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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
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Universidade Federal de Santa Maria

PASTEURIZAGAO DE SALSICHAS COM ULTRASSOM E MICRO-ONDAS

AUTORA: CRISTINE RAMPELOTTO.
ORIENTADOR: NELCINDO NASCIMENTO TERRA.
CO-ORIENTADOR: ALEXANDRE JOSE CICHOSKI.
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 12 de abril de 2012.

Este trabalho buscou desenvolver novas metodologias para a pasteurizacdo de salsichas com o uso de
ultrassom e micro-ondas com o objetivo de reduzir a carga bacteriana com mais eficiéncia energética e com
baixo impacto sobre as caracteristicas do produto. Para a pasteurizagdo com micro-ondas as salsichas foram
divididas aleatoriamente em 22 grupos, dos quais um foi o controle, que ndo recebeu nenhum tratamento, e
0s demais receberam tratamentos em micro-ondas em diferentes condicg@es, variando tempo e poténcia. O
efeito das micro-ondas foi avaliado em salsichas tratadas com e sem banho-maria, na presenca e na
auséncia de embalagem. Salsichas tratadas com micro-ondas fora da embalagem em condic¢des que ndo as
alteraram visualmente apresentaram reducdo de bactérias laticas e mesofilas estatisticamente significativa,
porém em taxa pouco expressiva para a utilizacdo pratica. Quando foram tratadas embaladas, foi observado
gue a embalagem comumente utilizada em salsichas tem pouca resisténcia para a pasteurizacdo em micro-
ondas, sendo observados rompimentos em alguns casos. Foi necessario utilizar banho-maria para preservar
e manter a integridade das embalagens. Os dados obtidos sobre a pasteuriza¢do de salsicha com micro-
ondas sugerem que € necessdrio o desenvolvimento de embalagens adequadas e a adaptacdo dos
equipamentos para um aquecimento mais uniforme e controlado. Para a pasteurizacdo com ultrassom
analisou-se a efetividade das frequéncias de 25 kHz e 130 kHz na reducédo de bactérias laticas e mesdfilas e
o efeito das frequéncias sobre a cor, oxidacéo lipidica e pH. Avaliou-se também o potencial bactericida do
ultrassom de 25 kHz frente as bactérias patogénicas Staphilococcus aureus e Bacillus cereus e o efeito do
armazenamento sobre os aspectos microbioldgicos, oxidacdo lipidica, cor, pH e textura das salsichas
pasteurizadas com ultrassom. A frequéncia de 25 kHz, foi a mais eficiente na reducdo de bactérias laticas e
mesofilas sem alterar cor e pH, além de produzir menor oxidacdo lipidica. O ultrassom teve efeito sobre a
destruicdo de Bacillus cereus e, aparentemente, ndo afetou as células de Staphylococcus aureus. Nas
condi¢des de armazenamento avaliadas, o ultrassom promoveu inibicdo do crescimento de bactérias laticas,
mesdfilas e psicrotréficas e menor oxidacdo lipidica até 60 dias de armazenagem, apresentando pouca

alteracdo de cor e pH sem afetar a textura.

Palavras-chave: salsicha, pasteurizacdo, microbiologia, TBARS.
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SAUSAGE PASTEURIZATION WITH THE USE OF ULTRASOUND AND MICROWAVE
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This study aimed to develop new methods for pasteurization of sausages with the use of ultrasound and
microwaves in order to reduce the bacterial load with more energy efficientand low impact on the
characteristics of the product. For pasteurization with microwave oven, sausages were divided into 22
groups, of which one was the control that not received treatment, and the others received treatment in a
microwave in different conditions, varying the time and power. The effect of the
microwave treated sausage was evaluated with and withouta water bath, in the presence or absence
of packaging. Sausages treated with microwave unwrapped in conditions that do
not change visually, reduced mesophilic and acid lactic bacteria statistically significant, but at a rate not
significant for practical use. When treated were packaged, it was observed that the packaging commonly
used in sausage has little resistance to microwave pasteurization, and breaks observed in some cases. It was
necessary to usea water bathto maintain maintain package integrity. The data obtained on
the sausage pasteurization with  microwave suggestthat are required the development of suitable
packaging and adapting the machine to produce more uniform heating and controlled.
For pasteurization with ultrasound were analyzed the effectiveness of the frequencies of 25 kHz and
130 kHz in the reduction of mesophilic bacteria and acid lactic bacteria and the effect of frequency on
color, lipid oxidation and pH. We evaluated the potential bactericidal effect of ultrasound of 25 kHz on
pathogenic  bacteria Staphylococcus aureus and  Bacillus cereusand the effect of storage on
the microbiological aspects, lipid oxidation, color, pH and texture of pasteurized sausages with ultrasound.
The frequency of 25 kHz, was more effective in reducing mesophilic bacteria and acid lactic bacteria
and not changing color and pH, as well as producing lower lipid oxidation. The ultrasound effect was
observed on the destruction of Bacillus cereusand apparently did not affect the cells of
Staphylococcus aureus. For the avaluated storage conditions, ultrasound promoted inhibition of acid lactic,
psychrotrophic and mesophilic bacteria and lower lipid oxidationup to 60 days of storage, with

minimal color and pH change, without affecting the texture.

Keywords: cooked sausage, pasteurization, microbiology, TBARS.
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1.  INTRODUCAO

Muitos produtos carneos apresentam altos teores de agua e proteinas e pH proximo a
neutralidade, o que fornece boas condicdes para o desenvolvimento de micro-organismos. A
multiplicacdo e desenvolvimento de microrganismos e condicdes que possibilitem a producéo
de toxinas sdo fatores que influenciam diretamente a qualidade e seguranca dos produtos
alimenticios.

As salsichas sdo produtos que sofrem varios processos de manipulacdo e entram em
contato com diversos meios e superficies durante a fabricacdo. Além disso, tradicionalmente,
passam pela retirada da tripa ap6s o cozimento, mais um fator que contribui com a
vulnerabilidade e contaminagdo microbiana (TERRA, 1998).

Dentro da inddstria da carne, a garantia da seguranca e da qualidade sdo de extrema
importancia. A industria desenvolve novas tecnologias para a fabricacao de produtos de maior
qualidade para diversos mercados cada vez mais competitivos. Por 1SS0 0S novos
sistemas devem ser projetados para permitir garantias aos processos e procedimentos a serem
implementados. As abordagens tradicionais de seguranca e qualidade da carne dependem
fortemente de inspecdo regulatdria e de regimes de amostragem. No entanto, estes sistemas
ndo podem garantir a protecdo total do consumidor, pois € impraticavel por Vvérias
razfes economicas e logisticas (ARMITAGE, 1997).

Devido aos impactos econdmicos, de qualidade e aos relacionados com a saude dos
consumidores, causados pela contaminacdo microbiana dos alimentos, existe o interesse de se
eliminar ou reduzir ao maximo a flora microbiana dos produtos com o minimo de alteracéo
das caracteristicas organolépticas. Para tanto surgem, habitualmente novas tecnologias que
visam a descontaminacdo de alimentos bem como a eficiéncia na utilizacdo de recursos como
agua e energia para que as novas tecnologias implementadas reflitam na reducdo do custo de
producéo.

No Brasil o setor industrial corresponde ao maior consumidor final de energia elétrica,
sendo responsavel por quase metade do valor total de energia elétrica utilizada no pais. Dentro
do setor industrial, o segmento de alimentos e bebidas é o segundo maior consumidor de
energia por fontes primarias (MINISTERIO DE MINAS E ENERGIA, 2007). De uma
maneira genérica, pode-se dizer que a industria utiliza agua para diversos fins tais como
consumo humano, matéria prima, uso como fluido auxiliar na preparacdo de suspensées e

solugBes quimicas, uso para geragdo de energia e uso como fluido de aquecimento e/ou
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resfriamento. Portanto, é preciso implantar medidas para a otimiza¢do do consumo e reducdo
de perdas e desperdicios, além de programas de conscientizacdo e treinamento (CIRRA, s.a.).

De modo geral, para as empresas do ramo de abate e processamento de carne um
produto de qualidade é aquele que atende as especificagdes técnicas e legislativas de
consumo. Os principais fatores criticos apontados para a qualidade sdo a questdo do
resfriamento (temperatura), a conservagdo, o processamento e a matéria-prima. As empresas
procuram controlar todo o seu processo produtivo, além de selecionar os melhores
fornecedores, visando a qualidade final do seu produto. Para as empresas de processamento, a
melhoria e o desenvolvimento de novos produtos estdo intimamente relacionados ao
desenvolvimento de tecnologias de conservacdo das caracteristicas organolépticas e
nutricionais do produto (TOLEDO, BATALHA e AMARAL, 2000).

Existem inimeros métodos utilizados para a conservacao de alimentos, sendo 0 uso de
calor um dos mais comuns. A pasteurizacdo € um tratamento térmico que age na conservagao
baseado em um bindmio tempo-temperatura requerido para inativar 0s micro-organismos
patogénicos e deteriorantes mais termorresistentes que varia de acordo com as caracteristicas
fisico-quimicas e microbioldgicas do alimento (AZEREDO, 2004).

As micro-ondas sdo promotoras de aquecimento rapido de materiais por meio do
alinhamento de moléculas polares com o seu campo elétrico (CARVALHO, 2005). Esta
propriedade das micro-ondas as torna uma opcao para agilizar os processos de tratamento
térmico, uma vez que reduz o tempo necessario para que os alimentos atinjam a temperatura
ideal pra reducdo ou eliminacdo de micro-organismos.

O ultrassom sdo ondas mecéanicas responsaveis por um fenémeno conhecido com
cavitacdo acustica, o qual produz bolhas de gas em solucGes que, ao implodirem, geram subito
aumento de pressao e temperaturas muito altas (SUSLICK, 1990). A cavitacdo ultrassénica é
responsavel pela inativacdo de micro-organismos e, portanto, é uma tecnologia que pode ser
utilizada como concomitantemente com o tratamento térmico para aumentar a eficiéncia e/ou
reduzir o tempo de processamento.

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi desenvolver novas metodologias para a
pasteurizacdo de salsichas visando & redugdo da carga microbiana com maior eficiéncia
energética do processo e com baixo impacto sobre as caracteristicas fisico-quimicas e

organolépticas do produto.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Caracteristicas e producao de salsicha

Segundo o Ministério de Agricultura e Abastecimento (MAPA) salsicha é definida
como um produto carneo industrializado, cozido, obtido da emulsdo de carne de uma ou mais
espécies de animais de acougue, adicionados de ingredientes, embutido e submetido a um
processo térmico adequado. Este produto ainda pode sofrer processos opcionais de
tingimento, depelagéo, defumacéo e utilizagédo de molhos e recheios (BRASIL, 2000).

A salsicha caracteriza-se por apresentar massa fina e alto grau de divisdo de seus
constituintes. Os processos de emulsdo, cura, e 0 cozimento refletem profundamente na
qualidade e na conservabilidade das salsichas (TERRA, 1998).

Os ingredientes obrigatorios para a elaboracdo da salsicha séo; a carne que pode ser de
diferentes animais de acougue e sal. Miudos e visceras comestiveis, gordura, agua, proteina
animal ou vegetal, agentes de liga podem ser utilizados, e mais os aditivos intencionais, como
0s agUcares, aromas e condimentos (BRASIL, 2000).

O nitrato e o nitrito, também conhecidos como sais de cura, s&o aditivos intencionais.
A legislacdo permite no maximo de 0,03g/100g para o nitrato e de 0,015g/100g para o nitrito
(BRASIL, 2006). Estes sais sdo responsaveis pela estabilizacdo da cor, desenvolvimento de
aroma caracteristico e retardamento da rancificacdo, além de possuirem atividade
antimicrobiana, inibindo o crescimento de microrganismos anaerobios, em especial o
Clostridium botulinum (ORDONEZ et al, 2005).

O processo de fabricacdo de salsicha (Figura 2.1) inicia pelo refino das carnes magras
em um cutter com a adi¢do da metade da quantidade de gelo e de sal. A solugédo salina extrai
completamente as proteinas miofibrilares, actina e miosina, preparando-as para 0
encapsulamento das goticulas de gordura. A seguir, adiciona-se a gordura, a fim de formar a
emulséo carnea, e os demais ingredientes. A emulsdo ¢ estabilizada pelas proteinas soluveis
da carne que foram extraidas no cutter, que recobrem integralmente as goticulas de gordura,
evitando a coalescéncia das mesmas (TERRA, 1998).

A emulsdo carnea é um sistema biféasico que consiste em particulas de gordura (fase
solida) suspensas em uma matriz de proteinas solGveis em sal e 4gua (fase liquida). Dispersas
na fase liquida também estdo algumas proteinas insollveis, tecido conectivo e particulas de

carne (RUST, 1994). Por isso é importante controlar a temperatura de trabalho no cutter para
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que ndo ocorra aquecimento da massa, 0 que leva a desnaturacdo proteica e consequente
instabilidade da emulsdo (TERRA, 1998)

Concluida a emulsificacdo, a massa € embutida em tripas de celulose e dividida em
gomos, e passa-se para 0 cozimento. Nessa etapa, o calor ao desnaturar as proteinas, ird
transforma-las em alvéolos contendo goticulas de gordura; além de refletir na cor, aroma,
sabor e textura do produto e reduzir drasticamente a flora microbiana (TERRA, 1998).

Figura 2.1 - Fluxograma da producéo de salsichas
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Imediatamente apds o cozimento, as salsichas sdo submetidas a um resfriamento com
agua potavel fria até que se atinja 16°C no seu interior. Depois do resfriamento ocorre retirada

da tripa de celulose, com uma maquina equipada com lamina cortante. A seguir as salsichas
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podem passar pelo processo de tingimento ou entdo podem ser embaladas na cor natural
(TERRA, 2006).

Embalagens plasticas multicamadas com média ou baixa taxa de permeabilidade ao
oxigénio sdo utilizadas. Os principais polimeros que compde as embalagens que sdo
empregadas na venda das salsichas, sdo polietileno, polipropileno, poliamida, copolimero de
etileno e alcool vinilico, poli(tereftalato de etileno), poli(naftalato de etileno), poli(cloreto de
vinilideno) e adesivo (CRIPPA, 2006).

Ap0ls a embalagem acontece a pasteurizacdo. Os pacotes sdo levados para tanques de
agua quente e sdo pasteurizados por imersdo. O processo dura 0 tempo necessario para que
seja atingida a temperatura de 73°C no interior dos pacotes. Em seguida, 0s pacotes sdo
resfriados e levados a refrigeracdo (PACHECO, 2006).

2.2.  Aspectos microbiologicos

As carnes sdo 0s mais pereciveis de todos os alimentos importantes. As carnes contém
uma abundancia de todos os nutrientes requeridos para o crescimento de bactérias, leveduras e
mofos e uma adequada quantidade de constituintes em forma disponivel (JAY, 2005).

Como na maioria dos alimentos as carnes e produtos carneos contém uma flora
deteriorante e podem apresentar algumas espécies de microorganismos patdgenos. A
microbiota da salsicha apresenta microorganismos gram-positivos como Micrococcus,
Bacillus, Streptococcus, Leuconostoc e leveduras (JAY, 2005). Também ocorre, em
embutidos carneos, a presenca de patdgenos como Escherichia coli, Salmonella,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e outros (BARBUTI e PAROLARI,2002).

Em salsichas vendidas a granel a presenca de micro-organismos patogénicos é
superior do que no produto embalado a vacuo, porém também ha ocorréncia de patégenos
neste tipo de embalagens. Staphylococcus spp. coagulase positiva e coliformes
termotolerantes sdo 0s micro-organismos patogénicos de maior ocorréncia em salsichas do
tipo hot dog, enquanto a Salmonella € pouco observada (MARTINS et al, 2008).

A presenca de patdgenos evidencia a necessidade de se investir em técnicas de
descontaminacdo para garantir a segurancga do alimento. Também hé o interesse em reduzir ou
eliminar os micro-organismos deteriorantes para aumentar a durabilidade do produto.

Nas salsichas ¢ comum que ocorram alguns defeitos causados pela proliferacéo
microbiana. O estufamento da embalagem plastica, que ocorre com frequéncia, se deve a

producdo de gas resultante da multiplicagdo de bactérias heterofermentativas aderidas a



16

superficie da salsicha. A formacédo de limosidade também é comum nesse tipo de produto e é
originada, comumente, por bactérias laticas. As bactérias laticas estdo presentes em quase
todo tipo de produto carneo fresco ou curado. Esses micro-organismos crescem também em
temperaturas de refrigeracdo e por ndo serem patogénicas estdo fora da imposicao de analise
na legislacdo vigente, sendo considerados como os principais deteriorantes das salsichas
(BATTISTELLA, 2008).

