[0,12]  7,38* (0,39) [0,00]
Controle 3,15%° (0,27) 6,99** (0,45) 6,92** (0,17)

E2- 20" 30°C

AEA 2,02%"8 (0,35) [0,47]  6,32**(0,36) [0,08]  6,62* (0,37) [0,15]
AEFA 1,89"% (0,17) [0,60] 6,25 (0,25) [0,15]  6,48* (0,42) [0,29]
AEB 2,02%*8(0,35) [0,47] 6,18 (0,43) [0,22]  7,06* (0,58) [0,00]
Controle 2,49% (0,17) 6,40 (0,33) 6,77* (0,53)

E3- 40 18°C

AEA 3,41* (0,53) [1,18]  6,79*(0,27)[0,55]  7,16* (0,32) [0,45]
AEFA 3,63% (1,05) [0,96] 6,77 (0,32)[0,57] 7,45 (0,12) [0,16]
AEB 3,92% (0,44) [0,67] 7,20 (0,23)[0,14]  7,30* (0,40) [0,31]
Controle 4,59%° (0,26) 7,34* (0,28) 7,61% (0,21)

E4- 40" 30°C

AEA <1,69°° (0,00) [0,59] 6,39°% (0,26) [0,33]  7,13* (0,29) [0,12]
AEFA 2,68% (0,20) [0,00]  6,93%® (0,19) [0,00]  7,29* (0,09) [0,00]
AEB 1,79° (0,17) [0,49]  6,62%°®(0,18) [0,10]  7,23* (0,14) [0,02]
Controle 2,28 (0,27) 6,72%°% (0,14) 7,25 (0,28)

Nota: As letras mindsculas/mailsculas diferentes nas colunas/linhas indicam diferenca estatistica
(p<0,05) dentro do mesmo experimento pelo teste de Duncan. Resultados expressos em média
(desvio padréo) [log de reducgéo em relacdo ao controle].

O E3 ainda mostrou efeito frente as bactérias psicrotroficas, com reducao de

0,5 log UFC/g em relagcédo ao controle em AEA e AEFA no dia 15, apesar de néo
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haver diferenca estatistica (p>0,05). FELICIANO et al (2010) obtiveram reducdes de
Pseudomonas putida quando conservaram camarao em gelo feito de AEFA com pH
6,80 e 150 mg/L de Cl,, porém esta diminuicdo foi da ordem de aproximadamente
0,5 log UFC/g quando avaliados 12 horas depois, em uma carga inicial de quase 7
log UFC/g, ou seja, proporcionalmente é possivel perceber que o spray pode ser
mais eficaz do que a imersédo em gelo.

A AEB teve efeito nas bactérias mesofilas e psicrotroficas (embora néo
significativo (p>0,05), como pode se verificar em E2 e E3 nas tabelas 1B e 1C.
Todavia de maneira geral, este efeito ndo foi superior ao causado por AE de pH
acido (AEA e AEFA), o que também foi verificado por FELICIANO, PASCALL e LEE
(2012).

No E3 os tratamentos com os diferentes tipos de AE proporcionaram valores
de reducédo maiores das bactérias pertencentes ao género Staphylococcus sp. em
relacdo aos demais experimentos, embora sem diferenca estatistica (p>0,05) em
relacdo ao controle (tabela 1D). Assim, AEA e AEFA reduziram 0,95 e 0,82 UFC/cm?
respectivamente, enquanto que a AEB, reduziu 0,78 log UFC/cmz2. Ainda é possivel
verificar efeito da AEA no dia 15, com reducgéo de 0,88 log UFC/cm? em relagao ao
controle. AEFA com pH 6,3-6,5 e 50 mg/L de Cl, reduziu de 4,62 para 1,15 log
UFC/mL S. aureus presentes na agua pos-imersao de folhas de espinafre por 10
minutos, ou seja, mais de 75% contra os 35% do spray (GUENTZEL et al 2008).
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Tabela 1D. Numero de colbnias de bactérias Staphylococcus sp. (log UFC/g)
aerébias em pedacos de carne suina, tratadas com diferentes tipos de &aguas
eletrolisadas, tempos e temperatura, durante armazenamento de 29 dias a 4°C (1).

Experimento Dia 1 Dia 15 Dia 29

E1- 20 18°C

AEA 1,40% (0,35) [0,06]  2,15°® (0,27) [0,00] 3,76 (0,11) [0,25]
AEFA 1,10%¢ (0,13) [0,36]  2,05%® (0,09) [0,10] 3,28 (0,53) [0,73]
AEB 0,87°° (0,20)[0,59] 2,17 (0,00) [0,00] 3,61 (0,12) [0,40]
Controle 1,46 (0,16) 2,15% (0,15) 4,01* (0,19)

E2- 20" 30°C

AEA 1,19%° (0,15) [0,42] 5,08 (0,19) [0,02]  3,67*® (0,39) [0,06]
AEFA 1,00°° (0,43) [0,61]  5,17**(0,13) [0,00]  4,05% (0,46) [0,00]
AEB 1,42%°8(0,11) [0,19]  5,02** (0,45) [0,08] 4,24 (0,87) [0,00]
Controle 1,61 (0,23) 5,10* (0,23) 3,73% (0,81)

E3- 40" 18°C

AEA 1,40* (0,65) [0,95]  2,23"*(0,20) [0,88]  2,38* (0,54) [0,66]
AEFA 1,53%® (0,60) [0,82]  2,86* (0,36) [0,25]  2,98** (0,59) [0,06]
AEB 1,57*® (0,37) [0,78]  3,30* (0,26) [0,00]  2,86* (0,80) [0,18]
Controle 2,35* (0,27) 3,11** (0,12) 3,04* (0,61)

E4- 40" 30°C

AEA 2,27*4(0,53) [0,27]  2,99**(0,60) [0,62]  3,46* (0,68) [0,37]
AEFA 2,31**(0,40) [0,23]  3,31*(0,89) [0,30]  3,48* (0,72) [0,35]
AEB 2,28%(0,23)[0,26]  3,18*(0,38) [0,43]  2,82* (0,75) [1,01]
Controle 2,54%® (0,08) 3,61* (0,29) 3,83* (0,15)

Nota: As letras minUsculas/mailsculas diferentes nas colunas/linhas indicam diferenca estatistica
(p<0,05) dentro do mesmo experimento pelo teste de Duncan. Resultados expressos em média
(desvio padréo) [log de reducdo em relacdo ao controle]

A AEB apresentou efeito de reducéo significativo (p<0,05) maior do que o
controle no E1, e nos E3 e E4 apresentaram reducdo equivalente as AEA e AEFA
(tabela 1D). O mecanismo de atividade da AEB neste caso é diferente das AEA e
AEFA, sendo mais atribuido ao potencial limpante que esta agua apresenta, em
virtude de compostos como NaOH diluido assim como a saponificagdo que ocorre
quando mistura-se a base com acidos graxos, formando um sabdo que possui
facilidade de se dissolver em agua, e 0 mesmo poderia estar acontecendo com as
bactérias presentes na superficie da pele, aléem da presenca do hipoclorito que
possui acao frente a bactérias (EIFERT & SANGLAY, 2002). Nesta analise, o swab &
passado na pele (somente na pele (figura 11) da amostra apos aplicagdo do spray
(este ensaio foi planejado justamente pensando-se na possibilidade de limpeza de
carcaca antes ou apos o abate). Com o carater limpante da AEB, é importante que
estudos sejam desenvolvidos usando AEB também e ndo somente com AEA ou
AEFA, porgue muitas vezes ela pode ser tratada como sub-produto de eletrélise e

nao pudesse ter uma aplicacao.
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No E3 o efeito de todos os tipos de AE logo apds aplicadas promoveram
reducles significativas (p<0,05) nas bactérias laticas (figura 1A), sendo que as
contagens para AEA foi de 3,47, AEFA foi 3,51 e na AEB foi 3,80 log UFC/g, ao
passo que o controle apresentou 4,36 log UFC/g. No E4, somente AEA (2,67) e AEB
(3,04) tiveram reducdes significativas (p<0,05) no numero de bactérias laticas em
relacdo ao controle (3,75 log UFC/g) logo apés aplicadas as AE. Nestas bactérias, é
importante ressaltar que a AEB evidenciou efeito em ambos 0s experimentos.
JADEJA e HUNG (2014) aplicando 60 mL de spray de AEFA (pH 6,5 e 150 mg/L de
Cl;) e AEB (pH 11,60) em couro bovino obtiveram reducdes de cerca de 1,50 log
UFC/cm?2 com AEFA e AEB sobre E. coli e aerObios totais, partindo de
concentracbes de aproximadamente 4,50 log UFC/cm? para E. coli e
aproximadamente 6,50 log UFC/cm?2 para aerébios totais, perfazendo um total de
25% de reducdo para aerébios totais e 34% para E. coli. Ao comparar estes dados
(n&o foram encontrados trabalhos que relatem aplicacdo de spray de AE sobre
bactérias laticas na literatura), percebeu-se reducdo no E3, de 20% para AEFA e
13% para AEB frente a bactérias laticas a 18°C, conforme figura 1Aa. Entre E3 e E4
€ importante ressaltar que os efeitos de AEA foram semelhantes, os efeitos de AEFA
foram maiores no experimento 3, e o melhor desempenho de AEB foi no E4. Isto
colabora com a ideia de que ndo houve diferenca entre as temperaturas testadas

nestes experimentos (18°C e 30°C).
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Figura 1A . Bactérias lacticas de E3 (a) e E4 (b). Nota: Letras minusculas/ mailsculas indicam

diferenca estatistica (p<0,05) pelo teste de Duncan no mesmo dia entre os tratamentos/ entre os dias
para 0 mesmo tratamento.
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No decorrer do tempo (dia 15), as bactérias laticas multiplicaram-se e
atingiram numero de colénias entre 6,44 a 6,67 log UFC/g, no experimento E3 e
entre 6,99 e 7,48 log UFC/g no E4. Este fato ja havia sido verificado nos mesofilos
(tabela 1B) e nos psicrotroéficos (tabela 1C), o que indica que os tratamentos haviam
perdido o efeito no dia 15. No dia 29, ambos 0s experimentos ja apresentam carga
de 7,5 log UFC/g de bactérias laticas, perdendo-se qualquer resquicio de atividade
do tratamento aplicado (figura 1A), possivelmente pela afinidade deste tipo de
bactéria por ambiente com reducéo de oxigénio.

Quando a carga bacteriana encontra-se elevada, incluindo bactérias laticas,
com valores em torno de 10° log UFC/g, algumas caracteristicas comecam a
tornarem-se evidentes na carne, tal como cheiro acido, devido a producéao de acido
latico.Conforme esta carga vai aumentando, o cheiro torna-se putrido-acido, devido
a combinacdo de Pseudomonas sp e bactérias laticas com atividade proteolitica e
com liberacdo no meio de acido sulfidrico (H.S) (BROWN 2008; DOULGERAKI et al,
2012; NYCHAS et al, 2008).

Em contagens altas também refere-se que estas bactérias produzem
bacteriocinas, que as protegem de outros microrganismos, inclusive patogénicos ao
ser humano. No entanto, mesmo com a existéncia destes compostos, esta condi¢éo
ndo é desejavel em carne in natura (10°-10’ log UFC/g de bactéria laticas), e sim em
produtos carneos fermentados, como o salame (HUI 2006) no qual essas bactérias
influenciam de maneira desejavel na obtencdo do produto final e suas
caracteristicas.

N&o foram encontrados na literatura trabalhos que mostrem aplicacdo de AEB
em bactérias acido laticas. No entanto, esta mostra interessante efeito sobre este
tipo de bactérias, ndo possuindo diferenca significativa (p>0,05) de AEA e AEFA e
possuindo efeito de reducao de carga bacteriana em relagéo ao controle (p<0,05).

As Enterobacteriaceae, mostradas na figura 1B, apresentaram diminuicdo
significativa (p<0,05) de 1,72 log UFC/g no tratamento AEA do E3 (figura 1Ba).
Tendo este tratamento uma contagem de 3,21 log UFC/g e o controle 4,93 log
UFC/g no dia 1, ele foi um tratamento mais eficaz do que AEFA, que apresentou
uma diminuicao de 1 log UFC/g. Neste mesmo experimento, AEB ainda apresentou
certo efeito, sendo 0,70 log UFC/g menor do que o controle, apesar de ndo haver
diferenca estatistica (p>0,05). FABRIZIO & CUTTER (2004) obtiveram reducéo de
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1,2 log UFC/cm2 em coliformes totais apds aplicarem AEA com 50 mg/L de Cl,; na

forma de spray em carne suina.
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Figura 1B. Enterobactericeae de E3 (a) e E4 (b) de pedacos de carne de porco tratados com AE e
armazenadaos a 4°C. Nota: Letras minUsculas/ mailsculas indicam diferenca estatistica (p<0,05) pelo
teste de Duncan no mesmo dia entre os tratamentos/ entre os dias para 0 mesmo tratamento. Nota 2:
* sdo contagens < 10 estimado.

No E4 (figura 1Bb), a carga bacteriana da matriz estava muito baixa, e isto
colaborou para a supressdo dos resultados no dia 1 do experimento. No dia 15
porém, o crescimento bacteriano quase igualou-se ao E3 em termos de carga
bacteriana. Este fato comprova entdo que os tratamentos aplicados neste
experimento ndo foram suficientemente eficazes em manter o efeito ao longo do
tempo, ou seja, a carga microbiana de Enterobacteriaceae na carne tratada com AE
foi estatisticamente igual ao controle no dia 15 e 29 (p>0,05), com excecédo de AEFA
no dia 29, porém com numeros acima de 6 log UFC/g, esta carne apresentava

condicdes improprias para 0 consumo.

4.2.3 Oxidagdes lipidicas

As tabelas 1E e 1F trazem dados de dienos conjugados (DC) e trienos
conjugados (TC) respectivamente. A AEFA no dia 1, apresentou valores de DC e TC
gue nao diferiram significativamente (p>0,05) do controle (DC no E1, TCho E1, E2 e

E3), e valores que foram superiores ao controle, verificado em DC no E2, E3 e E4
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(tabela 1E), TC somente no E4 (tabela 1F). Isto demonstra que ocorre maior
oxidacdo dos &cidos graxos poli-insaturados quando € empregada a AEFA (com
AEA, somente o E2 possui DC e TC significativamente (p<0,05) maiores que o
controle, conforme tabela 1E e 1F), decorrente de que em sua composi¢ao ha HOCI
como molécula predominante no meio, o qual € um agente oxidante forte (WHITE,
2010).

Tabela 1E. Dienos conjugados (Abs/ mg de lipidio/ 3 mL de ciclohexano) em
pedacos de carne suina, tratadas com diferentes tipos de aguas eletrolisadas,
tempos e temperatura, durante armazenamento de 29 dias a 4°C (1).

Experimento Dia 1 Dia 15 Dia 29

E1- 20 18°C

AEA 253,5* (8,53) 245,3* (31,07) 210,3* (35,85)
AEFA 228,5% (16,09) 261,0* (10,99) 189,8% (9,85)
AEB 235,0* (11,39) 230,4* (22,88) 191,8%® (12,51)
Controle 236,8* (25,90) 226,0* (2,17) 204,3* (13,95)
E2- 20" 30°C

AEA 258,0* (21,62) 147,0" (14,82) 68,8 (7,33)
AEFA 252,2%* (35,26) 156,38 (28,03) 70,0°¢ (7,47)
AEB 188,4" (10,02) 219,2** (37,23) 96,0 (10,24)
Controle 181,3" (32,75) 141,0™® (24,55) 114,8%° (14,44)
E3- 40" 18°C

AEA 165,38 (17,37) 213,08 (3,03) 343,5* (42,98)
AEFA 335,1* (43,42) 360,1* (14,58) 173,18 (34,36)
AEB 268,9%* (58,22) 362, 4 (7,19) 343,1* (49,14)
Controle 191,2* (93,54) 311,7* (54,92) 350,6* (63,08)
E4- 40" 30°C

AEA 153,28 (1,51) 181,6* (8,44) 178,5* (2,80)
AEFA 190,3%® (0,71) 239,2** (28,98) 170,3%® (9,57)
AEB 161,1°* (9,15) 147,8" (28,53) 177,8* (31,89)
Controle 147,5** (12,86) 161,9°* (40,98) 167,3* (11,23)

Nota: As letras minusculas/mailsculas diferentes nas colunas/linhas indicam diferenca estatistica
(p<0,05) dentro do mesmo experimento pelo teste de Duncan. Resultados expressos em média
(desvio padrédo).

Durante o periodo de armazenamento os tratamentos com os diferentes tipos
de AE (AEA, AEFA e AEB), nos experimentos E2 e E3 para DC e TC, apresentaram
comportamento estatisticamente diferente ( p<0,05), sendo maiores que o controle

nos dias de analise.
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Tabela 1F. Trienos conjugados (Abs/ mg de lipidio/ 3 mL de ciclohexano) em
pedacos de carne suina, tratadas com diferentes tipos de aguas eletrolisadas,

tempos e temperatura, durante armazenamento de 29 dias a 4°C (1).

Experimento Dia 1 Dia 15 Dia 29

E1- 20 18°C

AEA 19,25*® (1,05) 19,66 (1,12) 16,16 (2,40)
AEFA 18,65 (2,38) 20,83* (2,25) 14,56 (1,03)
AEB 17,96 (2,61) 21,42 (2,04) 17,56 (1,61)
Controle 18,06 (1,78) 22,12% (0,99) 17,06% (1,17)
E2- 20" 30°C

AEA 41,87* (9,31) 13,92 (1,50) 0,91°¢ (0,26)
AEFA 25,75 (7,61) 14,92 (2,64) 2,83 (0,61)
AEB 17,32 (4,02) 21,52%* (2,18) 3,208 (0,42)
Controle 27,12 (3,47) 18,0478 (5,59) 8,58°° (4,28)
E3- 40" 18°C

AEA 18,94%® (0,92) 16,00°C (0,68) 22,50* (1,20)
AEFA 18,12%® (0,50) 22,41 (2,08) 20,70*® (1,87)
AEB 20,10* (2,36) 22,05 (0,15) 21,40 (1,65)
Controle 20,79% (2,70) 24,73* (0,30) 21,30% (0,79)
E4- 40" 30°C

AEA 15,64 (1,46) 12,05 (1,25) 12,718 (0,53)
AEFA 18,73* (1,13) 18,88* (1,57) 12,50 (0,44)
AEB 16,68 (0,59) 10,618 (0,23) 14,92%* (2,87)
Controle 15,90 (0,11) 11,36 (1,66) 14,28 (4,21)

Nota:As letras minUsculas/mailsculas diferentes nas colunas/linhas indicam diferenca estatistica
(p<0,05) dentro do mesmo experimento pelo teste de Duncan. Resultados expressos em média
(desvio padréo).

