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Resumo

O presente trabalho visa avaliar os efeitos da adi¢ao de Salicornia ramosissima em po
e da adicdo de Malpighia emarginata (acerola) em forma de extrato nas caracteristicas
microbioldgicas, fisico-quimicas e sensoriais em hamburgueres de bovino Mertolengo D.O.P.

A carne de raga Mertolenga D.O.P. (n=3) foi transportada para o laboratdrio de
Tecnologia Qualidade e Seguranga Alimentar (TeQSA) da UTAD e produziram-se
hamburgueres (com 20g) de bovino Mertolengo D.O.P., divididos de acordo com as seguintes
condi¢des: controlo (apenas carne picada formatada), com sal (sal a 1%), com acerola (sal 1%
e extrato de acerola a 0,3%), com salicornia (1%, 1,5% e 2%). Os hamburgueres foram
embalados individualmente em atmosfera modificada (70% O, e 30% CO,), armazenados a
2°C e as amostras analisadas no dia 1, 3, 5, 7, e 10. Foi realizada a contagem e identifica¢dao
de microrganismos, determinagdo do pH, da atividade da agua, da cor (CIE-lab) e analise
sensorial. Os microrganismos quantificados foram mesofilos totais, psicrotroficos totais,
Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp., Brochothrix thermosphacta, BAL, fungos. Foi ainda
efetuada a pesquisa e contagem de Salmonella spp., E.coli e Listeria monocytogenes nas
amostras no 1° dia de armazenamento.

A Salicornia ramosissima adicionada a 1% diminuiu o cheiro a deteriorado no ultimo
tempo analisado quando em comparagdo com o controlo (p<0,05). Todas as amostras com
salicornia adicionada diminuiram a ay, em relagdo ao controlo. Por outro lado, a adi¢ao de
salicdrnia causou um impacto negativo acrescido no parametro a (p<0,001) e na avaliagdo por
parte do painel de avaliadores que considerou as amostras com salicornia com uma cor mais
escura quando comparada com o controlo (p<0,001). Por outro lado, Malpighia emarginata
demonstrou melhoria na andlise sensorial, particularmente na estabilidade da cor, na
apreciagdo global de frescura e na diminuigao do cheiro a deteriorado, em particular no tltimo
tempo em andlise, onde mostrou diferencas significativas quando comparada com o controlo
(p<0,01). Considera-se que a Malpighia emarginata aumentou a vida util das amostras em um
dia quando comparado com o controlo. Nao se observaram diferencas significativas em

relag@o ao efeito nos microrganismos analisados nas varias condigdes em estudo.

Palavras-chave: hamburguer, shelf life, qualidade objetiva da carne fresca, salicornia,

acerola, substancias naturais.
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Abstract

The present work aims to verify the effects of the addition of Salicornia ramosissima
powder and the addition of Malpighia emarginata (acerola) in the form of extract as on
microbiological, physicochemical and sensory characteristics in Mertolenga D.O.P.
hamburgers.

The Mertolenga D.O.P. beef (n = 3) was transported to UTAD's Laboratory of Quality
and Food Safety (TeQSA) and hamburgers (with 20g) were produced, divided according to
the following conditions: control (only formatted minced meat ), salt (1% salt), acerola (1%
salt and 0.3% acerola extract), salicornia (1%, 1.5% and 2%). The burgers were individually
packed in a modified atmosphere (70% O, and 30% CO,), stored at 2°C and samples analyzed
on days 1, 3, 5, 7, and 10. Microorganism identification and counting, pH determination,
water activity measurement, instrumental color (CIE-lab) and sensory analysis were
performed. The microorganisms tested were mesophilic and psychrotrophic populations,
Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp., Brochothrix thermosphacta, BAL, fungi. The
identification and counting of Salmonella spp., E. coli and Listeria monocytogenes in the
samples on the 1st day of storage were also carried out.

Salicornia ramosissima added to 1% decreased the deteriorated smell in the last
analyzed time when compared to the control (p> 0.05). All samples with Salicornia added
decreased ay, compared to the control. On the other hand, the addition of Salicornia caused a
negative impact in parameter a (p <0.001) and the sensorial analysis panel determine that
samples with Salicornia had a darker color when compared with the control (p <0.001). On
the other hand, Malpighia emarginata showed improvement in the sensory analysis,
particularly in the color stability, overall freshness rating and in the decrease of deteriorated
smell, in the last time in analysis where it showed significant differences when compared with
the control (p <0.01). It is considered that Malpighia emarginata increase shelf life by one
day compared to the control.

No significant differences were observed in relation to the effect on the

microorganisms analyzed in the various conditions under study.

Key-words: hamburger, shelf life, objective quality of fresh meat, salicornia, acerola, natural

substances.
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Capitulo I - Introdugao

1.1 Enquadramento tematico

A carne ¢ a principal fonte de proteina de alto valor bioldgico na alimentagdo humana,
com uma tendéncia para o aumento do consumo em termos globais, apesar de se observar
uma diminui¢do em varios paises europeus (European Environmental Agency, 2018). Assim,
¢ importante garantir a seguranga ¢ qualidade da carne e seus produtos.

A carne picada e seus derivados como preparados de carne picada incluindo a carne
picada para burguer meat sao produtos muito procurados pelo consumidor atual, devido a sua
qualidade nutricional e facilidade de preparacdo. No entanto estes produtos sdo submetidos a
um processo de picagem, pelo que ocorre um aumento significativo da area de superficie
exposta ao ambiente externo, havendo um maior risco de contaminacdo e ocorréncia de
processos deteriorativos, levando a diminui¢do do tempo de vida atil em comparagdo a carne
fresca (LIMBO et al., 2010).

Segundo o Regulamento (CE) n°® 853/2004 do Parlamento Europeu, os preparados de
carne correspondem a “carne fresca, incluindo carne que tenha sido reduzida a fragmentos, a
que foram adicionados outros géneros alimenticios, condimentos ou aditivos ou que foi
submetida a um processamento insuficiente para alterar a estrutura das suas fibras musculares
e ecliminar assim as caracteristicas de carne fresca”, incluindo-se nesta definicao
hamburgueres, almondegas e outros produtos similares.

Para atender as exigéncias do mercado, reguladores e produtores concentram-se no
desenvolvimento de sistemas de garantia de seguranga e prevencdo de risco através do
controlo, monitorizagdo e registo de pardmetros criticos ao longo de todo o ciclo de vida dos
produtos. Estes sistemas incluem producao primdria e estendem-se idealmente até ao
consumidor final. O controlo sistematico da seguranca de produtos carneos via HACCP inclui
selecdo de matérias-primas, controlo das condi¢des durante o processamento e distribuigao.

Com o intuito de aumentar a segurancga alimentar € o tempo de prateleira (shelf life)
destes produtos, ¢ necessario adotar estratégias para minimizar a multiplicacdo de
microrganismos patogénicos e deteriorativos, bem como retardar ou inibir a deterioragdo
quimica. Para tal podem ser adotadas diversas medidas ou metodologias, no entanto, a
utilizacdo de aditivos em carnes e produtos transformados ¢ uma estratégia-chave na sua
conservagao, sendo um dos métodos mais difundidos, juntamente com o controlo da
temperatura e a manipulacdo da atmosfera que envolve o alimento (LAMBERT et al., 1991;

SALLAM e SAMEJIMA, 2004).



O consumidor atual d4 cada vez mais importdncia a produtos alimentares mais
naturais, comecando a excluir os aditivos de sintese, e procurar alternativas ao modelo
atualmente utilizado na industria alimentar. H4 uma percecao crescente de que os ingredientes
de origem natural tém menor impacto negativo na saide e, por estas razdes, existe a
necessidade de pesquisar ingredientes naturais que possam ter um impacto positivo quando
adicionados aos produtos alimentares (WANG et al., 2008).

O presente trabalho pretende verificar se o “sal verde” (Salicornia ramosissima) € o
extrato de acerola (Malpighia emarginata), sdo opgdes viaveis como aditivos de origem
natural e se estes apresentam um impacto positivo na qualidade e seguranga de hamburgueres
de carne de bovino.

A necessidade crescente de valorizar os produtos de origem nacional vem ao encontro
da utiliza¢do de carne Mertolenga D.O.P. (denominagdo de origem protegida) na realizagdo
do presente trabalho. E uma carne obtida a partir de bovinos da raca Mertolenga, cujo solar da
raga ¢ a regido do Ribatejo e Alentejo. E uma raca exclusivamente criada em territorio

Portugués.