As bactérias laticas podem estar presentes em produtos com ou sem sinais visiveis de
deterioracdo. Lactobacillus homofermentativos e Leuconostocs estdo presentes em mais de
90% de amostras de salsichas deterioradas, sendo as responsaveis pelo estufamento de
embalagens e formacdo de exudatos. Enterobactérias, leveduras, Staphylococcus e
Enterococcus sdo comumente encontrados em amostra de salsichas, porém em pequena
quantidade. (VON HOLY, CLOETEL e HOLZAPFELLT, 1991).

2.3. Oxidacao lipidica

A oxidacdo lipidica e as alteracGes da cor sdo atributos importantes que podem estar
relacionados a degradacdo e deterioracdo de produtos carneos e que influenciam diretamente
0S aspectos sensoriais, a qualidade nutricional e a aceitacdo pelo consumidor.

A oxidacdo lipidica € um fendmeno espontaneo e inevitavel, com uma implicacdo
direta no valor comercial quer dos corpos graxos, quer de todos os produtos que a partir deles
sdo formulados. A oxidacdo lipidica estd na origem do desenvolvimento do ranco e da
producdo de compostos responsaveis por off flavors (SILVA et al., 1999).

O rompimento da integralidade das membranas musculares pela desossa mecénica,
moagem, reestruturacdo ou cozimento alteram os compartimentos celulares com a liberacéao
de ferro da mioglobina e de outras proteinas. A interacdo deste e de outros agentes pro-
oxidantes com os acidos graxos polinsaturados resulta na geracdo de radicais livres e na
propagacao de reac¢des oxidativas (OLIVO, 2006).

A auto-oxidacdo dos lipidios insaturados ¢ uma reacdo de radicais livres em cadeia,
iniciada com sua formacdo a partir de um &cido graxo insaturado componente da fracdo
lipidica do alimento. Os primeiros produtos isolaveis da oxidacdo sdo os hidroperdxidos.
Estes sofrem reacdes produzindo novos compostos que séo responsaveis pela producdo de um
odor indesejavel (REGINATO-D’ARCE, 2006).

Para analisar a peroxidagdo lipidica tem-se utilizado o teste de substancias reativas
com &cido tiobarbiturico (TBARS). O TBARS mede a formacao de malondialdeido (MDA),
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um produto da lipoperoxidagdo provocada principalmente por radicais livres hidroxila, que
sdo formados principalmente a partir de perdxido de hidrogénio catalisado pela reagdo ferro-
Fenton ou pela reacdo Haber-Weiss (KEHRER, 2000).

Em amostras carneas, a oxidacdo da gordura, é influenciada por muitos elementos, tais
como, a parte da carcaga, forma e tempo de armazenamento. Valor de pH, &cidos graxos
livres e indice de peroxido também sdo afetados pelo tempo de armazenamento prolongado.
Valores de TBARS se mostram superiores em carnes armazenadas embaladas com presenca
de ar em relacdo aquelas embaladas a vacuo. O tempo de armazenamento prolongado é outro

fator que estéa relacionado com alta oxidagdo das gorduras (OZKECECI et al., 2007).

24. Cor

A mioglobina é o principal pigmento responsavel pela coloracdo de carnes. E uma
proteina hidrossoltivel que possui um anel heme com um &tomo de ferro central que pode
formar seis ligacdes. As ligacdes presentes e a valéncia do ferro ditam a cor da carne. As
quatro formas quimicas principais da mioglobina em carnes frescas sdo desoximioglobina,
carboximioglobina, metamioglobina e oximioglobina (MANCINI e HUNT, 2005).

Produtos céarneos curados e cozidos apresentam um pigmento réseo, mais estavel do
que aqueles presentes em carnes in natura, conhecido como nitrosohemocromo. Quando
adicionado nas carnes o nitrato é reduzido a nitrito, pela acdo de enzimas bacterianas, este é
transformado em 6xido nitroso (NO) e 4cido nitroso (HNO?). O 6xido nitroso se combina
com o fon Fe®* da mioglobina formando a nitrosomioglobina, que ao sofrer aquecimento se
transforma em nitrosohemocromo (PARDI et al., 2001).

Pode existir uma interdependéncia entre a oxidacdo lipidica e a alteracdo dos
pigmentos da carne. A oxidacdo do pigmento pode catalisar a oxidacdo lipidica, a qual
também pode ser induzida por outros componentes que possuam ferro e pelo ferro livre. Os
radicais livres produzidos durante a oxidacdo lipidica podem oxidar o 4&tomo de ferro e
desnaturar a molécula de mioglobina (OLIVO, 2006.).

E muito utilizado para avaliagdo objetiva da cor de alimentos, incluindo carnes e
derivados, o sistema CIELab, desenvolvido pela comissdo internacional de iluminacéo. Este
sistema avalia a luminosidade (L*), variando de zero (preto) a 100 (branco) e os valores de a*
(variacdo ente o vermelho e o verde) e b* (variagdo entre amarelo e azul). O valor de a* €

muito importante na analise de produtos carneos, pois esta relacionada com o estado do
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pigmento carneo (CHAVASCO, LIZASO e BERIAIN, 1996) e com a aceitabilidade

sensorial.

2.5. Micro-ondas

As micro-ondas na frequéncia usada nos fornos comerciais séo absorvidas pelas
moléculas de agua, acucares e gorduras contidas nos alimentos. Essas moléculas polares séo
capazes de se alinhar com o campo elétrico da radiacdo, que muda rapidamente de acordo
com a frequéncia da radiacdo. Cada molécula procura acompanhar essa mudanca e arrasta as
moléculas vizinhas, que se opdem ao alinhamento. Isso gera um aquecimento do meio
diretamente do interior do alimento (CARVALHO, 2005).

As micro-ondas, além de ocasionarem aquecimento, apresentam efeitos ndo térmicos
nas membranas celulares por meio da movimentagdo de ions ou moléculas carregadas através
destas membranas (BARNES e HU, 1977). As teorias da eletroporagdo e acoplamento
magnético sdo alguns dos efeitos ndo térmicos estudados.

A eletroporacdo ocorre quando um potencial elétrico atravessa a membrana do
microorganismo, provocando a formacdo de poros que resultam em vazamento do contetido
celular. A ruptura das membranas esté relacionada com a queda de tensdo através de uma
membrana resultando na ruptura da membrana celular. O acoplamento do campo magnético
provoca uma ruptura nos componentes internos da célula, o que leva a lise celular permitindo
que as bactérias sejam destruidas a temperaturas mais baixas do que no uso de calor sozinho
(LAKINS et al., 2008).

O efeito das micro-ondas sobre os microrganismos vem sendo estudado ha muito
tempo e com diversos objetivos de uso. Goldblith e Wang (1967), comparando tratamento
térmico convencional e com energia de micro-ondas na inativacdo de esporos de Escherichia
coli e Bacillus subtilis, observaram inativacéo idéntica para os dois tratamentos e concluiram
que o efeito das micro-ondas sobre 0s esposros é puramente térmico. Jeng et al. (1987)
encontraram resultado semelhante sobre esporos de Bacillus subtilis quando compararam a
esterilizacdo de frascos de vidro em estufa de conveccdo de ar e em forno de micro-ondas.
Observaram também apenas um efeito térmico das micro-ondas, porém notou-se que a
esterilizacdo por micro-ondas € um processo mais rapido do que o convencional. Araujo e
Chavasco (1998) verificaram que o tempo de 10 min é suficiente para esterilizar tubos de

Durhan.
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Métodos de descontaminacdo sdo de grande relevancia, principalmente no setor de
alimentos, ja que estes influenciam diretamente a seguranga e a qualidade dos produtos
alimenticios. Técnicas de pasteurizacdo com utilizacdo de micro-ondas tem sido estudadas em
diversos tipos de alimentos tais como suco de macd (CANUMIR et al., 2002), leite fluido
(CLARE et al., 2005) ovos com casca (SIVARAMAKRISHNAN, 2007; LAKINS et al.,
2008) e salsichas embaladas (HUANG e SITES, 2007).

Existem, atualmente, alguns estudos que avaliam os efeitos da utilizacdo de micro-
ondas em produtos carneos, tanto para 0 cozimento quanto com o objetivo de
descontaminagéo.

Em almo6ndegas cozidas por trés diferentes métodos, observou-se que o cozimento por
micro-ondas proporcionou menor contagem total de bactérias em relacdo aos outros métodos
e ao controle, além de ter sido o Unico método a eliminar totalmente Staphylococcus aureus
(YILMAZ et al., 2005).

No musculo Latissimus dorsi de suinos tratados com diferentes métodos de coccdo,
verificou-se que o cozimento por micro-ondas ocasionou formacdo de TBARS um pouco
menor em comparagao aos processos de fritura e assamento em forno convencional. Porém,
como 0s processos de oxidacdo durante o cozimento sdo mais afetados por um longo tempo e
temperatura mais baixa do que por um curto tempo e temperatura mais elevada e por as
amostras cozidas em micro-ondas apresentarem niveis relativamente elevados de compostos
de oxidacdo, apesar da baixa temperatua e curto tempo, sugere-se que exista algum tipo de
interacdo entre as micro-ondas e a gordura da carne que causa a oxidacdo de acidos graxos
poliinsaturados (BRONCANO et al., 2009).

Em hamburgueres de carne suina com diferentes teores de sal e gordura cozidos em
micro-ondas convencional observou-se que as formulacbes que ndo receberam adicdo de sal
resultaram em um aquecimento mais uniforme e as formulag6es com alto teor de gordura
sofreram maior perda de peso pelo cozimento e encolhimento. Todas as formulacfes, apesar
das variacOes de distribuicdo do aquecimento mostraram superaquecimento das bordas em
relagdo as regides mais centrais (JEONG et al., 2007).

Microscopia eletrénica de varredura no musculo semi-membranous caprino mostrou
que aquecimento por micro-ondas convencional e industrial causa retracdo e colapso no
musculo, trazendo mais danos a estrutura muscular do que o assamento em forno
convencional. O aquecimento em micro-ondas industrial aumenta ainda mais 0s danos e causa
granulacdo e separagédo de algumas partes da fibra muscular. Estas altera¢cdes podem afetar a
extensibilidade e maciez do musculo (YARMAND e HOMAYOUNI, 2010).



20

Em salsichas pasteurizadas acondicionadas em embalagem pléstica, utilizando-se
imersdo em &gua quente e micro-ondas com controle automético de aquecimento a taxa de
inativacdo de Listeria monocytogenes foi aparentemente maior em micro-ondas que a taxa de
inativacdo observado durante o aquecimento por imersdo em condi¢cGes comparaveis, onde a
temperatura do banho de agua era igual a do aquecimento por micro-ondas. Porém o processo
por micro-ondas causou deformacéo do produto em questdo (HUANG e SITES, 2007).

2.6. Ultrassom

Atualmente busca-se o desenvolvimento de tecnologias para conservacdo de alimentos
gue assegurem a preservacdo sem uso de conservantes artificiais, mantendo as caracteristicas
organolépticas e com baixo consumo de energia. O processo com ultrassom é uma dessas
tecnologias.

A utilizacdo de ultrassom para limpeza e desinfeccdo de superficies e objetos ja é uma
pratica bem difundida. Os equipamentos mais comumente usados para estas praticas sao
banhos e sondas ultrassonicos, que transformam energia elétrica em energia mecanica, a
energia ultrassonica.

Nos laboratérios de andlise quimica, o ultrassom é comumente empregado para a
limpeza de materiais e preparo de amostras. Para esses fins, normalmente s&o empregados
banhos de ultrassom, que podem ser caracterizados como vasos metalicos, no fundo dos quais
sdo acoplados transdutores piezelétricos que oscilam em determinada frequéncia (KORN,
ANDRADE e BORGES, 2003).

As ondas de ultrassom sdo capazes de gerar cavitacdo acUstica, que pode ser
caracterizada como a formacdo, crescimento e implosdo de bolhas de gas em uma solucédo
(NASCENTES et al., 2001). Em meios ndo elasticos, como as solucdes aquosas, compressao
e rarefacdo sdo responsaveis pela formacdo de bolhas e colapso violento. As bolhas de
cavitacdo produzidas por rarefacdo implodem durante a compresséo resultando na producéo
de intensas ondas de choque (STANGA, 2010).

As bolhas geradas pela cavitacdo tém uma maior area de superficie durante o ciclo de
expansdo, o que aumenta a difusdo do géas, fazendo com que surja uma bolha de expanséo.
Chega um ponto onde a energia ultra-sénica nédo é suficiente para manter a fase de vapor na
bolha, entdo colapso € rapido. As moléculas colidem violentamente criando ondas de choque.
Estas ondas criam regides de alta temperatura e alta pressdo. As mudangas de pressdo

resultantes dessas implosdes sdo o principal efeito bactericida do ultra-som. As zonas quentes
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podem eliminar algumas bactérias, mas sdo muito localizadas e ndo afetam uma &rea grande o
suficiente para serem responsaveis pelo efeito bactericida (PI'YASENA, 2003).

Além do processo mecanico da cavitacdo a sonicacdo pode gerar efeitos quimicos
através da geracdo de espécies reativas. O fenbmeno envolvido na cisdo homolitica de
ligagbes O-H é denominado de sondlise da agua, o qual leva a producédo direta dos radicais
livres He ¢ HO* no meio que ocorrem por meio de cisdo das ligagdes H-O nas moléculas de
agua e producdo de peroxido de hidrogénio no meio irradiado (KORN, ANDRADE e
BORGES, 2003).

O processo de cavitagdo e as temperaturas geradas no colapso séo fortemente
dependentes da pressdao de vapor do solvente. Assim, moléculas de solventes com altas
pressdes de vapor (moléculas de agua) podem penetrar nas cavidades e, no momento do
colapso, sofrerem sondlise, resultando na formacéo de novos produtos (H; e H,O,) (BORGES
e KORN, 2002).

Dependendo do processo que esta sendo considerado, os efeitos quimicos da cavitagao
actstica podem ser vantajosos ou desvantajosos. Quando o radical hidroxil (OHe) ¢
produzido, por exemplo, pode afetar a qualidade de algumas substancias alimentares, mas
também pode melhorar a funcionalidade de alguns ingredientes.

Ashokkumar et al. (2008) observaram que héa influéncia da frequéncia do ultra-som no
rendimento da produgdo de radicais livres. Na frequéncia de 20 kHz o OHe gerado ¢ minimo.
Com aumento da frequéncia para 358 kHz ¢ observada uma maior geracdo de OHe. No
entanto quando a frequéncia passa a 1062kHz ha uma diminuigdo do rendimento de OHe. A
20 kHz as bolhas de cavitagdo sdo transitorias, enquanto bolhas estaveis sdo geradas a
fregéncias mais altas. Com a cavitacdo estavel e aumento no ndmero de bolhas ativas é
esperado que haja maior rendimento de OHe gerado com o aumento da frequéncia. Porém a
redu¢do de OHe na frequéncia de 1062 kHz pode ser devido ao tempo relativamente menos
disponivel na fase de expanséo da bolha. Em frequencias altas o ciclo acustico & muito curto,
0 que restringe a formacdo de vapor de agua que evapora na bolha durante a expansdo. A

redu¢do da quantidade de vapor durante o colapso reduz a geragdao de OHe.
2.6.1. Mecanismos de inativacdo de micro-organismos
A inativacdo de micro-organismos atraves da utilizacdo de ultrassom (Figura 2) se

deve principalmente a ocorréncia da cavitacdo acustica. As bolhas de cavitacdo instveis,

cheias de gas ou vapor, implodem gerando altas temperaturas e altas pressdes locais que
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podem desintegrar células e desnaturar enzimas. A implosdo das bolhas também produz forca
de cisalhamento e jatos de liquido com energia suficiente para danificar paredes e membranas
celulares. A cavitacdo estavel, que gera bolhas de oscilacdo regular para muitos ciclos
acusticos, induz a formacdo de uma micro-rede no liquido ao redor das células e causa
estresse na espécie microbioldgica. O efeito da inativacdo do ultrassom também tem sido
atribuido a geracédo de cavitacao intracelular que provoca choques mecéanicos capazes de lesar
componentes celulares estruturais até o ponto da lise celular (CHEMAT, HUMA e KHAN,
2011).

O mecanismo de ruptura das células esta relacionado com a forca de cisalhamento
desenvolvida por vortices dissipativas viscosas decorrentes de ondas de choque produzidas
pela implosdo de bolhas de cavitacdo. Quando a forca de cisalhamento é desenvolvida por
vortices maiores do que as células, ha mais propensdo a mover as células ao invés de rompé-
las, enquanto vortices menores do que as células sdo capazes de tensdo de cisalhamento
disruptiva. Assim, células maiores sdo mais passiveis a ruptura do que células menores
(GECIOVA, BURY e JELEN, 2002).