Os DC e TC séo produtos de oxidacdo primaria de lipidios (LAGUERRE;
LECOMTE; VILLENEUVE, 2007), e para ocorrer a formacado desses compostos é
preciso que haja deslocamento de duas ou trés ligacdes duplas na molécula de
acido graxo. Este fato ocorre quando h4 a abstracdo de um atomo de hidrogénio da
molécula, com posterior ressonancia em conjugacoes de ligas duplas ou triplas
(figura 1a). A carne suina foi a escolhida em virtude de conter acidos graxos
insaturados como oleico, linoleico (BRAGAGNOLO & RODRIGUEZ-AMAYA, 2002)
que sdo susceptiveis a acdo dos compostos oxidantes, tal como Cl,, HCI, HOCI
presentes na AEA e AEFA.
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ACIDO GRAXO NAO-OXIDADO
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Figura la. Formacédo de DC e TC.

No 29° dia de armazenamento nos tratamentos E2 e E3, as carnes suinas
tratadas com AEFA apresentaram valores de DC significativamente (p<0,05)
menores do que o do controle, indicando rearranjo destas moléculas durante o
periodo de armazenamento e formacdo de novos constituintes de oxidacao
secundaria ou compostos avancados de oxidacdo (KUBOW, 1992) em virtude que o
processo de oxidacao é dinamico.

As AE que contém espécies de cloro com atividade oxidante (AEA e AEFA),
possuem em geral comportamento diferente da AEB, sendo que esta segue
comportamento mais semelhante ao controle, como pode ser verificado em E3 e E4
para DC (tabela 1E) e TC (tabela 1F), o qual estes dois tratamentos apresentaram
igualdade estatistica (p>0,05) tanto entre os dias, quanto no mesmo dia entre 0s
diferentes tratamentos. Estes resultados estdo de acordo com KANAOKA (2001), o
qual verificou que a AEB foi capaz de sequestrar substancias oxidantes, tal como o
peroxido de hidrogénio, e isto poderia proteger a carne da agdo de espécies
oxidantes.

No E1 para DC (tabela 1E) e TC (1F) em todos dias analisados, nao foi
observado nenhum efeito dos diferentes tipos de AE utilizados, demonstrando que o
tempo empregado nesse experimento (20 segundos) e a temperatura de aplicagao
(18°C), néao interferiram na carne.

Um comportamento indesejavel esperado, porém nao apresentado em
nenhum dos experimentos nas andlises de oxidacdo primaria (tabela 1G), foi o

aumento rapido e muito superior ao controle dos tratamentos com AEA e AEFA por
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causa da presenca de espécies oxidantes como Cl, e HOCI. Este resultado esté de
acordo com o relatado por CHEN et al (2015), que trataram carne de peixe com
AEFA contendo 27,3 mg/L de Cl, e pH 5,50 por imersao durante 5 minutos a 25 °C e
100 rpm de agitacdo, no qual o tratamento apresentou resultados que
acompanharam o controle nos valores de perdoxidos (nos experimentos realizados
foram excecbes o dia 1 E4, dia 15 E1 e E3, e dia 29 E4) durante 0 armazenamento
por 18 dias a 4°C. O efeito tampéao frente ao HCI, conforme relato de TAN, LEE e
DYKES (2014), poderia ser um mecanismo de protecao intrinseca da carne contra a
oxidacdo. Este fato torna-se importante principalmente nesta analise de peroxidos,
uma vez que este tipo de composto possui atividade biolégica negativa nos
organismos vivos (KUBOW, 1992).

A formacdo dos peréxidos nos pedacos de carnes tratados com AEB
apresentaram comportamento semelhante ao controle em todos os experimentos
realizados, durante todo o periodo avaliado, onde os valores ndo aumentaram muito
(tabela 1G).

Tabela 1G. Peroxidos (miliequivalentes de peréxidos/ Kg de amostra) em pedacos
de carne suina, tratadas com diferentes tipos de aguas eletrolisadas, tempos e
temperatura, durante armazenamento de 29 dias a 4°C (x1).

Experimento Dia 1 Dia 15 Dia 29

E1- 20 18°C

AEA 0,249% (0,063) 0,534%* (0,159) 0,182%® (0,028)
AEFA 0,274%® (0,072) 0,578* (0,105) 0,207%® (0,066)
AEB 0,188 (0,053) 0,279 (0,063) 0,162** (0,060)
Controle 0,158* (0,050) 0,275 (0,122) 0,188* (0,050)
E2- 20" 30°C

AEA 0,013% (0,012) 0,603**® (0,336) 0,998%"* (0,005)
AEFA 0,014% (0,007) 0,376% (0,077) 0,911°* (0,099)
AEB 0,007%® (0,001) 0,358% (0,150) 1,171%* (0,288)
Controle 0,012%® (0,005) 0,365% (0,117) 1,466 (0,219)
E3- 40" 18°C

AEA 0,084%® (0,028) 0,303* (0,054) 0,284* (0,088)
AEFA 0,061%® (0,022) 0,104 (0,010) 0,267* (0,074)
AEB 0,077%® (0,025) 0,173"* (0,009) 0,118"% (0,039)
Controle 0,087 (0,067) 0,263 (0,064) 0,195%® (0,047)
E4- 40" 30°C

AEA 0,022"8 (0,000) 0,467* (0,134) 0,179® (0,059)
AEFA 0,010°° (0,009) 0,075® (0,001) 0,114 (0,019)
AEB 0,037® (0,013) 0,283 (0,149) 0,201 (0,050)
Controle 0,151% (0,057) 0,266 (0,103) 0,353* (0,076)

Nota: As letras mindsculas/mailsculas diferentes nas colunas/linhas indicam diferenca estatistica
(p<0,05) dentro do mesmo experimento pelo teste de Duncan. Resultados expressos em média
(desvio padréo).
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Nos tratamentos com AEA (E1 e E4) e com AEFA (El), os valores de
peréxidos aumentaram significativamente (p<0,05) entre o dia 1 ao dia 15, e
diminuiram entre o dia 15 ao dia 29, formando uma espécie de curva em “sino”. Este
comportamento de queda justifica-se em virtude destas espécies combinarem-se
com outros acidos graxos e outros peroxidos (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA,
2010a). O HOCI tem caracteristica de atacar acidos graxos poli-insaturados e estes
formarem DC (figura 1b), bem como atacar os acidos graxos mono-insaturados para

formarem peroxidos (figura 1c).
ACIDO GRAXO NAO-OXIDADO R*

AN \&. o

H

FORMACAO DIENO CONJUGADO
QOUTROS
DE OXIDAGAO
Figura 1b . Formacéao de peroxidos a partir de poli-insaturados.

ACIDO GRAXO NAO- OXIDADO y

PEROXIL

Figura 1c . Formacgédo de peroxidos a partir de acidos graxos mono-insaturados.

Uma vez que os perdxidos podem provir de duas rotas (figura 14 e 15), e
analisando-se os valores obtidos nas tabelas 1E e 1G, a AEFA por conter HOCI,
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possui maior agdo oxidativa em acidos graxos poli-insaturados. Isto esta de acordo
com a literatura, pois quanto mais insatura¢gfes o 4cido graxo apresenta, maior é sua
reatividade com radicais livres e moléculas quimicamente reativas (DAMODARAN;
PARKIN; FENNEMA, 2010a). MAHMOUD et al (2006) ao aplicarem AEA (pH 2,22 e
40 mg/ de Cl;) em peixe por 15 minutos sob a forma de imersao e posterior
conservacao a 5°C, verificaram que este tratamento ao longo do experimento seguia
comportamento semelhante ao controle, assim como no E3 (figura 1G)

A tabela 1H tras os resultados do teste de TBARS, e analisando-a € possivel
verificar que no dia 1 em E1, E2 e E4 os valores de TBARS dos tratamentos nao
diferiram significativamente (p>0,05) do controle. No E3 até o 15° dia de
armazenamento, os tratamentos com os diferentes tipos de AE utilizadas
apresentaram valores de TBARS significativamente menores (P<0,05) do que os
controle (tabela 1H). RAHMAN et al (2012b) encontraram resultados diferentes do
encontrado em E3 no dia 1, quando aplicaram AEA (com 50 mg/L de Cl,) e AEFA
(10 mg/L de Cl,) em peito de frango imersos por 10 minutos, ndo havendo diferenca
significativa nos tratamentos até o 4° dia de armazenamento a 4°C em embalagem
aerobia.

Em carne de porco tratada por imersdao em AEA e AEFA, com 50 e 10 mg/L
de Cl, a 23 °C, RAHMAN, WANG e OH (2013), ndo encontraram diferenca
estatistica dos tratamentos e o controle até o 6° dia de armazenamento a 4°C em
embalagem aerdbia. No entanto a partir destes dias, o controle comecou a
apresentar valores de TBARS maiores que os tratados com AEA e AEFA, o que
aconteceu nos experimentos E1 (dia 29), E3 (no dia 1 e 15), e no E4 (no dia 29
tabela 1H), e desde o inicio no E3. Neste trabalho, os autores ndo chegam a discutir
possiveis mecanismos que poderiam justificar este fato. O tratamento de carne de
porco com lactato de potassio apresentou valores de TBARS maiores (p<0,05) que o
controle até o 11° dia de armazenamento a 2°C em embalagem aerdbia (TAN &
SHELEF, 2002), diferente do tratamento com AEA em lombo suino, que no dia 15 do

E3 e E4, apresentaram valores iguais ou menores que o controle.
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Tabela 1H. TBARS (mg MDA/Kg de amostra) em pedacos de carne suina, tratadas
com diferentes tipos de &guas eletrolisadas, tempos e temperatura, durante
armazenamento de 29 dias a 4°C (£1).

Experimento Dia 1 Dia 15 Dia 29

E1- 20 18°C

AEA 0,025% (0,028) 0,406* (0,082) 0,281 (0,040)
AEFA 0,033%° (0,014) 0,311%* (0,089) 0,198 (0,017)
AEB 0,037%° (0,028) 0,307"® (0,030) 0,627 (0,104)
Controle 0,010%¢ (0,002) 0,261"® (0,037) 1,131** (0,174)
E2- 20" 30°C

AEA 0,286*" (0,005) 0,252°*® (0,063) 0,137%° (0,017)
AEFA 0,124% (0,061) 0,506* (0,131) 0,051"® (0,028)
AEB 0,217% (0,020) 0,294* (0,001) 0,157%¢ (0,022)
Controle 0,321**(0,167) 0,110°* (0,025) 0,135 (0,006)
E3- 40" 18°C

AEA 0,235 (0,061) 0,173 (0,081) 0,385 (0,130)
AEFA 0,165 (0,092) 0,202 (0,040) 0,315* (0,017)
AEB 0,331%*(0,125) 0,202"* (0,040) 0,312* (0,057)
Controle 0,424%* (0,029) 0,404* (0,000) 0,385* (0,021)
E4- 40" 30°C

AEA 0,178* (0,016) 0,063% (0,032) 0,265 (0,066)
AEFA 0,226*® (0,032) 0,151% (0,150) 0,345"* (0,037)
AEB 0,226% (0,008) 0,102%® (0,064) 0,438%* (0,108)
Controle 0,257%® (0,098) 0,110% (0,076) 0,504* (0,036)

Nota: As letras mindsculas/mailsculas diferentes nas colunas/linhas indicam diferenga estatistica
(p<0,05) dentro do mesmo experimento pelo teste de Duncan. Resultados expressos em média
(desvio padréo).

Os tratamentos com AEFA no E2 apresentaram aumento entre o dial e 15 e
queda entre os dias 15 e 29. Este comportamento pode ser explicado pois a medida
gue o Malonaldeido (MDA) é formado, ele pode combinar-se com outras substancias
presentes no meio, como aminas e o0 proprio grupamento tiol da cisteina
(ESTERBAUER; SCHAUR; ZOLLNER, 1991).

O dia 29 no experimento 1 apresentou os maiores valores de TBARS entre
todos os experimentos realizados (tabela 1H), indicando que o estado de rancidez
oxidativa das amostras estava avancado. CAMPO et al (2006) relataram que quanto
maior € valor de TBARS, maior é a rancidez e menor é o cheiro caracteristico de
carne. O valor de 2,28 mg MDA/Kg de amostra foi caracterizado como o ponto em
que o cheiro de ranco sobressai o cheiro de carne.

O experimento onde ocorreu melhor efeito dos diferentes tipos de AE
utilizadas (AEA, AEFA e AEB) frente a TBARS foi o E3, uma vez que até o 15° dia
de armazenamento, os valores foram significativamente (p<0,05) menores em

relacdo ao grupo controle (tabela 1H).
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Os tratamentos com AEA e AEFA no experimento E3 além de bons
resultados em mesofilos, bactérias lacticas e Enterobacteriaceas. Houve ainda o
beneficio de AEB ndo promover a oxidacao lipidica. A maior quantidade de AE
aplicada além de ter melhores efeitos em bactérias, mostrou efeito “protetor” as
amostras, pelo menos no que refere-se a produtos mais avangados de oxidagdo em
comparacdo a DC e TC, sem do que estes sofreram um pequeno aumento quando

AEA e AEFA foram aspergidas.

4.2.4 Oxidagoes proteicas

As andlises de oxidagdo proteica estdo representadas nas tabelas 11 e 1J,
com carbonil e tiol respectivamente. Os tratamentos AEA (E1, E2 e E4) e AEFA (E4)
apresentaram maiores valores de carbonil em relacdo ao controle (tabela 1I). Este
comportamento seria decorrente das espécies moleculares (HCI, Cl,, HOCI)
presentes nestes tipos de AE, que favorecem a oxidagdo e consequentemente a
producdo de carbonil proteico (STADTMAN & LEVINE, 2003). A formacao de
carbonil possui algumas vias de formagao, como a fragmentacao proteica, ligacéo
com compostos provenientes de oxidacdo lipidica (ZHANG; XIAO; AHN, 2013),
oxidacao direta do aminoacido proteico (STADTMAN & LEVINE, 2003).

O carater antioxidante da AEB (LEE et al, 2006) foi verificado em todos os
experimentos, decorrente que a média de compostos carbonilicos formados ao longo
do periodo de armazenamento foi menor do que a do controle e dos demais
tratamentos. Isso demonstra que a AEB remove maior quantidade de substancia na
superficie da carne, diretamente expostas a oxidacdo e possibilita menores valores
de carbonil. Essa acdo também estaria relacionada ao OH e H, presentes na AEB
que anulariam o efeito oxidante do OCI" também presente nesse tipo de AE, mesmo
que em baixa concentracdo. E isto seria benéfico, uma vez que a oxidacéo

ocasionaria caracteristicas indesejaveis na carne (ESTEVEZ, 2011).
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Tabela 1I. Valores de carbonil (nanomol de DNPH/ mg de proteina) em pedacos de
carne suina, tratadas com diferentes tipos de A&guas eletrolisadas, tempos e
temperatura, durante armazenamento de 29 dias a 4°C (x1).

Experimento Dia 1 Dia 15 Dia 29

E1- 20" 18°C

AEA 8,15* (0,65) 10,57 (2,46) 6,40 (0,49)
AEFA 4,96 (0,53) 8,71%"* (0,80) 6,44 (1,26)
AEB 1,75% (0,75) 6,29 (1,91) 5,35 (0,39)
Controle 2,49 (0,61) 7,427 (1,07) 5,60* (1,05)
E2- 20" 30°C

AEA 9,29% (0,44) 10,47* (0,04) 5,33 (0,32)
AEFA 5,77°% (0,81) 9,81** (0,78) 6,288 (1,69)
AEB 3,938 (0,91) 8,277 (0,96) 0,47°° (0,52)
Controle 5,07°* (0,32) 6,04 (2,74) 8,86 (0,86)
E3- 40 18°C

AEA 4,75 (0,46) 6,65 (2,17) 3,14%® (0,89)
AEFA 5,60* (1,34) 6,16* (3,53) 6,24** (2,85)
AEB 3,27* (1,64) 4,01* (2,10) 6,97* (2,06)
Controle 4,32% (1,87) 5,42% (1,17) 6,42* (2,51)
E4- 40" 30°C

AEA 4,67* (0,45) 8,83* (4,40) 9,09 (2,95)
AEFA 6,09* (0,09) 5,40* (3,11) 4,45°* (0,98)
AEB 2,86 (0,18) 5,10* (2,56) 3,94 (0,32)
Controle 2,558 (1,54) 8,45 (0,28) 8,087 (2,37)

Nota: As letras minuUsculas/mailsculas diferentes nas colunas/linhas indicam diferenca estatistica
(p<0,05) dentro do mesmo experimento pelo teste de Duncan. Resultados expressos em média
(desvio padréo).

No dia 15 os valores de carbonil nos pedacgos de carnes tratados com AEA
(E1 e E2) e AEFA (E2) foram significativamente (p<0,05) maiores que os valores do
controle (tabela 11). Do dia 15 ao dia 29, os valores de carbonil dos experimentos
El, E2 e E3 diminuiram, e isso é decorrente de reac¢des do grupo carbonil com
ligacBes inter e intra proteina (PATTISON; RAHMANTO; DAVIES, 2012) e grupos
moleculares como aminas.

AEA e AEFA favoreceram a formacéao de carbonil praticamente somente no
dia 1, sendo a formacédo diminuida no dia 15 (tabela 1l). Este fato colabora com a
ideia de que os diferentes tipos de aguas eletrolisadas utilizados (AEA, AEFA)
possuem um efeito momentaneo, ou seja, apresentam atividade no momento de
aplicacdo, quando ocorre o consumo de cloro e atividade, e este efeito instalado € o
melhor possivel, inviabilizando o efeito durante o tempo, como ocorre com &cidos
organicos e os conservantes artificiais. AEB apresenta comportamento semelhante

ao controle, indicando que este tratamento ndo afetou a proteina, o que esta de
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acordo com LEE et al (2006) além de poder intervir em agentes oxidantes e assim
funcionar como um agente anti-oxidante (KANAOKA et al 2004).

No dia 1 em E2, E3 e E4 ndo ocorreu diferenca significativa (p>0,05) nos
valores de tiol em relacéo ao tratamento controle, com os trés diferentes tipos de AE
utilizados (tabela 1J).