1.2 Carateristicas da carne de raca Mertolenga D.O.P.

A raga Mertolenga D.O.P. proveniente de Mértola e de Alcoutim, sendo que a area
geografica de produgdo da raga Mertolenga D.O.P. abrange os distritos de Beja, Evora,
Portalegre, Santarém e Setubal. A produgdo tem vindo a contribuir para o rendimento da
populagdo local, o que por sua vez tem contribuido para a preservagdo da raga. A produgado ¢
feita em regime extensivo, com uma elevada percentagem de forragem na alimentacdo dos

animais (DGADR, 2012).
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Figura 1: Touro Mertolengo. Pelagem Rosilho ou Mil Flores (http://www.mertolenga.com/, 2015)

A carne da raga Mertolenga D.O.P. pode apresentar-se como carne de vitela, quando
os animais sdo abatidos entre os 6 e os 10 meses de idade (peso entre 90 e 120 kg), viteldo, se
o abate for entre os 10 e os 15 meses de idade, ou novilho, quando sdo abatidos entre os 15 e
os 30 meses (peso maximo de 180 kg) (DGADR, 2012).

O peso médio ao desmame (210 dias) dos animais puros e cruzados ¢ de 171.1+39.9
kg. O rendimento médio apds desmancha ¢ de 74.6+2.6 % (Associagdo de Criadores de
Bovinos Mertolengos, 2008).

O ganho médio diario ¢ de 936+188 g/ dia e o indice de conversdo médio ¢ de
6.18+1.22 kg de concentrado por 1 kg de ganho de peso (Associagdo de Criadores de Bovinos
Mertolengos, 2008).

A gordura apresenta coloragdo branca (vitela) a amarela (adulto), é ndo exsudativa e
firme. A carne ¢ rosa escura a vermelha escura, com pH inferior a 6 (DGADR, 2012).

Sao passiveis de certificacdo as carcacas inteiras, hemicarcacas ou quartos, pegas
embaladas em vacuo, cuvetes e carnes elaboradas (DGADR, 2012).

A cria¢do de animais em regime extensivo apresenta uma pegada ecoldgica maior se
medida em Kg de gases de estufa produzidos por Kg de produto final ¢ menor se medida em
area por Kg de emissdao de gés. Por outro lado, o impacto ecoldgico dos regimes extensivos
tende a ser menor, havendo uma integrag¢@o nos ecossistemas locais e beneficios a longo prazo
para a fauna e flora local, bem como uma menor producdo de outros tipos de poluicdo,

incluindo a do solo e a das d4guas (GARNETT, 2010).



1.3 Deterioracido da carne

O Regulamento (CE) n° 853/2004 do Parlamento Europeu define carne fresca como
“carne nao submetida a qualquer processo de preservacdo que ndo a refrigeragdo, a
congelacdo ou a ultracongelacao, incluindo carne embalada em vacuo ou em atmosfera
controlada.”

A deterioragdo da carne ¢ um processo que tem inicio imediatamente apos o abate do
animal e que dificilmente ¢ interrompido na totalidade, podendo, no entanto, ser retardado.
Define-se deterioragdo como o conjunto de reagdes fisicas e quimicas a que a carne estd
sujeita, seja por agdo microbiologica, fisiologica ou ambiental, e que vai conduzir a alteragdo
das suas propriedades. A deterioracdo da carne nem sempre ¢ evidente e ¢ normalmente
percetivel pelos consumidores quando ocorre descoloracao ou alteracao da cor e a presenga de
odores desagradaveis. Estes fatores constituem os principais critérios qualitativos para a
rejeicdo de carne. Em geral, a deterioragdo corresponde a um julgamento subjetivo do
consumidor, que pode ser influenciado por consideragdes culturais e econémicas (LAMBERT
etal., 1991; GRAM et al., 2002).

Em termos quimicos, a carne ¢ composta por quatro componentes principais — agua,
proteina, lipidos e hidratos de carbono — e véarios microcomponentes — vitaminas, enzimas,
pigmentos € compostos aromaticos. A proporcao relativa destes componentes € o que confere
a carne estrutura, textura, sabor, cor e valor nutritivo caracteristicos (LAMBERT et al. 1991).

Varios fatores contribuem para a alteragdo das propriedades da carne e, portanto, para
a deterioracdo da mesma, nomeadamente temperatura de conservacdo, concentracdo de
oxigénio, enzimas intrinsecas, atividade da agua, luz e, acima de tudo, presenca de
microrganismos. Apesar de se poder observar deterioragdo na auséncia de microrganismos
(por acdo das enzimas intrinsecas e da oxidagao lipidica), a sua multiplicacdo ¢ o principal
fator no que concerne a deterioragdo da qualidade da carne. Grande parte das medidas para
prevencao ou diminui¢do da deterioragcdo tem como objetivo diminuir a carga microbiana ou
inibir a multiplicagdo dos microrganismos presentes (DOULGERAKI ef al., 2012; NYCHAS
et al.,2008).

Como referido anteriormente a carne picada é mais propensa a deterioracdo e tem
consequentemente um tempo de vida util menor que a carne fresca devido a diversos motivos,

entre eles:
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a) Maior contamina¢do microbioldgica devido a maior manipulagdo e maior
processamento a que estes produtos estao sujeitos;

b) O processo de picagem causa destruicdo do sistema membranar muscular,
resultando na destruicdo da barreira que separa lipidios, catalisadores de oxidacao e enzimas
responsaveis pela oxidacdo lipidica reunindo assim todos estes compostos;

C) O aumento da area de exposicdo a que a carne ¢ sujeita, catalisa a oxidacao
lipidica devido a exposi¢do dos componentes lipidicos ao oxigénio, mas também potencia a
acdo de microrganismos deteriorativos e patogénico;

d) Os microrganismos inicialmente contidos na superficie do musculo antes do
processamento passam a estar dispersos por toda a carne depois do processo de picagem

(LAMBERT et al., 1991; ZHOU et al., 2010).

1.3.1 Deterioracao quimica

A oxidacao lipidica, uma forma de deterioracao fisico-quimica da gordura ¢ uma causa
preponderante na deterioracdo da carne e pode ocorrer nos triglicéridos armazenados e nos
fosfolipidos dos tecidos (CASABURI et al., 2015, LOVE e PEARSON, 1971).

Os lipidos presentes na carne podem ser classificados em duas categorias:
intermuscular ou intramuscular. Os lipidos intermusculares costumam encontrar-se em
depositos adiposos de dimensdes considerdveis, envoltos por tecido conjuntivo especializado.
Ja os lipidos intramusculares, por seu lado, encontram-se integrados no tecido muscular e
apresentam uma vasta distribuicao por toda a sua extensdo (CASABURI et al., 2015).

Os lipidos intracelulares existem em relacdo proxima com as proteinas e constituem
uma larga porc¢ao dos fosfolipidos totais, que contribuem em cerca de 1% do peso do tecido.
A fracao de triglicéridos € cerca de cinco vezes maior. Apesar do conteido em fosfolipidos
ser relativamente pequeno na carne, a sua suscetibilidade a oxidag@o torna-os extremamente
importantes na preserva¢dao da qualidade da carne. Esta suscetibilidade deve-se a elevada
percentagem de acidos gordos insaturados, particularmente 4cido araquidonico e linoleico, na
sua composi¢do, por oposicao aos triglicéridos. Para além disso, os fosfolipidos também se
encontram em contacto estreito com os tecidos catalisadores da oxida¢do, o que aumenta a sua
tendéncia para oxidar. H4 uma grande variagdo da quantidade total de lipidos na carne de
diferentes espécies, no entanto, a quantidade de fosfolipidos € relativamente constante entre

animais e localizagdes na carcaca. No entanto a composi¢cdo em acidos gordos insaturados



destes fosfolipidos varia conforme a localizacdo na carcaga, o que explica a propensdo de
alguns cortes de carne apresentarem maior tendéncia para a oxidacdo lipidica do que outros
(ZHOU et al., 2010).

Como dito anteriormente uma importante causa da deterioragdo da qualidade dos
alimentos musculares ¢ a oxidagdo lipidica e as alteragdes associadas @ mesma. A oxidacao
lipidica consiste num complexo processo que comeca na fase de iniciacdo com a perda de um
atomo de hidrogénio proveniente de uma cadeia de acidos gordos, mais especificamente do
grupo metileno formando um radical livre que rapidamente reage com o oxigénio molecular
formando um radical perdxido. Este radical peroxido formado subtrai um &4tomo de
hidrogénio a outra cadeia de hidrocarbonetos formando um hidroperdxido e um novo radical
livre, possibilitando a perpetuagdo da cadeia de radicais livres, sendo esta a fase de
propagacdo. Portanto um unico evento de iniciacdo tem a capacidade de formar diversas
moléculas de perdxido devido a reagdo em cadeia. A oxidacdo primaria € seguida por uma
série de reagdes secundarias que levam a degradagdo dos lipidos e a formagdo de diversos
compostos volateis de baixo peso molecular (aldeidos, cetonas, alcoois, hidrocarbonetos,
¢ésteres, furanos e lactonas) que levam ao desenvolvimento de rancidez oxidativa. Fatores
como as condigdes de processamento e armazenamento, o tipo de ingredientes utilizado e a
concentracdo de antioxidantes, sdo muito importantes na determinagdo da taxa de
desenvolvimento e dos possiveis efeitos deteriorativos da oxidacdo lipidica. Os problemas
associados a oxidacdo lipidica ganharam muito interesse por se relacionarem com a
deterioracdo do sabor, presenca de off-odors, perda do valor nutricional e seguranga dos
produtos carneos (LAMBERT et al., 1991; ZHOU et al., 2010).