Figura 2.2 — Mecanismos de inativagao de micro-organismos por ultrassom
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A composi¢do da membrana também tem influéncia sobre a cinética de inativacdo dos
micro-organismos. Bactérias gram-positivas demonstram ser mais resistentes as ondas
ultrassénicas do que as gram-negativas. Os organismos gram-positivos possuem uma camada
de peptideoglicano espessa e mais firmemente aderida do que os gram-negativos. Ja, esses
apresentam uma camada de lipopolissacarideo que 0s protege contra alguns tipos de ataques
quimicos e preserva a integridade estrutural. A menor resisténcia dos gram-negativos indica
que o alvo do ultrassom pode ser o lipopolissacarideo ou alguma estrutura no interior da
membrana (DRAKOPOULOU et al., 2009).

2.6.2. Aplicagdo em alimentos

Existem varios estudos que demonstram a potencialidade da aplicacdo de ultrassom
com diversos fins na area de tecnologia de alimentos. Na inddstria de alimentos a tecnologia
de ultrassom vem sendo utilizada com inimeras finalidades tais como extragdes, filtracdo,
emulsificacdo, reducdo da carga microbiana, entre outras.

Para a filtracdo de liquidos o ultrassom tem sido utilizado na limpeza de membranas
filtrantes, aumentando a durabilidade das membranas e a eficiéncia da filtracdo (LU, DU e
LIPSCOMB, 2009; SMYTHE, WAKEMAN, 2000).

Também é muito usado no processamento de laticinios para promover melhor
homogeneizacao e acelerar a fermentacdo. Estudos tém demonstrado que a sonicacao de leite
de vaca fresco a 20 kHz resulta em uma reducdo no tamanho dos glébulos de gordura além de
manter as particulas de gordura mais uniformemente distribuidas em comparacdo com
0 método convencional (VILLAMIEL e JONG 2000).

Ultra-som de 40, 60 e 100 kHz. em iogurte inoculado aumenta a velocidade de
acidificacdo sem eliminar o starter. Em frequéncias de 50, 60 e 100 kHz ocorre um aumento
pronunciado da viscosidade tanto em inoculados antes ou apos a sonicagdo (WU, HULBERT
e MOUNT, 2001).

Outro campo bastante explorado é o de extracdo de compostos vegetais assistida por
ultra-som que surge no cendrio atual como uma tecnologia limpa por utilizar menos solvente e
energia do que as técnicas tradicionais. E utilizada na extracio de diversas substancias como
compostos fenolicos (CHEN et al., 2007; HERRERA e CASTRO, 2005), o6leos essenciais
(PORTO, DECORT e KIKIC, 2009), compostos aromaticos (CALDEIRA et al., 2004),
carotendides (LIANGFU e ZELONG, 2008), entre outros.
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Tem crescido o interesse no estudo da aplicagdo de ultrassom em alimentos em
processos que visam eliminar ou reduzir a carga microbiana dos produtos. As ondas
ultrassénicas, dependendo da intensidade, podem romper ceélulas, desnaturar enzimas e
modificar o metabolismo celular. Em combinacdo com aquecimento e/ ou altas pressoes, a
sonicacao pode acelerar os processos de esterilizagdo e pasteurizagédo e reduzir o consumo de
energia dos procedimentos tradicionais (CHEMAT, HUMA e KHAN, 2011).

Na esterelizacdo e pasteurizacdo de alimentos o ultra-som vem sendo utilizado
principalmente em liquidos como sucos. Porém, parece ter efeito bactericida limitado quando
utilizado como Unico meio de eliminacdo. Quando a aplicacdo de ultra-som é combinada com
alta temperatura (termo-sonicagdo), alta pressao (mano-sonicagdo) ou outras tecnologias néo
térmicas, o efeito sobre a morte microbiana é potencializado.

Em suco de laranja tratado em banho de ulta-som de 30 kHz a 55°C, foi percebida
uma reducdo de Staphilococcus aureus de 1,8 e 3,3 ciclos logaritimos apds 10 min e 20 min
de tratamento, respactivamente. Quando o tratamento com US por 10 min foi combinado com
tecnologia de campo elétrico pulsado (40kV/150us) a reducdo passou de 1,8 para 6,8 ciclos
log, além de ocasionar menores perdas nutricionais do que o tratamento comercial
(WALKING-RIBEIRO, 2009).

Ja em modelos de suco de laranja e de suco de macd o uso de uma sonda ultrasdnica
de amplitude 37,5 pum com frequéncia de 20kHz, resultou em eficaz eliminagdao de
Escherichia coli. Para isto foi utilizada temperatura constante de 30°C com aplicacdo ultra-
sbnica pulsada de 5 em 5 s por 15min (PATIL et al., 2009).

Ultra-som com fregéncia de 20 kHz mostrou ser eficiente na redugéo de leveduras em
suco de tomate, porém altera a cor e o teor de &cido ascorbico (ADEKUNTE et al., 2010). A
tecnologia de manotermosonicacdo, também utilizando frequéncia de 20kHz, afeta
negativamente a qualidade sensorial de suco de macé e cranberry, além de resultar em um
produto com menor teor de anti-oxidantes em comparacdo ao pasteurizado tradicionalmente
(CARMINITI et al., 2011).

Para a eliminacdo de esporos de Bacillus substitulis em suspensdo aquosa, foi
observado que a letalidade do efeito mecénico da termo-sonicagdo (20 kHz, 70°C) é
substancialmente aumentada quando combinada com alta pressdo (300-500 kPa) (RASO,
1998). Enquanto o uso de ultra-som combinado com alta pressdo hidrostatica em ovos
liquidos resultou em pequena inativacdo de E. Coli (gran negativa), porém ndo obteve
nenhum efeito na inativacdo de Listeria seeligeri (LEE, HEINZ e KNORR, 2003).
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2.6.3. Ultra-som em tecnologia de carnes

N&o ha relatos, no processamento de derivados de carne, da utilizacdo de ultra-som
com a finalidade de pasteurizar ou reduzir a carga microbiana deste tipo de produto. A
aplicacéo de ulta-som em carnes tem sido relatada com o obejetivo principal de tenderizagao.

O ultra-som pode provocar alteracdes nas propriedades fisicas e quimicas da carne e
seus derivados, e € uma alternativa aos meios quimicos ou térmicos de processamento. O
ultra-som tem capacidade de induzir a ruptura da membrana celular o que poderia aumentar a
maciez da carne seja diretamente, atraves do enfraquecimento fisico da estrutura muscular, ou
indiretamente pela ativacdo da protedlise ou pela liberacdo de catepsinas dos lisossomos e/ou
de estoques intracelulares de ios Ca*™" que atuam na ativacéo das calpainas (DOLATOWSKI,
STADNIK e STASIAK, 2007).
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3. PASTEURIZACAO DE SALSICHAS COM A UTILIZACAO DE
MICRO-ONDAS

3.1. Materiais e métodos

3.1.1. Amostras

Pacotes de 4 kg de salsichas do tipo hot dog foram adquiridos no comércio de Santa
Maria-RS, observando-se o prazo de validade e o lote. As salsichas foram divididas
aleatoriamente em 22 grupos, dos quais um foi o controle, que ndo recebeu nenhum
tratamento, e os demais receberam tratamentos em micro-ondas em diferentes condicoes,
variando tempo e poténcia. O efeito das micro-ondas foi avaliado em salsichas tratadas com e

sem banho-maria, e na presenca e na auséncia de embalagem.

3.1.2. Embalagens

Foram utilizadas embalagens pré-formatadas de material com baixa permeabilidade ao
oxigénio com dimensfes de aproximadamente 19 x 16 cm. Para o selamento a vacuo foi
utilizada embaladora a vacuo de mesa Selovac® com vacuo e solda na posicdo 5.

3.1.3. Tratamentos

Para o tratamento com micro-ondas foi utilizado um forno de micro-ondas doméstico

Brastemp® (BMK38ABBNA) com capacidade de 38L, poténcia nominal de 950 W e real de
680 W, conversdo de 71,6% e frequéncia de 2450 MHz.
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Figura 3.1 — Fluxograma dos tratamentos nos quais as salsichas foram submetidas a
pasteurizacdo em micro-ondas.
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Os tratamentos estdo esquematicamente descritos na figura 3.1. Inicialmente as
salsichas foram tratadas sem banho-maria, e foram submetidas as micro-ondas em recipiente
de porcelana previamente esterilizado (ndo embaladas), em nimero de trés por tratamento,
localizadas no centro do prato do aparelho durante tempo de 10, 15, 20 e 25 s, em poténcias
alta e média e correspondem aos Tratamentos de 1 ao 6 (T1 — T6). Num segundo momento
também sem embalagem, 24 salsichas foram dispostas nas bordas de dois pratos esterilizados
sobrepostos (Figura 3.2 A) no interior de um forno de micro-ondas adaptado com sistema de
absorcéo de excesso de radiacdo através da circulagdo de agua em seu interior em fluxo de
700 mL/min™ (BIZZI et al., 2011). As condi¢des de tempo utilizadas variaram de 1 a 4min,

em poténcia alta, e correspondem aos Tratamentos 7 ao 9 (T7- T9).
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Figura 3.2 - Salsichas sem embalagem dispostas em 2 pratos sobrepostos (A) e
salsichas embaladas em pares (B).

PRt iyt ame

Num terceiro momento as salsichas foram embaladas a vacuo, duas por embalagem
(Figura 3.2 B) e foram dispostas na borda do prato do aparelho em nimero de 10. Cada
embalagem estava em uma temperatura inicial de 18°C (temperatura ambiente), 30°C, 40°C
ou 60°C, considerando que, ap6s 0 cozimento, as salsichas ndo atingem temperatura de
refrigeracdo até a pasteurizacdo, e foram tratadas com micro-ondas durante 4 minutos em
poténcia alta com circulacdo de &gua em fluxo de 700 mL/min™, e correspondem aos

Tratamentos 10 ao 13 (T10 — T13).

Figura 3.3 - disposicdo das embalagens dentro do forno de micro-ondas para os tratamentos
em banho-maria.

Para os tratamentos em banho-maria em micro-ondas, as salsichas foram embaladas a
vacuo, em numero de 5 por embalagem e, em forno de micro-ondas convencional, foram
dispostas 2 embalagem de aproximadamente 300 g cada, mergulhadas em 800 ml de &gua por
tratamento, em recipiente proprio para uso em micro-ondas (Figura 3.3), sem sistema de agua
circulante dentro do forno, pois a agua utilizada para o banho-maria cumpriria 0 mesmo
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papel. Foram avaliadas poténcias maxima, média e baixa, nos tempos de 4 min a 12 min, que
correspondem aos Tratamentos 14 ao 17. (T14 — T17). A Gltima etapa procedeu-se de maneira
semelhante a descrita anterior, mas foram empregados os tempos de 5 minutos em poténcia
alta e 6 minutos em poténcia alta, combinados com 2 tipos de resfriamento pds pasteurizagéo,
sendo o resfriamento em freezer a -18°C e em salmoura a 2% (-1,5 °C) durante o tempo
necessario para o produto atingir 7°C no interior que correspondem aos tratamentos 18 ao 21
(T18 - T21).

3.1.4. Andlises microbiolégicas

As analises foram realizadas ap6s a saida do forno micro-ondas para os tratamentos T1
ao T6, os demais foram analisados apds 24 h de armazenamento em refrigeracdo a 2 °C e
entdo porgOes de 25 g da amostra foram pesadas assepticamente e homogeneizadas com 225
mL de agua peptonada em bagmixer por 60 s. Foi realizada a contagem padrdo de bactérias
aerobias mesofilas em meio Plate Count Agar (PCA), incubado a 30-32 °C por 48 h e a
contagem de bactérias laticas em meio MRS com sobre-camada de agar base, incubados a 37
°C por 72 h. A contagem foi realizada em contador de coldnias em placas contendo de 25 a
250 coldnias e os resultados foram expressos em logip de UFC/g.

3.1.5. Temperatura

A temperatura interna das salsichas atingida apds o tratamento foi determinada com
termdmetro de mercurio com intervalo de temperatura de -10 a 150°C e precisdo de 0,1°C.

3.1.6. Anélise estatistica

Inicialmente foram obtidas estatisticas descritivas simples (meédia, desvio-padrdo) dos
dados obtidos. Para a comparacdo de médias entre grupos foi utilizada anélise de variancia
(ANOVA) e o0 Post Hoc Test de Tukey para comparagdes multiplas. O nivel de significancia
adotado é de p<0,05 com intervalo de confianga de 95% e os dados foram analisados com o
auxilio do programa SAS.
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3.2. Resultados e discussao

Nas figuras 3.4 a 3.9 estdo os resultados da contagem de bactérias laticas e mesofilas
dos tratamentos com micro-ondas e seus respectivos controles. Na Figura 3.4 é possivel notar
que a maioria das salsichas tratadas sem embalagem e sem imersdo em agua em condicGes de
tempo e poténcia que ndo geraram grande alteragcdo no aspecto visual (10-25s em poténcias
alta e média) apresentou uma pequena reducao na contagem de micro-organismos mesofilos e
bactérias laticas.

O tratamento T1, o qual permaneceu menor tempo no micro-ondas (10 s em poténcia
alta) ndo diferiu do controle em relacdo ao numero de bactérias mesdfilas, porém, o nimero
de bactérias laticas reduziu significativamente (p,<0,05) em relacdo ao controle e ao T2 que
foi tratado por 15 s, também em poténcia alta.

Os tratamentos que apresentaram os melhores efeitos na reducdo das bactérias laticas e
mesdfilas foram T4, T5 e T6, sendo o T6 o tratamento com maior reducdo do nimero tanto de
bactérias laticas como de mesdfilas. T2 e T3 foram ambos tratados por 15 s, mas T3, tratado
em temperatura média, apresentou numero de bactérias significativamente mais baixo (p>
0,05) do que T2 que foi tratado em poténcia alta.

Apesar de os tratamentos T1 a T6 terem apresentado reducdo de bactérias com
significancia estatistica, os resultados ndo sdo satisfatorias para a aplicagdo em escala
industrial, pois a reducdo ndo chegou a 2 ciclos log em nenhum dos tratamentos. A variacao
de poténcia entre média e maxima parece ndo ter afetado a reducdo de bactérias nas condicGes
experimentais utilizadas.

Neste primeiro momento ndo foram coletados dados de temperatura, pois buscou-se
apenas verificar os efeitos sobre bactérias laticas e mesofilas de tratamentos que nao
afetassem visualmente as salsichas, sem considerar outras variaveis. Sendo que desta maneira
ndo é possivel correlacionar os aspectos microbiolégicos com as com o aquecimento gerado

pelo tratamento.
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Figura 3.4 - Bactérias mesofilas e laticas em salsichas pasteurizadas em micro-ondas sem a
presenca de embalagem.
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Controle: sem exposicdo a microondas; T1: tratamento com microondas durante 10 segundos em
poténcia alta; T2: tratamento com microondas durante 15 segundos em poténcia alta; T3: tratamento com
microondas durante 15 segundos em poténcia média; T4: tratamento com microondas durante 20 segundos em
poténcia alta; T5: tratamento com microondas durante 20 segundos em poténcia média; T6: tratamento com
microondas durante 25 segundos em poténcia média.

Letras distintas representam diferenca estatistica (p<0,05) entre os tratamentos para 0 mesmo grupo de bactérias.

Em segundo momento, em salsichas tratadas em dois pratos sobrepostos no interior do
micro-ondas (Figura 3.2 A), as analises de bactérias laticas e mesofilas (Figura 3.5) também
apresentaram resultados pouco expressivos. Como os tratamento T7 a T9 foram dispostos em
pratos com diferentes alturas foram coletados dados de temperatura de oito pontos distintos
por tratamento (4 pontos no prato superior e 4 no prato inferior). A variagdo de temperatura
encontra-se na Tabela 3.1.

O tratamento T7 ndo apresentou diferenca significativa em relagdo ao controle,
enguanto o T8 apresentou nimero de bactérias meséfilas superior ao do controle e dos demais
tratamentos. T9 apresentou a maior reducéo em relacdo aos dois grupos de bactérias diferindo

do controle e dos demais tratamentos.
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Figura 3.5 - NUmero de bactérias mesofilas e laticas de salsichas pasteurizadas em micro-
ondas em numero de 24, nas bordas de dois pratos esterilizados sobrepostos, utilizando
sistema de absorcdo de excesso de radiagdo através da circulagdo de &gua.
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Tratamentos
B Bactérias Mesofilas Bactérias Léaticas

Controle: sem exposicdo a micro-ondas; T7- tratamento com micro-ondas durante 1 minuto em
poténcia alta; T8: tratamento com micro-ondas durante 2 minutos em poténcia alta; T9: tratamento com micro-
ondas durante 4 minutos em poténcia alta.

Letras distintas representam diferenca estatistica (p<0,05) entre os tratamentos para 0 mesmo grupo de bactérias.