Tabela 1J. Valores de tiol (nanomol de SH/ mg de proteina) em pedacos de carne
suina, tratadas com diferentes tipos de &guas eletrolisadas, tempos e temperatura,
durante armazenamento de 29 dias a 4°C (z1).

Experimento Dia 1 Dia 15 Dia 29

E1- 20 18°C

AEA 112,13 (4,19) 117,10* (8,08) 114,93* (15,28)
AEFA 126,38 (3,33) 118,00** (0,81) 123,46*" (5,98)
AEB 132,09 (3,01) 121,55% (8,98) 116,19%® (1,05)
Controle 132,37 (18,56) 118,01* (5,31) 110,63* (8,57)
E2- 20" 30°C

AEA 112,43* (3,18) 118,33 (1,04) 102,46 (2,54)
AEFA 118,21* (2,70) 127,10%"* (4,84) 118,97 (3,92)
AEB 121,59* (6,71) 127,78%* (6,41) 99,08 (5,94)
Controle 123,09 (1,05) 132,52** (3,23) 121,16 (3,63)
E3- 40" 18°C

AEA 110,17 (8,83) 109,97"* (6,58) 115,68 (3,56)
AEFA 106,33* (11,80) 112,73 (5,34) 119,28 (4,03)
AEB 122,40* (2,33) 129,11** (6,40) 124,49% (1,20)
Controle 120,63* (11,80) 118,222 (9,97) 118,80 (11,63)
E4- 40" 30°C

AEA 114,68** (2,78) 104,87 (4,98) 89,39 (6,26)
AEFA 118,72 (11,22) 110,37%* (12,53) 114,49% (4,72)
AEB 111,02 (16,19) 129,28 (15,99) 107,33* (10,08)
Controle 131,83* (15,15) 118,45 (8,29) 113,57** (5,59)

Nota: As letras minusculas/mailsculas diferentes nas colunas/linhas indicam diferenca estatistica
(p<0,05) dentro do mesmo experimento pelo teste de Duncan. Resultados expressos em média
(desvio padréo).

Em todos os experimentos realizados, nos dias 1, 15 e 29, os pedacos de
lombo tratados com AEA e AEFA apresentaram o menor valor de média do tiol,
enquanto que os tratados com a AEB apresentaram o maior valor de média,
semelhante ao tratamento controle (tabela 1J).

Presente nos amino&cidos metionina e cisteina, o enxofre é formador do
grupamento tiol, sendo muito reativo frente a substancias oxidantes (BIRBEN et al,
2012), como as presentes em AEA (HCI, Cl;) e AEFA (HOCI) (HAWKINS;
PATTISON; DAVIES, 2003) mas no fim, os produtos formados s&o similares
(ZHANG; XIAO; AHN, 2013) (figura 7, p. 17) como na formagédo de dissulfeto ou



57

produtos de quebra molecular como compostos sulfurados (GAONKAR &
McPHERSON, 2005). KERKAERT et al (2011) ao estudarem a influéncia de HOCI
em proteinas como a caseina verificaram que cisteina, metionina e triptofano foram
0s aminoacidos mais susceptiveis a oxidacao, e este acido conduziu a agregacao
proteica através de ligacdes dissulfeto (-S-S-) entre amino&cidos ao longo da cadeia
proteica e entre cadeia proteicas (ver figura 7, p. 17), sendo este um dos motivos
também da diminuicdo do grupamento tiol afetado por agentes oxidantes.

Assim como ocorreu com 0 grupo carbonil (tabela 1I) a AEB apresentou
comportamento semelhante ao tratamento controle no estudo do tiol, decorrente de
sua capacidade “protetora” frente aos grupamentos reativos proteicos.

As andlises de carbonil e tiol sdo inversamente proporcionais quanto ao
estado oxidativo proteico, sendo que quanto maior o carbonil e menor for o valor de
tiol, mais avancado o estado oxidativo, como mostrado por DALLE-DONNE et al
(2001) ao colocarem em contato HOCI e actina purificada durante 30 minutos sobre
concetracdes crescentes de agente oxidante.

O tiol € um grupamento muito importante no balanco oxidativo de proteinas e
enzimas, visto que esta presente em algumas enzimas envolvidas em mecanismos
antioxidantes, tal como a glutationa (GSH). Quando a GSH entra em atividade, ela
se oxida doando atomos de hidrogénio para estabilizar radicais livres, ficando na
forma de glutationa reduzida (GSSG), que podera ser reestabelecida pelo aporte de
hidrogénios provindo de moléculas tais como o NADPH (MEISTER, 2013). Levando-
se em conta esta linha de pensamento, proteinas que contém o grupamento tiol,
presentes na carne suina poderiam ter uma capacidade intrinseca de defesa contra
0 ataque de agentes oxidantes. Sendo assim, a oxidacao causada pela AEA e AEFA
a carne submetidas a aplicacéo de spray poderia ser muito maior, mas este fato nao
ocorreu.

A ideia que se cria entdo ao analisar-se os dados em conjunto, tanto de
oxidacOes lipidicas como oxidacOes proteicas € de que a forte atividade oxidante
que a AEA e AEFA possuem (POR > 800 mV) ndo seriam capazes de estimular as
oxidacoes lipidicas e a producdo de compostos avancados de oxidagBes, como o
MDA, afetando aparentemente a oxidacgdo lipidica em etapas mais iniciais, como
aconteceu com com DC e TC, assim como teriam pouco efeito em proteinas. Estes
efeitos no entanto estéo situados na superficie da carne, pois foi o local de coleta,

nao afetando em principio, locais onde a AE ndo entra em contato, o que € muito
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bom para o tratamento. A AEB pode ter um comportamento de n&o acelerar as
oxidacoes, possivelmente porque além da presenca de H,, o NaOH pode saponificar
acidos graxos (SASSER, 1990) disponiveis na superficie, e estes em sequéncia
possivelmente sejam lixiviados da superficie da carne suina. Desta maneira, essa
parcela de lipidios oxidados ndo sdo contabilizados, o que poderia superestimar o
resultado.

4.2.5 pH e POR

O pH é um importante indicativo de qualidade de carnes. Nos experimentos,
de maneira geral notou-se que o pH da AE (AEA, AEFA e AEB com
aproximadamente pH 2,60, 6,20 e 11,50 respectivamente) nao influenciou no pH de
superficie da carne 24 horas ap0s aplicadas sob a forma de spray, variando entre
5,5-5,75 (tabela 1K), sendo estes valores normais para carne suina neste tempo de
abate (GOMIDE; RAMOS; FONTES, 2013). Este fato € importante, uma vez que
HOCI e HCI diluidos estdo presentes em AEFA e AEA, e na AEB, hipoclorito
(RAHMAN; DING; OH, 2010) e NaOH diluido. Como o pH ndo muda, possibilita
manutencdo de caracteristicas organolépticas intrinsecas e desejaveis da carne, tal
como a cor, entre outras.

No dia 15, os valores de pH das carnes tratadas com AE permaneceram
praticamente os mesmos do dia 1, sem diferir estatisticamente (p>0,05) do controle.
Este € um indicativo que os diferentes tipos de AE nao alteraram o pH da carne.
Esses valores de pH apresentados pelas carnes tratadas com diferentes tipos de AE
sdo menores do que normalmente se encontram ap0s esse mesmo tempo de
armazenamento, onde autores mencionam valores acima de 6,0 inclusive até no 6°
dia de armazenamento sob condi¢Bes aerdbias a 4°C (RAHMAN et al, 2013). Um
fator que pode ter influenciado para que os valores de pH né&o variassem muito séo o
grande namero de coldnias de bactérias laticas encontradas nesse dia nos pedacos
de carnes tratados com AE (figura 1A).
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Tabela 1K. Valores de pH em pedacos de carne suina, tratadas com diferentes tipos
de aguas eletrolisadas, tempos e temperatura, durante armazenamento de 29 dias a

4°C (21).

Experimento Dia 1 Dia 15 Dia 29

E1- 20 18°C

AEA 5,60 (0,03) 5,55* (0,03) 5,60* (0,05)
AEFA 5,61* (0,01) 5,56 (0,03) 5,40 (0,05)
AEB 5,59 (0,02) 5,56* (0,01) 5,527 (0,14)
Controle 5,58* (0,01) 5,56 (0,06) 5,55%°* (0,05)
E2- 20" 30°C

AEA 5,50* (0,03) 5,51** (0,06) 5,52°* (0,04)
AEFA 5,56 (0,03) 5,55 (0,02) 5,49** (0,10)
AEB 5,54* (0,01) 5,50 (0,05) 5,52°* (0,04)
Controle 5,51%* (0,02) 5,61%* (0,09) 5,50* (0,06)
E3- 40" 18°C

AEA 5,69 (0,09) 5,68 (0,10) 5,71** (0,25)
AEFA 5,70 (0,00) 5,64* (0,03) 5,61** (0,04)
AEB 5,75 (0,03) 5,68 (0,03) 5,98 (0,49)
Controle 5,63* (0,06) 5,80** (0,21) 5,89* (0,27)
E4- 40" 30°C

AEA 5,68% (0,07) 5,55% (0,01) 5,92** (0,10)
AEFA 5,74 (0,00) 5,72* (0,20) 5,89% (0,06)
AEB 5,66 (0,02) 5,65 (0,11) 5,84** (0,23)
Controle 5,71%* (0,04) 5,63* (0,11) 5,81** (0,14)

Nota: As letras mindsculas/mailsculas diferentes nas colunas/linhas indicam diferenca estatistica
(P<0,05) dentro do mesmo experimento pelo teste de Duncan. Resultados expressos em média
(desvio padréo).

Nos E3 e E4 os valores de pH entre o dia 15 e o dia 29 aumentaram, porém
de maneira ndo significativa (p>0,05), enquanto que nos experimentos E1 e E2 os
valores foram praticamente os mesmos (tabela 1K). Essa pouca variagdo de pH
ocorrida em E1 e E2, pode estar relacionada a produgéo de &cidos organicos pelas
bactérias laticas (LEVERING et al, 2012). Nestes dois experimentos ndo foram
realizadas as andlises de bactérias acido laticas, mas esses dados colaboraram
para a inser¢ao de dois novos grupos de bactérias durante os testes (bactérias acido
laticas e Enterobacteriaceae).

No E4, o tratamento com AEA teve um pequeno aumento numérico do pH no
tempo, passando de um valor médio de 5,60 para 5,92. Este fato pode estar
relacionado com a producdo de compostos aminados provenientes de protedlise
causada por bactérias psicrotroficas (tabela 1C) tal como as do género
Pseudomonas (FORSYTHE, 2013). Isso pode ter ocorrido nos demais experimentos,
mas como ocorreu grande desenvolvimento das bactérias laticas, o acido produzido

pelas mesmas, deve ter tido maior influéncia no resultado final do que a acéo
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proteolitica. RAHMAN et al (2012b) verificaram que o tratamento de peitos de frango
por imersdo em AEA contendo 50 mg/L de Cl; e pH 2,54 manteve menor o pH da
carne tratada em relacéo ao controle durante os 10 dias de armazenamento a 5°C.
Este comportamento foi diferente do encontrado em carne suina, pois os valores de
pH das carnes tratadas com os diferentes tipos de AE nao diferiram
significativamente (p>0,05) dos valores do controle (tabela 1K).

A evolucdo do POR nado é comumente avaliado em carnes, assim nao foram
encontrados trabalhos para discutir os resultados. Sua evolucao é importante, pois
estes valores indicam os tipos de reacdes que estdo ocorrendo na carne (JAY,
2005), susceptiveis aos compostos presentes no meio, tal como acidos organicos,
produtos de metabolismo de bactérias, protedlise, entre outros. E uma vez que com
0 passar do tempo, os mV da carne passam de positivos para negativos, ou seja, a
oxidacao esta aumentando.

O POR nao apresentou 0 mesmo comportamento nos quatro experimentos
realizados, podendo ser dividido em dois grupos (1° grupo com E1 e E2 e 2° grupo
com E3 e E4). No dia 1, nos experimentos E1 e E2, o tratamento AEB apresentou
valores significativamente (p<0,05) menores dos demais tratamentos. No E1 esse
comportamento persistiu no dia 15, porém somente em relacdo ao tratamento com
AEA, enquanto que no dia 29 ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre os
tratamentos aplicados. Esses menores valores de POR apresentados pelas carnes
suinas tratadas com AEB poderiam estar relacionadas com o valor de POR da AEB
que foi de -884 mv no E1 e de -870 mv no E2 (tabela 1A). Mas provavelmente o
motivo seja o valor de POR da propria carne, uma vez que no E2 ndo ocorreu
diferenca significativa (p>0,05) entre o tratamento com AEB e o controle (tabela 1L).

Essa diminuicdo nos valores de POR no tempo podem indicar também que
Varios compostos presentes na carne tenham recebido elétrons e assim oxidaram, o
que acontece com carnes atraves do seu tempo de armazenamento (JAY;
LOESSNER; GOLDEN, 2005)



61

Tabela 1L. Valores de potencial redox (POR em mV) em pedacos de carne suina,
tratadas com diferentes tipos de aguas eletrolisadas, tempos e temperatura, durante
armazenamento de 29 dias a 4°C (z1).

Experimento Dia 1 Dia 15 Dia 29

E1- 20 18°C

AEA 246,7%°" (9,45) 145,2%® (8,27) 105,0% (13,53)
AEFA 250,7%°* (10,07) 104,48 (12,33) 116,5% (6,55)
AEB 242 3 (4,25) 106,5" (27,24) 107,8® (6,55)
Controle 261,6* (10,92) 119,11%® (5,42) 102,2% (5,33)
E2- 20" 30°C

AEA 380,4* (19,60) 127,8%° (16,94) 102,1%® (9,66)
AEFA 345,2"* (8,87) 110,0*® (2,08) 60,8°° (8,52)
AEB 290,5% (16,07) 122,0%® (3,84) 80,4 (6,00)
Controle 288,2 (12,22) 117,0% (5,45) 90,6%° (12,16)
E3- 40" 18°C

AEA 95,4%° (19,82) 149,2% (8,87) 188,0* (21,00)
AEFA 94,6% (4,93) 138,8%°% (6,30) 216,3* (7,62)
AEB 104,0%® (5,92) 120,18 (10,87) 188,7* (17,49)
Controle 101,0%® (7,88) 100,5%® (12,79) 176,0* (29,24)
E4- 40" 30°C

AEA 231,5* (16,94) 75,5% (13,08) 58,48 (19,59)
AEFA 248,5** (8,05) 73,0°° (19,51) 81,0%°%(20,03)
AEB 244,3* (7,85) 75,6% (19,55) 103,7%® (6,25)
Controle 240,8* (8,38) 72,7% (25,65) 107,1%® (8,00)

Nota: As letras mindsculas/mailsculas diferentes nas colunas/linhas indicam diferenca estatistica
(P<0,05) dentro do mesmo experimento pelo teste de Duncan. Resultados expressos em média
(desvio padréo).

No dia 1 do segundo grupo (experimentos E3 e E4) ndo ocorreu diferenca
significativa (p>0,05) entre o0s tratamentos realizados, persistindo esse
comportamento até o dia 15 no experimento E4. Analisando-se os resultados de
POR entre os tratamentos, igualdade estatistica (p>0,05) indica que o POR das AE
nao interferem no POR da carne, fato semelhante ocorrido no pH da carne no dia 1
de aplicacdo por exemplo (tabela 1K).

Durante o periodo de armazenamento no E4, os valores de POR diminuiram
em alguns tratamentos (AEB e controle) e outros permaneceram praticamente
constantes (AEA e AEFA). O que chama atencdo é o E3, uma vez que nos quatro
tratamentos ocorreu aumento significativo (p<0,05) de médias, destacando que AEA
e AEFA aumentaram do dia 1 ao 15 e do dia 15 ao 29, enquanto AEB e o controle
aumentaram significativamente (p<0,05) somente do 15° para o 29° dia (tabela 1L).
Valores altos de POR indicam ambiente propicio & ocorrer oxidagdo (JAY 2005).
Nesse sentido, em E3, o tratamento com AEB apresentou os menores valores de
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oxidacédo de carbonil (tabela 11), e os maiores valores de tiol (tabela 1J), indicando

um ambiente pouco alterado.

4.2.6 Cor

A cor é um atributo associado ao frescor da carne e esta caracteristica €
julgada consciente ou inconscientemente pelo consumidor (RENERRE; DUMONT;
GATELLIER, 1996). Qualquer nova tecnologia ou tratamento que vise a mudanca de
alguma caracteristica, como melhorar a qualidade microbiolégica, aumentar o tempo
de prateleira, entre outros, ndo pode acarretar danos a carne, pois de nada adianta
aumentar a durabilidade da carne, ou torna-la menos contaminada
microbiologicamente, se alguma caracteristica sensorialmente negativa for
implementada, como um sabor ou aroma diferente, bem como uma cor fora do
“‘normal” (PROCTOR, 2011).

A maior dificuldade enfrentada na obtencédo de resultados de cor foi a tomada
de amostra (SKRLEP e CANDEK-POTOKAR, 2007), uma vez que o lombo suino
em sua totalidade é composto por um grupo de musculos e isso implica diferencas
de intensidade de metabolismo, concentracdo de tipos de fibras (brancas e
vermelhas) e outras (BREWER et al, 2001). Por isso, 6 leituras da superficie da
carne foram efetuadas de maneira aleatéria. Para obtencdo de uma média.

Os valores de L* néo diferiram significativamente (p>0,05) entre os
tratamentos e no decorrer do periodo de armazenamento, nos experimentos E3 e E4
(figura 1Cal e 1Ca2). O parametro L* esta relacionado com a percepcdo de
luminosidade da carne, ou seja, 0 quanto ela reflete a luz, e isto esta relacionado
com a quantidade de &gua presente na superficie do pedagco de carne. Assim em
valores de pH préximos ao ponto isoelétrico (em torno de 5,6) os valores de L*
tendem a serem mais elevados (AMSA 2012; BREWER et al 2001).

Como os valores de pH da carne suina tratadas com os diferentes tipos de AE
variaram entre 5,63 a 5,98 em E3 e E4 (tabela 1K), ndo influenciou os valores de L*
nesses experimentos (figura 1Cal e 1Ca2) com excecdo de AEA em E3, que
aumentou com o tempo. FERNANDEZ-LOPEZ et al (2004) estudaram o efeito do pH

em carne de porco e verificaram que em pH 6, a carne de porco apresentou um L*
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de 49,7, enquanto que em pH 5 o L* foi de 51,05 e pH 4 foi de 54,87. A carne de
porco teve em média pH 5,7 em E3 dia 1 (tabela 1K e figura 1Cal), com L* de 52,5
aproximadamente, o que esta de acordo com este trabalho e de acordo com a figura
1Ca2, os valores de AEA aumentam em a*, indicando cor mais vermelha, e esta
combinacao leva esta carne a uma tonalidade menos rosa, cor esta que aparece em
pH mais elevado (BREWER et al, 2001).