Os pigmentos férricos do grupo heme encontram-se implicados como fatores pro-
oxidantes durante a oxidacdo lipidica, uma vez que este processo e a oxidagcdo dos pigmentos
se encontram relacionados: os pigmentos férricos do grupo heme promovem a oxidacdo dos
lipidos mas ndo a induzem, o que por sua vez resulta na destruicdo dos tais pigmentos. Na
carne fresca pré-embalada, a cor castanha e a rancidez sdo carateristicas muito pouco
apelativas para o consumidor. A carne cozinhada também sofre oxidagdo lipidica, em ambos
0s casos, a exposi¢ao ao ar (oxigénio) € o principal fator indutor da reacdo (NYCHAS, 2008).

O cloreto de sodio acelera e promove o inicio da oxidagao dos triglicéridos, havendo
uma relagcdo exponencial com a atividade da agua presente no produto carneo, pois a agua

promove a oxidagdo através da sua atividade solvente. Os efeitos provocados pelo cloreto de
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sodio sdo atribuidos a agdo que o ido cloreto tem sobre os lipidos e & modificacdo das
hemoproteinas catalisando assim a oxidacao lipidica (HE, 2010).

As carnes refrigeradas ou congeladas também estao sujeitas a este processo, apesar das
temperaturas baixas diminuirem a sua escala. As variagdes bruscas e frequentes de
temperatura potenciam a oxidacao lipidica (NYCHAS et al., 2008).

Com o crescimento da industria de carne processada e pré-embalada, o controlo da
oxidagdo lipidica tem-se tornado da maior importancia. Antioxidantes e agentes quelantes,
sobretudo polifosfatos, sao os inibidores mais eficazes da oxidagao lipidica.

O controlo da oxidagdo lipidica com recurso a reducdo do oxigénio ndo ¢ tio eficaz
como a adi¢do de antioxidantes. A aplicacdo de medidas que permitam a manutencdo das
carateristicas da carne dentro de parametros aceitaveis para o consumidor, sobretudo a cor, € o

principal desafio no combate da oxidag¢do lipidica (LADIKOS e LOUGOVOIS, 1990).

1.3.2. Deterioracao microbiana

A constitui¢do da carne ¢ um o6timo substrato para a flora microbiologica, contendo
todos os substratos necessarios para o seu desenvolvimento. A qualidade microbioldgica da
carne depende do estado do animal antes e no momento do abate, do tipo de processamento a
que estd sujeito e das condi¢des de transporte e armazenamento implicadas. Apds o abate e
instalagdo de rigor mortis, iniciam-se processos que proporcionam um substrato mais rico
para a multiplicagdo microbiana, apesar das propor¢des de gordura e proteina se manterem
constantes. No momento da morte, o pH do musculo ¢ 7,0-7,2, mas apos a morte a glicolise
resulta na conversdo do glicogénio em 4acido lactico, causando um decréscimo acentuado do
pH para um intervalo final de 5,5-5,7. As concentracdes residuais de glicogénio influenciam
por isso o tempo de conservagdo e o inicio da deterioragdo microbiana. (NYCHAS et al.,
2008)

A glicose ¢ o substrato preferido pelos microrganismos deteriorativos aerdbios, mas na
auséncia da mesma, os microrganismos iniciam a degradacdo de aminoacidos, o que resulta
na producdo de residuos com odor desagradavel, os chamados compostos organicos volateis
(DOULGERAKI et al., 2012).

Nas ultimas décadas, varios investigadores demonstraram que alteragdes no odor, cor,
sabor e aparéncia geral da carne e produtos carneos podem correlacionar-se com a presenca

de microrganismos. Contudo, o tempo necessario para as bactérias se multiplicarem e haver



alteracdes observaveis varia com o tipo de carne, 0s microrganismos presentes € a
temperatura (DOULGERAKI et al., 2012).

Por sua vez, carne de diferentes origens apresenta diferentes percentagens relativas de
gordura ¢ musculo, que sdo mais ou menos suscetiveis a determinados microrganismos, ¢
diferentes fontes de contaminagdo ao longo da cadeia de abate ou processamento (ver Anexo
A). A superficie da carne ¢ suscetivel a contaminacdo por bactérias deteriorativas ou
patogénicas, fungos e leveduras. A aplicagdo de boas praticas de higiene, permite uma
diminui¢do da contaminacao das pegas de carne, mas esta indicado especial cuidado durante a
esfola e evisceracdo, uma vez que sdo pontos criticos especialmente propensos a
contaminagdo. A utilizagdo de aditivos conservantes também permite inibir ou retardar a a¢ao
dos microrganismos.

Embora o tecido adiposo apresente concentragdes residuais de glicose ou outros
compostos que podem ser utilizados para a multiplicagdo microbiana, a gordura ndo ¢ de
particular importancia na deterioragdo causada pelos microrganismos. (CASABURI et al.,
2015).

O estudo da acdo microbiana em alimentos ganhou a atencdo cientifica quando se
comegou, nos anos 50, a transportar alimentos extremamente pereciveis a grandes distancias e
hoje sabe-se que a deterioracdo que ocorre em carnes ¢ maioritariamente devida a acao de
microrganismos presentes na mesma. Em refrigeracdo, a microbiota deteriorativa da carne ¢
composta essencialmente de espécies psicrotroficas, em grande parte, provenientes da pele
dos animais abatidos. A microbiota aerébia ¢ geralmente dominada por pseudomonas,
enquanto que a microbiota anaerdbia ¢ dominada por lactobacilos. Em ambos os casos, como
dito anteriormente, o crescimento ocorre devido ao consumo de componentes soluveis de
baixo peso molecular presentes na carne que sdo consumidos na seguinte ordem: glicose,
glicose-6-fosfato (apenas Enterobacteriaceae) e aminoacidos.

A investigagdo cientifica na area mostrou que, embora exista uma grande variedade de
espécies de microrganismos em carne fresca, apenas uma fracdo se desenvolve e,
eventualmente, domina a chamada microbiota deteriorativa. A sele¢do depende do efeito
combinado de fatores intrinsecos, extrinsecos e do processamento que podem afetar a
sobrevivéncia microbiana, o crescimento € a competicdo na carne. Os fatores mais
preponderantes s3o o pH, a atividade da 4gua, o processamento, a composi¢ao da carne e
principalmente a temperatura de armazenamento e a atmosfera da embalagem. Na carne

armazenada aerobicamente, Pseudomonas spp. apresenta uma vantagem marcante na taxa de
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crescimento em comparagdo com outros géneros e esta vantagem tende a aumentar com o
decréscimo da temperatura, esta vantagem pode ser explicada devido a incapacidade das
espécies concorrentes de competir com Pseudomonas spp. pelo oxigénio disponivel.
Anaerobicamente, a microbiota deteriorativa ¢ geralmente dominada por Lactobacillus que
demonstram maior afinidade pela glicose comparativamente a outras espécies concorrentes
(Enterobacteriaceae e Brochotrix thermosfacta), embora se desenvolvam muito mais
rapidamente o que confere uma vantagem que aumenta com a diminui¢do da temperatura. Por
outro lado, os lactobacilos produzem um agente antimicrobiano que inibe o crescimento de
outras espécies concorrentes. (DOULGERAKI et al., 2012; GILL e NEWTON, 1978)

A analise microbiologica, seja por métodos de contagem ou moleculares (PCR, RT-
PCR, DGGE), ¢ mais significativa para medir a microbiota responsavel pela deterioracdo do
que a qualidade da carne fresca em si, por outras palavras a carne pode ser aceite do ponto de
vista sensorial por um painel de provadores treinado mas a sua contamina¢ao microbioldgica
ultrapassar os limites legais impostos. Por outro lado, a analise microbiologica por si s6 nao
da indicagdes suficientes sobre a qualidade da carne. Este tipo de andlise ¢ geralmente
demorado e destrutivo, mas tem a vantagem de fornecer parametros mensurdveis que
permitem caraterizar as condigdes de higiene e qualidade ao longo de toda a cadeia de
processamento de um alimento ou derivado (NYCHAS et al., 2008; DOULGERAKI et al.,
2012).

Por outro lado, os métodos moleculares apresentam como principais vantagens nao
estarem dependentes do conhecimento prévio das condigdes ideais para crescimento dos
microrganismos a contabilizar, ndo necessitarem da adequacdo de meios a espécie que se
pretende observar e terem uma elevada sensibilidade para detecao de diferentes espécies € nao
so6 géneros (DOULGERAKI et al., 2012). No entanto, devido a sua especificidade e custo,
ndo foram utilizados, pelo que a sua descrigdo detalhada se encontra fora do ambito deste
trabalho.