O T8 possivelmente apresentou aumento de bactérias mesofilas em relacdo ao controle
por ndo atingir uma temperatura letal e ndo sofrer resfriamento rapido apos o tratamento. Para
facilitar o resfriamento ap0s a pasteurizacdo seria necessario que as salsichas estivessem
protegidas de nova contaminagdo por meio de uma embalagem.

Para uma efetiva esterilizacdo sem alteracdo da aparéncia do alimento seria necessario
que a superficie da salsicha ndo ressecasse antes de todo o material ter atingido uma
temperatura letal. As micro-ondas ndo geram um aquecimento uniforme, como pode ser visto
na tabela 3.1. O T9 foi o tratamento que obteve a maior reducdo de bactérias laticas e
mesofilas, possivelmente por atingir temperatura mais alta que T7 e T8, porém apresentou a
maior variagdo entre temperatura maxima e minima (12 °C).

O aquecimento gerado por micro-ondas ndo € uniforme, como observado na Tabela
3.1 a variacdo de temperatura gerada em um mesmo material pode ser bem vultosa. Em
materiais fluidos, por exemplo, o0 aquecimento é maior na superficie da matéria irradiada e
diminui gradativamente do topo para o interior do material (ANANTHESWARAN e LIU,
1994).

A néo uniformidade do aquecimento gerado por micro-ondas pode ser afetada pelas
propriedades dielétricas e dimenséo do material, e/ ou da distribui¢cdo ndo uniforme do campo
eletromagnético na cavidade do forno (LI, WANG e KUDRA, 2011). A utilizagdo de micro-
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ondas pulsado e placas de ceramica como suporte sdo exemplos de procedimentos que
otimizam o aquecimento reduzindo a formacdo de pontos quentes em carne suina (BASAK e
RAO, 2010). Componentes presentes no material a ser irradiado também influenciam o
padrdo de aquecimento. O sal, um ingrediente comum em muitos alimentos, inclusive nas
salsichas é um elemento que quando incorporado a um produto, pode aumentar o tempo
necessario para o cozimento e diminuir a uniformidade do aquecimento (JEONG, et al.,
2007).

Nos fornos de micro-ondas domeésticos a distribuicdo das ondas no interior € bastante
desigual. No modelo de forno utilizado neste experimento Bizzi et al. (2011) verificaram que
0 aquecimento, ou seja a incidéncia do campo eletromagnético, é maior nas bordas do prato e
reduz em direcdo ao centro do mesmo.

O aquecimento por micro-ondas gera gradientes de temperatura, de concentracdo de
umidade com mesma dire¢do, 0 que promove remocao da dgua sem formacdo de crosta (LI,
WANG e KUDRA, 2011). O que é uma excelente caracteristica para uso na secagem de
materiais, mas ndo é de interesse quando resulta em reducdo de peso do produto. Por isso,
pasteurizar salsichas sem protecdo da superficie, fora da embalagem ndo se mostra uma boa
alternativa. Também ha outra desvantagem na auséncia de embalagem, que € a
susceptibilidade a nova contaminacdo apds o processo de esterilizacdo. Por esses motivos
passou-se a pasteurizar as salsichas embaladas.

Tabela 3.1 - Temperaturas maximas e minimas de salsichas pasteurizadas em micro-ondas em
namero de 24, nas bordas de dois pratos esterilizados sobrepostos, utilizando sistema de
absorcdo de excesso de radiacdo através da circulagdo de agua.

Temperatura (°C)

Tratamento
Minima Maxima
T7 34 40
T8 36 42
T9 44 56

T7- tratamento com micro-ondas durante 1 minuto em poténcia alta; T8: tratamento com micro-ondas durante 2
minutos em poténcia alta; T9: tratamento com micro-ondas durante 4 minutos em poténcia alta.
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Dos tratamentos processados embalados em pares e pré-aquecidos (Figura 3.6) apenas
T10 e T11 foram analisados, pois T12 e T13 tiveram a embalagem rompida antes de
concluido o tempo de processamento (Figura 3.7). As salsichas T10 e T11 ndo apresentaram
reducdo significativa de bactérias laticas e mesodfilas e atingiram temperaturas médias de 46 e
52 °C respectivamente. Temperaturas estas relativamente baixas ja que a temperatura
utilizada para pasteurizagdao comercial rapida é de 72-75 °C (EVANGELISTA, 2001).

Figura 3.6 - - Numero de bactérias mesofilas e laticas de salsichas pasteurizadas em micro-
ondas, embaladas a vacuo, duas por embalagem, dispostas na borda do prato do aparelho, pré-
aquecidas e embaladas a vacuo, em numero de 5 por embalagem (300g) mergulhadas em
800ml de agua.
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Controle: sem exposicdo a micro-ondas; T10: tratamento com micro-ondas durante 4 minutos em
poténcia alta, temperatura inicial de 18°C; T11: tratamento com micro-ondas durante 4 minutos em poténcia
alta, temperatura inicial de 30 °C; T14: tratamento em banho-maria no micro-ondas durante 12 minutos em
poténcia alta.

Letras distintas representam diferenga estatistica (p<0,05) entre os tratamentos para 0 mesmo grupo de bactérias.

As embalagens plasticas quando utilizadas em forno de micro-ondas podem sofrer
mudangas na estrutura cristalina, apresentar furos e rachaduras e demonstrar reducdo da
resisténcia a impacto. O aquecimento em micro-ondas também acarreta em migracdo de
substancias da embalagem para o alimento, sendo algumas dessas substancias produzidas
durante o tratamento com micro-ondas e o teor e quantidade de substancias migrantes,
altamente dependentes da temperatura atingida pelo material (GUILARD, IGLESIAS e
GONTARD, 2010).
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Figura 3.7 - Embalagem rompida devido & formacdo de vapor contendo as salsichas dos
tratamentos T12 e T13

e

As embalagens atualmente usadas no mercado brasileiro para 0 envase a vacuo
produtos carneos sdo produzidas, de uma combinacdo de polietileno que confere estrututa e
barreira contra vapor e/ou copolimero de cloreto de vinila e cloreto de vinilideno (PVDC),
politereftalato de etileno (PET), poliamida (PA) ou alcool de vinil etileno (EVOH) para servir
de barreira a permeacdo ao oxigénio. As embalagens para salsicha sdo termoformadas, ou
seja, 0 material tem capacidade de estiramento e consequentemente sofre reducdo da
espessura (OLIVEIRA et al., 2006) .

O rompimento da embalagem indica que a mesma nédo apresenta resisténcia suficiente
para suportar o vapor formado no seu interior. Para a pasteurizacdo em micro-ondas é
necessario o desenvolvimento de recipiente adequado, com resisténcia ao calor a ao vapor.

O PET, um dos materiais mais utilizados nas embalagens de salsicha, é resistente ao
calor e ndo produz quantidade significativa de oligbmeros a temperaturas inferiores a 150 °C
(FREIRE, REYES e CASTLE, 1998), mas ndo apresenta flexibilidade. J& a poliamida,
também presente nas embalagens, pode resultar em migracdo de compostos potencialmente
nocivos a saude para os alimentos em diversas situacdes de processamento ou aquecimento
(FELIX et al., 2008).
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Com o objetivo de proteger a embalagem e de absorver o excesso de radiagdo foi
utilizada a imersdo em agua. Destes 0 mais eficiente foi o tratamento de 12 min com pausas
de 5s na emissdo das micro-ondas (T14 - figura 3.6), que resultou em um percentual de
reducdo de 51,07% para bactérias mesofilas e de 56,81% para bactérias laticas. Nessas
condicBes foi possivel controlar o aquecimento e principalmente a formacdo de vapor,
permitindo que as salsichas atingissem temperaturas entre 68-71 °C sem o rompimento da
embalagem. Este dado indica que para a pasteurizacdo em micro-ondas de salsichas
embaladas, seja executada por tempo efetivo é necessario que haja controle do aquecimento.
A utilizacdo de controle automético de aquecimento através de infravermelho é uma
metodologia que possibilitaria a reducdo de micro-organismos em salsichas embaladas de
maneira linear com o aumento da temperatura, como o constatado por Huang e Sites (2007)
em que o tratamento por micro-ondas com controle de temperatura foi mais eficiente do que a

imersdo em agua quente causando, porém uma deformacéao do produto.

Figura 3.8 - NUmero de bactérias mesodfilas e laticas de salsichas pasteurizadas em micro-
ondas, embaladas a vacuo, em numero de 5 por embalagem, dispostas 2 embalagem de
aproximadamente 300 g cada, mergulhadas recipiente com 800 ml de agua, sem sistema de
agua circulante no interior do forno.
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Controle: sem exposi¢do a microondas; T15: tratamento com micro-ondas em banho-maria durante 4 minutos
em poténcia alta, embaladas 5 por pacote; T16: tratamento com micro-ondas em banho-maria durante 5 minutos
em poténcia alta, embaladas 5 por pacote; T17: tratamento com micro-ondas em banho-maria durante 6 minutos
em poténcia alta, embaladas 5 por pacote.

Letras distintas representam diferenga estatistica (p<0,05) entre os tratamentos para 0 mesmo grupo de bactérias.
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Os demais tratamentos em banho-maria em poténcia alta (T15-T17 — Figura 3.8)
demonstraram uma reducdo de bactérias mesofilas e laticas pequena, porém significativa em
relacdo ao controle. Observa-se que o0 T17, tratado durante 6 min, resultou em menor reducédo
de bactérias mesofilas do que o T16, tratado por 5min. Seria esperado resultado inverso,
porém, ndo foi procedido resfriamento rapido apds o tratamento. T17 foi irradiado por mais
tempo e, portanto atingiu temperatura média maior (65 °C) que a de T16 (60 °C) e de T15 (49
°C), ficando mais tempo em temperatura critica para o crescimento microbiano antes de
atingir a temperatura de refrigeracéo.

Como se pressup0s que salsichas que atingiram temperatura interna maior
apresentavam maior nimero de bactérias por ficarem por um periodo mais longo numa zona
de temperatura 6tima para o crescimento bacteriano, foi analisado o efeito de dois tipos de
resfriamento pds-tratamento: resfriamento por imersdo em salmoura a 2% (-1,5 °C) e

resfriamento em freezer a -18 °C (Figura 3.9).

Figura 3.9- Numero de bactérias mesofilas e laticas de salsichas pasteurizadas em micro-
ondas, embaladas a vacuo, em nimero de 5 por embalagem, dispostas 2 embalagem de
aproximadamente 300 g cada, mergulhadas recipiente com 800 ml de agua, sem sistema de
agua circulante no interior do forno e resfriadas em freezer ou salmoura.
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Controle: sem exposi¢do a micro-ondas; T18: tratamento com micro-ondas em banho-maria durante 5 minutos
em poténcia alta, embaladas, resfriamento em freezer; T19: tratamento com micro-ondas em banho-maria
durante 5 minutos em poténcia alta, embaladas, resfriamento em salmoura; T20: tratamento com micro-ondas
em banho-maria durante 6 minutos em poténcia alta, embaladas, resfriamento em freezer; T21: tratamento com
micro-ondas em banho-maria durante 6 minutos em poténcia alta, embaladas, resfriamento em salmoura.

Letras distintas representam diferenca estatistica (p<0,05) entre os tratamentos para 0 mesmo grupo de bactérias.
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O resfriamento com salmoura a -1,5 °C mostrou-se mais rapido do que em freezer a -
18 °C. Para T18 e T19, que atingiram a média de 50°C no interior o tempo necessario para se
atingir 7 °C foi de 15 min em salmoura e de 66 min em freezer. Ja para T20 e T21 que
atingiram a média de 61 °C no interior o tempo aumentou para 18 min para o resfriamento em
salmoura e para 75 min para o resfriamento em freezer. O resfriamento em salmoura se
mostrou a melhor opgdo de resfriamento, pois concede mais agilidade ao processo.

Os tipos de resfriamento utilizados nédo diferiram em relacdo a reducdo de bactérias
(Figura 3.9), mas, possivelmente, evitaram a proliferacdo acelerada que pode ser ocasionada
por longo tempo de permanéncia em temperaturas moderadas. Assim mantiveram a redugéo
de aproximadamente 3 ciclos logaritmos gerada pelo tratamento com micro-ondas. A reducgéo
de bactérias apresentada pelos tratamentos T18 a T21 ainda nédo é o ideal para a pasteurizacéo,
mas indica que com as adaptacdes dos métodos e equipamentos € possivel chegar a resultados

mais satisfatérios para aplicacdo industrial da pasteuriza¢do por micro-ondas.
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4. PASTEURIZACAO DE SALSICHAS COM ULTRASSOM

4.1. Experimento |
4.1.1. Materiais e Métodos
41.1.1. Amostras

Pacotes de 5 kg de salsichas do tipo hot dog tingidas com urucum com 30 dias de
fabricacdo, foram adquiridos no comércio de Santa Maria-RS, observando-se o lote. Estes
foram transportados em maleta térmica até a Universidade Federal de Santa Maria, e mantidos
a 5°C até a realizacdo dos tratamentos propostos.

41.1.2. Embalagens de estudo

Para cada tratamento 5 salsichas foram colocadas dentro de uma embalagem pré-
formatada de material com baixa permeabilidade ao oxigénio e dimensdes de
aproximadamente 19x16 cm. Para o selamento foi utilizada embaladora a vacuo de mesa
Selovac® com véacuo e solda na posicdo 5. A integridade da embalagem foi testada com uma
solugédo de safranina em isopropanol para verificar a integridade geral da embalagem e da
solda por meio de averiguacdo da presenca de furos ou fendas (Figura 4.2 A). A mesma
solucdo foi utilizada para avaliar a resisténcia da embalagem ao ultrassom, funcionando como

indicador de rompimento (Figura 4.2 B).
4.1.1.3. Banhos ultrassonicos
Foram utilizados dois banhos ultrassénicos EIma® (Figura 4.1) modelos TI-H-5 com

frequéncias de 25 e 45 kHz e TI-H-10 com frequéncias de 35 e 130 kHz com capacidade de
tanque de 3,5 e 8,6 L™, respectivamente e voltagem de trabalho de 200 W.
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Figura 4.1- Banhos de ultrassom utilizados nos experimentos. A) Vista geral do banho
ultrassénico. B) Vista do painel de controle do banho ultrassénico.

Figura 4.2— Embalagem contendo as salsichas e o corante safranina em propanol, com a
finalidade de avaliar a integridade da embalagem, fechamento a vacuo (A) e o efeito do
ultrassom durante e apds tratamento (B).

4.1.1.4. Aplicacéo de ultrassom

Para proceder aos tratamentos as embalagens foram centralizadas dentro do tanque de
agua dos banhos ultrassonicos (Figura 4.3 A). As salsichas foram sonicadas metade do tempo
com uma face para baixo e ao outra metade do tempo com a outra face para baixo, pois a
geracgdo das ondas acusticas se da na parte inferior do tanque do banho (Figura 4.3 B).
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Figura 4.3— Posicdo da embalagem contendo as salsicha dentro do banho de ultrassom
(A), e sentido das ondas de ultrassom dentro do banho (B).

A

o

»

4.1.15. Investigagdo preliminar do efeito de diferentes frequéncias e
temperaturas

Foram examinados parametros de temperatura e de frequéncia de ultrassom. As
frequéncias analisadas foram 130 kHz (T130/20 e T130/60) e 25 kHz (T25/20 e T25/60) nas
temperaturas de 20+2 °C e 60£2 °C, durante 10 min. Foram avaliados os efeitos sobre a cor
da superficie, pH da superficie e interior, oxidacdo lipidica, bactérias mesdfilas e bactérias

laticas.

4.1.1.6. Delineamento experimental

Um delineamento experimental do tipo composto central rotacional (fatorial 22) com
pontos axiais foi desenvolvido para determinacdo das condi¢des de tempo e temperatura
ideais.

Os fatores temperatura do banho e tempo de pasteurizacéo (variaveis independentes)
foram estudados em diferentes niveis, os demais parametros foram fixados, como bactérias
mesdfilas, bactérias laticas, TBARS, cor (L*,a* e b*) e pH. Nos experimentos foram
estudadas as faixas de temperatura de 40 a 80°C e de tempo de 2 a 12 minutos. Na Tabela 4.1,
encontra-se a matriz completa do planejamento com o0s niveis codificados e o0s

correspondentes valores reais empregados.
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Tabela 4.1 - Fatores de dominio experimental utilizados para determinacao das condi¢fes de

tempo e temperatura ideais.

Niveis experimentais

Fator - .

-0l -1 0 1 o
Tempo (min) 2 3,47 7 10,53 12
Temperatura (°C) 40 45 60 74 80
%a=1,414

A resposta do delineamento foi analisada pela técnica Metodologia de Superficie de
Resposta (RSM). Foram obtidos os dados experimentais, onde cada experimento foi
analisado. O delineamento foi constituido de 12 experimentos, dos quais quatro foram

replicatas do ponto central.