40" 18°C 40" 30°C
601 ah 60 -
ad ad ad
a8 ¥ ahB ah s " >
55- an 55- ah ah an 24 ah
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Figura 1C. Cor no E3 e E4 com L* a* e b* em pedacos de carne de porco tratados com AE e
armazenados a 4°C. Nota: Letras minUsculas/ mailsculas indicam diferenca estatistica (p<0,05) pelo
teste de Duncan no mesmo dia entre os tratamentos/ entre os dias para 0 mesmo tratamento.
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O aumento destes parametros juntamente com o aumento do pH esta
relacionado com atividade méaxima de enzimas redutoras e consumidoras de
oxigénio quando estdo operando na velocidade maxima (BREWER et al, 2001).

Quando aplicaram AEA com pH 2,54 e 50 mg/L de Cl, e AEFA com pH 6,80 e
10 mg/L de CI, por imersdo em carne de porco por 5 minutos, RAHMAN, WANG e
OH (2013) verificaram que a carne tratada com AE demorava mais tempo para se
tornar escura do que o controle, sob refrigeracdo a 4°C em embalagem aerdbia.
Neste trabalho, a avaliagao foi feita por scores de avaliacdo de painelistas.

O fato da carne ndo se tornar escura € um beneficio, uma vez que para estes
autores, o pH da carne no dia 10 ja estava em torno de 5,90 nos tratamentos,
enquanto que o controle ja apresentava valores de 6,50 aproximadamente. Em
peixe, a imersao por 15 minutos em AEA contendo 70-80 mg/L de Cl, e pH de 2,40 e
armazenamento em 4°C apresentou resultados de L* iguais até o dia 15, com
diferenca significativa a partir do dia 20 em L*, sendo que o a* ndo mudou no tempo
entre tratamento e controle (XU et al, 2014). Os autores citam que esta diferenca &
devido ao tratamento de certa forma proteger a carne.

No parametro a* (figura 1Ca2 e 1Cb2) nédo foram encontradas diferencas
significativas (p>0,05) entre os tratamentos no dia 1. No entanto no dia 15, o controle
apresentou maiores valores de a* no E3 em relacdo aos tratamentos (p<0,05).
Conforme relatado por BRYCHCY et al (2015), a aplicacdo de AEA com 16 mg/L de
Cl, em carne de porco durante 120 s por spray e armazenados a 4°C, os valores de
a* nestes pedacos tiveram um aumento entre o dia da aplicacdo e o dia 7 de
armazenamento, com mudancas de 4,75 para 5,60 no controle e 4,67 para 5,55 no
tratamento, sendo estes dados de acordo com E4. Eles também relataram que o
controle apresentou aumento de concentragcdo de oximioglobina em relagcdo ao
tratamento, o que poderia justificar o nimero maior do controle no E3. Em relagéo
ao dia 29, os dados néo variaram do controle em relacdo ao tratamento (p>0,05).

O parametro b* no E3 (figura 1Ca2) teve uma tendéncia ao aumento (p<0,05)
durante o tempo em seu valor em todos os tratamentos. No mesmo dia estes
tratamentos nédo tiveram diferenca significativa (p>0,05). O E4 (figura 1Cb2)

manteve-se constante no tempo, e entre o0s tratamentos também ndo houve
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diferenca significativa (p>0,05), com excecao de AEA que teve aumento significativo
(p<0,05) do dia 1 ao 15 e diminui¢cao nos dias 15 a 29 (p<0,05).

O valor de b* parece interigado com o acontecimento das oxidacoes,
principalmente a proteica, que acontece com o decorrer do tempo (LI et al, 2011;
CHAIJAN et al, 2005). Conforme FERNANDEZ-LOPEZ, PEREZ-ALVAREZ e
ARANDA-CATALA (2000), o parametro b* ¢é afetado pela formacdo de
metamioglobina, que é produto da mioglobina oxidada, e importante, pois confere a

carne cor marrom.

4.3 CONCLUSOES

De uma maneira geral, a aspersdo de AE nao foi influenciada pela
temperatura da agua aplicada e sim pela quantidade da mesma, visto que 0s
experimentos com 200 mL mostraram maior eficacia em reducdo de microrganismos
em relacdo a 100 mL. Estes resultados foram fundamentais para a escolha destas
caracteristicas (18°C por ser uma temperatura menor e ter menor possibilidade de
afetar as oxida¢bes dos pedacos de carne, e 200 mL) utilizadas no capitulo 2.

As oxidacoes lipidicas parecem ser mais influenciadas por AEA e AEFA
(oxidacdes primarias), assim como houve influéncia desta em oxidacdes proteicas.
Por outro lado, a AEB teve um efeito pequeno em bactérias, aliado ao fato de seu
comportamento ser parecido com o controle nos aspectos oxidativos.

A cor nao foi afetada pelos tratamentos, e 0 pH manteve-se durante o tempo
de armazenamento, e ainda os tratamentos ndo afetaram o pH logo apés a

aplicacao dos tratamentos.
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6. CAPITULO 2

Original paper

Qualidade oxidativa e microbiolégica em carne stiia@da com spray de diferentes tipos de
agua eletrolisada (AE) aplicadas de maneira alderna

RESUMO: O cenério atual do meio ambiente necessita de agpis de tecnologias na
indUstria de carnes cada vez mais econémicasa@esisobre o uso de recursos como agua e
energia. Neste estudo foi avaliado o efeito de&capho combinada de AEB com AEA ou
AEFA na qualidade microbiolégica e oxidativa deneasuina. As AEs foram aplicadas a
18°C na forma de spray nas pressoes de 30 e 4A508E aplicadas com pressdes de 30 e 45
psi diminuem contagem de mesdfilos, bactériasdsatiEnterobacteriaceaeA AEA+AEB e
AEFA+AEFA ndo desencadearam as oxidacdes lipidecgwoteicas. AEB+AEA parece
aumentar o hexanal antes do que em relacdo aas drgtamentos em 45 psi. O pH da carne
bem como sua cor (L*, a* e b*) ndo foram afetadel®p tratamentos no decorrer dos dias de
armazenamento. A aplicacdo de AE na forma de qp@akEB seguida de AEA ou AEFA,
parece trazer beneficios microbioldgicos a caram, afetar as caracteristicas fisico-quimicas,
e isso é possivel com redugcdo da quantidade de @dzada em relagdo a quantidades
relatadas na literatura.

Palavras-chave: agua eletrolisada; microbiologia; qualidade figicdmica; carne suina;
spray.

O artigo sera submetido a revista Food and Biogo@echnology.
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6.1 INTRODUCAO

No atual cenario mundial, e em virtude do carasacvez mais econémico dos
recursos naturais, qualquer alternativa que venpi@servar 0 meio ambiente é bem-vinda.
Menor consumo de agua e baixa producao de resijllicicos sdo alguns dos pontos de
ancoragem do conceito de “quimica verde” (Proc@drl). A industria de carnes é um grande
consumidor de agua ao longo de sua linha de produgia vez que necessitam grandes
quantidades de agua, como para lavagem de caeagagroprio local.

A AE é uma tecnologia emergente que surge core fostificativa de encaixar-se na
preservacdo do meio ambiente, porque pode prop@rcieducdo no consumo de agua e
minimizar a producédo de residuos quimicos, ja gaeapenas agua e um sal clorado (como o
cloreto de sddio) para sua fabricagdo. Muitas sdvaatagens da AE, e dentre elas, as que
assumem papel de grande importancia sédo: evitaansporte de produtos quimicos, pois a
AE é gerada in-situ, uso de apenas uma solucdermtsal (como o cloreto de sodio) ou
acidos clorados para sua producdo, e talvez oimp@tante no conceito de meio ambiente é
que retorna ao estado original apos aplicacdo, wezaque o cloro gerado é consumido
durante o contato com a carne ou com a matériaigay@m geral (Al-Haq et al. 2005).

Trés tipos de AE podem ser geradas, e 0 que ddfierelas € o pH. A AE acida
(AEA) possui pH entre 2 e 3, a AE fracamente a¢iaFA) proximo a neutralidade (entre
55 e 7) e a AE basica (AEB) entre 10 e 12. Deaterele seu pH, o potencial de éxido-
reducao (POR) varia entre valores >1000 mV na AE®-900 mV na AEFA e em torno de -
800 mV na AEB. O ultimo parametro de variacdo @rcentracdo de cloro livre (CCL), que
é influenciada principalmente pela concentracdsalaoura, tempo de eletrdlise e corrente
elétrica (Hsu 2005). Dentre estes parametros @tampH figura como peca-chave, pois além
da CCL, a forma como o cloro encontra-se na AE #&ommonportante. Na AEA, a principal
forma de cloro é o @lna AEFA o acido hipocloroso (HOCI), e na AEB pdglorito (OCI)
(Rahman et al 2010).

A principal atividade dos diferentes tipos de ARt&da na literatura € sua acao frente
a microrganismos, inclusive sendo essa mais eficague produtos comumente utilizados
para essa finalidade, como o hipoclorito de séattajo peroxiacético, entre outros (Cao et al
2009; Martinez-Hernandez et al 2015). A literatpossui varios trabalhos que estudam a
aplicacao por imerséo, e poucos na forma da aplicag spray (Brychcy et al, 2015).

A grande maioria dos trabalhos com AE estudam a feéite a bactérias (Cao et al,
2009; Jadeja & Hung, 2014) e sua acao em relacamidacdes que ocorrem nos alimentos
foi pouco explorada. Além disso, informacdes coma@uantidade de AE utilizada no
tratamento sdo muitas vezes sequer mencionadas, gue sao mencionados sao utilizados
grandes quantidades de AE, como Cao et al (200@)jmgergiu ovo em 500 mL de agua e
Fabrizio e Cutter (2005), com imersédo de salsich&@0 mL de agua e Xu et al (2014), que
usou a proporcdo de 2:1 de 4gua:peixe. O spray g@dema alternativa a estes métodos de
estudo comumente utilizados, uma vez que tornaiyesa reducdo do volume de AE
utilizada em virtude da presséo a ser empregadapieacéo. Ainda, conforme Hao et al
(2015), o uso alternado de AEB e AEA poderia sesrmaficaz do que o uso das mesmas de
maneira individual sobre microrganismos. Porém,cpose sabe sobre os efeitos da AE
aplicada na forma alternada sobre oxidactes ene.cAssim, neste trabalho, aplicou-se spray
de AE de maneira alternada em duas combinagbes+AER e AEB+AEFA. As AE foram
aplicadas nas pressodes de 30 e 45 psi em carree guandepois foram embaladas a vacuo e
armazenadas a 4°C durante 29 dias, onde foramadwali 0s aspectos oxidativos,
microbioldgicos, e cor (L*, a* e b*).
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6.2 MATERIAIS E METODOS

6.2.1 Producao dos diferentes tipos de AE e tratamentos aplicados.

A partir de uma salmoura de cloreto de sodio a%,{®INAMICA® BRASIL)
elaborada com agua filtrada e deionizada em deidoiz(PERMUTION® BRASIL), obteve-
se AEA, AEB e AEFA que foram produzidas com elé&la 18°C em eletrolisador de
bancada (ENVIROLYTE® ESTONIA). Foi utilizado memheade separacdo para AEB e
AEA, bem como mistura de AE no momento da eletedtis equipamento para obtencdo da
AEFA, sendo posteriormente determinadas as suastedsticas (tabela 1). O pH foi medido
com leitura direta com eletrodo (DIGIMED® BRASII9,potencial redox (POR) foi medido
com eletrodo de platina (DIGIMED® BRASIL) e a CCdi favaliada conforme metodologia
de SMEWW (1999).

6.2.2 Obtencédo das amostras e aplicagao dos tratamentos.

Lombos inteiros de suinos coletados em dias difesea de suinos diferentes com
temperatura de 38 °C + 1 foram obtidos em um fffgrar no centro do estado do Rio Grande
Sul, Brasil, e foram transportados imediatamentdaboratério da universidade dentro de
embalagem térmica. Chegando, procedeu-se ao amstohbos em pedacos de 250 + 50 g
(contendo pele, gordura e carne), e procedeu-pdicaghio do spray dos diferentes tipos de
AE. Estando as unidades amostrais dos lombos sai865C quando da aplicacdo do spray,
tomando a simulagdo o mais proximo possivel do amdiindustrial. O teste simula a etapa
de lavagem da carcaca antes da entrada da camasfidmento da carcaca.

Com um aplicador de spray manual, as amostras fgamerizadas nas seguintes
combinacfes: AEB+AEA e AEB+AEFA a 18°C nas pressie80 e 45 psi na distancia de
10 cm. Os diferentes tipos de AE foram aplicadasseguéncia uma da outra, sendo o
tratamento 1 (T1) 100 mL de AEB e 100 mL de AEAratamento 2 (T2) 100 mL de AEB e
100 mL de AEFA e o tratamento 3 (C) controle semhnen tratamento. Aplicadas as AE
com spray, deixou-se escorrer a AE durante 30 slEgune posteriormente foram
empacotadas em embalagens a vacuo (espessuiiardd, mylon com polietileno de baixa
densidade e com taxa de permeabilidade ao oxigéeiwor que 30 cm3/fdia) as quais
foram armazenadas a 4°C + 1, e analisadas no°1&, 2% dia.

6.2.3 Andlises Microbiologicas

Vinte gramas de carne foram homogeneizadas emml8feptona de carne a 0,1%
(HIMEDIA® INDIA) que posteriormente foram diluidaonforme a necessidade, sendo os
resultados expressos em log UFC/g. Aerdbios mesofibtais foram avaliados conforme
BRASIL (2003) em meio agar contagem padrao (OXOIBRGLAND), bactérias acido
lacticas foram avaliadas conforme APHA (2001) enionWRS Agar (ACUMEDIA® USA),
Enterobacteriaceadoram avaliadas conforme BRASIL (2003) em violet rbile glucose
agar (ACUMEDIA® USA) e psicrotréficos foram aval@a conforme BRASIL (1992). Os
Staphylococcussp. foram avaliados conforme BRASIL (2003) em meio BaPParker
(FLUKA® USA) acrescido de gema de ovo (LABORCLIN® RBSIL). Para o
Staphylococcusp. a coleta foi por swab numa area de 10 cmagarficie da amostra,
sendo o resultado expresso em log UFC/cm2. As plpesa contagem total de Aerdbios
mesofilos, Staphylococcusp. e bactérias lacticas foram incubadas por 48sha 36°C,
Enterobacteriaceadoram incubadas por 24 horas a 36°C e psicrotséfforam incubadas
por 7 dias a 7°C.
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6.2.4 pH e POR

O pH da amostra é importante, pois pode norteamag caracteristicas que a carne
pode apresentar como cor, suculéncia, e foi aabadhomogeneizar-se (MIXER PHILLIPS
WALLITA® BRASIL) 2,5 g de carne proveniente da stipe da carne e 2,5 g de gordura
com 50 mL de agua destilada com posterior leitumapéimetro (DIGIMED® BRASIL)
conforme AOAC (2006). O POR da amostra foi avaliddanesma maneira que o pH, porém
com leitura em eletrodo de platina (DIGIMED® BRAS$IL

6.2.5 Peroxidos

A técnica de peréxidos foi baseada em Shanta aclelD€1994), e utilizou-se uma
quantidade 50 mg de gordura previamente extrailzat@enica de Bligh and Dyer (1959) e
posteriormente seca em bomba de vacuo (TECNAL® BR®SN temperatura de 35°C para
realizacdo da andlise. O resultado obtido em abreoid a 500 nm em espectrofotdmetro
(AGILENT® CHINA) foi utilizado para comparacdo com reta obtida de curva padrdo
previamente confeccionada. Os resultados de per®%atam expressos em miliequivalentes
de peroxido/ g de lipidio.

6.2.6 TBARS

As espécies reativas ao acido tiobarbiturico foermaliadas conforme a técnica de
Raharjo et al (1992) e baseou-se em homogeneigadécarne e 5 g de gordura com uma
solucéo de acido tricloroacético, com posteridradgdo e reacdo com acido tiobarbitirico a
95°C por 5 minutos e leitura de absorbancia emrd8lguando a amostra atingiu 25°C. Os
resultados foram expressos em mg de malonaldeiBAJVMKg de amostra ap0s comparacao
com curva padrdo a partir de concentracdes crescdattetraetoxipropano (TEP).

6.2.7 Carbonil

As proteinas carboniladas foram avaliadas confotéomica descrita por Levine
(1990) com algumas modificacbes. Em tubo Falcandé carne foi homogeneizada em Ultra
Turrax (TECNAL®BRASIL) por 30 segundos com tampasfato pH 6,9 0,04 M. Feito 2
tubos com dinitrofenilhidrazina (DNPH), e outro tamdo acido cloridrico 2M, apds a
formacao do pellet, e lavagem com acetato de ettianol (1:1 v/v), e 10 minutos de
incubacdo a 37°C, o mesmo foi solubilizado em swute dodecil sulfato de sédio (SDS)
2%, sendo que um tubo continha DNPH e foi lido epeetrofotémetro a 370 nm e o tubo
branco lido a 280 nm para quantificacdo de prote&ina70 nm. O grupo carbonil foi
quantificado como [A 370nm com DNPH- A 370 tuborw@] para eliminacdo de efeito de
absorbancia da proteina, e no célculo foi utilizadaoeficiente de extincdo molar da
hidrazona 22.000 Mcm™* e o resultado expresso em nanomol de DNPH/ mgaleipa.

6.2.8 Tiol

O grupamento tiol foi analisado na proteina contoramalise descrita por Ellman
(1959) com algumas modificacdes. Para a quantdicacresultado da absorbancia obtida em
espectrofotdmetro foi comparado com uma curva pagdré@viamente confeccionada com o
aminoacido cisteina. Esta técnica baseia-se emaf@onde cromoéforo entre tiol e acido
ditionitrobenzdico (DTNB), sendo que este absomecemprimento de onda de 412 nm, e a
proteina € quantificada em 280 nm, em outro tubendaio, sendo um tubo de reacao de cor
e um tubo de quantificagédo proteica. O resultad@exXpresso em nanomol de tiol por mg de
proteina.
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6.2.9 Cor

A analise de cor foi efetuada 30 minutos apés atida embalagem a vacuo com
temperatura em torno de 20 °C (x1) em equipamenitmrimetro (KONICA MINOLTA®)
com leitura direta de 5 pontos aleatdrios da cakpés obten¢cdo das medidas, uma média foi
obtida. O iluminante A, componente especular irclesabertura de 10° foram usados para
mensurar L, a*, b* (Brewer et al 2001). O indicevéemelho foi calculado como a*/b* (Chen
et al 1997).