O regulamento (CE) n°® 1441/2007 (CE) do Parlamento Europeu relativo a critérios
microbioldgicos aplicaveis aos géneros alimenticios prevé o controlo de microrganismos
mesoéfilos e também microrganismos da familia Enferobacteriaceae em carcagas de bovinos,
de forma a avaliar e verificar os critérios de higiene impostas pelo programa HACCP. Por
outro lado prevé também o controlo de Salmonella spp. e E. coli em carne picada e em

preparados de carne, de forma a avaliar as condi¢des de higiene dos produtos carneos.
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1.4 Fatores envolvidos na deterioracao

1.4.1 Principal microbiota da carne

As bactérias deteriorativas comummente encontradas em carne fresca de bovino
incluem Pseudomonas, Acinetobacter, Moraxella, FEnterobacteriaceae, Brochothrix
thermosphacta e bactérias do acido latico (BAL) dos géneros Carnobacterium, Lactobacillus,
Leuconostoc e Weissella.

A presenca de microrganismos em carne deve-se essencialmente a mas praticas de
higiene em matadouro e na sala de desmancha das carnes. O processo de esfola e evisceragao
sdo também procedimentos que elevam a contaminagfio microbiana. E importante referir que

a distribuicdo da carne fresca intensifica a contaminag@o destes produtos (NYCHAS, 2008).

1.4.1.1 Microrganismos mesofilos totais

Também apelidados de microrganismos aerdbios totais, sdo microrganismos capazes
de se desenvolver a temperaturas entre 20°C e 45°C, sendo a temperatura Otima de
multiplicagdo entre 30°C e 40°C. Embora a microbiota inicial da carne contenha este tipo de
microrganismos, como ndo sao tolerantes ao frio, ndo se desenvolvem em ambientes de
refrigeragdo (JAY, 2000)

A sua contagem ¢ considerada um indicador microbioldgico muito importante,
funcionando como indice de qualidade sanitaria e seguranga alimentar utilizado por rotina
como definido no regulamento (CE) n° 1441/2007 (CE) do Parlamento Europeu. Nesta
categoria estdo incluidas bactérias como Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Clostridium
spp. € Aeromonas hydrophila (BUCHANAN e PALUMBO, 1985; KOTULA et al., 1987,
LAMBERT et al., 1991; LAMMERDING et al., 1988).

As contagens de microrganismos mesofilos totais tendem a aumentar com o aumento
do teor de gordura (SCANGA et al., 2000)

Apesar da multiplicacdo destes microrganismos ser controlada com a refrigeracao (0-
4°C), podem constituir um problema de satide publica se ndo houver um correto controlo da
temperatura, sobretudo durante o transporte ou armazenamento (LIMBO et al., 2010;

PALUMBO, 1985).
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A maior parte dos microrganismos desta categoria tem efeitos patogénicos, motivo
pelo qual a vigilancia e a aplicagdo de medidas contra a sua multiplicagdo ¢ tdo importante
(CDC, 2016).

Clostridium perfringens ¢ dos patdégenos de origem alimentar mais prevalentes
atualmente, provocando distirbios gastrointestinais, mas ndo ¢ transmissivel entre seres
humanos. Idosos e criangas encontram-se em maior risco de apresentar sintomas graves, que

podem durar até duas semanas (CDC, 2018).

1.4.1.2 Microrganismos psicrotroficos totais

Os psicrotroficos sdo capazes de se desenvolvem a temperaturas de refrigeragdo (0-
7°C), abrangem géneros Gram-positivos (BAL e Brochothrix thermosphacta), como géneros
gram-negativos (Pseudomonas spp. ¢ Enterobacteriaceae). Ocorrem no solo, na agua ¢ na
vegetacdo e estdo presentes no couro dos animais (JAY, 2000).

Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Yersinia colitica sdo alguns microrganismos
patogénicos psicrotroficos. A listeriose, apesar de rara, ¢ potencialmente fatal em pessoas
imunodeprimidas e caracteriza-se por disturbios gastrointestinais, como muitas outras
infecdes alimentares, podendo levar a aborto e partos prematuros em gravidas (CDC, 2016).

Os microrganismos Gram-negativos sdo mais aptos a multiplicarem-se nestas
condi¢des, considerados por isso os principais responsaveis pela deterioragdo da carne em
refrigeragdo. O couro aparenta ser a principal fonte de contaminacdo por parte destes
microrganismos que se depositam em carcacas de bovinos durante o processo de esfola no
matadouro. A manipulagdo e movimento das carcagas através de arcas de refrigeracdo e salas
de desmancha aumenta a contaminag¢@o por psicrotroficos provenientes das superficies de
trabalho. (GILL E NEWTON, 1978)

Muitas espécies de bactérias psicrotroéficas foram descritas, e algumas sdo
componentes principais da microbiota deteriorativa da carne. Pseudomonas, Lactobacillus,
Moraxella, Acinetobacter e certos géneros da familia Enterobacteriaceae sdo comumente
encontrados em carne deteriorada (LAMBERT et al., 1991; JAY, 2000; KODOGIANNIS et
al.,2014).
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1.4.1.3 Enterobacteriaceae

Corresponde a uma familia de bactérias Gram-negativas que inclui uma grande
variedade de bactérias patogénicas. Sao bacilos, oxidase-negativos e catalase positivo,
anaerobios facultativos com metabolismo do tipo fermentativo e que ndo forma esporos. A
sua distribuicdo ¢ ubiqua, encontrando-se naturalmente presente em residuos fecais, no solo e
na agua. A sua presenca em alimentos frescos e congelados, como carnes de bovino, suino e
outras ¢ frequente (CASTELLANO et al., 2004).

As espécies psicrotroficas desta familia sdo consideradas as principais responsaveis
pela deterioragdo da carne fresca em refrigeracdo precisamente por se desenvolverem a tais
temperaturas (JAY, 2000).

Esta familia inclui diversos géneros patogénicos de relevo ao nivel da satde publica,
principalmente: Salmonella spp. e E. coli O157:H7, também abrange géneros deteriorativos,
como Serratia spp., Enterobacter spp., Pantoea spp., Proteus spp. € Hafnia spp.
(DOULGERAKI et al., 2012).

Salmonella spp. ¢ particularmente frequente em aves e suinos, sendo a segunda causa
de doenga intestinal mais frequente em seres humanos nos E.U.A. e tendo uma taxa de
mortalidade de cerca de 2% nas pessoas hospitalizadas. Em adultos imunocompetentes, nao ¢
particularmente grave se tratada atempadamente, provocando gastroenterite, no entanto ¢
frequentemente fatal em criancas e idosos. A prevencdo passa por evitar a ingestdo de carne
crua ou insuficientemente cozinhada, sendo este cuidado essencial para a minoragdo desta
toxinfec¢do alimentar (COX et al., 2011). O regulamento (CE) n° 1441/2007 (CE) do
Parlamento Europeu espelha a importancia do controlo deste microrganismo em carne picada
e em preparados de carne, estando o seu limite bem definido no regulamento supracitado.

Yersinia enterocolitica apresenta um amplo leque de estirpes com diferentes graus de
patogenicidade, apresentando uma relagdo proxima com outras bactérias da familia
Enterobacteriaceae. A yersiniose foi a zoonose mais reportada na U.E. em 2013,
considerando-se o0 porco como o principal reservatério da infe¢do humana, no entanto,
também hé4 casos com origem em carne bovina e de aves. Provoca gastroenterite, cuja
gravidade depende do estado de satde do hospedeiro, podendo levar a septicemia. Apresenta
capacidade de sobreviver a temperaturas de congelacdo e de se multiplicar em refrigeragao e

atmosfera modificada ou vacuo (PTESIOS et al., 2016).
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1.4.1.4. Pseudomonas spp.

O género Pseudomonas spp. constitui um amplo grupo de bacilos Gram negativos,
moveis, nao formadores de esporos e maioritariamente aerobios. Sdo oxidase e catalase
positivos e atuam a um pH 6timo inferior a 4,5. Constitui o género de bactérias mais
predominante em carne refrigerada em ambiente aerobio ou em MAP com altas concentragdes
de O,. Estas bactérias estao tipicamente presentes no solo e agua e distribuem-se amplamente
pelos alimentos, especialmente vegetais, carne e mariscos. (JAY, 2000).

A deterioracdo da carne fresca refrigerada armazenada aerobicamente ¢ iniciada a
custa das quantidades limitantes de glicose endogena, cuja conversdo rapida em 2-oxo-
gluconato ou gluconato via Entner-Doudoroff oferece uma grande vantagem competitiva as
pseudomonas (GILL, 1986). Estes produtos catabolicos ndo sdo imediatamente assimilados
pela maioria das outras bactérias e, portanto, sio amplamente consumidos pelas pseudomonas
como fontes de carbono e energia quando a glicose é esgotada.