4.1.1.7. Investigagdo da frequéncia de 25 kHz nas temperaturas de 60°C e 75°C
sobre Staphilococcus aureus e Bacillus cereus

Foi analisado o efeito dos tratamentos com ultrassom sobre as bactérias patogénicas
Staphilococcus aureus e Bacillus cereus inoculadas nas salsichas. O in6cuo foi preparado a
partir de cepas congeladas reativadas em caldo BHI por 72 h a temperatura de 37 °C. A
concentracdo de células foi ajustada utilizando-se o tubo 0,5 da escala nefolométrica de Mc
Farland. Apds o ajuste, 1 ml do indcuo foi adicionado em cada embalagem de salsicha e entéo
foi realizado o fechamento a vicuo. Realizaram-se cinco tratamentos, sendo um similar ao
industrial (TI), no qual as salsichas ficaram em banho-maria até atingir 73 °C no interior (16
min para atingir 73 °C, e permaneceu por 1 min nessa temperatura) dois tratamentos com
ultrassom sendo um a 60 °C e o outro a 75 °C (US60 e US75) em 25 kHz de frequéncia
durante 10 minutos. Utilizou-se essa frequéncia e esse tempo, uma vez que nos testes
preliminares demonstraram maior eficicia na reducdo do numero de coldnias de bactérias, e
seus tratamentos equivalentes sem a utilizacdo de ultrassom nas mesmas temperaturas e
tempos (SUS60 e SUS75).
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4.1.1.8. Analises microbioldgicas

Porcdes de 25 g da amostra foram pesadas assepticamente e homogeneizadas com 225
mL de 4gua peptonada em bagmixer por 60 s. Foi realizada a contagem padrdo de bactérias
aerobias mesofilas em meio Plate Count Agar (PCA), incubado a 30-32 °C por 48 h e a
contagem de bactérias laticas em meio MRS com sobre camada de &gar base, incubados a 37
°C por 72 h. A contagem de S. aureus foi realizada em agar Baird Parker incubado a 35-37 °C
durante 48 h. Posteriormente foram contadas col6nias tipicas e atipicas. Para a confirmacao
foi realizada coloragdo de Gram e também foram selecionadas cinco coldnias tipicas de cada
placa para teste da coagulase em tubo. A andlise de B. cereus foi feita em agar Bacillus cereus
base suplementado com polimixina B e emulsdo de gema de ovo. Foi realizada a contagem de
colbnias tipicas azuis. A contagem foi realizada em contador de colénias em e os resultados

foram expressos em logyo UFC/g™.
41.19.  pH

A determinacdo do pH foi realizada homogeneizando-se 10 g de amostra com 100 ml
de 4gua destilada. O homogeneizado foi submetido aos eletrodos do pHmetro Digimed® DM-
22, até sua estabilizacdo, quando foi procedida a leitura do pH. A andlise foi realizada em

triplicata.
4.1.1.10. Oxidacao lipidica

A oxidacdo lipidica foi determinada pelo método substancias reativas ao acido 2-
tiobarbitarico (TBARS), adaptando-se metodologia proposta por RAHARJO et al., (1992).
Uma aliquota de 10 g da amostra foi fracionada em pedacos pequenos e a ela foram
adicionados 1 ml de butil hidroxitolueno (BHT) 0,15%, 4 ml de sulfanilamida 0,5% e 36 ml
de acido tricloroacético (TCA) 5%. Estes foram homogeneizados por um minuto. Apos, a
solucéo foi centrifugada por 10 min a 3000 rpm e filtrada em papel filtro qualitativo em baldo
volumetrico. O volume obtido foi aferido até 50 ml com TCA 5%. Do baldo foram retiradas
aliquotas de 2 ml da solucéo filtrada e transferidas para tubos de ensaio com a adi¢éo de 2 ml
de &cido tiobarbitdrico (TBA) 0,08 M. Os tubos de ensaio foram aquecidos em banho-maria a
40 °C por 80 min (WANG et al.,, 2002) e apds arrefecerem foi realizada leitura em

espectrofotbmetro a 532 nm. Os valores de TBARS foram expressos em mg de
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malondialdeido por kg de amostra e para determinar o fator de converséo foi realizada uma
curva com o padrédo TEP (1, 1, 3, 3- tetraethoxypropano), seguindo as mesmas condicdes de
anélise das amostras.

Como as salsichas produzidas no pais podem conter até 2% de amido e até 7% de
acucares totais no produto integral (BRASIL, 2000), e como pode ocorrer a reagdo do TBA
com as agucares em temperaturas acima de 40°C (WANG et al., 2003), neste estudo,
empregou-se na determinacdo a temperatura de 40°C durante 80 minutos, visando evitar a

reacao entre TBA e acUcares.

4.1.1.11. Avaliacéo objetiva da cor

A avaliacdo da cor foi realizada pelo sistema CIELab utilizado um colorimetro
Minolta Meter CR-310 operando com fonte de luz D65 e angulo de observacdo de 10°. O
instrumento foi calibrado utilizando como referéncia a cerdmica branca. Os valores de cor
foram expressos como luminosidade (L*), direcdo para o vermelho (a*) e direcdo para o
amarelo (b*). Foram coletados dados de 5 pontos distintos na superficie e 5 pontos distintos

no interior da amostra fatiada e posteriormente calculou-se a média dos valores.

4.1.1.12. Imagens térmicas

Foi realizada analise da temperatura interna e externa dos experimentos com e sem 0
emprego do ultrassom a 75 °C por 10 min, utilizando-se uma camera termografica de
infravermelho Flir série A com emissividade ajustada para 0,95. As imagens obtidas foram
analisadas com o FLIR Research IR Professional Analyzing Software e comparadas

qualitativa e quantitativamente.

4.1.1.13. Analise estatistica

Inicialmente, foram obtidas estatisticas descritivas simples dos dados obtidos (média e
desvio-padréo). Para a comparacdo de médias entre grupos foi utilizada analise de variancia
(ANOVA) e o0 Post Hoc Test Tukey para comparacfes maltiplas. O nivel de significancia
adotado foi de p<0,05 com intervalo de confianga de 95% e os dados foram analisados com o

auxilio do programa SAS.
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4.1.2. Resultados e discussao

4.1.2.1. Investigacdo preliminar do efeito de diferentes frequéncias e

temperaturas na pasteurizacdo das salsichas

Nessa investigagdo preliminar foram utilizadas as frequéncias de 130 kHz e 25 kHz

nas temperaturas de 20£2 °C e 60£2 °C durante 10minutos.

41.2.1.1. Anélises microbioldgicas

O resultado da analise de bactérias mesofilas e laticas em salsichas tratadas nas
frequéncias de 25 e 130 kHz em temperaturas de 20 e 60 °C pode ser visto na Figura 4.4.

Observou-se uma redu¢do no numero de coldnias de aproximadamente 3,45 ciclos log
das bactérias mesofilas e de 4,8 ciclos log das bactérias lticas, em relagdo ao controle, para o
T25/60 (Figura 4.4). No T130/60 também ocorreu reducdo em ambos os grupos de bactérias
avaliadas, mas essa nao chegou a atingir 3 ciclos log. No T135/20 ocorreu uma pequena
reducdo no nimero de col6nias nas bactérias laticas somente. Com esses resultados conclui-se
que a temperatura de 60°C apresentou efeito importante na reducdo do nimero de coldnias
das bactérias, e que a frequéncia de 25 kHz, apresentou efeito bactericida melhor do que a
frequéncia de 130 kHz.

Na literatura cientifica temos que o ultrassom pode agir na desinfeccdo
desestruturando aglomerados de células bacterianas ou atuando diretamente na destruicdo
destas. Que altas frequéncias de ultrassom (512 kHz) séo eficazes para desfazer os
aglomerados, porém tem pouca ac¢do sobre a destrui¢do de células individuais. Enquanto que
baixas frequéncias (20-38 kHz) promoveriam maior taxa de morte bacteriana (JOYCE et al.,
2003). Valero et al. (2007) verificaram, em suco de laranja, que a frequéncia de 23 kHz (300
W) de ultrassom promoveu maior redugdo no numero de coldnias de bactérias mesofilas do
que a frequéncia de 500 kHz (240 W). Os autores mencionaram que esse fato seria devido a

frequéncia de 23 kHz gerar temperatura final mais elevada apds o tratamento.
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Figura 4.4- Numero de col6nias de bactérias mesofilas e bactérias laticas em salsichas, logo
apos tratamento com diferentes frequéncias de ultrassom (25 kHz e 135 kHz) e temperaturas
de banho-maria (20°C e 60°C) durante 10 minutos dentro do banho de ultrassom.
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Controle: ndo sofreu tratamento térmico e/ou de ultrassom; T25/20: tratamento em banho de ultrassom a 20°C
em frequéncia de 25 kHz por 10min; T130/20: tratamento em banho de ultrassom a 20°C em frequéncia de 130
kHz por 10min; T25/60: tratamento em banho de ultrassom a 60°C em frequéncia de 25 kHz por 10min;
T130/60: tratamento em banho de ultrassom a 60°C em frequéncia de 130 kHz por 10min.

Letras distintas representam diferenca estatistica (p<0,05) entre os tratamentos para 0 mesmo grupo de bactérias.

Mason et al. (2011) observaram que frequéncias entre 20 kHz e 45 kHz apresentaram
maior efeito de cavitacdo ultrassénica em células, do que frequéncias acima de 100 kHz. O
efeito de cavitacdo ultrassbnica promove rompimento na membrana celular das células,
promovendo assim a sua morte.

O resultados obtidos vao ao encontro do que é relatado na literatura, pois frequéncias
baixas de ultrassom tém sido utilizadas com objetivo de pasteurizacdo em diversos estudos.
Nesse sentido Raso et al., (1998) utilizaram a combinacdo de ultrassom (20 kHz) com alta
pressdo (0 — 600 kPa) nas temperaturas entre 55 °C e 90 °C (termossonicacdo). Observaram
que na frequéncia de 20 kHz aplicada com sonda ultrassonica, na pressdo de 500 kPa e na
temperatura de 70 °C ocorreu reducdo de 99% de esporos de Bacillus subtillis na suspenséo
em caldo de enriquecido. A inativagéo de E. coli em agua e em modelo simulado de suco, foi
eficiente quando da aplicacdo através de sonda da frequéncia de 24kHz tanto a 27 °C como a
70 °C (SALLEH-MACK e ROBERTS, 2007; MUNOZ et al., 2011). Ocorreu reducio no
numero de colonias de Listeria monocytogens e de Salmonella typhimurium em alface,
quando submetidas durante 5 minutos a frequéncia de 40 kHz combinada com a presenca de
acidos organicos na agua do banho. Quando da utilizacdo de solucéo de &cido citrico a 2%, a
reducdo foi de 3,18 log;o UFC/g para Salmonella (SAGONG et al., 2011).
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4.1.2.1.2. Anélises de pH

Na figura 4.5 séo apresentados os valores de pH em salsichas logo apds o tratamento
com diferentes frequéncias de ultrassom e temperaturas de banho-maria durante 10 minutos.
Os valores de pH do controle e dos quatro tratamentos encontra-se abaixo dos valores
encontrados em salsichas na literatura, uma vez que Gokoglu et al. (2010) e Mercadante et al.
(2010), encontraram em salsichas embaladas a vacuo valores de pH 6,47 e 6,70
respectivamente. O pH de 5,5, apresentado pelo T130/60, foi 0 mais proximo ao observado
em salsichas produzidas com carne exclusivamente bovina e soro de leite, que foi de 5,7
(YETIM et al., 2006), porém esse valor ainda foi superior aos encontrados no presente estudo.
O grande numero de colbnias de bactérias laticas (Figura 4.4) presente no produto,

possivelmente, tenha influenciado nesses valores baixos de pH encontrados nas salsichas.

Figura 4.5- Valores de pH em salsichas logo apés tratamento com diferentes frequéncias de
ultrassom (25 kHZ e 135 kHz) e temperaturas de banho-maria (20°C e 60°C) durante 10
minutos.
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Controle: ndo sofreu tratamento térmico e/ou de ultrassom; T25/20: tratamento em banho de ultrassom a 20°C
em frequéncia de 25kHz por 10min; T130/20: tratamento em banho de ultrassom a 20°C em frequéncia de
130kHz por 10min; T25/60: tratamento em banho de ultrassom a 60°C em frequéncia de 25kHz por 10min;
T130/60: tratamento em banho de ultrassom a 60°C em frequéncia de 130kHz por 10min.

Letras minusculas distintas representam diferenga significativa (p<0,05) entre os tratamentos e letras maidsculas
distintas representam diferenca significativa entre interior e superficie do mesmo tratamento.

Os valores de pH de T25/20 e T130/20 apresentaram pequena reducdo em relagéo ao

controle e aos demais tratamentos, porém esta so foi significativa (p<0,5) na parte interna das



48

salsichas e néo diferiu do pH da porgéo externa dos mesmos tratamentos. Possivelmente o
ultrassom nas frequéncias utilizadas promoveu o abaixamento do pH quando ndo associados a
alta temperatura (60°C). A pequena reducao do pH de T25/20 e T130/20 pode ter refletido na
cor (Tabela 4.2) das salsichas, aumentando a luminosidade.

O T130/60 néo apresentou diferenca de pH em relagdo ao controle, mas o valor pH da
superficie foi significativamente menor em relacdo ao valor do seu interior.

O tratamento T25/60 ndo apresentou alteracdo significativa do pH em relacdo ao
controle. Controle e T25/60 apresentaram média de pH entre interior e superficie de 5,45 e
5,49, respectivamente, demonstrando os valores mais proximos aos encontrados na literatura
(YETIM et al., 2006; FERREIRA et al., 2003).

4.1.2.1.3. Analise de oxidacdo das gorduras (TBARS)

Os valores de TBARS nas salsichas tratadas com frequéncias de 25kHz e 130kHz, nas
temperaturas de 20°C e 60°C encontram-se na Figura 4.6.

Os valores de TBARS nas salsichas tratadas com a frequéncia de 25kHz, nas
temperaturas de 20°C e 60°C, foram menores e diferiram significativamente (p<0,05) dos
valores dos demais tratamentos e do controle, porém ndo diferiram entre si (Figura 4.6). Os
tratamentos T130/20 e T130/60 nédo diferiram entre si e do controle.

O valor de TBARS encontrado no presente estudo em todos os tratamentos e no
controle foi menor do que o encontrado na literatura (Figura 4.6) . Salsichas com eritorbato
de sodio ou com a adicdo de diferentes pigmentos (urucum, zeaxantina, licopeno e [3-
caroteno), cozidas até temperatura de 72-74°C no interior e embaladas a vacuo apresentaram
valores de 0,29 mg MDA/kg logo apo6s a fabricacéo, e até 0,34 mg MDA/kg apds 45 dias de
armazenamento (MERCADANTE et at., 2010). Ja em salsichas com substitui¢do parcial da
gordura animal por 6leo de girassol o valor da analise de TBARS foi de 0,25 a 0,45 mg
MDA/kg para o produto armazenado a 4°C por seis semanas (FERREIRA et al., 2006). Os
valores encontrados neste estudo foram de no maximo 0,05 mg MDA/kg para o tratamento
T130/20 e no minimo de 0,01 mg MDA/kg para o T25/20.
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Figura 4.6- Valores de TBARS (mg/kg de amostra) em salsichas logo apoés tratamento com
diferentes frequéncias de ultrassom (25 kHZ e 135 kHz) e temperaturas de banho-maria (20°C
e 60°C) durante 10 minutos.

0,06 - a
005 1 a
£0,04 -
H :
2 0,03 -

20,02 - b

b
" i N
0 T T T T

Controle  T25/20 T130/20 T25/60 T130/60

Controle: ndo sofreu tratamento térmico e/ou de ultrassom; T25/20: tratamento em banho de ultrassom a 20°C
em frequéncia de 25 kHz por 10min; T130/20: tratamento em banho de ultrassom a 20°C em frequéncia de 130
kHz por 10min; T25/60: tratamento em banho de ultrassom a 60°C em frequéncia de 25 kHz por 10min;
T130/60: tratamento em banho de ultrassom a 60°C em frequéncia de 130 kHz por 10min. Letras minusculas
distintas representam diferenga significativa (p<0,05) entre os tratamentos e letras maiusculas distintas
representam diferenca significativa entre interior e superficie do mesmo tratamento.

Chemat et al. (2004) constataram em 06leo de girassol tratados com ultrassom nas
frequéncias entre 20 a 45 kHz (baixa frequéncia) a 60 °C, a ocorréncia de off-flavours e
aumento no teor de acidos graxos livres e de dienos conjugados. Ashokkumar et al. (2008)
sugeriram que a cavitacdo acustica produzida em frequéncias de ultrassom a partir de 20 kHz,
seria responsavel pela geracdo de radicais livres e consequentemente a oxidacao lipidica. Mas
observaram minima formacdo do radical ‘OH, e também minima reducéo na quantidade do
antioxidante utilizado a frequéncia de 20 kHz, enquanto que na frequéncia média de 358kHz e
na alta de 1062 kHz, ocorreram maior producdo do radical e diminuicdo na quantidade do
agente antioxidante. Mason et al. (2011) observaram maior formacao de grupos hidroxilas e
carbonilas em frequéncias de 583 kHz, 863 kHz e 1142 kHz do que nas frequéncias de 20
kHz e 40 kHz.