6.2.10 Determinacédo de hexanal

Os compostos volateis dos dias 1, 15 e 29 foramaieis doheadspacedo vial
contendo 5g de carne previamente moida e homogelseizutilizando a técnica de
microextracdo em fase sodlida (HS-SPME). A fibora @&PME de revestimento
Carboxen/polidimetilsiloxano (Car/PDMS) (75 um xrh@n, Supelco, Bellefonte, PA, USA)
foi utilizada na extracdo. Os frascos contendmasstras foram submetidas a extracdo por 45
min, em banho-maria a 40°C. Antes da extracdo, ¢emtxo contendo as amostras foi
submetido a um tempo de pré-equilibrio na mesmaedestura de extracao, sem exposicao da
fibra por 15 min. Apos o término da extracao, aafibbi removida e inserida no injetor do
cromatdgrafo para dessorcao térmica dos analitos.

O hexanal foi avaliado por um cromatografo de fgEsosa Varian Star 3400CX (CA,
EUA) equipado com um detector de ionizacdo de ch@s@FID). A fibra foi dessorvida
termicamente na porta de injecdo a uma temperdaugb0 °C durante 10 min, em um modo
desplitlessdurante 2 min. Os compostos foram separados nolmaaccapilar polar de silica
fundida ZB-WAX Plus (60 m x 0.25 mm x 0.281). O hidrogénio foi utilizado como gas de
arraste a uma pressao constante (30 psi). A tempeiaicial da coluna foi ajustada para 35
°C e mantida durante 3 min. Em seguida, um graglidattemperatura foi iniciado subindo a
2 °C min™ até 80 ° C, seguido por um aumento a 5 °C frété 230 °C, e mantida em
condic¢des isotérmicas durante 5 min. A temperadoraetector foi mantida a 230 °C. Uma
série de n-alcanos homologos foram analisados salesmas condicbes cromatograficas
para calcular o indice de retencao linear (IRLheQanal foi identificado por comparacao de
indice de retencédo e espectro de massas obtidasgmatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC/MS QP-2010 Plus, 8hum@orporation, Tokyo, Japan) na
mesmas condi¢cdes de analise descrita. A compaeagé® os tratamentos foi realizada pela
comparacao de area cromatografica obtida do heran@lC-FID.

6.2.11 Andalises estatisticas

Foi aplicado o teste ANOVA, e havendo diferencaajes teste de Duncan (p<0,05)
foi utilizado para comparacdes de médias. Os exgerios foram realizados em triplicata.
Foi utilizado o software STATISTICA 7,0 (STATSOFT@ara célculos estatisticos, PRISM
(GRAPHPAD®) para confeccao dos graficos e EXCELEROSOFT®) para tabelas.

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1 Caracteristicas das aguas eletrolisadas

Os teores de cloro livre (CCL) presentes nas agleaolisadas antes da aplicacdo do
spray (tabela 1), estédo relacionados com a temyparda salmoura na eletrélise e com a sua
concentracdo de sal (0,05%), decorrente que ncelapautilizado nesse trabalho, ndo é
possivel controlar o fluxo de agua e a amperagem.
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Tabela 1.Caracteristicas dos diferentes tipos de aguamkdadas aplicadas nos pedacos de
carne suina e concentracdo de cloro (CCL) nasaetolisadas pos-spray.

Tipo de agua pH POR (mV) CCL CCL na agua
poOs-spray!
AEA 2,60 1200 74 23
AEFA 6,15 930 51 25
AEB 11,40 -830 0 0

Nota: :Concentracao de cloro livre (CCL) nas aguas disaidas que escorreram dos pedacos
de carnes tratados.

A CCL nas AE aplicadas no modo de spray (AEA 74Lndg Che AEFA 51mg/L de
Cl,) foram menores do que as aplicadas por Jadejddand (2014) que trabalharam com
AEFA (150 mg/L de G) em spray sob couro bovino, e de Martinez-Hernamdeal (2015)
trataram brdcolis com AEFA (100 mg/L deyCle maiores do que Rahman et al (2013)
(AEFA contendo 10 mg/L de €& AEA 50 mg/L de G) em carne de porco por imerséo,
Rahman et al (2010) (AEFA contendo 5 mg/L dgeCAEA 50 mg/L de G) com imerséo de
folhas de alface. No entanto as informacdes sol@€lana agua eletrolisada apds entrar em
contato com a carne e escorrer sao praticamentestemtes, e por conter cloro, esta AE
residual poderia ainda ser util.

A AEA e AEFA apos aplicacdo nos pedacos de capessentaram CCL de 23 mg/L
de C} e 25 mg/L de Glrespectivamente. Esse € um ponto positivo, umajuezessas AE
poderiam vir a funcionar como um mecanismo de auiocle de contaminacao na linha de
processamento, ja que AEFA com concentracao ero g0 mg/L de Glpor 10 minutos
diminuiu populagdes de biofilmes desteria monocytogend@révalos-Sanchez et al 2013) e
7 mg/L de Cj apresentaram efeito positivo de inibicdo ao cresstmde E. coli O157:H7
(Gomez-Lopez et al 2014).

A diminuicdo da CCL apés aplicacdo na carne deprseipalmente pelo contato
desta com a matéria organica, visto que esta cansddCL.

6.3.2 Microbiologia

Os microrganismos mesofilos aerobios totais e®tAwolvidos diretamente com
infeccBes de origem toxico-alimentar e producacatapostos patogénicos (Forsythe 2010).
Ao analisar a acéo dos diferentes tipos de AE aqgdis frente a este tipo de microrganismo
(tabela 2), pode-se verificar que em ambas as Geesgilizadas, o tratamento AEB + AEA
promoveu reducdo significativa (p<0,05) no numeeob@dctérias no dia 1 em relacdo ao
tratamento controle (0,74 log a 30 psi e 1,03 latpbgsi) e maior do que a AEB +AEFA
(0,31 log a 30 psi e 0,77 log a 45 psi). A AEA csedza-se por apresentar moléculas de ClI
e acido cloridrico diluido, que desencadeiam um RRRemamente oxidante (tabela 1) a
ponto de promover alteracées nas membranas interegternas da célula, causando necrose
na mesma (Liao et al 2007). Huang et al (2006haem files de peixe com AE em uma
razao de 10 volumes com AEA com pH 2,5 e 50 mg/CHeurante 5 minutos, e obtiveram
reducbes de 20% em aerdbios no dia da aplicac@marto obteve-se 36% de reducdo
utilizando 45 psi e AEB+AEA em mesodfilos e utilizemmenos agua. Wang et al (2004)
lavaram coentro (1,5 Kg em 45 L) em AEA com pH 2485,8 mg/L de Gldurate 5 minutos
e o tratamento reduziu 0,66 log UFC/g em relacacoatrole, enquanto obteve-se no minimo
0,74 log UFC/g de reducao no experimento com 30 psi

Ha predominio de estudos com AEA e AEFA em detwle sua CCL presente, e
pouco com AEB, decorrente que a mesma nao apresdentee como consequéncia nao teria
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acao frente a microrganismos. Hao et al. (2015)cineam que a acado da AEA poderia ser
otimizada com uma aplicagéo prévia de AEB.

Sun et al (2012) relataram que AEB apresentou d@dgude removedora de biofilme
assim a AEA com CCL de 40 mg/L de,@ve a sua atividade melhorada. A atividade de
AEB poderia favorecer a acdo de AEA e AEFA, emudi&t que a primeira pode ter efeito
limpante, porque o NaOH presente pode saponificidioa graxos e deixar menos moléculas
interferentes na superficie da carne, como umaidigdio, facilitando a acdo da AEA ou
AEFA frente as bactérias. A imersao de folhas ¢ecalem 1,5L de AEB (pH 11,4) por 5
minutos seguida de imersdo por 5 minutos em 1,5AEk (40 mg/ de Gle pH 2,6) a 20°C
e trouxe diminuicdo de 7,14 para 5,32 log UFC/gedeoli O157:H7, este tratamento foi
melhor do que somente imersdo em AEA por duas sat®enersao durante 5 minutos cada,
que diminuiu de 7,14 para 5,61 log UFC/g, no ewntagdtatisticamente (p<0,05) a diminuicao
no tratamento com aguas diferentes foi maior doujilieando somente AEA (Koseki et al
2004).

Tabela 2 Numero de colonias de bactérias mesdfilas (lo§@MJ; em carne suina que foram
submetidas a aplicacdo de AE em diferentes prest®sgpray e embaladas a vacuo durante
periodo de armazenamento a 4 °C.

Experimento Dia 1 Dia 15 Dia 29

30 psi

AEB + AEA 3,38%(0,11) [0,74] 6,714(0,31) [0,31] 7,03* (0,32) [0,46]
AEB + AEFA 3,81°°(0,11) [0,31] 6,69 (0,27)[0,33] 7,29°*(0,13) [0,20]
Controle 4,12®(0,07) 7,024 (0,56) 7,494 (0,10)

45 psi

AEB + AEA 1,89°(0,17) [1,03] 6,55°(0,12) [0,24] 7,35"(0,19) [0,11]
AEB + AEFA 2,18°(0,21) [0,77] 5,58°(0,57) [1,21] 6,79" (0,25) [0,67]
Controle 2,92 (0,25) 6,79° (0,27) 7,46 (0,07)

Nota: As letras minusculas/mailsculas diferentes ndsnas/linhas indicam diferenca
estatistica (p<0,05) dentro do mesmo experimerittpste de Duncan. Resultados expressos
em media (desvio padrao) [log de reducdo em relagamntrole].

No decorrer do armazenamento (15° e 29° dia) a ¥HF-A aplicada a 45 psi,
continuaram apresentando boa ac¢éo frente as lzactéasodfilas ( redugcédo de 1,21 log e 0,67
log respectivamente), enquanto que a AEB+AEA pardesua acao (tabela 2). O tratamento
com AEFA possui um forte diferencial em relacdoEAAque € a presenca de HOCI (White
2010). Este acido juntamente com a aplicacdo de maiar pressdo de spray, parece ter
mantido o efeito neste tratamento ao longo dos ia8, ¢por apresentar log de reducéo
significativamente maior (p<0,05) que o tratamecwon AEA (0,24 log e 0,11 log) e do
controle (tabela 2).

O mecanismo pelo qual o HOCI é capaz de afethaet®rias e outros microrganismos
ainda nao foi completamente elucidado (Mokudai et2@12; White 2010). Um dos
mecanismos relatados € que o HOCI possui a caplEckultrapassar membranas, e dentro
da célula seria capaz de produzir o radical’,Gd¢sestabilizando o equilibrio do POR
(Mokudai et al 2015).

As contagens bacterianas de mesdfilas a partiv,ddog indicam que a vida de
prateleira da carne estad chegando ao fim, porquaeaeapresentando odores desagradaveis
(FAO 1991), no dia 15 somente o tratamento comFAEmM 45 psi, apresentou nimero de
colonias de 5,58 log, indicando que essa carne/eesm boa condicdo para o consumo
(tabela 2).
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A aplicacao de spray por 10s de 6 L de AEA (50 nglCh e pH 2,40) reduziu 1 log
UFC/mL de aerbbios totais em frangos, passando & @ara 5,70, ou seja,
proporcionalmente foi utilizado mais agua em redagé tratamento AEB+AEA com 45 psi
(200 mL) e o efeito foi menor (Northcutt et al 2p07

O efeito da AEB+AEA e AEB+AEFA frente as bactériacticas ocorreu somente no
1° dia, reduzindo significativamente (p<0,05)nero de coldnias de bactérias em relacdo
ao controle, mas somente na pressdo de 30 psiat8peEssa reducdo no namero de
bactérias &acido laticas no dia 1, sem persistédeiaefeito pode ter influenciado no
desenvolvimento da oxidacao lipidica (tabela 9 g Witha vez que estas bactérias podem
produzir agua oxigenada (Hui 2006) que é uma espgativa de oxigénio que pode
desencadear a oxidacéao (Choe and Min 2005).

Tabela 3. Numero de colbnias de bactérias laticas (log U@ carne suina que foram
submetidas a aplicacdo de AE em diferentes prest®sgpray e embaladas a vacuo durante
periodo de armazenamento a 4 °C.

Experimento Dia 1 Dia 15 Dia 29

30 psi

AEB + AEA 3,35%(0,11) [0,78] 7,40 (0,11) [0,30] 7,84* (0,54) [0,00]
AEB + AEFA 3,672 (0,17)[0,46] 7,56 (0,16) [0,14] 7,55* (0,09) [0,14]
Controle 4,13"(0,26) 7,76 (0,20) 7,69 (0,14)

45 psi

AEB + AEA 1,84 (0,21) [0,65] 6,68°(0,08) [0,00] 7,46 (0,10) [0,01]
AEB + AEFA 1,93¢(0,33) [0,56] 6,43%(0,25) [0,24] 7,32 (0,09) [0,15]
Controle 2,49 (0,50) 6,67 (0,27) 7,47 (0,15)

Nota: As letras mindsculas/mailsculas diferentes nasinegflinhas indicam diferenca
estatistica (p<0,05) dentro do mesmo experimeritotpste de Duncan. Resultados expressos
em media (desvio padrao) [log de reducdo em relagamntrole].

As bactérias acido laticas sdo um problema no ansmento de carnes e de produtos
carneos embalados a vacuo (Doulgeraki et al 20).experimento com 30 psi a partir do
dia 15 e no experimento com 45 psi no 29 dia aghas laticas apresentaram valores acima
de 7,0 log UFC/g, e o pH em ambos os experimergoagneceu entre 5,54 a 5,86 (tabela 6).
NUumeros desta magnitude de bactérias acido |atedem trazer algumas caracteristicas ao
alimento, como producdo de odores indesejaveis tdamanis et al 2005; Pothakos et al
2015). Valores de 7,6 log UFC/g de bactériasicadaticas, e queda do pH foram
encontrados em carne bovina embalada a vacuo’ndiddle armazenamento a 5°C, e estes
nameros de bactérias produziram odores desagrad&deres-Rondon et al 2011).

As bactérias laticas alimentam-se de acUcarespntamte como estes perfazem cerca
de 1% do conteudo da carne (Gomide et al 2013 acaba, logo, este substrato de carbono
nao seria mais utilizado para seu crescimento.oméraria em agdo um outro mecanismo de
nutricdo que € a utilizacdo de aminoacidos (Patha&k al 2015) ou outras formas de fontes
de carbono, disponiveis a estas bactérias queisofreacdo de enzimas proteoliticas &cidas,
como a catepsina D (Bechet et al 2005), em quacaa ndo foi afetada por AEA contendo
44 mg/L de G (Wang et al 2015)Também poderia ocorrer a utilizagdo de substi@ioso
0S nucleosideos e inosina presentes no meio, (genckdeariam a producdo de odor de
manteiga na carne (Jaaskelainen et al 2015).

No dia 15, a carne apresentava odor de produtedacom caracteristica acida. A
elevada carga de bactérias acido laticas propidiois ambientes a carne: o ambiente
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competitivo, em virtude de acidos produzidos, enbiante danoso a carne, uma vez que a
utilizacdo de aminoacidos contidos neste favoresmi@tizacdo de aromas desagradaveis,
afetando diretamente a qualidade da carne (Potletkais2015). O aroma cheesey off-odour

desenvolvido na carne € caracterizado pela proddeadiacetil e acetoina pelas bactérias
lacticas (Hui 2006).

Como a atuacdo das enzimas catepsinas estatbastansa com o passar dos dias de
armazenamento, ha fornecimento de peptideos e aonios ao meio, além da atividade
proteolitica das bactérias lacticas (Aguirre e2@08). Estes produtos estdo alimentando as
bactérias acido laticas, e sua presenca tornaraseéncia deStaphylococcusp bastante
complicada (Forsythe 2010), uma vez que cepas @uhel. sakei apresentam capacidade
bactericida e bacteriostatica frente a estes ngarosmos (Castellano et al 2012), que
utilizam alguns pontos de atuacdo contra esta®ti@ast tal como o pH, a sintese de &cido
latico e a possivel producéo de bacteriocinas no (Zacharof and Lovitt 2012). No dia 29,

o cheiro de produto lacteo estava impregnado caitche putrefacdo,indicando que a carne
nao estava mais em condi¢cdes de consumo.

As combinacdes de AEB + AEA e AEB + AEFA nagz@o de 30 psi, apresentaram
bom efeito frente aBnterobacteriacegeno dia 1, uma vez que reduziram significativarment
(p<0,05) em 1,31 log e 1,11 log respectivamentelumaro de colonias de bactérias
pertencentes a essa familia (tabelaMa. pressdo de 45 psi os pedacos de carne suina
estudados apresentaram baixo namero inicial denie@édeEnterobacteriaceaee néo foi
possivel avaliar o efeito das diferentes combieagde AE empregadas (tabela 4). Neste
experimento, somente no 15° dia é que se pode waser efeito da AEB+AEA e
AEB+AEFA, uma vez que os pedacos tratados apresemtanimero de colbnias
significativamente (p<0,05) menores ao do contrAkbactérias pertencentes a essa familia
indicam diretamente o grau de higienizacdo que raecasta apresentando, sendo essa
informacg&o mais indicada do que o proprio testeatiéormes (Forsythe 2010).

Ao estudarem o efeito de AEA e AEFA isoladamemetendo 15 mg/L de €lem
ovos contaminados co®almonella enteritidisCao et al (2009) verificaram que além destas
solugdes diminuirem a carga microbiana em 5 logxapradamente para ndmeros nao-
detectaveis através do mergulho por 3 minutos,ua égsidual de lavagem néo apresentava
bactérias viaveis, reforcando a ideia de auto-ottte contaminacéo pela AE residual apos
o tratamento dos pedacos de carne (tabela 1) amdanbiente industrial. As reducfes do
lombo suino foram menores, no entanto, o volum@AHaitilizada no trabalho de Cao et al
(2009) foi de 500 mL, além do tempo de contatogergado (3 minutos).
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Tabela 4 Numero de col6nias denterobacteriaceaflog UFC/g) em carne suina que foram
submetidas a aplicacdo de AE em diferentes preskdspray e embaladas a vacuo durante
periodo de armazenamento a 4 °C.