De facto, a glicose ¢ o primeiro constituinte preferencial presente nos tecidos
musculares post-mortem pela maioria das bactérias, seguido por aminoacidos, acido latico e
glicose-6-fosfato, dependendo da espécie (LAMBERT et al., 1991; NYCHAS et al., 1998).
Assim, ap0s a deplecao de glicose na carne com pH normal, de 5,5 a 5,8, Pseudomonas spp.
degradam os aminoacidos, resultando na formacao de sulfetos volateis, ésteres € aminas que
eventualmente causam odores desagradéveis e deterioragdo da carne. A sua capacidade de se
desenvolver a temperaturas de refrigeragdo e a alta afinidade ao oxigénio tém sido sugeridas
como as principais razdes para o crescimento predominante das espécies de Pseudomonas em
carnes frescas embaladas em aerobiose ou em atmosfera modificada com alto teor de O..
(GILL E NEWTON, 1978).

As espécies mais relevantes no papel deteriorativo estdo maioritariamente incluidas no
Grupo I que inclui Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fragi, Pseudomonas lundinensis,
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida, Pseudomonas chlororaphis, Pseudomonas
cichorii, Pseudomonas viridiflava e Pseudomonas syringae. Destas espécies, P. fragi ¢
considerada a mais presente em carnes deterioradas (incidéncia entre 56.7% e 79.0%), seguida

pela P. lundinensis (JAY, 2000).
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1.4.1.5 Bactérias do acido latico

As BAL correspondem a um grupo de bactérias em bastonete ou cocos, Gram-
positivo, que ndo forma esporos, catalase e oxidase negativo, anaerdbio facultativo.
Predominam na carne fresca embalada sob vacuo ou MAP e incluem Lactobacillus,
Leuconostoc ¢ Carnobacterium (JAY, 2000).

Durante o armazenamento de carnes frescas embaladas a vacuo ou MAP, as BAL
produzem &cidos organicos, principalmente acido latico, a partir de glicose endogena, que
pode reduzir o pH. Como resultado, ocorre um tipo de deterioragdo que se manifesta por
odores desagradaveis acidicos. Este tipo de deterioracao pode ser acompanhado por formagao
de gis na embalagem e descoloracdo do pigmento da carne (esverdeamento) devido a
forma¢do de H,0,. Por outro lado, os 4cidos organicos e bacteriocinas produzidos por estas
bactérias atuam como substancias antimicrobianas, também ¢ importante frisar que tém fraca
atividade proteolitica quando comparadas com outros microrganismos da microbiota

deteriorativa (POTHAKOS et al., 2015).

1.4.1.6 Brochothrix thermosphacta

Brochotrix spp inclui duas espécies: B. campestris (ndo aparenta ser de relevo em
questdes de seguranca alimentar, tendo apenas sido isolada a partir do solo) e B.
thermosphacta, ambas nao patogénicas. Correspondem a bastonetes Gram-positivos
anaerobios facultativos. As dimensdes sdo aproximadamente 0,6 - 0,7um de largura por 1 -
2um de comprimento. Tém um intervalo de crescimento de 0 a 30 °C, sendo o ideal em torno
de 20-25 °C. As coldnias sdo ndo pigmentadas e produzem lipases e proteases que contribuem
para a deterioracdo dos alimentos, mas a producdo destes compostos ocorre principalmente a
temperaturas altas. As lipases ndo sao produzidas em quantidades detetaveis a temperaturas
inferiores a 20 °C e a producdo de proteases ¢ bastante inferior a 6 ° C quando comparada a
10 °C. Em relacdao ao pH a Brochotrix é capaz de se multiplicar entre 5,0 € 9,0 com um pH
otimo de 7.0. Por outro lado este organismo pode tolerar 6,5% de sal e crescer em produtos
com uma ay, tdo baixa quanto 0,94 a temperaturas de 20 a 25 °C (BRAUN E SUTHERLAND,
2004).
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Brochothrix ¢ encontrada no solo e na 4gua e a sua presenga ¢ comum no
trato intestinal de animais, também ¢ isolada com frequéncia em instalagdes de processamento
de carnes.

B. thermosphacta foi isolada numa ampla variedade de alimentos, incluindo carne de
bovino, cordeiro, porco, peixe, vegetais congelados e produtos lacteos. Este organismo ¢
frequentemente associado a deterioracdo de carnes frescas e curadas, capaz de produzir
diacetil e uma ampla gama de 4cidos gordos devido ao metabolismo aerdbio da glicose que da
origem a odores azedo, a mofo e a acido. Embora B. thermosphacta possa ndo ser o
organismo dominante na microbiota deteriorativa, os odores descritos podem ser observados
uma vez que este organismo atinja 10°ufc g~ ' (HOLLEY, 2000).

Em relagdo a embalagens em atmosfera modificada, B. thermosphacta pode tolerar até
50% de concentragdo de CO, desde que haja algum oxigénio presente, sendo por vezes o
microrganismo dominante. Um estudo demonstrou que amostras de coelho recolhidas em
supermercados apresentavam altos niveis de Brochothrix, particularmente em embalagens
com alto teor de CO,. Pensa-se que a elevada concentracdo deste gas potenciou o crescimento
da Bronchotrix e inibiu o crescimento de Pseudomonas spp.. Este microorganismo também
tolera at¢ 100 ppm de nitrito, um aditivo comummente utilizado na industria transformadora

de carne (HOLLEY, 2000).

1.4.1.7 Fungos

Os fungos constituem um dos maiores grupos de organismos com cerca de 100 000
espécies conhecidas, no entanto, na indistria alimentar apenas 50 espécies sdo frequentemente
encontradas (ERCOLINI et al., 2009).

As leveduras e os bolores desenvolvem-se numa grande variedade de ambientes
(plantas, solo, agua, produtos de origem animal e mesmo 6rgdos e tecidos de animais vivos) e
a sua ampla ubiquidade deve-se a capacidade de utilizar uma grande diversidade de
substratos, tais como hidratos de carbono, acidos organicos, proteinas e lipidos, e a grande
tolerancia a valores reduzidos de pH e a,, temperaturas baixas e presenca de conservantes
(HAWKSWORTH, 2015).

Enquanto que os bolores necessitam de oxigénio para crescer, as leveduras
desenvolvem-se tanto na sua presenga como na sua auséncia. A deteriora¢do causada pelos

bolores e leveduras caracteriza-se pela formacdo de colonias grandes, normalmente
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pigmentadas, viscosidade superficial, fermentacdo de agucares com producao de acidos e gas

e desenvolvimento de odores desagradaveis (HUIS IN’T VELD, 1996).

1.4.1.7.1 Bolores

Os bolores correspondem a fungos filamentosos que estdo envolvidos na deterioracao
de alimentos, na fermentagdo tanto de alimentos vegetais como animais e algumas espécies na
producao de micotoxinas. Multiplicam-se no intervalo de pH situado entre 1,5 ¢ 11,0, no
entanto, ndo sdo capazes de o fazer quando a ay, ¢ inferior a 0,80. Os bolores mais comuns na
deterioragdo da carne de bovino fresca sdo Rhizopus spp., Mucormycetes spp. e Aspergillus
spp., estando estes na origem da forma¢do de muco na sua superficie (JAY, 2000).

O crescimento dos bolores nos alimentos pode ser controlado evitando-se que os
esporos entrem nos alimentos, ajustando a temperatura ¢ a humidade de armazenamento,
alterando os niveis de oxigénio e utilizando conservantes. E importante frisar que os métodos
descritos ndo impedem que os fungos se desenvolvam e alterem a qualidade e a seguranca dos
alimentos. Portanto, ¢ necessario detetar fungos no alimento e no ambiente onde se realiza o

processamento, embalagem e armazenamento (HAWKSWORTH, 2015).

1.4.1.7.2 Leveduras

As leveduras apresentam uma forma arredondada ou alongada. Demonstram um
crescimento mais rapido quando comparado ao bolor e crescem a valores de pH entre 2.5 ¢
8,5. O seu crescimento ¢ inibido se a ay, for inferior a 0,88. (JAY, 2000).

A deterioragdo causada por leveduras ¢ favorecida em alimentos com pH baixo,
geralmente 5,5 ou menor, e pela presenca de agucares, adcidos organicos e outras fontes de
carbono facilmente metabolizadas. Por isso produtos ricos em agtcar sdo muito suscetiveis a
deterioragdo por leveduras. A deterioragdo causada pelas leveduras ¢ frequentemente
manifestada pelo crescimento na superficie em produtos como queijos e carnes e pela
fermentagdo de agucares em produtos liquidos e semiliquidos. Existem inumeras leveduras
presentes em alimentos, mas apenas cerca de dez espécies sao consideradas responsaveis pela
deterioragdo. Em carnes deterioradas ¢ muito comum a maior prevaléncia de leveduras do

género Debaryomyces, Yarrowia € Rhodotorula (BETTS, 2006, LAMBERT ef al., 1991).
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1.4.2. Caracteristicas fisico-quimicas
1.4.2.1 Cor

A cor ¢ um fator-chave para o consumidor de carne, uma vez que ¢ utilizada como
indicador de frescura e qualidade. A descoloragdo do musculo ¢, por isso mesmo, uma fonte
de perdas economicas acentuadas. A melhor forma de reduzir as perdas devido a este
fenomeno depende da nossa compreensao dos principios fundamentais associados as
alteragdes quimicas que a mioglobina sofre (MANCINI e HUNT, 2005).