Fundamentados nesses dados da literatura podemos relatar que a producéo de radicais
livres na frequéncia de 25 kHz deve ter sido minima, mas que por algum outro mecanismo
oxidativo deve ter ocorrido degradacdo da gordura, porém os produtos da oxidacdo ndo foram
detectados. Ja na frequéncia de 130 kHz pode ter ocorrido maior formacdo de espécies
oxidantes, mas em quantidade insuficiente para repercutirem de imediato na oxidag&o lipidica,
sendo necessario maior tempo de armazenamento das salsichas, para que ocorresse a

propagacdo da oxidacdo e a formacao de TBARS.
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Por outro lado as ondas ultrassonicas (>20000 kHz) podem afetar a estrutura de varias
substancias. No interior da bolha de cavitacdo, moléculas volateis e hidrofobicas podem sofrer
pirélise devido as altas temperaturas atingidas dentro da cavidade (JOSEPH et al., 2009). Em
agua, a frequéncia de 200 kHz promove degradacdo de aldeidos como o formaldeido e,
principalmente, o benzaldeido, possivelmente por possuir caracteristica hidrofobica
(SEKIGUCHI, SASKI E SAKAMOTO, 2011). Estes dados da literatura demonstram que é
possivel que o ultrassom tenha algum efeito também sobre a estrutura do malonaldeido. Nos
tratamentos a 130 kHz (20 °C e 60 °C) ndo foram percebidas reducbes significativas de
TBARS em relagédo ao controle, mesmo assim observou-se uma menor quantidade de MDA
em T130/60, o que pode indicar que a associagdo da frequéncia de 130 kHz com a
temperatura de 60°C contribua com a degradacdo de MDA (Figura 4.6). Como a frequéncia
de 25 kHz apresentou menores valores de TBARS, isto pode indicar que em frequéncias
baixas os aldeidos poderiam reagir também. Estudos sobre o efeito de ultrassom de baixa
frequéncia sobre aldeidos ndo foram encontrados.

Apesar de T130/20 e T130/60 ndo diferirem significativamente entre si e em relacédo
ao controle, observa-se que T130/20 apresentou o maior valor de oxidacdo entre 0s
tratamentos, enquanto o tratamento em mesma frequéncia e em temperatura superior
apresentou valor de oxidagdo menor do que a do controle (Figura 4.6). Aparentemente a
temperatura de 60°C ndo promoveu maior oxidagdo nas gorduras, 0 que nao era esperado,
pois 0 aumento de temperatura aumenta a velocidade da reacdo. A temperatura elevada pode
ter contribuido para uma maior taxa de degradacdo do malonaldeido por pirolise.

Nesse estudo também deve ser considerado que agUcares, nitrito, proteinas e outros
aldeidos podem interferir na deteccdo do malonaldeido (MDA) pelo método de TBARS.
Alguns interferentes podem superestimar o valor de MDA, enquanto outros podem reduzir
sua deteccdo (OSAWA, FELICIO e GONCALVES, 2005). A frequéncia de 25 kHz nas
temperaturas 20°C e 60°C pode ter ocasionado a formacdo de algum composto que torne o
MDA indisponivel para reagir com o &cido tio barbiturico (TBA), ou pode ter formando
outros compostos aldeidicos que ndo reagem com o TBA. Como a salsicha é uma matriz
complexa sdo necessarios mais estudos sobre a interacdo de cada componente quimico do
produto com o ultrassom, ndo apenas para compreender sua interferéncia na oxidacdo das

gorduras, mas tambeém para averiguar a possivel formacgéo de produtos toxicos.

4.1.2.1.4. Anadlise objetiva da cor
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Na Tabela 4.2 sdo apresentados os valores de luminosidade (L*), cor vermelha (a*) e
cor amarela (b*) em salsichas logo apds o tratamento com diferentes frequéncias de ultrassom
e temperaturas de banho-maria durante 10 minutos.

Apenas 0 parametro luminosidade (L*) foi afetado, sendo observado aumento em
T25/20, T130/20 e T25/60 (Tabela 3.2).

T130/60 apresentou valor de L* significativamente mais alto do que 0s outros
tratamentos com ultrassom. O vermelho (a*) e o amarelo (b*) ndo variaram
significativamente, porém a* apresentou os maiores valores o entre os tratamento, e b* os
valores menores, indicando que a frequéncia de 130 kHz combinada com a temperatura de
60°C pode conceder mais vivacidade a cor do produto (Tabela 4.2).

Tabela 4.2 - Valores de luminosidade (L*), vermelho (a*) e amarelo (b*) em salsichas logo
apos tratamento com diferentes frequéncias de ultrassom (25 kHZ e 135 kHz) e temperaturas
de banho-maria (20°C e 60°C) durante 10 minutos.

Cor
Tratamento
L* a* b*
Controle 46,70+ 1,21 24,84% + 3,07 34,50%+ 4,38
T25/20 48,48+ 0,57 24,72%+ 1,70 36,74%+ 2,96
T130/20 48,28%+ 0,72 24,94% + 1,17 38,15% +2,30
T25/60 47,76* 0,55 24,32+ 1,39 36,51%+ 2,43
T130/60 45,29°+ 0,68 25,39 + 2,54 34,26% + 3,66

Controle: salsichas embaladas a vdcuo sem pasteurizagdo; T25/20: salsichas em banho de ultrassom por 10min a
20°C com frequéncia de 25 kHz; T130/20: em banho de ultrassom por 10min a 20°C com frequéncia de 130
kHz; T25/60: salsichas em banho de ultrassom por 10min a 60°C com frequéncia de 25 kHz; T130/60: salsichas
em banho de ultrassom por 10min a 60°C com frequéncia de 130 kHz.

Letras distintas representam diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos.

Devido a significativa reducdo no nimero de bactérias mesofilas e laticas e nos
valores de TBARS, além do baixo impacto em relacdo a cor e ao pH nas salsichas tratadas
com 25 kHz de frequéncia, decidiu-se dar seguimento ao experimento utilizando apenas a

frequéncia de 25 kHz.

3.2.2 Andlise das bactérias patogénicas em salsichas tratadas com 25 kHz de

frequéncia em temperaturas de 60°C e 75°C
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Na Figura 4.7 encontra-se o numero de colonias de Bacillus cereus e de
Staphylococcus aureus em salsichas tratadas com (US) e sem (SUS) ultrassom por 10min em
temperaturas de 60°C e 75°C, e pelo tratamento convencional similar ao utilizado na industria
(TI). O tratamento com ultrassom (25 kHz), mais o tratamento sem ultrassom ambos a 75°C
na agua do banho-maria durante 10 min, e o tratamento industrial tradicionalmente
empregado, eliminaram os dois tipos de bactérias patogénicas inoculadas. O tratamento com
ultrassom em frequéncia de 25 kHz na temperatura de 60 °C promoveu reducéo significativa
(p<0,05) apenas no numero de col6nias de B. cereus em comparacao ao tratamento a 60 °C
sem emprego de ultrassom (Figura 4.7). O fato de o ultrassom ndo ter demonstrado acao
significativa na redugdo do nimero de col6nias de S. aureus estaria relacionada com a sua
forma de coco, que € mais resistente aos efeitos da cavitacdo acustica do que a forma de
bacilo, devido a sua menor area (CHEMAT, HUMA e KHAN, 2011).

Ambas as bactérias patogénicas avaliadas nesse trabalho sdo gram-positivas, logo sao
mais resistentes ao efeito bactericida do ultrassom, decorrente que a camada de
peptideoglicano na membrana ser mais espessa que nas gram-negativas (DRAKOPOULOU et
al., 2009).

Figura 4.7- Numero de coldnias de Bacillus cereus e Staphylococcus aureus, em salsichas
logo depois de submetidas ao tratamento térmico tradicional, e em banho a 60°C e 75°C com
e sem a utilizagdo de ultrassom.

o

O R, NWPMOUUIO N
1
o

Log UFC/g do produto

Contagem SUS60 US60 SUS75  US75 TI
inicial

H B, cereus S. aureus

Controle: salsichas inoculadas com Bacillus cereus e Staphylococcus aureus sem tratamento térmico ou com
ultrassom; SUS60: tratamento em banho termostatico a 60°C por 10 min; US60: tratamento em banho de
ultrassom de 25 kHz a 60°C por 10min; SUS75: tratamento em banho termostatico a 75°C por 10 min; US75:
tratamento em banho de ultrassom de 25 kHz a 75°C por 10min.

Letras mindsculas representam diferenca estatistica (p<0,05) entre os tratamentos para cada grupo de bactérias.
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4.1.2.2. Delineamento experimental

Dos parametros analisados apenas bactérias mesoéfilas e bactérias laticas apresentaram
resultados significativos. TBARS, cor e pH ndo apresentaram linearidade com a interacéo
tempo e temperatura.

Por meio da andlise de variancia (ANOVA) foi possivel determinar os termos
significativos para bactérias mesofilas (Tabela 4.3) e laticas (Tabela 4.4): tempo linear e
quadratico, temperatura linear e quadratica e a interacdo entre tempo linear e temperatura
linear. Apenas foi detectada falta de ajuste para o parametro bactérias mesofilas, porém esta
bem préxima de ndo ser significativa (p=0,04). Esta falta de ajuste pode ter sido ocasionada
pela boa repetibilidade do ponto central o que levou uma previsdo de erro muito pequena.
Apesar da falta de ajuste coeficiente de determinacdo (R?) indica confiabilidade na resposta
do modelo.

A curva de nivel (Figura 4.8) mostra que, que a reducdo tanto das bactérias mesofilas
como das bactérias laticas aumenta com o incremento de temperatura e de tempo. As
condicdes que demonstraram maior eficiéncia na destruicdo das bactérias em estudo foram a

de temperatura de 74°C combinada com o tempo de 10,53 min.

Figura 4.8— Curva de nivel da interacdo entre tempo e temperatura na reducdo de bactérias mesofilas
(A) e bactérias laticas (B) por meio da utilizacdo de banho de ultrassom de 25 kHz de frequéncia.

Temperatura

2,0
A
15
1,0
05

0,0

Temperatura

-0,5

-

2, 2,0
20 15 -0 05 00 05 10 15 200172 20 15 10 05 00 05 10 15 20
Tempo <2 Tempo

A curva de nivel (Figura 4.8) mostra que, que a reducdo tanto das bactérias mesofilas

como das bactérias laticas aumenta com o incremento de temperatura e de tempo. As

=<3
<!
<



54

condicBes que demonstraram maior eficiéncia na destruicdo das bactérias em estudo foram a

de temperatura de 74°C combinada com o tempo de 10,53 min.

Tabela 4.3 - Analise de variancia (ANOVA) da interagdo entre tempo e temperatura para

bactérias mesofilas.

Fator SS df MS F p
Tempo linear (L1) 4,17 1 4,17 345,98 0,00
Tempo quadratico 0,23 1 0,23 19,08 0,02
Temperatura linear (L2) 12,61 1 12,61 1047,28 0,00
Temperatura quadrética 1,14 1 1,14 94,37 0,00
L1 por L2 2,15 1 2,15 178,34 0,00
Falta de ajuste 0,38 3 0,13 10,61 0,04
Erro puro 0,04 3 0,01

SS total 20,55 11

R? 0,98

Tabela 4.4 - Andlise de variancia (ANOVA) da interacdo entre tempo e temperatura para

bactérias laticas.

Fator SS df MS F p
Tempo linear (L1) 4,44 1 4,44 534,69 0,00
Tempo quadratico 0,32 1 0,32 38,18 0,03
Temperatura linear (L2) 13,26 1 13,26 1595,68 0,00
Temperatura quadratica 1,23 1 1,23 148,21 0,01
L1 por L2 2,23 1 2,23 267,84 0,00
Falta de ajuste 0,46 3 0,15 18,56 0,05
Erro puro 0,02 2 0,01

SS total 21,70 10

R? 0,98

Baseando-se nos resultados obtidos por meio do delineamento experimental, que
demonstrou tendéncia de maior efeito de reducdo no nimero de bactérias laticas e mesofilas
com 0 aumento de temperatura e de tempo e que apresentou como valores 6timos tempo de
10,53 min e temperatura de 74 °C (Figura 4.8 A e B), para as demais analises (imagens
térmicas e experimento 1l) adotou-se o tempo de aplicacéo de ultrassom (25 kHz) de 10 min a
temperatura do banho de 75 °C. Também, procurou-se ndo exceder o tempo de 10 min

visando conceder mais agilidade ao processo de pasteurizacdo. Temperaturas mais altas ndo
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puderam ser utilizadas, pois o banho ultrassbnico ndo era capaz de manter estaveis
temperaturas acima de 75 °C, além de que temperaturas mais altas poderiam representar

maior gasto energetico.

4.1.2.3. Imagens térmicas das salsichas submetidas ao tratamento com
ultrassom a 25 kHz e sem ultrassom a 75 °C durante 10 minutos dentro do banho-maria.

Na Figura 4.9 encontram-se as imagens térmicas das salsichas submetidas ao banho-
maria a 75°C por 10 min sem ultrassom (A, B) e com ultrassom de 25 kHz (C, D). As
temperaturas maximas e minimas que as salsichas atingiram durante a aplicacdo dos
tratamentos encontram-se na tabela 4.5.

Entre o interior e a superficie das salsichas sonicadas € percebido um menor gradiente
de temperatura. Observa-se na figura 4.8 que o aquecimento gerado pelo banho com
ultrassom proporcionou uniformidade nas temperaturas atingidas na superficie e na parte
interna das salsichas, tanto quando nas ainda embaladas (C), como na salsicha cortada ao
meio na forma longitudinal (D), fato esse que ndo ocorreu nas salsichas que ndo foram
submetidas ao ultrassom (A e B). Essa uniformidade na distribuicdo da temperatura nas
salsichas submetidas ao ultrassom pode ser observada pela homogeneidade da cor clara
apresentada em toda a superficie das salsichas. Esses dados térmicos demonstrados nas
salsichas submetidas a frequéncia de 25 kHzs (Figura 4.9), vai ao encontro do que Pohlman et
al. (1997), descreveram quando cozinharam carne bovina embalada a vacuo imersa em agua
utilizando ultrassom na frequéncia de 20 kHz, que o emprego do ultrassom reduziu pela
metade o tempo de cozimento e ocorreu uma melhora na eficiéncia energética, quando
comparado ao cozimento tradicional empregado.

Por meio das imagens térmicas (Figura 4.9), é possivel notar um importante
incremento e distribuicdo homogénea de temperatura tanto na parte interna como na externa,
ocasionada pelo ultrassom nas salsichas. Para a cinética de destruicdo dos micro-organismos a
variacdo de apenas 1°C pode ser muito expressiva. Para a reducdo de Bacillus cereus em
carne de porco, por exemplo, o aumento de temperatura de 50°C para 55°C, resulta em uma
reducdo de mais de 80% do tempo necessario para a eliminacdo de 6 ciclos log da bactéria
(BYRNE, DUNNE e BOLTON, 2006). Neste experimento, o emprego do ultrassom, foi
capaz de elevar em 3,9 °C a temperatura na parte externa, e de 2,5°C na parte interna.

Outro dado importante a ser abordado é que a temperatura interna das salsichas

submetidas ao ultrassom de 25 kHz ndo atingiu em seu interior a temperatura considerada
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efetiva para pasteurizacdo comercial rapida que € de 72-75°C (EVANGELISTA, 2001) e,
mesmo assim, ao se analisar 0s aspectos microbioldgicos durante 60 dias de armazenamento a
15°C (Figura 4.10 do experimento II), foi possivel notar que o numero de coldnias de
bactérias laticas e psicrotréficas foi menor em relacdo ao do tratamento que atingiu 73°C em

seu interior (Tratamento industrial utilizado).

Figura 4.9— Imagens térmicas das salsichas submetidas a banho-maria a 75°C por 10 min sem
ultrassom (A, B) e com ultrassom de 25 kHz (C, D).

A: Imagem térmica externa de salsichas tratadas em banho-maria a 75°C por 10 min ndo irradiadas com
ultrassom; B: Imagem térmica interna de salsicha tratadas em banho-maria a 75°C por 10 min néo irradiada com
ultrassom; C: Imagem térmica externa de salsichas tratadas em banho-maria a 75°C por 10 min e irradiadas com
ultrassom; D: Imagem térmica interna de salsicha tratadas em banho-maria a 75°C por 10 min irradiada com
ultrassom.