Experimento Dia 1 Dia 15 Dia 29

30 psi

AEB + AEA 2,01°°(0,27) [1,31] 6,02%(0,20) [0,00] 6,48 (0,05) [0,10]
AEB + AEFA 2,21 (0,37) [1,11] 5,80 (0,08) [0,12] 6,24 (0,18) [0,34]
Controle 3,328 (0,47) 5,92 (0,36) 6,58 (0,32)

45 psi

AEB + AEA <10 5,57%(0,15) [0,99] 6,74 (0,37) [0,61]
AEB + AEFA <10 487" (0,11) [1,74] 6,80*(0,17) [0,55]
Controle 1,79 (0,17) 6,56" (0,20) 7,35 (0,35)

Nota: As letras mindsculas/mailsculas diferentes nasinegflinhas indicam diferenca
estatistica (p<0,05) dentro do mesmo experimeritotpste de Duncan. Resultados expressos
em meédia (desvio padrao) [log de reducédo em relagamntrole].

A reducao dénterobacteriaceade 0,90 log foi encontrada por Bosilevac et aD&)0
apos aplicarem 10 s de AEB a 770 psi seguido deABA a 250 psi (70 mg/L de £lsob a
forma de spray a 65 cm de distancia em couro remdtido. Além de utilizarem presséo
muito maior para aplicacdo dos dois tipos de AEfato resultante foi menor do que
ocorreu nas carnes suinas, pois a reducdo comi 3filzendo AEB+AEA foi de 1,31 log
(tabela 4). Proporcionalmente, este log UFC/g deg&o de 30 psi com AEB+AEA (40%)
foi igual ao encontrado por Mahmoud et al (2016)apicacédo de 0,1 KGy de raio-X em
atum sobreSalmonella entericacom o beneficio de nédo ter toda a geracdo deduesi
radioativos e o0 perigo ocupacional quando utilizA&o

As aplicacdes combinadas de AEB+AEA e AEB+AEFA aprgaram efeitos
positivos na diminuicio da carga microbiana de filesp bactérias laticas,
EnterobacteriaceaePinto et al (2015) verificaram acdo da AEFA (200d- de AEFA com
CCL de 200 mg/L de @ em pés de alface previamente contaminados corascdp
Enterobacteriaceaeg obtiveram magnitude de 2 log UFC/g de reduc@s aatamento por
mergulho durante 5 minutos. Nos lombos suinosdostaom spray de AEB+AEFA e presséo
de 30 psi, a reducao foi de 1,11 log UFC/g (tadglanas usando menor quantidade de agua
proporcionalmente (0,8 partes de agua para 1 mtearne). ZENG et al (2010) ao
estudarem o efeito de AEA em suspenséo de ba&técali, e observaram alteragbes a nivel
de cadeia respiratoria, anabolismo, permeabilidd@enembrana decorrente da alteracéo
ocorrida em sua condutividade, sendo este um dssiyeis mecanismos de atividade da
AEA. A imerséo de 10 g de folhas de alface durdnteinuto a 35°C em 200 mL de AEFA
com 5 mg/L de Cl, apresentou maior agéo frent&.aoli O157:H7 do que em AEA com 50
mg/L de C} (Rahman et al 2010) diferentemente de nossostadss| em que AEB+AEA
mostrou-se mais efetiva no dia 1 comparada com AEFA, com 1,31 log UFC de reducéo
emEnterobacteriaceaeontra 1,11 da AEB+AEFA (tabela 4).

Os tratamentos AEB+AEA e AEB+AEFA aplicados com sgé® de 30 psi
promoveram reducéo significativa (p<0,05) no numagobactérias psicrotroficas no dia 1.
Com a presséo de 45 psi ndo foi possivel avaligfleito da AE em funcdo da baixa carga
inicial destas bactérias nos pedacos analisados|ét5).
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Tabela 5. Numero de bactérias psicrotroficas (log UFC/g) eamne suina que foram
submetidas a aplicacdo de AE em diferentes preskdspray e embaladas a vacuo durante
periodo de armazenamento a 4 °C.

Experimento Dia 1 Dia 15 Dia 29

30 psi

AEB + AEA 3,10% (0,16) [0,59) 7,13 (0,31)[0,16] 6,84 (0,15) [0,82]
AEB + AEFA 3,272 (0,06) [0,42] 7,4P4(0,12) [0,00] 7,3 (0,27) [0,35]
Controle 3,69° (0,28) 7,29 (0,51) 7,66% (0,13)

45 psi

AEB + AEA <10* 4,99°(0,43) [0,62] 6,57 (0,08) [0,33]
AEB + AEFA <10 5,237 (0,33) [0,38] 6,57 (0,28) [0,33]
Controle <10* 5,612 (0,53) 6,90* (0,15)

Nota: As letras minusculas/mailsculas diferentes ndsnas/linhas indicam diferenca
estatistica (p<0,05) dentro do mesmo experimeritotpste de Duncan. Resultados expressos
em media (desvio padrao) [log de reducdo em relagamntrole].

Nos dias 15 e 29 os tratamentos com AEB+AEA e AEIBRA ndo apresentaram
efeito significativo (p>0,05) nas duas pressdedizatlas frente ao grupo de bactérias
psicrotréficas. Isto pode ser considerado um paergativo, uma vez que a vida de prateleira
das carnes refrigeradas € limitada pelo nimermtimias das bactérias psicrotréficas, que é
de 16 UFC/g uma vez que em 10FC/g estdo em deterioracdo (Forsythe, 2010),rosue
gue estes microrganismos, produzem metabdlitosatptam a parte sensorial do alimento,
pela producdo de aldeidos, lactonas e de suadad®iproteolitica que produz substancias
sulfuradas (Gounot 1986; Ercolini et al 2009). d@ireét al (2013) relataram gBe aeruginosa
foi capaz de utilizar como fonte de carbono osadcidos e lactato.

Para o grupo de bactérias psicrotroficas, o tipoaglicacdo, o tipo de AE e a
concentracdo de cloro (mg/L de;lCa0 fatores determinantes de acdo. Contudo godpie
o efeito dependa muito mais do tempo de contatAlHacom as bactérias, do que da
intensidade do tratamento. Outro fator que poderfamm que a aplicacdo de AE possua
diferencas de efeito € a espécie na qual a cam@weniente, como foi verificado com
hipoclorito (Sarjit and Dykes 2015).

6.3.3 pH

Os valores de pH obtidos em ambos os experimeB@s @5 psi) e nos tratamentos
(AEB + AEA e AEB + AEFA) em todos os dias analissdoram menores do que 5,9
indicando que os lombos suinos pertencentes assrperimentos no final do periodo de
armazenamento ndo apresentavam caracteristicagadi® @utrefativo avancado (Rahman et
al 2013). No entanto, a carga bacteriana presante fer interferido nos valores de pH, que
se avaliados isoladamente poderiam dar uma faksa @k conservacdo, mas € importante
verificar-se que o dia 15 mostrava cargas de hastéticas e mesoéfilas alta, podendo estas
interferirem diretamente na qualidade sensoriatatae. O pH aumentou significativamente
entre o dia 1 e o dia 15 (p>0,05) no experimenta 80 psi nos tratamentos AEB+AEA e
AEB+AEFA, enquanto que no experimento com 45 ) icorreu somente no tratamento
AEB+AEA. Esse pequeno aumento pode estar relactocadh a producdo de compostos
aminados provenientes de bactérias proteoliticam(\t al 2002).
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Tabela 6. Valores de pH em carne suina que foram submetidaaplicacdo de AE em
diferentes pressdes de spray e embaladas a vaamelperiodo de armazenamento a 4 °C.

Experimento Dia 1 Dia 15 Dia 29

30 psi

AEB + AEA 5,55 (0,03) 5,63 (0,01) 5,63 (0,02)
AEB + AEFA 5,57° (0,01) 5,74 (0,08) 5,56 (0,02)
Controle 5,58 (0,01) 5,67 (0,04) 5,74* (0,15)
45 psi

AEB + AEA 5,46 (0,06) 5,60 (0,04) 5,49 (0,02)
AEB + AEFA 5,46* (0,03) 5,54 (0,07) 5,53 (0,00)
Controle 5,55 (0,24) 5,84 (0,30) 5,86 (0,11)

Nota: As letras mindsculas/mailsculas diferentes nasinesllinhas indicam diferenca
estatistica (p<0,05) dentro do mesmo experimeritotpste de Duncan. Resultados expressos
em média (desvio padrao).

Os tratamentos ndo promoverem alterac6es nos salerpH na superficie das carnes
suinas, uma vez que estes valores nao diferiranifisggivamente (p>0,05) dos valores do
pH do grupo controle, no primeiro e no 15° dia d@aazenamento, em ambas as pressdes
utilizadas (tabela 6). Ocorreu diferenca signifiaat(p<0,05) somente no 29° dia de
armazenamento nos tratamentos com AEA e AEFA asisspndo esse acontecimento
relacionado com o crescimento dos diferentes tgmdactérias. Rahman et al (2013) ao
aplicarem somente AEA (50 mg/L de,Ck pH 2,5) e AEFA (10 mg/L de £& pH 6,8)
durante cinco minutos na forma de imersdo em cauim&, também observaram que o valor
de pH na superficie das carnes tratadas com ostigos de AE n&o diferiram do grupo
controle logo apds a aplicadas. Desse modo a agsdiferentes tipos de AE frente as
bactérias, estaria relacionada com a concentragd@,d HOCI| e com o tempo de contato
com a carne, diferentemente de outras substanciasatem desses quesitos, também
modificam o pH da superficie da carne (Smaoui 20aPR)

6.3.4 Oxidacoes lipidicas

Os dois tipos de combinacéo utilizados AEB+AEAEBAAEFA, nas duas pressdes
de aplicacdo, no dia 1 ndo aceleraram a producg@erdeidos, uma vez que estes valores nao
diferiram significativamente (p>0,05) do contrdissta informacéo torna-se interessante uma
vez que a presenca de HOCI (AEFA) ou HCI ¢ BEA), poderiam acelerar as oxidacgoes
por serem agentes oxidantes (WHO 2000). Mahmouwa €006) logo apos mergulharem
peixes durante quinze minutos na combinacdo de+tANERA (40 mg/ L Cb e pH 2,2),
também obtiveram resultado igual ao dos lombososyino entanto no 5° dia o controle
possuia valores de perdxidos maiores do que ortesti@ com AE ao serem armazenados a 5
°C. Este fato ndo aconteceu no 15° e 29° dia daz@nmamento, pois os valores de peroxidos
dos tratamentos com as diferentes combinacfes das &jetrolisadas continuaram néo
diferindo significativamente (p>0,05) dos valoresadntrole (tabela 7).
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Tabela 7. Valores de peroxidos (miliequivalentes de perésidég de amostra) em carne
suina que foram submetidas a aplicacdo de AE faredies pressfes de spray e embaladas a
vacuo durante periodo de armazenamento a 4 °C.

Experimento Dia 1 Dia 15 Dia 29

30 psi

AEB + AEA 0,0572 (0,031) 0,227+ (0,110) 0,283 (0,045)
AEB + AEFA 0,062° (0,010) 0,107"® (0,005) 0,259 (0,141)
Controle 0,083 (0,026) 0,196" (0,011) 0,140® (0,010)
45 psi

AEB + AEA 0,133® (0,035) 0,275"® (0,058) 0,44G" (0,184)
AEB + AEFA 0,097® (0,032) 0,2974(0,112) 0,27%4 (0,009)
Controle 0,089° (0,016) 0,183"% (0,077) 0,268" (0,075)

Nota: As letras mindsculas/mailsculas diferentes nasinegflinhas indicam diferenca
estatistica (p<0,05) dentro do mesmo experimeritotpste de Duncan. Resultados expressos
em meédia (desvio padrao).

Durante o tempo de armazenamento no experimentd0gnsi 0 controle apresentou
aumento significativo (p<0,05) no valor de perosidmtre o dia 1 e o dia 15, e diminuicédo
significativa (p<0,05) entre o dia 15 e o dia #&béla 8). Os tratamentos com AE mostram
aumento de peroxidos significativo (p<0,05) entdianl e dia 15 no tratamento com AEB +
AEA a 30 psi, e nédo significativo (p >0,05) no araento com AEB + AEFA também a 30
psi. Mas entre o dia 15 e 29 em ambas as pressogatamentos com AE, ndo ocorreu
aumento significativo (p>0,05) nos valores de peldgx Nesses dois experimentos e
tratamentos parece que ocorreu estabilizacdo onoegso de oxidacdo, possivelmente
causada pela AEB, em virtude de possuir NaOHdbluinas principalmente hidrogénio, que
apresenta capacidade de inativar algumas espécitdgas de oxigénio (Shirahata et al 1997)
e perdxido de hidrogénio (Kanaoka 2001), que pessente tenham sido produzidas pelas
bactérias laticas e outras, que estavam presemiggsande quantidade nos lombos suinos.

No experimento com 45 psi (tabela 7) o comportaméaitum pouco diferente, sendo
gue no decorrer do tempo entre o dia 1 e o diafteste no tratamento com AEB+AEFA os
valores de perdxidos aumentaram significativam@me®,05), e entre o dia 15 e o dia 29 nos
trés tratamentos os valores de peroxidos ndo aanaemtsignificativamente (p< 0,05). H&
muito pouco na literatura sobre peroxidos aposapdio de AE em carne, no entanto, este
teste figura como marcador de dano oxidativo gagdids nos estagios iniciais da oxidacéo,
sendo importante uma vez que estes podem danifsaiide do consumidor (Kubow 1992).

O teste de TBARS (tabela 8) detecta produtos me#mcgados no processo de
oxidacdo, como o malonaldeido (MDA), que é umatdmosa que também promove danos na
saude do consumidor, dentre eles mutagenicidadereganicidade (Del Rio et al 2005 e
Spickett and Forman 2015). No experimento de 30 ms tratamentos AEB+AEA e
AEB+AEFA, ndo aceleram o processo de oxidacao derrantempo de armazenamento, pois
os valores nao diferiram estatisticamente (p>0,0&)xontrole (tabela 7 e 8), 0 que € um bom
indicativo, para a saude do consumidor.
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Tabela 8. Valores de TBARS (mg MDA/Kg de amostra) em carmgna que foram
submetidas a aplicacdo de AE em diferentes presk®spray e embaladas a vacuo durante
periodo de armazenamento a 4 °C.

Experimento Dia 1 Dia 15 Dia 29

30 psi

AEB + AEA 0,304 (0,093) 0,346 (0,152) 0,096 (0,021)
AEB + AEFA 0,312 (0,109) 0,27G" (0,034) 0,058°® (0,049)
Controle 0,234"% (0,111) 0,347 (0,115) 0,119®(0,077)
45 psi

AEB + AEA 0,238" (0,055) 0,243 (0,030) 0,294 (0,174)
AEB + AEFA 0,322® (0,064) 0,44F" (0,022) 0,137 (0,012)
Controle 0,602 (0,149) 0,296" (0,038) 0,252 (0,074)

Nota: As letras mindsculas/mailsculas diferentes nasinegflinhas indicam diferenca
estatistica (p<0,05) dentro do mesmo experimeritotpste de Duncan. Resultados expressos
em meédia (desvio padrao).

No experimento com 45 psi, 0s tratamentos tivemamnivel de oxidacdo menor do
que o controle (tabela 8) no dia 1, e no dia 15 eaoecéo do tratamento com AEB+AEFA
também ocorreu menor valor em relacdo ao confjmi®,05). Mahmoud et al (2006)
obtiveram resultados semelhantes a 30 psi e ditsse&d 45 psi no dia 1, ao aplicarem sob a
forma de imerséao, filés de peixe a 25°C em AEB+Ai0A 15 minutos. No entanto no dia 15,
ambos resultados foram diferentes, o que demogs&a@ modo e possivelmente a matriz de
aplicacao tem grande influéncia sobre as reac@@fatovas, bem como a pressao empregada
no spray. Neste trabalho de Mahmoud et al (2006héan é possivel verificar a influéncia de
AEB na protecao oxidativa a carne, pois o tratamenm AEA apresentou o maior valor de
TBARS 1,6 mg MDA/Kg de amostra enquanto que o tnatato com AEB+AEA apresentou
1,1 mg MDA/Kg de AEA no dia 20 de armazenamenté@ 5

Com capacidade de atacar os lipidios presentemeasranas, o HOCI| presente na
AEFA é um agente oxidante que possui grande ae#itef@ estes (Carr et al 1996). Pode ser
que o efeito antioxidante da AEB em relacdo aéstege acidos graxos, tais como linoleato e
docosahexanoato (Miyashita et al 1999), tenha sigmimido pela posterior aplicacdo da
AEFA aliado a altas pressdes de aplicacédo (45 psgendo ser o motivo dos produtos de
oxidacao secundaria surgirem no dia 15 diferentéenda 30 psi (tabela 8).

O comportamento expressado em ambos os experimdatgsieda nos valores de
TBARS entre o dia 15 e 29 é justificado pela pemade do MDA ligar-se a outros
constituintes da carne, tal como os aminoacido®(Eauer et al 2001).

6.3.4 Oxidacdes proteicas

O estudo de oxidacdo proteica, embora subestimadditeratura muitas vezes,
comeca a ter importancia no momento em que pesjindicam que ela pode estar direta ou
indiretamente envolvida em doencas como Parkingdrheimer, catarata, entre outras
(Xiong and Foegeding 2015). Informacgdes cientif®alsre oxidagdo proteica em carne suina
apos aplicacdo de AE nao foram encontrados naatliter. A aplicacdo dos tratamentos
AEB+AEA e AEB+AEFA com pressao de 30 psi, ndorietgram nos valores de carbonil,
porque os valores nao diferiram do controle (p>0,086 dia 1 e no dia 15 (figura 1a). Mas
durante o periodo de armazenamento, os valorearersl aumentaram significativamente
(p<0,05) no dia 29, nos dois tratamentos com agelaolisadas e no controle. A
carbonilagdo de proteinas esta diretamente relad&ooom o grau de oxidacdo da mesma
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(Estévez 2011) e seu aumento é proporcional aocavda oxidacédo. A figura 1 mostra os
dados dos experimentos com 30 e 45 psi, valoré®ldearbonil, POR e indice de cor a*/b*
para inter-relacao de analises.