A mioglobina ¢ a principal proteina responsavel pela coloragdo da carne, apesar de a
hemoglobina e o citocromo C também terem nesta um papel de menor importancia. O que
determina a cor da carne sdo as ligagcdes presentes na molécula e a valéncia do ferro. A
mioglobina possui diversos residuos ligados, mas a histidina destaca-se, assim como o grupo
prostético heme localizado na por¢do hidrofoébica da proteina. O anel do grupo heme
apresenta um atomo central de ferro capaz de estabelecer até seis ligagdes. Quatro destas sdo
com anéis de hidrogénio, azoto e carbono e a quinta com a histidina. O sexto local de ligacao
estd disponivel para ligandos reversiveis. Na carne fresca, os pigmentos do grupo heme
existem em quatro formas: desoximioglobina (vermelho purpura), oximioglobina,
carboximioglobina (vermelho cereja) e metamioglobina (castanha). Nas trés primeiras o
atomo de ferro contido no grupo heme apresenta-se na forma reduzida ou ferrosa (F*"), no
Gltimo caso encontra-se no estado oxidado ou férrico (F°) A oximioglobina e a
carboximioglobina, do ponto de vista do consumidor ¢ vista como mais apelativa enquanto
que a cor castanha da metamioglobina ¢ extremamente indesejada (MANCINI e HUNT,
2005; LI, 2012).

A desoximioglobina ocorre quando nenhum ligando se encontra na posi¢ao seis e esta
presente o ido ferro (II). Isto resulta numa cor vermelha-parpura ou purpura-rosada
tipicamente associada com o armazenamento em vacuo ou relacionada com a cor do musculo
imediatamente apés o corte. E necessiria uma tensdo de oxigénio muito baixa para a
manuten¢do da mioglobina neste estado. No caso da oximioglobina, a sexta ligacdo ¢ ocupada
por oxigénio, enquanto que na carboximioglobina esta ocupada por uma molécula de CO, a
coloracdo brilhante em cada uma destas formas ¢ semelhante, no entanto a mioglobina tem
maior afinidade com o CO, assim, a forma carboximioglobina resulta numa maior

estabilidade da cor vermelho-cereja brilhante ao longo do tempo, no entanto do ponto de vista
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do consumidor o monoxido de carbono estd negativamente associado. A cor acastanhada,
devido a presenga da forma metamioglobina deve-se a oxida¢do de qualquer das trés formas
anteriormente descritas. Nesta forma, na sexta ligacdo encontra-se uma molécula de agua que
impossibilita a ligagdo do oxigénio. Vdrios sdo os fatores que interferem na cor da carne
sendo estes: a espessura da peca de carne, a temperatura, a pressao parcial de oxigénio, o pH e
a competicdo pelo oxigénio por parte de outros processos metabodlicos (MANCINI e HUNT,
2005).

Oxymyoglobin Carboxymyoglobin
Ferrous (Fe+2)

Deoxymyoglobin
Ferrous (+2)
No ligand

Oxidation Reduction Oxidation

Meatymyoglobin

Ferric (Fe*Y)
H,O ligand

Figura 2: Os efeitos do estado redox da mioglobina, ligantes e valéncia do ferro na cor da

superficie do misculo post-mortem. (MANCINI, 2005)

A cor da carne pode ser medida e classificada, podendo para isso utilizar-se visao
computorizada, métodos instrumentais e avaliacdo visual da cor (MANCINI e HUNT, 2005;
LI 2012).

Os métodos instrumentais sao neste momento os mais utilizados para a realizagdo de
medicdes quantitativas com critérios objetivos, recorrendo-se sobretudo a colorimetros e
espectrofotometros. Estes instrumentos, permitem a quem faz a medi¢cdo escolher entre
diferentes escalas de cor (Hunter, CIE e tritimulus), tipos de luz, observadores e tamanho da

abertura, razdo pela qual os métodos e pardmetros escolhidos devem ser cuidadosamente
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considerados e os resultados obtidos apenas comparados entre carcagas ou ensaios se se
utilizarem os mesmos valores. A selecdo da varidvel cor mais adequada depende do objetivo
do estudo e deve ser adequada a este (MANCINI e HUNT, 2005).

Uma das escalas ou sistemas de medi¢ao da cor mais utilizados é o CIE L*a*b, na
qual sdo medidas trés coordenadas: L* indica a luminosidade (varia entre 0 e 100), a* ¢ um
parametro que compreende a cor vermelha até verde (a corresponde ao vermelho e -a
corresponde ao verde) e b* mede a cor entre o azul e o amarelo (b corresponde a azul e o
amarelo corresponde a -b). Em teoria ambas as coordenadas a* e b* sdo infinitas, mas na
pratica variam entre -128 e 127.

As medicdes devem ser garantidamente feitas no tecido muscular e ndo na gordura,
osso ou aditivos caso estes sejam visiveis. A sensibilidade do teste pode ser melhorada
aumentando o numero de locais diferentes amostrados por analise, sendo por norma utilizado
um minimo de trés e considerada a média destes como o valor final (LIMBO, 2010).

A espetrofotometria pode ser utilizada para avaliar a cor da carne, sendo neste
momento recomendados os comprimentos de onda 545-503 nm para a metamioglobina, 565-
557 nm para a desoximioglobina e 572-582 nm para a oximioglobina. Obtém-se com estes
dados curvas de espetrofotometria que permitem estimar a quantidade de cada forma de
mioglobina e interrelaciona-la com a cor (MANCINI e HUNT, 2005).

A visdo computorizada consiste na analise de imagens de uma camara digital e
apresenta como principais vantagens apenas ser necessaria uma medi¢do para se obter um
valor representativo (as imagens sdo processadas para remoc¢do da gordura e do 0sso), as
imagens digitais poderem ter em conta a variagdo do aspeto da superficie devido a oxidagdo-
redug¢do da mioglobina e as cores obtidas poderem ser convertidas em dados numéricos em
diferentes sistemas. Através deste método pode depois prever-se estatisticamente o score de

coloragdo na avaliagdo visual (LIMBO, 2010; MANCINI ¢ HUNT, 2005).

1.4.2.2 pH

O pH da carne ¢ um dos parametros determinantes para a sua conservagao € encontra-
se relacionado com a cor e a microbiota presente. O musculo ante-mortem em repouso
apresenta um pH alcalino de cerca de 6 a 7. Apos a morte do animal ou ap6s a realizagdo de
exercicio fisico intenso, o pH tende a diminuir devido a produgdo de acido latico, resultante

do metabolismo do glicogénio armazenado nas células musculares — reagdes que continuam a
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decorrer no animal apo6s o abate até a exaustdo das reservas de glicogénio ou das enzimas e
seus cofatores (WEGLARZ, 2010).

Apesar do pH da carne poder variar entre 5 e 7, os produtos considerados de maior
qualidade tendem a ter valores de pH entre 5,4 e 5,6. Valores de pH superiores a 5,8, ja se
encontram associados a perda de algumas carateristicas sensoriais, bem como a maiores
dificuldades na conservagdo em refrigeragdo e na embalagem (WEGLARZ, 2010; SHANGE
etal., 2018).

O pH final ¢ determinado vinte e quatro horas apds o abate e influencia a cor ¢ a
capacidade de retengdo de dgua. Tanto a velocidade da descida do pH, como o valor final vao
influenciar as carateristicas da carne. Um pH final muito baixo, resulta em carne mais clara e
com menor capacidade de retencdo de agua; por oposicdo, um pH final muito elevado traduz-
se numa cor mais escura ¢ em menor perda de agua. Em termos economicos, carne com pH
final mais baixo ira ter perdas superiores associadas, uma vez que vai haver uma grande perda
de peso em agua e que ha um impacto assinaldvel no aspeto geral das pecas quando
embaladas. O pH baixo est4 associado também a maior perda de 4gua durante a preparacao, o
que por sua vez afeta o sabor e a dureza da carne (WEGLARZ, 2010; SHANGE et al., 2018).

A carne PSE (pale, soft and exsudative) resulta de uma descida acentuada e rapida do
pH post-mortem e carateriza-se por ser palida, mole e exsudativa, com pH baixo. J& a carne
DFD (dark, firm and dry) carateriza-se por ser seca, dura e escura e apresenta um pH
relativamente elevado, o que diminui o seu periodo de conservagdo e promove maiores
alteragdes de cor durante o armazenamento anaerobio. Durante o verdo, ha uma maior
probabilidade de a carne se apresentar com valores de pH compativeis com carne DFD, muito
provavelmente devido a um maior stress térmico (LEYGONIE, 2012).