Tabela 4.5— Temperaturas maximas atingidas por salsichas submetidas a imersdo em banho a
75°C por 10 min com e sem a aplicacdo de ultrassom de 25 kHz de frequéncia.

Temperaturas maximas com aplicacéo de Temperaturas maximas sem aplicacéo de

ultrassom (°C) ultrassom (°C)

Interna Externa Interna Externa
65,1 72,4 63 68,5
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4.2. Experimento Il

O experimento 1l visou analisar o efeito as condi¢Ges de armazenamento na vida util
das salsichas pasteurizadas com ou sem emprego de ultrassom. Para tanto foram realizados
trés tratamentos, sendo o primeiro similar ao industrial (T1), no qual as salsichas ficaram em
banho-maria durante 17 min até atingir 73 °C no interior, o segundo em banho de ultrassom
na frequéncia de 25 kHz durante 10min (US) a 75 °C e o terceiro em banho-maria durante 10
min a 75 °C, porém sem a utilizacdo de ultrassom (SUS). Os resultados microbioldgicos e
fisico-quimicos foram acompanhados ao longo do tempo em condic¢des de armazenamento de
15 °C com foto periodo de 12 h durante 60 dias.

4.2.1. Materiais e métodos

4.2.1.1. Amostras

Pacotes de 5 kg de salsichas do tipo hot dog tingidas com urucum com 10 dias de
fabricacdo, foram adquiridos no comércio de Santa Maria-RS, e foram transportados em
maleta térmica até a Universidade Federal de Santa Maria, e mantidos a 5°C até a realizacdo
dos tratamentos propostos.

4.2.1.2. Procedimentos de embalagem e aplicacéo de ultrassom

O tipo de embalagem e o selamento das mesmas e os banhos de ultrassom e a maneira

de aplicacdo foram os mesmos descritos nos itens 4.1.1.2. a 4.1.1.4 do Experimento I.

4.2.1.3. Analises microbioldgicas

Foram realizadas analises de bactérias aerdbias mesdfilas e bactérias laticas conforme
descrito no item 4.1.1.8. do Experimento I. Também foi realizada contagem de bactérias
psicrotroficas, realizando-se semeadura em superficie de meio PCA e incubagédo a 5 °C por 10
dias. Coleta de amostra e contagem das colénias também seguiram os procedimentos descritos

no item 4.1.1.8. do Experimento |
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4.2.1.4. Oxidacdo lipidica, avaliacdo objetiva da cor e pH

A determinacdo de pH, oxidacdo lipidica e a avaliacdo objetiva da cor foram
realizadas seguindo as metodologias descritas nos itens 4.1.1.9, 4.1.1.10 e 4.1.1.11 do

Experimento I, respectivamente.

42.15. Analise de textura

Para analise do perfil de textura (TPA) foi utilizado um texturémetro TA-XT-plus
Texture Analyzer e o software Texture Expert (Stable Microsystems Ltd., Surrey, Inglaterra).
As amostras, com dimensdes de 2,5 cm de diametro e 1 cm de altura, sofreram compresséo de
50% da altura original com uma probe cilindrica de aluminio com 45mm de didmetro. Os
resultados de dureza, coesividade, elasticidade e mastigabilidade foram obtidos atrvés de uma
curva forca x tempo. A andlise foi realisada em triplicata com nove repeticbes de cada

tratamento.

4.2.1.6. Anélise estatistica

Inicialmente, foram obtidas estatisticas descritivas simples dos dados obtidos (média e
desvio-padréo). Para a comparacao de médias entre grupos foi utilizada analise de variancia
(ANOVA) e o Post Hoc Test Tukey para comparacfes maltiplas. O nivel de significancia

adotado foi de p<0,05 com intervalo de confianga de 95% e os dados foram analisados com o
auxilio do programa SAS.

4.2.2. Resultados e discussao

4.2.2.1. Aspectos microbiol6gicos

Na Tabela 4.6 estdo os resultados da contagem de bactérias mesofilas, laticas e

psicrotroficas das salsichas utilizadas no Experimento 1l antes de se proceder a pasteurizacao.
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Tabela 4.6 - Numero inicial de colonias de bactérias mesofilas, laticas e psicrotrofica das
salsichas utilizadas no Experimento Il antes da pasteurizacao.

Bactérias mesofilas Bactérias laticas Bactérias psicrotroficas
Log (UFCg™) Log (UFCg™) Log (UFCg™)
3,83 1,85 zero

Na figura 4.10 sdo apresentados o numero de coldnias de bactérias mesofilas,
psicrotroficas e lacticas em salsichas submetidas a pasteurizagdo em banho de ultrassom a 25
kHz a 75°C por 10min (US), em banho sem ultrassom a 75°C por 10 min (SUS) e durante 17
min (TI) e seus comportamentos durante periodo de armazenamento de 60 dias a 15°C.

Figura 4.10— Numero de colbnias das bactérias mesofilas, laticas e psicrotrofica nas salsichas
pasteurizadas por 10 min em banho a 75 °C com ultrassom (US) e sem ultrassom (SUS), e
da forma similar a industrial (T1), armazenadas a 15 °C com foto-periodo de 12 h, durante 60
dias.
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US: salsichas em banho de ultrassom por 10min a 75°C; SUS: salsichas em banho-maria por 10 min a 75°C sem
utilizacdo de ultrassom; TI: salsichas em banho-maria até atingir 73°C no interior (17min). Letras mindsculas
distintas representam diferenca estatistica (p<0,05) entre os tratamentos dentro do mesmo periodo de
armazenamento e letras maiGsculas distintas representam diferenca estatistica entre os dias de armazenamento
para cada tratamento.

O numero de col6nias de bactérias mesofilas no 1° dia de armazenamento foi menor

no tratamento SUS, mas diferiu significativamente (p<0,05) somente do tratamento T (Figura
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4.10). No 10° dia e no 20° dia de armazenamento o numero de col6nias de bactérias mesofilas
presentes nos trés tratamentos (US, SUS e TI) ndo aumentou muito em relagéo ao 1° dia e
também néo diferiu significativamente. No 40° dia de armazenamento o nimero de bactérias
mesofilas aumentou bastante no tratamento SUS que se diferenciou significativamente
(p<0,05) dos tratamentos US e TI (Figura 4.10), assim como o tratamento US e TI se
diferenciaram significativamente (Figura 4.10). No 60° dia os tratamentos US e TI
apresentaram numero de coldnias de bactérias mesofilas estatisticamente iguais, enquanto que
o0 tratamento SUS apresentou o maior numero de colonias.

Em relagdo ao nimero de col6nias de bactérias mesofilas, no tratamento US observou-
se que nos 20 primeiros dias de armazenamento, que 0 MesSmMO permaneceu praticamente
constante . No 40° dia houve um aumento em relacéo aos 20 primeiros dias, porém néo diferiu
do ndmero inicial. No 60° dia o0 nimero de bactérias mesofilas ndo diferiu do nimero de
bactérias encontrado no 1° e no 40° dia. Para o tratamento SUS o nimero de bactérias
mesofilas foi igual nos 20 primeiros dias e no 40° dia ocorreu um aumento substancial que se
manteve até o 60° dia, o qual diferiu significativamente do 1°, 10° e 20° dia de
armazenamento.

O tratamento TI apresentou numero igual de bactérias mesofilas no 1° e no 10° dia de
armazenamento. No 20° dia apresentou o menor ndmero de bactérias mesofilas de todo o
periodo de armazenamento, enquanto que no 40° dia ocorreu 0 maior nimero, que diferiu
significativamente (p<0,05) do 20° dia. Ao final do periodo de armazenamento o nimero de
bactérias mesofilas no tratamento Tl ndo diferiu significativamente (p<0,05) de nenhum dos
outros dias de andlise.

Em relagcdo ao nimero de bactérias laticas (Figura 4.10) observou-se que no 20° dia de
armazenamento os tratamentos SUS e TI ndo diferiram significativamente (p<0,05). No
tratamento US somente no 40° dia de armazenamento ocorreu desenvolvimento de bactérias
laticas (Figura 4.10). Informacdo essa muito importante, pois os produtos carneos embalados
a vacuo se alteram devido a presenca elevada de bactérias lacticas. Também no 40° dia de
armazenamento o tratamento SUS, apresentou numero de bactérias laticas significativamente
(p<0,05) superior aos demais tratamentos, enquanto que o tratamento US apresentou 0 menor
numero de bactérias (Figura 4.10).

No final do periodo de armazenamento (60 dias), o tratamento TI apresentou nimero
de bactérias laticas superior aos dos tratamentos US e SUS, o qual diferiu significativamente
de ambos (p<0,05), e o tratamento SUS apresentou numero de bactérias laticas

significativamente superior ao do tratamento US. Importante destacar mais uma vez o efeito



61

positivo do ultrassom na frequéncia de 25 kHz frente as bactérias, quando as salsichas foram
armazenadas a 15 °C, informacdo essa importante para industria produtora desse tipo de
produto.

No tratamento US a presenca de bactérias laticas ocorreu somente no 40° e no 60° dia
de armazenamento, mas ndo ocorreu diferenca significativa entre estes tempos. Para o
tratamento SUS, a presenca bactérias laticas foi detectada a partir do 20° dia, a qual foi
significativamente (p<0,05) inferior ao numero encontrado no 40° e 60° dia, 0s quais ndo
diferiram significativamente entre si. Para o tratamento industrial (T1) o aparecimento de
bactérias laticas também aconteceu a partir do 20° dia de armazenamento, mas esse nimero
de bactérias ndo diferiu estatisticamente do 40° dia, mas ambos diferiram significativamente
do nimero de bactérias lacticas detectados no 60° dia (Figura 4.10).

Em relacdo ao numero de colbnias das bactérias psicrotroficas (Figura 4.10),
observou-se que apenas no 60° dia de armazenamento os tratamentos SUS e T apresentaram.
O numero de bactérias psicrotréficas do tratamento TI foi maior e diferiu significativamente
(p<0,05) do numero de bactérias pscrotréficas do tratamento SUS. Importante salientar que no
tratamento com ultrassom (US), ndo ocorreu desenvolvimento de bactérias psicrotréficas
durante todo o periodo de armazenamento estudado. No 60° dia de armazenamento foi
observado estufamento da embalagem e limosidade no tratamento TI. O estufamento da
embalagem estaria relacionado com o grande nimero de bactérias laticas, enquanto que a
limosidade estaria relacionada ao grande numero de bactérias psicrotroficas. Acontecimentos
esses que ndo ocorreram com as embalagens que faziam parte do tratamento com ultrassom
(US). A reducdo no namero das bactérias meséfilas no tratamento Tl no 40° ao 60° dia de
armazenamento, pode estar relacionada com o efeito inibitdrio da reducdo do pH gerado pelo
grande namero de bactérias produtoras de &cido latico.

Observou-se que o numero inicial de bactérias mesodfilas foi similar para os trés
tratamentos, sendo que o tratamento SUS apresentou 0 menor numero de colonias no 1° dia, e
que com o passar do tempo, surgiram diferencas significativas (p<0,05) entre os tratamentos,
principalmente em relacdo aos diferentes grupos de bactérias. Durante o periodo de
armazenamento o ultrassom promoveu inibicdo do desenvolvimento das bactérias mesofilas,
lacticas e psicrotroficas. Nas condiges de armazenamento de 15°C e 12 horas de foto
periodo, a frequéncia de 25 kHz de ultrassom retardou o surgimento de bactérias laticas e
impediu o desenvolvimento de psicrotroficas, além de manter o mesmo nimero de bactérias

mesofilas durante todo o armazenamento.
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Como visto nas imagens térmicas (Figura 4.9), o ultrassom promoveu aquecimento
mais uniforme nas salsichas e o valor da temperatura alcancada foi superior (Figura 4.9 C,D)
ao do tratamento sem ultrassom (Figura 4.9, A,B). Este fato possivelmente contribuiu na
reducdo do nimero de bactérias de maneira integral no produto. Nos demais tratamentos pode
ter ocorrido a formacdo de diminutos pontos frios que possibilitaram a sobrevivéncia de maior

namero de bactérias e posteriormente proliferaram (Figura 4.10).

4.2.2.2. Oxidacao lipidica

Até os 10 primeiros dias de armazenamento ndo houve diferenca significativa nos
valores de TBARS entre os tratamentos (Figura 4.11). No 20° dia o valor de TBARS no
tratamento Tl aumentou e foi maior do que o do tratamento US, ocorrendo diferenca
significativa (p<0,05) (Figura 4.11). Porém, no 40° dia de armazenamento o tratamento TI
apresentou menor valor de TBARS em relacdo aos tratamentos US e SUS diferindo
significativamente (p<0,05) dos mesmos (Figura 4.11). Ao final do tempo de armazenamento
(60° dia) todos os tratamentos diferiram significativamente (p<0,05) entre si, e o tratamento
US apresentou o menor valor de oxidacao lipidica e tratamento T1 a maior.

Entre os dias de armazenamento houve aumento significativo da oxidacao lipidica
para Tl e SUS apenas do 40° para o 60° dia, enquanto US apresentou aumento significativo
da oxidacdo do 20° para o 60° dia. A heterogeneidade da massa das salsichas pode ter sido a
responsavel pelas variacbes de TBARS entre os tratamentos nos demais dias de analise.

Gokoglu et al. (2010) verificaram que salsichas empacotadas a vacuo durante 28 dias
de armazenamento a 4°C demonstraram um pequeno e néo significativo aumento nos valores
de TBARS. O fato de as salsichas do presente experimento terem sido armazenadas na
auséncia de oxigénio contribuiu para que a oxidacdo lipidica também ocorresse de forma
branda.

O numero superior de bactérias laticas e psicrotroficas encontradas em SUS e TI pode
ter contribuido com a maior oxidacdo lipidica. Algumas espeécies bacterianas presentes em
derivados de carne podem afetar diretamente o0 mecanismo de oxidagdo das gorduras e
provocar um aumento substancial de TBARS (CIROLINI et al., 2010). Pseudomonas
aeruginosa, importante representante do grupo das psicrotroficas, € uma conhecida produtora

de enzima com acdo lipolitica (OGINO et al., 2004). Como apenas nos tratamentos SUS e TI
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ocorreu o desenvolvimento de bactérias psicrotroficas, e em maior nimero no TI é possivel

relacionar a maior oxidacao lipidica com a presenca de bactérias psicrotroficas.

Figura 4.11- Valores de oxidacdo lipidica obtidos pelo método de TBARS de salsichas
pasteurizadas por 10 min em banho a 75°C com ultrassom (US) e sem ultrassom (SUS) e da
forma similar a industrial (T1), armazenadas a 15°C com foto-periodo de 12h durante 60 dias.
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Dias de armazenamento

o N < [{] [ — N < (=]
o o o =% s — - —
o o o o o o o

mg MDA/kg

US: salsichas em banho de ultrassom por 10min a 75°C; SUS: salsichas em banho-maria por 10 min a 75°C sem
utilizagdo de ultrassom; TI: salsichas em banho-maria até atingir 73°C no interior (17min). Letras mindsculas
representam diferenca estatistica (p<0,05) entre os tratamentos dentro do mesmo periodo de armazenamento e
letras maiUsculas representam diferenca estatistica entre os dias de armazenamento para cada tratamento.

Bacillus sp, também apresentam atividade enzimatica lipolitica (RUIZ, PASTOR e
DIAZ, 2003) e, uma grande parcela das bactérias produtoras de acido latico pertence a espécie
Bacillus (HAMMES, BANTLEON e MIN, 1990). Isto indica que o nimero de bactérias
laticas presente no produto pode influenciar diretamente a oxidagéo lipidica.

Outras bactérias, tais como Staphylococcus xylosus, Staphylococcus carnosus e
Micrococcus varians, sao exemplos de micro-organismos com capacidade lipolitica presentes
em produtos carneos que se adaptam a condices de pH levemente &cidas e que, apesar de
produzirem algumas caracteristicas desejaveis como o aroma em salames, também provocam
maior formacdo de TBARS (KENNEALLY, LEUSCHNER e ARENDT, 1998).

Varios outros fatores como exposi¢do a luz, enzimas, presencga de metais catalisadores
e a alta temperatura de processamento podem afetar a velocidade da oxidacdo lipidica.

Temperaturas elevadas aceleram a degradacdo das gorduras e 0s processos oxidativos
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(MARQUES, VALENTE e ROSA, 2009). Desta maneira, 0 menor desenvolvimento de MDA
em US e SUS em comparacdo ao Tl também pode ser explicado pelo menor tempo de

imersdo em banho a alta temperatura a que estes foram submetidos.

4.2.2.3. Avaliacdo objetiva da cor

Na Figura 4.12 e tabela em anexo (Apéndice A) estdo os resultados de cor (L* a* b*)
para os tratamentos US, SUS e TlI, durante 60 dias de armazenamento. A cor do interior e da
superficie ndo foram comparadas, pois as salsichas eram tingidas com urucum.