No experimento com 45 psi (figura 1c), as combieacdas aguas eletrolisadas
aplicadas ndo promoveram formacdo de compostosorigruma vez que nao houve
diferenca significativa (p>0,05) entre os tratarnertom AE e os valores do controle no dia
1. No dia 15, o tratamento com AEB+AEFA apresemalor significativamente menor
(p<0,05) que o controle, mas no dia 29 apreserdgourmis oxidado (p<0,05). Se
relacionarmos estes valores com o teste de TBAR®Partir do dia 15 a oxidacao lipidica
apresentou maior valor no tratamento com AEB+AERAbdla 8), e assim deve ter
favorecido a oxidacéo das proteinas neste tratanfigara 1c).

Entre os dias 15 e 29 no tratamento com AEB+AES @si e no controle os valores
de carbonil diminuiram (figura 1b). Este fato dstaelacionado com a combinacdo dos
grupamentos carbonilicos a outras substanciasmiessea carne, como aminoacidos, entre
outros (Pattison et al 2012), e assim se o0 grupdmood ndo estiver livre e intacto, o DNPH
nao liga-se ao mesmo, justificando assim a dimé&wdp valor (Estévez 2011).

Embora a AEA e AEFA tenham moléculas cloradas idamtes como HCI e ¢l
(AEA) e HOCI (AEFA), nos dias 1 e 15 (figura 1a® $uas acdes nao foram influenciadas
pela presséo aplicada, uma vez que os valoreoldeéi diferiram do controle (p>0,05) e
também porque durante esse tempo de armazenamst®® valores ndo diminuiram
(p<0,05), mostrando que a AEB possivelmente pafsito antioxidante frente a proteina
da carne (Lee et al 2006) protegendo a proteinatatpie de AEA e AEFA, além de que a
propria proteina e aminoacidos podem ter uma cdadeiantioxidante (Sakanaka et al 2004,
Nimalaratne 2011), possivelmente sendo o efeit,fuma soma destes.

A gueda dos valores de tiol (p<0,05) entre o di@ 1& dia 29 (figura 1a e 1c) acorreu
decorrente da oxidacdo deste, e devido tambémagaligcom os compostos de oxidagéo
lipidica, como MDA e moléculas aldeidicas e cetaside cadeia curta (Huber et al 2008). A
oxidacdo promovida pelo HOCI €& dependente do pHa eahcentracdo que esta espécie
clorada esta presente no meio (Pullar et al 199f))eenos experimentos com AEFA era pH
6,15 e 51 mg/L de ¢l Diferentemente dos grupos carbonilicos, o giigie inversamente
proporcional ao grau de formacdo de compostos néitms, ou seja, quanto mais alto o
valor de grupamento tiol, mais preservada esta adieima. Cisteina e metionina sao
aminoacidos que possuem alta reatividade e consexmente facilidade de ligacdo a outras
moléculas, como as cloradas (Na and Olson 2007%)al@ de POR indica a concentracao
final de espécies oxidantes e redutoras contidas&io, e ndo é comumente efetuada na
analise de alimentos. No entanto pode trazer irdgéi®s complementares sobre o estado de
oxidacdo da carne, sendo que a carne suina ameskntialmente com AEB+AEA e
AEB+AEFA a 30 psi valores de 174,4 mV e 169,1 re¥pectivamente, enquanto o controle
161,3 mV. Esses maiores valores nos pedacos caat@dos com as AE podem ser devidos
ao POR das AE utilizadas (figura 1b e 1d).
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Com os valores de POR elevados (161 a 174 mV epsi3@ 177 a 201 mV em 45
psi), no dia 1, os valores de tiol apresentavamleeados (131 a 134 nanomol de SH/mg de
proteina em 30 psi e 128 a 138 nanomol de SH/mgrdeeina em 45 psi) e carbonil
encontrou-se com baixos valores (de 2,1 a 3,0 nahdencarbonil/mg de proteina em 30 psi
e 3,1 a 5,1 nanomol de carbonil/mg de proteina Bmpsf). Com o passar do tempo, o POR
diminui (112 a 126 mV em 30 psi e 79 a 85 mV enpdd assim como o tiol (126 a 144
nanomol de SH/mg de proteina e 118 a 128 nanom8Himg de proteina em 45 psi). Por
outro lado, o carbonil aumentou (5,1 a 7,3 nanodeotarbonil/mg de proteina em 30 psi e
6,6 a 9,7 nanomol de carbonil/mg de proteina) maoldi de armazenamento. E no dia 29, o
POR encontrava-se menor (62 a 90 mV e 30 psi e®BBraV em 45 psi), assim como o tiol
(106 a 117 nanomol de SH/mg de proteina em 30 @8 @ 96 nanomol de SH/mg de
proteina em 45 psi), e o carbonil aumentou (valdeed4 a 18 nanomol de carbonil/mg de
proteina em 30 psi e em 45 psi 4 a 10 nanomol dmor#mg de proteina, este dltimo
possivelmente por causa de reacdes citadas acima).

Estas reagOes indicam que durante o tempo de ena@aznto o grupamento tiol e
carbonil, diminuem e aumentam respectivamentemassmo o POR diminui. Este fator esta
relacionado com o acontecimento das oxidacdesugdedlo meio, diminuindo seu POR. Um
ambiente com alto POR pode entdo ter um efeitefwvotsobre as oxidacdes proteicas, uma
vez que nestes valores mais altos de POR, temosragmmenos alterados nos marcadores
oxidativos de proteinas, tal como tiol e carbonil.

6.3.5 Cor

A cor € uma propriedade importante do ponto deavd® consumidor (Mancini and
Hunt 2005), pois de nada adianta que o tratameiitvado na obtencdo da carne tenha uma
Otima reducdo de carga bacteriana, se afeta pdaplés organolépticas do alimento. Os
tratamentos com AEB+AEA e AEB+AEFA néao influenci(pr0,05) no dia 1 o L* (tabela
9), em ambas as pressoes testadas (tabela 9).t&darcomo no dia 15 e 29, os tratamentos
com as AE apresentou um valor de L* maior do qeerdrole. Xu et al (2014) mergulharam
carne de pescado em AEA contendo 70-80 mg/L deeQbH 2,4 por 15 minutos, e
observaram que mais ou menos a partir do dia Hsrdazenamento em embalagem aerébia a
4°C, o controle comecava a apresentar valor de éfando que o tratamento, ocorrendo o
mesmo com o0s lombos suinos, sendo esta diferer€g0f) mais evidente no tratamento
com 45 psi. O valor de L* maior durante o tempogedr um indicativo de maior oxidacao
proteica (Chaijan et al 2005), uma vez que os ealake tiol diminuem do dia 1 ao 29 em
torno de 20% em 30 psi (figura 1a).
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Tabela 9.Valores de brilho L* em carne suina que foram setimas a aplicacdo de AE em
diferentes pressdes de spray e embaladas a vacaotalperiodo de armazenamento a 4 °C.

Experimento Dia 1 Dia 15 Dia 29

30 psi

AEB + AEA 48,96° (2,92) 54,78 (0,57) 50,7448 (2,38)
AEB + AEFA 51,75 (2,68) 54,34* (3,12) 54,89 (2,73)
Controle 49,7F® (1,90) 56,79 (1,41) 49,32® (0,92)
45 psi

AEB + AEA 51,97 (2,62) 59,34 (1,94) 57,92 (2,08)
AEB + AEFA 51,6 (1,21) 58,95 (1,48) 55,63° (0,44)
Controle 52,164 (2,22) 47,822 (0,62) 50,74"® (0,68)

Nota: As letras mindsculas/mailsculas diferentes nasinesllinhas indicam diferenca
estatistica (p<0,05) dentro do mesmo experimeritotpste de Duncan. Resultados expressos
em média (desvio padrao).

Como os valores de pH (tabela 6) nos experimemntastiveram-se em numeros
proximos (5,5 e 5,7 no experimento com 30 psi ee5¥8 no experimento com 45 psi), as
mudancas no brilho (tabela 9) ndo sdo grandes mnosede valores, sendo estes entre 48 e
56 no experimento de 30 psi e 47 e 58 no experonenn 45 psi. A diferenca maior no
brilho em 45 psi é justificada pela maior variag@&ypH, sendo que quanto mais proximo do
ponto isoelétrico das proteinas (pH em torno d¢ Byaior sera o brilho (L*) da carne por
causa do maior espalhamento da luz (Brewer et @l)2fela 4gua mais disponivel na
superficie. De acordo com Faucitano et al (2010)esade porco apresentaram valores de pH
5,52 com L* de 53,41 e pH 5,67 com L*46,43, conamab com os resultados encontrados.

Os tratamentos nao afetaram a cor vermelha (atprdéos suinos em 30 psi , mas
alteraram numericamente as médias de 45 psi (fijora 1d respectivamente), o que indica
que o pigmento mioglobina n&do sofre grandes albesacEste fato da alteragdo da cor
vermelha é mostrado nas figuras onde o indice a*ihinui com o tempo de
armazenamento, porém esta diferenca ndo é estaiétite significante (p>0,05). Rahman et
al (2013) verificaram que a carne de porco tratamia AEA (pH 2,5 e 50 mg/L de §lou
AEFA (pH 6,8 e 10 mg/L de @la 23°C através de mergulho por 5 minutos, qu&BAAno
dia 1 néo diferiu do controle, enquanto AEA foi mervermelho-brilhante que estas duas,
porém durante o tempo os tratamentos mantinhaon wecmelha mais tempo em relacdo ao
controle. Isto também foi diferente em relacéo laosbos suinos, uma vez que o valor do
indice diminui. A diferenca entre o estudo de Rahetaal (2013) na metodologia € que neste
estudo os autores avaliaram a cor por escala deligéds com analise sensorial e ndo com
um equipamento. Ambas pressdes, e nos diferergsnentos nao diferiram (p>0,05) do
controle (com excecédo do dia 15, em que os tratem®éoram menores que o controle).

O experimento com 30 psi (figura 1b) manteve oicenda*/b*, enquanto no
experimento de 45 psi (figura 1d) o indice dosatrentos € menor numericamente do que o
controle durante o tempo de armazenamento, o @ieaiigue nos tratamentos com 45 psi a
cor vermelha diminui. O grupamento carbonil (figh\@ em 45 psi tem um comportamento
de aumentar durante o tempo de armazenamento (AEBAR o0 que indica que a proteina
sofreu influéncia do tratamento. A mioglobina é upmateina muscular composta por 150
aminoacidos aproximadamente (Rossi-Fanelli et 8b1@rdway and Garry 2004) dentre os
quais muitos podem ser oxidados. Qualquer aspedtatovo perante a conformacao da
mioglobina altera sua cor, e isso foi verificadoexperimento com 45 psi no tratamento com
AEB+AEFA, com o indicativo de mair producdo de goqentos carbonilicos. O tratamento
com AEB+AEA teve comportamento semelhante em virtdé que o carbonil é maior
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numericamente do que o controle no dia 29 (tabelaskguindo 0 mesmo mecanismo. Em
peito de frango o indice a*/b* foi de 1,12 no tratmto com imersdo em 100 mL de AEB e
depois em AEA contendo 30 mg/L de,@ 1,03 no controle, enquanto no dia 7 com
armazenamento a 4°C os tratamentos com AE tinharimdite de 0,67 e o controle de 0,90
(Shimamura et al 2015). Com lombo suino, em 45(figgiira 1d) o comportamento foi o
mesmo, com igualdade no dia 1 entre tratamentagniPoo Ultimo dia o controle tinha um
indice maior, e no experimento com 30 psi (figusga d comportamento foi 0 mesmo, porém
com menos diferengas entre o tratamento e o cenwoljue pode indicar que o spray de 30
psi (conforme figura 1a e 1b) ndo alterou as pnaketla mesma maneira que 45 psi.

6.3.6 Hexanal

O hexanal é um composto proveniente da oxidacatpitBos, particularmente de
acidos graxos do tipo 6mega-6 (Romeu-Nadal et @23 em virtude disso, € uma analise
que complementa o estudo de oxidacéo lipidica joato os testes de TBARS, perdxidos e
outros. O hexanal quando formado, confere um odsagtadavel a carne, sendo comparado
com odor de verde, fruta (Machiels et al 2004)lusige Brunton et al (2000) relataram que
em carne de peru cozida, este teste possui umeoatedacdo com o teste de TBARS.

No dia 1 os valores de hexanal no experimento elfmpsi (figura 2) néo
diferenciaram-se (p>0,05) . No entanto, no diadl&atamento com AEB+AEA apresentou
um aumento significativo (p<0,05) em relagéo atatreento com AEB+AEFA e ao controle,
indicando que AEA promoveu maior oxidacao de acgtazos 6mega-6.

200000+ ah
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~ 150000~
E abs
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% 1 C
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1 15 29
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Figura 2: Valores de hexanal (unidade de area arbitraria) cantme suina que foram
submetidas a aplicacdo de AE em 45 psi armazeraadasmbalagens a vacuo, durante
periodo de armazenamento a 4 RBta: As letras mindsculas/maiusculas diferentes indicam
diferenca estatistica (p<0,05) dentro do mesmcentisgd 0s dias para 0 mesmo tratamento
pelo teste de Duncan. Resultados expressos em (dédido padrao).

O tratamento AEB+AEFA apresentou comportamentoeieante ao controle, sendo
este de crescimento significativo (p<0,05) do diaad dia 29, ao passo que com AEB+AEA
o0 hexanal aumentou do dia 1 para o dia 15 (figlira @anteve-se do dia 15 ao dia 29 sem
diferenca significativa (p>0,05). Estes comportaiogen sdo interessantes porque
primeiramente indicam que a AEB+AEA desencadearanprocesso de oxidacao antes do
que AEB+AEFA ou o proéprio controle e que o aldgidale ter continuado a se formar.. No
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entanto ele aléem de ser volatil, pode ter combirsmla@om moléculas como proteinas
(Zielinski et al 2001).

O teste baseou-se em detectar a area relativaxamél. AEB+AEA apresentou cerca
de 4 vezes mais hexanal que o tratamento AEB+AEIBAcentrole. Ao aplicarem radiagcao
ionizante de 10 KGy sobre lombo suino, Carrascal ¢2005) obtiveram um aumento de
3vezes a quantidade de hexanal em relagdo ao leprermuanto que a fritura de carne de
porco em manteiga aumentou quase 5 vezes o tebexadmal (Ramirez et al 2004). Estes
tratamentos afetam diretamente o aspecto oxiddavamostra, logo o tratamento com spray
de AE néao foi mais oxidante que tratamentos congatamente oxidantes.

6.4 CONCLUSAO

A aplicacao de spray de AE tem influéncia na mimiolgia da carne suina, sendo que
aparentemente maiores pressfes favorecem diminuid@o bactérias mesdfilas,
Enterobacteriaceas e laticas, apesar dos tratamentos ndo influemgsiafdgactérias
psicrotroficas durante o periodo de armazenaméntealido lembrar que estes resultados
foram obtidos com quantidade reduzida de aguaam@iem relacdo ao usualmente utilizado
na industria e em trabalhos da literatura. Outrot@amportante é que a agua residual de
spray de AE contém cloro livre, o que poderia fanar como uma fonte de auto-controle de
contaminacdo bacteriana no ambiente industrial.xilagdo lipidica da carne nao foi de
maior oxidacdo pelos testes de peroxidos nas duassGes durante o perido de
armazenamento. O teste de TBARS nao teve influénoiadia 1 em 30 psi, mas os
tratamentos foram menores no dia 1 em 45 psi. Npdede armazenamento, os pedacos
foram iguais em 30 psi, e com TBARS os efeitostdamamento do dia 1 tendem a igualar-se
ao controle. No decorrer do tempo, o hexanal paercaumentado em AEB+AEA antes dos
outros tratamentos, ja que no dia 1 ndo houvedtifer. De maneira geral o tratamento com
45 psi alterou a proteina um pouco mais do queatartrento com 30 psi. Durante o
armazenamento, a pressao de 30 psi manteve aroaisesemelhante ao controle quanto a
cor vermelha, enquanto 45 psi parece diminuir one#ito com o tempo de armazenamento
em relacéo ao controle de maneira sutil pelo indice
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7. DISCUSSAO GERAL

7.1 Caracteristicas dos experimentos e microbiologi a

O planejamento dos experimentos versaram inicialmente a temperatura da AE
(18°C e 30°C), e o volume de agua aplicado (100 mL e 200 mL), enquanto a pressao
utilizada foi fixada em 30 psi. Em um segundo momento variou-se somente a
pressao (30 e 45 psi). Estas pressdes foram selecionadas em virtude de serem
aceitdveis em ambiente industrial, uma vez que a pressao influencia diretamente nos
resultados microbioldgicos (capitulo 2). Pressbes maiores foram evitadas pois
poderiam ndo simular uma técnica com capacidade de ser aplicada na pratica. O
fator norteador de todos os experimentos, foi a quantidade de agua utilizada, sendo
0 tempo consequéncia desta.

A relacdo carne: volume de agua foi pensada para o0 maximo de
aproximadamente 0,8:1 (experimentos com 200 mL). Uma vez que trabalhos
existentes na literatura (como por exemplo NORTHCUTT et al, 2007 e HAO et al,
2015) geralmente usam quantidades de agua maiores do que as utilizadas no
trabalho (relacdes de alimento: partes de agua, 1:3 até 1:20) e relatam diversos
resultados. No entanto, a minoria relata a quantidade de agua utilizada, além do fato
de a grande maioria aplicar AE sobre a forma de imersdo, onde os tempos de
contato variam de 1 a 45 minutos. Mesmo em condi¢des diferentes do usualmente
utilizado, obteve-se resultados microbioldgicos bons em virtude do baixo tempo de
aplicacao dos diferentes tipos de AE (20 a 40 segundos), porém o maior diferencial
do trabalho sem duvida foi a economia de agua, bem como a ndo producao de
residuos quimicos.