O stress antes do abate ¢ considerado o maior fator de alteragdo do pH pds-morte para
valores inadequados, seja este de origem ambiental ou causado pelo maneio. O stress induz
geralmente um pH final mais elevado, uma vez que o musculo no momento do abate ja se
encontra com reservas muito baixas de glicogénio. A espécie, raca, sexo, idade, estagdo do
ano, alimentacdo do animal e método de abate também influenciam o pH final da carne. Pecas
obtidas em diferentes localizagdes da carcaca do mesmo animal apresentam ligeiras variacdes
de pH (SHANGE et al., 2018).

O pH pode ser medido através de sensores de medi¢do ou tiras colorimétricas, no

entanto, em ensaios alimentares costumam ser utilizados os sensores, uma vez que permitem
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medi¢des com precisdo decimal, muitas vezes essencial para uma melhor compressdo dos
processos a que a carne esta sujeita (WEGLARZ, 2010).

A carne escura, firme e seca (DFD), apresenta um pH elevado (> 6,0) e apresenta
baixos niveis de glicose, deteriora-se mais rapidamente que a carne com um pH considerado
normal porque a desaminagdo dos aminodcidos presentes nos tecidos pela flora de
deterioragdo aerobica inicia-se mais cedo do que em carne com pH normal. Mesmo se
armazenada sob condi¢des de vacuo ou em MAP, a carne DFD deteriora-se rapidamente,
devido ao pH alto que seleciona espécies bacterianas com um potencial de deterioragdo
superior ao das pseudomonas ou LAB, como por exemplo Sh. Putrefaciens e S. liquefacien. O
pH elevado da carne DFD deve-se ao teor reduzido de acido lactico, uma vez que esta carne
tem origem em animais sujeitos a elevados niveis de stress ambiental ante mortem, como a
exaustdo ou a temperatura elevada, condigdes que resultam na ineficiente transformagao do
glicogénio em 4acido lactico durante o rigor mortis. A suplementacdo de carne DFD com
glicose pode retardar a deterioragdo, reduzindo a formag@o de odor putrido em carnes frescas

armazenadas sob diferentes condi¢des (LEYGONIE, 2012).

1.4.2.3 Atividade da agua

A atividade da agua (ay) ¢ a relacdo entre a pressdo de vapor de um alimento em
relacdo a pressdo de vapor da 4gua pura & mesma temperatura e varia, por isso, entre 0 e 1. A
atividade da dgua traduz-se na quantidade de agua disponivel para hidratacio da matéria,
apesar de ndo ter unidades, e varia com a temperatura, solutos presentes, pH e potencial de
oxidacao-redu¢do. A medigdo ¢ feita numa cdmara selada, onde se mede a pressdo de vapor
apos ter sido atingido o equilibrio (SLADE et al., 1991).

A atividade da 4gua ¢ reduzida pela presenca de sais, j& que quando a agua se encontra
a interagir com estes, ndo esta disponivel para outras interacdes (podendo nesse caso ser
medida como contetdo em agua). E necessaria uma elevada concentragdo de solutos para
diminuir a atividade da 4gua para niveis antimicrobianos significativos (CHIRIFE et al.,
1996).

Na carne ocorre uma elevada diminuicdo da a, no periodo post mortem devido a
diminui¢do do pH que ocorre neste periodo e também por perda de adenosina trifosfato. A
carne de bovino fresca apresenta valores de a,, entre 0,980 e 0,992 representando um intervalo

Otimo para o crescimento de microrganismos (SCHMIDT et al, 2007).
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O controlo da atividade da dgua ¢ de grande importancia na industria alimentar para
aumentar a shelf life dos produtos e diminuir o desenvolvimento microbiano. Este ¢ diminuido
abaixo de uma atividade da agua de 0.91; ja a maior parte das leveduras e fungos nao se
conseguem desenvolver abaixo de 0,87 e 0,80, respetivamente. De qualquer forma a redugao
da ay leva a uma fase /ag maior, o que se mostra importante para a preservacao dos produtos
alimentares. Por outro lado, valores de a,, demasiado baixos traduzem-se em altera¢des de
textura, conferindo um efeito “crocante” ao alimento. No entanto, este ¢ apenas um dos
parametros que permite a obten¢ao de um ambiente hostil a multiplicacdo de microrganismos,
sendo o controlo da temperatura ¢ do pH juntamente com a a,, uma forma eficaz de prolongar

a vida util de um alimento (SLADE et al., 1991; CHIRIFE et al., 1996).

1.5 Analise sensorial

A qualidade dos alimentos pode ser avaliada com recurso a métodos microbioldgicos e
fisico-quimicos. No caso particular da carne, sdo realizadas contagens de certos tipos de
microrganismos e feitas medi¢cdes de parametros como a cor, a ay € o pH. A avaliacdo de
parametros organoléticos também acarreta importancia significativa na caraterizacdo da carne
e seus derivados, sobretudo numa o6tica de adaptacao do produto as preferéncias e expetativas
do consumidor e de avaliagdo da frescura com recursos a critérios menos dispendiosos. A
analise sensorial deve ser realizada por um painel de provadores treinados, que serdo capazes
de detetar pequenas alteracdes na qualidade da carne. Estes irdo avaliar a cor e o cheiro, bem
como realizar uma apreciagdo global da frescura. As provas da avaliacdo sensorial devem ser
realizadas sem conhecimento da composi¢do especifica da amostra ou das condigdes a testar,
de preferéncia sem a presenga de outras pessoas, num ambiente controlado com condicdes
constantes entre ensaios e provadores (MANCINI e HUNT, 2005).

O gold standard para avaliar a cor da carne fresca, sobretudo por se correlacionar
fortemente com a percecdo do consumidor e com a inten¢do de compra, ¢ a avaliagdo visual
em detrimento de outras formas de avaliagdo (CARPENTER et al., 2001).

O tipo de embalagem pode influenciar a percecdo da cor e deve ser tido em
consideragdo na realizacdo de quaisquer ensaios; idealmente amostras embaladas devem ser
retiradas da embalagem e avaliadas imediatamente a seguir a abertura, por forma a
preservarem as propriedades obtidas pela aplicagdo de qualquer tratamento ou substancia no

interior da embalagem ou pelas carateristicas da propria embalagem. E recomendavel o uso de
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controlos, uma vez que a opinido dos membros do painel de avaliadores pode variar
subjetivamente caso ndo haja qualquer referéncia ou meio de comparagdo. A luminosidade ¢é
outro fator importante, devendo ser estandardizada para determinado estudo; para maximizar
a aparéncia da cor e minimizar a foto-oxidagao, esta recomendada luz fluorescente com 1614
lux, com temperatura de 3000-3500 K. Luzes brancas puras ou que confiram coloragdes
rosadas, amarelas ou verdes sao evitaveis (MANCINI ¢ HUNT, 2005).

O uso de painéis de pessoas ndo treinadas, com escalas menos especificas ¢ menor
grau de discriminacdo entre carateristicas pode ser benéfico para alguns estudos, uma vez que
se aproxima mais da realidade do consumidor comum. Contudo, apesar de existir uma
tendéncia para desvalorizar a andlise visual da cor quando confrontada com métodos
quantitativos, os painéis de profissionais treinados apresentam maior grau de sensibilidade
para detecdo de descoloracdo pela presenca de metamioglobina, maior repetibilidade dos
resultados ¢ utilizagdo mais facil das escalas de cor (O’SULLIVAN et al., 2003a;
O’SULLIVAN et al., 2003b).

As escalas de cor mais usuais, apresentam as cores vermelha, rosa, azul e castanha,
que podem depois estar presentes com diferentes graus de intensidade. J4 os odores
desagradaveis ou off-odors costumam classificar-se como adocicado, amanteigado, rancoso,
acidico, amoniacal e putrido, estando associados com a deterioragdo quimica e a deterioragao

desencadeada por microrganismos (MANCINI e HUNT, 2005).

1.6 Técnicas para aumentar a vida util de produtos alimentares

O consumidor atual tem cada vez um leque mais amplo de oferta de diferentes
produtos alimentares, sendo que os avangos tecnologicos atuais possibilitaram a melhoria ndo
apenas do aspeto, como da seguranca alimentar de praticamente todos os alimentos. As
pessoas que compram carne avaliam a qualidade baseando-se sobretudo no odor e na cor da
carne, bem como na presenca de odores anormais indicadores de deterioragdo. Com o
surgimento de cadeias de distribuicdo cada vez mais extensas e a facilidade da importagdo e
exportacdo de bens, incluindo os alimentares, tornou-se cada vez mais premente a necessidade
de inibir a deterioracdo e preservar pelo maximo de tempo possivel a qualidade da carne. Os
métodos utilizados para isso pretendem entdo reduzir a carga microbiana presente na carne ou
impedir a sua multiplicagdo durante o transporte e armazenamento, sem que haja a adi¢do de

qualquer composto com potencial toxico ao alimento e mantendo a qualidade e, dentro do
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possivel, as carateristicas do produto original (ALBARRACIN etal.,2011; LAMBERT et al.,
1991).