O comportamento da cor foi semelhante para os trés tratamentos. A cor no interior das
salsichas foi relativamente estavel em relacdo a cor externa. Tl apresentou menor L* nos
primeiros 10 dias, chegou aos 60 dias com maior L* possivelmente devido ao grande nimero
de bacteérias laticas que reduziram o pH e produziram limosidade. US apresentou pequena
reducdo de L* ao longo do tempo. Até os 40 dias de armazenamento US apresentou maior L*
entre 0s tratamentos.

US apresentou a* interno inicial significativamente menor do que SUS e TI, mas ao
final do armazenamento ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos, nem entre a*
inicial e a* final. Ocorreu um pequeno aumento de b* interno durante o armazenamento em
todos os tratamentos, mas s foi significativo para TI.

Em experimento com salsichas com extrato de levedura ou proteina texturizada de soja
como fonte proteica ndo carnea, Yamada et al. (2010) observaram que a cor interna de foi de
L* de 61 a 61,8, a* de 11,7 a 13,1 e b* de 10,7 a 11,6. No presente estudo a luminosidade
interna das salsichas foi inferior (50,248 a 52,9) e os valores de a* (19,96 a 21,36) e b* (17,2
a 18,28) superiores, 0 que demonstra cores mais acentuadas.

A cor interna se manteve mais estavel, com pouca variacdo, apenas ocorreu um sutil
aumento da luminosidade interna a partir do dia 40. O aumento da luminosidade em carne de
gado sonicada esta relacionado com a degradacédo da cor e perda de vivacidade ao longo do
periodo de armazenamento (POHLMAN, DIKEMAN e ZAYAS, 1997).

A cor externa, como pode ser observado na figura 11, foi mais afetada pelo
armazenamento. L* foi o parametro que menos sofreu alteracdo. Ao final do armazenamento
ocorreu um leve aumento de L* de, em relacdo ao dia 1, nos tratamentos US e SUS. O
armazenamento proporcionou uma substancial reducdo do pardmetro a* externo, mais
pronunciada a partir do dia 40. No dia 40, US apresentava menor a* e Tl 0 maior a*, mas aos

60 dias, esse parametro foi estatisticamente igual para todos os tratamentos. Em relacéo ao b*
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externo, houve uma variagdo pequena do dia 1 ao 40, mas todos os tratamentos sofreram
reducdo significativa ao final do armazenamento.

O valor inicial de L* (51,31) encontrados por Gokuglu et al. (2010) em salsichas
embaladas a vacuo sem tingimento foram bem préximos aos encontrados neste estudo para a
porcao interna das salsichas. Ja o valor inicial de a* (25,21) foi superior e o de b* (13,97)
inferior aos encontrados neste estudo. Porém, ao longo do periodo de 28 dias de
armazenamento a 4°C a luminosidade aumentou substancialmente do 21° ao 28° dia. Ja o
vermelho apresentou uma queda ao 7° dia que se manteve até o 21° dia, mas no final do
armazenamento voltou a apresentar o mesmo valor inicial. O amarelo apresentou grande
aumento a partir do dia 21.

Mercadante et al. (2010) verificaram que salsichas tingidas com urucum, embaladas a
vacuo apés 45 dias de armazenamento a 4°C, mostram reducdo significativa de a* e elevagédo
de b* em sua superficie. Neste estudo também foi observada redugdo de a* a partir do 40° dia
e 0 parametro b* chegou ao fim do armazenamento com significativa reducdo nos trés
tratamentos, porém, aos 40 dias demonstrou um leve aumento.

Salsichas sdo produtos cozidos curados e apresentam um pigmento réseo conhecido
como nitroso-hemocromo. Este € um pigmento estavel, porém também é susceptivel a
oxidacdo por agentes oxidantes e pela exposicdo a luz e oxigénio. No interior dos produtos
ocorre a perda lenta de coloracdo rdsea, porém na superficie a reacdo de foto-oxidacdo é mais
pronunciada e mais veloz (FARIA et al., 2001). A isso pode ser atribuida a reducdo do
parametro de coloracdo vermelha (a*) na superficie de todos os tratamentos ao longo do

tempo.
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Figura 4.12- Parametros de cor no interior e na superficie de salsichas pasteurizadas por 10
min em banho a 75°C com e sem ultrassom e da forma similar a industrial, armazenadas a

15°C com foto-periodo de 12h.
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US: salsichas em banho de ultrassom por 10min a 75°C; SUS: salsichas em banho-maria por 10 min a 75°C sem
utilizacdo de ultrassom; T1: salsichas em banho-maria até atingir 73°C no interior (17min).
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4.2.2.4, pH

Os resultados de pH durante o armazenamento de 60 dias para os tratamentos US,
SUS e Tl estdo expressos na Figura 4.13. Houve uma pequena variacdo do pH durante os dias
de armazenamento, mantendo-se em uma media de 6,5. Aos 10 dias de armazenamento
ocorreu uma alcalinizacdo significativa de US e SUS, porém aos 20 dias o pH reduziu
novamente. De modo geral ndo houve diferenca entre os tratamentos, apenas aos 20 e 60 dias
foi possivel notar uma queda significativa do pH do TI. O que era esperado ao 60 dias devido
hd grande proliferacdo de bactérias laticas heterofermentativas. O pH inicial diferiu
significativamente do pH final apenas para TI, que se apresentou mais baixo no 60° dia.

Figura 4.13- pH de salsichas pasteurizadas por 10 min em banho a 75 °C com e sem ultrassom
e da forma similar a industrial, armazenadas a 15 °C com foto-periodo de 12 h, armazenadas
por 60 dias.
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US: salsichas em banho de ultrassom por 10min a 75 °C; SUS: salsichas em banho-maria por 10 min a 75 °C
sem utilizagdo de ultrassom; T1I: salsichas em banho-maria até atingir 73 °C no interior (17 min).

Letras mindsculas representam diferenca estatistica (p<0,05) entre os tratamentos dentro do mesmo periodo de
armazenamento e letras maiusculas representam diferenca estatistica entre os dias de armazenamento para cada
tratamento.

O pH inicial dos trés tratamentos atingiu a média de 6,49, proximo ao valor de 6,32
encontrado por Ferreira et al. (2003) em salsichas com 0leo de girassol armazenadas a 12°C.

Os autores também observaram que durante o armazenamento por seis semanas a 12°C
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ocorreu acentuada queda do pH das salsichas e atribuiram a acidificagdo ao desenvolvimento
de bactérias &cido-laticas, concordando com o que foi observado neste estudo no tratamento
TI.

Mercadante et al. (2009) encontraram valores de pH entre 6,5 e 6,8 em salsichas com
diferentes pigmentos embaladas a vacuo. Porém, o periodo de 45 dias de armazenamento a
4°C repercutiu pouco sobre o pH. O pH apresentado € semelhante ao do presente estudo e

demonstrou comportamento parecido com o de US e SUS em relacdo ao armazenamento.

4.2.2.5. Textura

Os valores de dureza, elasticidade, coesividade e mastigabilidade encontram-se na
Tabela 4.7. Em relacdo a textura apenas foi observada reducdo significativa de dureza e
mastigabilidade finais do tratamento TI (Tabela 4.7).

O ultrassom é utilizado em carnes com o objetivo de tenderizagdo, pois pode provocar
alteracdes nas propriedades fisicas e quimicas da carne e seus derivados, tem capacidade de
provocar a ruptura da membrana celular e pode induzir a ativacdo da protedlise
(DOLATOWSKI, STADNIK e STASIAK, 2007). Porém, neste estudo ndo foi observado
indicativo de que o ultrassom atue no amaciamento de salsichas, 0 que € um ponto positivo,
pois 0 amaciamento de um produto carneo de massa fina produziria prejuizo no aspecto
sensorial.

Nos musculos Semitendinosus e Longissimus bovinos ultrassom de 24 kHz aplicado
pos rigor mortis reduziu a forca de cisalhamento e a dureza da carne sem afetar a cor e as
perdas por gotejamento e cozimento (JAYASOORIYA et al., 2007). J& em frequéncia de 2,6
MHz o ultrassom induziu a um alongamento do sarcémero e ao enfraquecimento da linha Z
logo apods a aplicacdo em masculo Semimembranosus bovino no periodo pré rigor mortis.
Porém, quando aplicado post-rigor, ndo ocasionou nenhuma alteracao estrutural no masculo.
A estabilidade do colageno ndo foi afetada (GOT et al., 1999).

Possivelmente 0 amaciamento ocorre, na carne in natura, por meio da degradacdo da
estrutura sarcoplasmaética, afetando a linha Z e as liga¢fes actina x miosina. Em um produto
processado de massa fina como a salsicha a estrutura sarcoplasmatica ja esta extinta e,
portanto, ndo ha como o ultrassom atuar no amaciamento por este mecanismo.

A textura de salsichas é normalmente afetada quando ocorre modificagdo da sua
formulacdo como a adi¢do de proteinas ou substituicdo de gorduras. Yetim et al. (2006)

observaram que a substituicdo do gelo por soro de leite gelado altera significativamente a
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dureza, a elasticidade e a mastigabilidade de salsichas. Pereira et al. (2011) verificarem que a
adicdo de carne mecanicamente separada diminui a coesividade, enquanto a adi¢do de fibras
de colageno aumenta a dureza. A substituicdo total ou parcial da gordura animal por proteinas
do soro do leite e goma xantana também altera a textura, aumentando a forca de cisalhamento
e, consequentemente reduzindo a maciez (FIGUEIREDO et al., 2002).

Como neste estudo a formulacdo das salsichas € a mesma para todos os tratamentos é
justificavel que haja diferenca significativa nos parametros de textura apenas nas
determinacfes finais de dureza e mastigabilidade em TI, tratamento que sofreu maior
aquecimento, menor pH final e grande nimero de bactérias laticas que estariam atuando na

degradacéo da estrutura das salsichas.

Tabela 4.7- textura de salsichas pasteurizadas por 10 min em banho a 75°C com e sem
ultrassom e da forma similar a industrial, armazenadas a 15°C com foto-periodo de 12h,
armazenadas por 60 dias.

Tratamento Dureza (N)  Elasticidade (cm) (a%ci)ris;\r/\is?ggael) Mastigabilidade (N ¢ cm)
US inicial 56,67%+2,65 0,92°+0,01 0,75%+0,01 38,77°+2,49
SUS inicial 53,47%+4,07 0,92°+0,02 0,76%+0,02 37,84%3,29
Tl inicial 55,35%3,10 0,93%+0,05 0,76%+0,02 37,50%+2,66
Us final 54,23+ 5,00 0,92°+ 0,03 0,76°+ 0,01 37,50%+ 2,24
SUS final 53,47+ 3,51 0,91+ 0,05 0,75°+ 0,01 36,89°+ 2,86
Tl final 47,99"+ 3,81 0,90*+ 0,04 0,75%+ 0,02 31,58"+2,68

TI: salsichas em banho-maria até atingir 73°C no interior (17min); US: salsichas em banho de ultrassom por
10min a 75°C; SUS: salsichas em banho-maria por 10 min a 75°C sem utilizagdo de ultrassom.
Letras distintas representam diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos.
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5. CONCLUSOES

- Salsichas tratadas com micro-ondas fora da embalagem em condi¢Ges que ndo as
altere visualmente apresentam reducdo de bactérias laticas e mesofilas estatisticamente
significativa, porém em taxa pouco expressiva para a utiliza¢do prética.

- O aquecimento gerado por micro-ondas é pouco uniforme e depende da regido do
forno onde se localiza o material.

- As embalagens atualmente utilizadas em salsichas parecem ser pouco adequadas para
0 uso em micro-ondas e tém pouca resisténcia a formacao de vapor interna.

- O resfriamento poOs-pasteurizacdo € importante para evitar a permanéncia das
salsichas em uma temperatura 6tima para o desenvolvimento de bactérias e sua consequente
proliferagdo.

- Para melhorar a eficiéncia da pasteurizagcdo de salsichas em micro-ondas sao
necessarios o desenvolvimento de embalagens adequadas e a adaptacdo do equipamento para

que produza aquecimento mais uniforme e controlado.

- O ultrassom na frequéncia de 25 kHz, combinado com temperatura de 60°C promove
significativa redugdo de bacterias laticas e mesofilas sem repercutira na cor e no pH das
salsichas, além de produzir menor oxidagdo lipidica.

- A frequéncia de 25 kHz tem efeito sobre a destruicdo de Bacillus cereus e,
aparentemente, ndo afeta as células de Staphylococcus aureus em salsichas.

- Quanto maior o tempo e/ou a temperatura de tratamento das salsichas com ultrassom,
mais eficiente é a destruicdo de bactérias laticas e mesofilas.

- O ultrassom na frequéncia de 25 kHz produz aquecimento mais uniforme das
salsichas.

- Nas condi¢Ges de armazenamento avaliadas, o ultrassom promoveu inibigdo do
crescimento de bacterias laticas, mesofilas e psicrotroficas e menor oxidagéo lipidica até 60

dias de armazenagem, apresentando pouca alteracdo de cor e pH sem afetar a textura.

o Perspectiva para trabalhos futuros

- Desenvolvimento e adaptagéo de equipamento que permita o controle da temperatura
na pasteurizacdo com micro-ondas.



71

- Adaptacdo de embalagens para pasteurizacdo de salsichas em micro-ondas.
- Analise dos efeitos fisico-quimicos das micro-ondas sobre as salsichas.

- Investigacdo de outras frequéncias de ultrassom e de faixas de temperatura na
pasteurizacdo de salsichas.

- Analise mais detalhada do efeito do ultrassom sobre os lipidios e sobre a formacéo
de malonaldeido.

- Analise da interacdo do ultrassom com os demais constituintes da salsicha como,
proteinas, carboidratos, sais, entre outros.
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APENDICE A - Parametros de cor no interior e na superficie das salsichas avaliadas no Experimento 1.

Tabela — Pardmetros de cor no interior e na superficie de salsichas pasteurizadas por 10 min em banho a 75°C com e sem ultrassom e da forma
similar a industrial, armazenadas a 15°C com foto-periodo de 12h.

Dias de armazenamento

Tratamento 1 10 20 40 60
L* interna
us 52,91+0,18* 51,670,38+% 52,44+0,25%8 52,30+0,36*° 51,29+1,26%®
SUS 51,9+0,28°A 50,95+0,55ABC 50,54+0,19°E¢ 50,25+0,97°C 513+0,40%E
T 50,910,268 50,90+0,32%"8 50,79+0,44"8 52,13+0,57% 52,34+0,34%"
L* externa
S 44,57+0,29%° 43,56+0,51% 44,58+0,32%8 46,27+0,35*" 46,48+0,88°"
SUS 44,88+0,21%® 45,03+0,40*® 44,73+0,20%® 46,13+0,88*" 45,74+0,90*8
TI 44,73+0,23% 42,36+0,68*" 44,33+0,06™* 44,97+0,18* 46,18+0,91
a*interna
us 20,11+0,24"8 20,92+0,58%" 20,170,41+% 21,04+0,13%A 19,96+0,51%
SUS 20,56:+0,2425¢ 21,31+0,41%4 19,97+0,16%° 21,09+0,14%8 20,53+0,36%
TI 20,47+0,27%°8¢ 21,36+0,21%4 20,12+0,28% 20,74+0,27" 20,60+0,48°8C¢
a* externa
us 28,04+0,26™ 25,52+0,39® 27,51+0,24*4 22,94+0,10° 22,81+0,82%
SUS 27,15+0,23" 27,22+0,39%A 26,69+0,22"* 24,37+0,60" 22,590+1,04%
Tl 26,380,424 26,47+0,23"* 26,50+0,25* 26,20+0,23* 21,2441 57%
b* interna
us 17,20+0,20%® 18,00+0,43%*® 18,15+0,57%" 18,28+0,15% 17,94+0,68%°A8
SUS 17,55+0,26%5¢ 18,09+0,46%® 17,65+0,23%5¢ 18,27+0,32%" 17,21+0,28¢
Tl 17,29+0,22% 17,99+0,22% 17,68+0,37%48 18,02+0,30% 18,14+0,47%4
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b* externa
Us 36,76+0,65*" 34,19+0,62"8 35,76+0,24* 36,06+0,36*" 30,13+1,54%
SUS 36,64+0,57%" 36,11+0,34*" 35,42+0,95% 37,00+1,18% 29,45+1,68%
T 34,43+0,48" 34,58+0,4748 34,52+1,01%8 36,050,194 28,12+1,29%

US: salsichas em banho de ultrassom por 10min a 75°C; SUS: salsichas em banho-maria por 10 min a 75°C sem utilizacdo de ultrassom; TI:
salsichas em banho-maria até atingir 73°C no interior (17min).

Letras minUsculas representam diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos dentro do mesmo periodo de armazenamento e letras
maiusculas representam diferenca estatistica entre os dias de armazenamento para cada tratamento.