Em virtude da temperatura da AE aplicada na carne suina (18 e 30°C), estas
nao promoveram diferencas do ponto de vista microbiolégico, sendo que o fator que
realmente trouxe beneficios microbiologicos foi a quantidade de AE utilizada em um
primeiro momento. O capitulo 1 foi planejado para visualizagdo de qual quantidade
de 4gua seria mais efetiva frente as bactérias. No capitulo 2, pesquisou-se o efeito
da pressao na aplicacdo alternada da AE (experimento com AEB+AEA e AEB+AEFA



104

a 30 psi e 45 psi), decorrente que no primeiro capitulo a temperatura mais elevada
nao influenciou diretamente nos resultados, optou-se por 18°C, até porque
poderiamos iniciar o resfriamento da carne, que no momento de aplicacao
apresentava-se com 33°C em meédia. Outro fato possivel foi a diminuicdo do tempo
de aplicacéo de AE (40 segundos eram aspergidos 200 mL em 30 psi, e com 45 psi,,
estes 200 mL eram aspergidos em 27 segundos)

Durante o tempo de armazenamento verificou-se que de maneira geral no
capitulo 1, o efeito de AE foi minimo no 15° dia. No capitulo 2, este efeito
permaneceu no 15° dia. A carga bacteriana atingiu valores em torno de 6 log UFC/qg,
neste dia, em ambos os capitulos, com despreendimento de odor desagradavel,
indicando que os tratamentos tiveram efeito frente as bactérias, menor do que 15

dias. No dia 29, o odor putrefativo era bem acentuado.

7.2 Aspectos fisico-quimicos

A microbiologia € o grande objeto de estudo quando se fala em AE, por sua
composicdo e comprovada acdo frente a microrganismos (AL-HAQ et al 2005;
HUANG et al, 2008), porém poucos trabalhos trazem dados das consequéncias
oxidativas a carne, principalmente em termos de proteina. No capitulo 1 e no
capitulo 2 de maneira geral os tratamentos (diferentes temperaturas, pressdes e
volumes em diferentes tipos de AE) influenciaram pouco na oxidagdo quando
aplicadas individualmente, mas quando a aplicacdo de AEB foi seguida de AEA ou
AEFA houve uma espécie de defesa oxidativa a carne, uma vez que AEB parece
possuir um aspecto limpante e ao mesmo tempo evita 0 desencadear oxidativo de
AEA e AEFA de maneira individual.

Quanto da aplicacdo individual das AE (capitulo 1), as proteinas e 0s
marcadores de oxidacdo primaria dienos e trienos foram mais afetados pelas AEA e
AEFA, enquanto que a AEB apresentou comportamento mais semelhante ao
controle.

Como os pedacos de carne suina utilizados provinham de diferentes regifes
do lombo (para tornar a simulacdo mais aproximada da realidade), alguns testes

apresentaram maiores variacées do que outros.
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A maioria dos tratamentos néo afetaram os parametros de cor (L*, a* e b*) de
forma que nédo ocorreram diferencas entre os pedacos de carne analisados.

O pH dos pedacos de carne suina nao sofreu interferéncias evidentes de
todos os tratamentos. Neste atributo, as bactérias acido laticas influenciaram de
maneira a tornar o pH constante durante todo o periodo de armazenamento,
decorrente de seu bom desenvolvimento e consequentemente producdo de &cido
latico.

O potencial redox (POR) € um fator intrinseco da carne, e pouco explorado
nos trabalhos cientificos, assim procurou-se relaciond-lo com a oxidacdo proteica.
Nesse sentido verificou-se a diminuicdo do grupamento tiol e POR, e 0 aumento do
valor de carbonil, nos tratamentos realizados (capitulo 2), reforcando mais uma vez o
aspecto protetivo da AEB em conjunto com um possivel aspecto antioxidante de
grupo tiol proteico.

No capitulo 1 parece que o grupamento tiol foi mais afetado pelos tratamentos
individuais com AEA e AEFA no dia 1, uma vez que apresentaram menores valores
do que o controle. Isto reforca o aspecto nédo produtor de oxidacdo conforme
verificado no capitulo 2.

O hexanal foi significativamente (p<0,05) maior no tratamento com AEB+AEA
entre os dias 1 e 15 do que no tratamento com AEB+AEFA e controle. Ocorrendo
aumento em seus valores durante o armazenamento nos pedagos de carne tratados
com AEB + AEFA, e diminuicdo significativa (p<0,05) nos pedacos de carne tratados
com AEB+AEA entre os dias 15 e 29. Porém nao houve diferenca de odor na hora
da realizagdo das técnicas, uma vez que o teste de hexanal foi feito de maneira
semi-quantitativa, ou seja, foi verificado a quantidade de hexanal em relacdo aos
outros compostos somente através da area do pico, e ndo através de um padréo
interno para quantificacdo. Como somente com a area do composto, sem a area de
um padréo ou teste olfatométrico, determinar se esta diferenca entre os tratamentos
teve diferenca sensorial, possibilitando acusacédo de um tratamento mais inflenciaodr

no odor que outro.
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8. CONCLUSOES

* O uso dos diferentes tipos de AE na forma de spray proporcionou diminuicao
de carga microbioldgica de mesdfilos, bactérias lacticas, Enterobacteriaceae, e um
pouco em psicrotréficas, sendo este efeito aprimorado com a utilizagdo de AE de
forma alternada (AEB+AEA e AEB+AEFA).

» Foi verificado diminuicdo em bactérias com 45 psi e 200 mL de AE (efeito no
tempo de armazenamento).

* As bactérias lacticas interferiram no pH da carne através do seu crescimento,
que foi favorecido pelo ambiente a vacuo.

* AEA e AEFA afetam aspectos iniciais de oxidacao lipidica (DC e TC) com a
aplicacao individual, e pouco intereferem em peroxidos e TBARS. A aplicacéo
alternada parece nédo afetar estes parametros, possivelmente pelas agéo protetiva
de AEB.

* Durante o tempo de armazenamento, o carbonil é inversamente proporcional
ao tiol e POR. Estes marcadores sdo mais afetados por AEA e AEFA em aplicacdes
individuais. A AEB apresenta efeito protetivo em oxidagbes quando aplicada de
maneira alternada e individual.

e O pH néao foi alterado pelos tratamentos. O hexanal foi maior com AEB+AEA
logo apds aplicacdo da AE, enquanto AEB+AEFA foi igual ao controle. O indice de
vermelho dos tratamentos com AE em 45 psi parecem ser menores que o controle.

* Mais estudos sdo necessarios para otimizacdo do processo e manutencao da

atividade antimicrobiana ao longo do tempo de armazenamento.
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Tabela 1. Bactérias lacticas (log UFC/g) em pedacos de carne suina, tratadas com
diferentes tipos de aguas eletrolisadas, tempos e temperaturas, durante armazenamento de

29 dias & 4°C (+1).

Experimento Dia 1 Dia 15 Dia 29

E3- 40’ 18°C

AEA 3,47°%(0,26) [0,89]  7,24*(0,45)[0,24] 7,51* (0,27) [0,21]

AEFA 3,51°® (0,41) [0,85]  6,99** (0,55) [0,49] 7,65 (0,04) [0,07]

AEB 3,80°% (0,19) [0,56]  7,28* (0,40)[0,20] 7,75 (0,19) [0,00]

Controle 4,36%° (0,21) 7,48* (0,53) 7,72°(0,13)

E4- 40’ 30°C

AEA 2,67° (0,19) [1,08]  6,61%® (0,27) [0,00]  7,62** (0,21) [0,00]

AEFA 3,60%° (0,07) [0,15]  6,67* (0,29) [0,00] 7,67 (0,03) [0,00]

AEB 3,04°°(0,18) [0,71]  6,51%® (0,24) [0,00]  7,60* (0,18) [0,00]
ontrole y ) ) ) ) )

C | 3,75%° (0,07 6,44*" (0,69 7,48 (0,29

Nota: As letras mindsculas/mailsculas diferentes nas colunas/linhas indicam diferenga estatistica
(p<0,05) dentro do mesmo experimento pelo teste de Duncan. Resultados expressos em média
(desvio padréo) [log de reducdo em relagédo ao controle].

Tabela 2. Enterobacteriaceae (log UFC/g) em pedacos de carne suina, tratadas com

diferentes tipos de aguas eletrolisadas, tempos e temperaturas, durante armazenamento de
29 dias a 4°C (1).

Experimento Dia 1 Dia 15 Dia 29

E3- 40’ 18°C

AEA 3,21°°(0,67)[1,72]  5,69%® (0,42) [1,05] 6,91** (0,31) [0,17]

AEFA 3,90°® (1,13) [1,03]  6,24* (0,04) [0,50]  6,99** (0,23) [0,09]

AEB 4,23*® (0,17) [0,70] 6,43*(0,98) [0,31] 7,08** (0,16) [0,00]

Controle 4,93% (0,10) 6,74 (0,31) 7,08 (0,22)

E4- 40’ 30°C

AEA <1,69% (0,00) [0,10] 5,748 (0,28) [0,42]  7,24* (0,27) [0,00]

AEFA <1,69°° (0,00) [0,10] 5,86 (0,15) [0,30]  6,39"* (0,12) [0,51]

AEB <1,69° (0,00) [0,10] 5,91°® (0,31) [0,25] 6,867 (0,13) [0,04]
ontrole , ) ) ) ) ’

C | 1,79% (0,17 6,16°° (0,04 6,90*" (0,37

Nota: As letras mindsculas/mailsculas diferentes nas colunas/linhas indicam diferenga estatistica
(p<0,05) dentro do mesmo experimento pelo teste de Duncan. Resultados expressos em média
(desvio padréo) [log de reducdo em relagédo ao controle].
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Experimento

Dia 1

Dia 15

Dia 29

E3- 40’ 18°C
AEA

AEFA

AEB
Controle

E4- 40’ 30°C
AEA

AEFA

AEB
Controle

52,75% (2,77)
55,39 (1,15)
54,80** (3,15)
51,17* (1,45)

52,75 (0,88)
53,48 (1,97)
53,24** (1,70)
50,85 (2,45)

54,59*® (1,04)
53,41* (2,11)
55,97** (3,99)
51,71* (1,57)

52,85 (1,83)
51,13** (2,03)
54,22%* (2,78)
51,29** (2,11)

56,81*" (1,54)
55,15 (1,37)
53,62*" (4,86)
52,89 (1,68)

52,78 (1,24)
52,38* (2,47)
53,11* (1,86)
52,60* (0,79)

Nota: As letras minUsculas/mailsculas diferentes nas colunas/linhas indicam diferenga
estatistica (p<0,05) dentro do mesmo experimento pelo teste de Duncan. Resultados expressos

em média (desvio padrao) [log de reducdo em relagéo ao controle].

Tabela 4. a* em pedacos de carne suina, tratadas com diferentes tipos de aguas
eletrolisadas, tempos e temperaturas, durante armazenamento de 29 dias a 4°C (£1).

Experimento

Dia 1

Dia 15

Dia 29

E3- 40’ 18°C
AEA

AEFA

AEB
Controle

E4- 40’ 30°C
AEA

AEFA

AEB
Controle

8,62 (2,77)
7,91%° (1,15)
9,08* (1,30)
8,35 (0,57)

11,18* (1,29)
11,12 (1,27)
11,09* (0,35)
11,70* (0,64)

11,31 (0,03)
11,11%* (0,52)
10,16 (1,19)
16,44 (5,76)

13,31* (1,00)
13,83* (3,98)
12,26* (1,23)
13,22 (2,38)

11,30* (1,51)
10,86* (1,21)
12,62* (3,17)
13,97*® (1,14)

11,03* (1,03)
11,35* (0,95)
13,56* (3,83)
12,71* (0,69)

Nota: As letras minUsculas/mailsculas diferentes nas colunas/linhas indicam diferenga
estatistica (p<0,05) dentro do mesmo experimento pelo teste de Duncan. Resultados expressos

em média (desvio padrao) [log de reducdo em relagéo ao controle].
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Tabela 5. b* em pedacos de carne suina, tratadas com diferentes tipos de aguas
eletrolisadas, tempos e temperaturas, durante armazenamento de 29 dias a 4°C (£1).

Experimento Dia 1 Dia 15 Dia 29

E3- 40’ 18°C

AEA 8,97 (1,75) 11,94* (0,88) 13,28* (0,47)
AEFA 9,07%¢ (0,51) 11,96 (0,07) 13,96* (1,06)
AEB 9,94% (1,16) 11,85* (1,01) 13,36* (0,57)
Controle 8,80°° (0,50) 14,48* (2,96) 13,85* (1,19)
E4- 40’ 30°C

AEA 9,99%° (1,02) 12,30* (0,86) 10,69**® (1,15)
AEFA 9,92* (1,03) 11,15* (1,33) 10,50** (0,46)
AEB 9,88* (0,62) 11,38* (0,28) 12,27* (2,22)
Controle 9,71** (1,30) 11,20 (0,75) 11,39* (0,47)

Nota: As letras minUsculas/mailsculas diferentes nas colunas/linhas indicam diferenga
estatistica (p<0,05) dentro do mesmo experimento pelo teste de Duncan. Resultados expressos
em média (desvio padrao) [log de reducdo em relagéo ao controle].

Capitulo 2

Tabela 1. Carbonil (nanomol de DNPH por mg de proteina) emne& suina que foi
submetida a aplicacdo de AE em diferentes presséespray e embaladas a vacuo
durante periodo de armazenamento a 4 °C.

Experimento Dia 1 Dia 15 Dia 29

30 psi 18°C

AEB + AEA 3,00% (0,97) 5,16 (0,16) 18,81%* (4,90)
AEB + AEFA 2,11% (1,22) 6,45% (3,37) 14,78* (2,00)
Controle 2,81% (1,40) 7,34%8 (1,92) 14,94** (1,29)
45 psi 18°C

AEB + AEA 3,15% (1,05) 10,67 (1,13) 7,662 (1,79)
AEB + AEFA 4,13% (1,76) 6,77"8 (0,43)) 10,24% (2,34)
Controle 5,12% (1,44) 9,79%"* (2,08) 4,33 (2,20)

Nota: As letras minusculas/mailsculas diferentes nasesllinhas indicam diferenca
estatistica (p<0,05) dentro do mesmo experimento fgste de Duncan. Resultados
expressos em média (desvio padréo).
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Tabela 2. Tiol (hanomol de tiol por mg de proteina) em casuma que foi submetida a
aplicacdo de AE em diferentes pressfes de sprepaladas a vacuo durante periodo

de armazenamento a 4 °C.

Dia 15

Dia 29

Experimento Dia 1

30 psi 18°C

AEB + AEA 131,66 (4,75)
AEB + AEFA 135,47* (4,02)
Controle 134,41%* (9,49)
45 psi 18°C

AEB + AEA 128,80* (5,58)
AEB + AEFA 134,04%** (9,16)
Controle 138,31* (12,52)

126,49 (8,92)
144,12** (7,63)
134,07** (9,90)

118,79** (8,25)
128,45* (7,73)
120,79** (0,99)

106,738 (2,54)
119,03% (4,53)
117,86 (5,86)

68,952 (9,66)
93,74%® (12,85)
96,57%° (14,01)

Nota: As letras minusculas/mailsculas diferentes nasnesllinhas indicam diferenca
estatistica (p<0,05) dentro do mesmo experimento @ste de Duncan. Resultados

expressos em média (desvio padréo).

Tabela 3. POR (mV) em carne suina que foi submetida a aj@@lwae AE em diferentes
pressdes de spray e embaladas a vacuo durarad@dd armazenamento a 4 °C.

Dia 1&

Dia 2€

Experimento Dia 1

30 psi 18°C

AEB + AEA 174,4** (1,83)
AEB + AEFA 169,1** (4,40)
Controle 161,3" (3,05)
45 psi 18°C

AEB + AEA 201,8** (3,94)
AEB + AEFA 199,1* (1,57)
Controle 177,6* (19,95)

112,2%® (18,35)
127,5% (6,67)
126,2%% (9,19)

79,3% (4,40)
86,5%° (5,18)
85,3 (6,59)

76,12° (11,55)
90,6%° (6,65)
62,4°C (5,74)

92,7%% (14,99)
88,1%° (3,89)
68,7 (5,29)

Nota: As letras minusculas/mailsculas diferentes nasesllinhas indicam diferenca
estatistica (p<0,05) dentro do mesmo experimento fgste de Duncan. Resultados

expressos em média (desvio padréo).

Tabela 4. Area de hexanal em carne suina que foi submetigglieacio de AE em
diferentes pressdes de spray e embaladas a vamamtel periodo de armazenamento a

4 °C.
Experimento Dia 1 Dia 15 Dia 29

45 psi 18°C

AEB + AEA 5185%® (693) 123746 (31529) 79923 (19679)
AEB + AEFA 4174%® (246) 24746 (6943) 994527 (26698)
Controle 4345%® (341) 62378 (4601) 162010** (28295)

Nota: As letras minusculas/mailsculas diferentes nasesllinhas indicam diferenca
estatistica (p<0,05) dentro do mesmo experimento fgste de Duncan. Resultados

expressos em média (desvio padréo).
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Tabela 5. Valores de a* em carne suina que foram submetdaaplicacdo de AE em
diferentes pressdes de spray e embaladas a vacaatel periodo de armazenamento a 4 °C.

Experimento Dia 1 Dia 1t Dia 2€

30 psi 18°C

AEB + AEA 10,42 (0,37) 15,83 (1,30) 13,18 (0,60)
AEB + AEFA 8,79 (1,26) 15,164 (2,17) 12,46" (1,92)
Controle 10,07® (0,70) 15,16 (1,53) 13,37 (1,36)
45 psi 18°C

AEB + AEA 14,04"® (0,69) 18,47 (0,73) 17,73*(1,30)
AEB + AEFA 12,90 (1,09) 18,09 (0,38) 16,62 (0,31)
Controle 15,96 (3,23) 21,56 (0,29) 19,448 (2,57)

Nota: As letras minasculas/mailsculas diferentes nasinestlinhas indicam diferenca
estatistica (p<0,05) dentro do mesmo experimertotpste de Duncan. Resultados expressos
em média (desvio padrao).

Tabela 6. Valores de b* em carne suina que foram submetidas a apticdedAE em
diferentes pressdes de spray e embaladas a vacaote periodo de armazenamento a 4 °C.

Experimento

Dia 1

Dia 1t

Dia 2¢

30 psi 18°C
AEB + AEA
AEB + AEFA
Controle

45 psi 18°C
AEB + AEA
AEB + AEFA
Controle

8,43% (0,80)
8,08%€ (0,19)
8,32%¢ (0,42)

11,69%% (0,24)
11,23%€ (0,54)
12,54%® (1,20)

16,36 (0,65)
14,80 (1,88)
15,80* (0,89)

18,06* (1,35)
17,80* (0,36)
17,10* (2,78)

12,028 (1,35)
12,27%® (0,88)
11,05%® (0,56)

17,34** (0,35)
15,868 (0,54)
15,328 (1,31)

Nota: As letras minusculas/maiusculas diferentes nasinesllinhas indicam diferenca
estatistica (p<0,05) dentro do mesmo experimeriotpste de Duncan. Resultados expressos
em meédia (desvio padrao).