As técnicas mais empregues na preservagao de alimentos envolvem inibir a
multiplicagdo de microrganismos e também retardar a oxidacdo lipidica. Os métodos mais
utilizados sdo os seguintes (ALBARRACIN et al., 2011):

a. Reducao da a,, (cura, secagem, evaporacao);

b. Controlo da temperatura ou aplicagdo de tratamentos térmicos;

¢. Aumento da acidez ou redugdo de pH (fermentagdo ou a adig¢ao de acidos);

d. Manipulagdo do potencial de oxidagdo/reducdo e adigdo de conservantes quimicos
(nitrato, nitrito, sulfitos);

e. Uso de microrganismos competitivos (Lactobacillus);

f. Embalagem em atmosfera modificada.

A temperatura ¢ o fator que isoladamente apresenta maior influéncia sobre o
crescimento de microrganismos na carne, cujo armazenamento no frio a temperaturas
inferiores a 7°C se traduz numa shelf life muito superior a temperatura ambiente. E de notar
que o impacto da refrigeracdo, no entanto, varia com o tipo de produto carneo, com a carga
microbiana inicial ¢ com o tipo de microrganismos presentes. A refrigeracdo seleciona
microrganismos psicrotroficos, enquanto uma sele¢do mais extensa ¢ induzida pelo tipo de
embalagem, j4 que a presenca de oxigénio afeta de forma diferenciada o potencial de
multiplicagdo das bactérias anaerdbias e aerdbias. O potencial de deterioracdo depende dos
grupos de microrganismos que dominam a matriz da carne e da sua capacidade de produzir
compostos organicos volateis, tais como ésteres, cetonas, aldeidos, compostos sulfurados,
aminas e acidos gordos volateis (NYCHAS et al., 2008; DOULGERAKI et al., 2012).

O termo “associagao deteriorativa” ¢ utilizado para descrever o facto de normalmente
este processo ser provocado por multiplas espécies de microrganismos, que contribuem para a
deterioragdo e trocam metabolitos e nutrientes entre si. Encontram-se estudados varios tipos
de relagdes microbioldgicas em ecossistemas alimentares, incluindo interagdes em que o
crescimento ou metabolismo de determinado organismo ¢ favorecido ou inibido pela presenca
de outro (GRAM et al., 2002).

Os microrganismos capazes de se multiplicar mais eficientemente serdo os que se
tornam a populacdo dominante € com maior impacto nos processos de deterioragdo.
Pseudomonas ¢ o género mais frequentemente encontrado na carne fresca armazenada em

condicdes de aerobiose. Este organismo € progressivamente substituido por microrganismos
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mesoéfilos quando a temperatura se aproxima dos 30°C, nomeadamente por microbiota da
familia Enterobacteriaceae. Em condi¢des de anaerobiose, como 0 armazenamento em vacuo,
predominam as bactérias psicrotroficas, tais como Lactobacillus spp., enquanto a temperatura
for inferior a 20°C e os lactobacilos mesofilos ou Clostridium spp. quando a temperatura se
aproxima dos 30°C (DOULGERAKI et al., 2012).

Estes dados vém reforgar a importancia da manuten¢do da temperatura de refrigeracao
ou congelacdao ao longo do tempo, ja& que mesmo sob atmosfera modificada ou vacuo pode
haver multiplicagdo de microrganismos patogénicos caso a mesma seja descurada. Uma vez
que as taxas de multiplicacdo dos diferentes grupos de microrganismos dependem das
condi¢des de armazenamento, ¢ desejavel modifica-las de forma a impedir a multiplicagao de
microrganismos totais e, simultaneamente, a dos grupos de microrganismos com maior
potencial deteriorativo (LAMBERT et al., 1991).

De entre os métodos de preservagdo da carne, a refrigeracdo assume um papel de
destaque, no entanto, mesmo assim ha multiplicagdo microbiana durante o periodo de
armazenamento, devido a acdo de espécies psicrotroficas de bactérias, pelo que as condi¢des
de preservacao da carne devem ser modificadas como um todo para se obter resultados
otimos. O uso de diferentes técnicas de conservacdo de forma sinérgica ira constituir uma
série de barreiras, de forma a retardar a deterioracao (“hurdle approach’). Esta abordagem
permite reduzir os efeitos nefastos de cada método em particular, o desperdicio energético e

os precos associados a sua aplicagdo (LAMBERT et al., 1991; ZHOU et al., 2010).

1.6.1 Controlo da temperatura

A manuten¢do da temperatura da carne fora dos intervalos 6timos para a multiplicacao
de microrganismos tem um efeito preventivo na deterioracao. A refrigeracao ¢ o método mais
utilizado na carne fresca, podendo ainda utilizar-se a congelagao, aplicando temperaturas mais
baixas. Ambas as técnicas apresentam eficacia elevada (BEAUFORT et al., 2009).

A refrigeragdo ¢ dos métodos mais antigos, tendo comegado a ser utilizado
comercialmente no século XIX. Reduzindo a exposi¢do da carne a temperatura ambiente
melhora ndo s6 a shelf life como também a aparéncia e a qualidade da carne de um ponto de
vista sensorial e microbiologico. A exposi¢do ao ar frio também diminui a atividade da agua
na carcaca ou pe¢a de carne. A descida controlada e rdpida da temperatura produz melhores

resultados, no entanto, ¢ necessario considerar o tamanho e espessura das pecas em causa,
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pois a porcao mais central deve atingir a temperatura pretendida e ndo apenas a parte exposta
ao ar (ZHOU et al., 2010).

O regulamento 853/2004 define que carne utilizada como matéria-prima para a
producao de preparados de carne nao pode atingir temperatura superior a 7 °C durante o
transporte ¢ armazenagem e deve ser trazida progressivamente para a sala de preparacao,
consoante a necessidade. Também define que esta carne nao pode exceder os 15 dias ap6s o
momento de abate dos animais, no caso da carne de bovino desossada ¢ embalada a vacuo.
Por outro lado, esclarece que a temperatura méaxima de refrigeragao de preparados de carne
durante o transporte e armazenagem ¢ 4 °C e no caso da congelacdo corresponde a no minimo
-18 °C.

A convec¢do natural do ar, em que o refrigerante ¢ empurrado através de tubos, € lenta
e menos controlada, enquanto que a convecgao for¢ada do ar, acompanhada por ventoinhas
para promover o movimento do ar ¢ muito mais eficiente. A diminui¢do rapida da temperatura
aumenta o rendimento do produto final, uma vez que a perda de 4gua por evaporagdo ¢
menor. A refrigeragdo ultrarrapida da carne antes da instalacdo do rigor mortis, por seu lado,
pode provocar endurecimento e encurtamento pelo frio das fibras musculares. A refrigera¢ao
por aspersao, por sua vez, ¢ capaz de melhorar a oxigena¢do da mioglobina superficial sem
aumentar a formag¢do de metamioglobina, mantendo uma cor vermelha brilhante e diminuindo
a perda de agua simultaneamente (FELDHUSEN et al., 1995).

A congelacdo comegou por ser utilizada para a preservacdo da carne durante o
transporte maritimo a longas distdncias, o seu uso apresenta vantagens excecionais,
nomeadamente a diminuicao da multiplicacdo microbiana e das altera¢des quimicas (oxidagao
lipidica), o que permite a preservacdo das carateristicas originais. A congelagdo rapida
diminui a formagao de cristais de gelo intracelulares e consequentemente a perda de dgua. A
taxa de congela¢do depende do tamanho da peca, da temperatura que se pretende atingir, das
suas carateristicas de condug¢do do frio, da temperatura do ambiente de congelagao, do método
utilizado e, no caso de cortes de carne mais pequenos, do material utilizado na embalagem
(ZHOU et al., 2010).

A temperatura de -55 °C foi sugerida como sendo ideal para o armazenamento de
carne para prevenir completamente as alteragdes de qualidade. A esta temperatura, as reagdes
enzimaticas, oxidacdo lipidica e formacgdo de cristais de gelo e atividade microbiana sdo
minimas, havendo por isso menores ou praticamente nenhumas alteracdes deteriorativas

durante o armazenamento (HANSEN et al., 2004; ZHOU et al., 2010).
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1.6.2 Embalagem em atmosfera modificada

Uma vez que a shelf life ¢ limitada pela multiplicacdo microbiana, sobretudo por
microrganismos aerdbios deteriorativos, como Pseudomonas spp., torna-se loégico adicionar
uma barreira adicional em conjunto com a refrigeracdo para prolongar a shelf life. A
embalagem em atmosfera modificada (MAP) ¢ um método de conservacao que consiste em
modificar a atmosfera gasosa que envolve o produto alimentar, utilizando para isso uma
embalagem que funciona como barreira pouco permeavel a gases de forma a manter a sua
constitui¢do inalterada e define-se como a embalagem de produtos alimentares em materiais
com uma barreira na presenca de gas cuja concentragcdo dos ingredientes foi modificada para
alterar ou inibir a multiplicagdo de microrganismos, retardando a oxidacdo enzimatica, com a
intengdo de aumentar a shelf life (STOOPS, 2015).

A modificagdo da atmosfera geralmente consiste no aumento da quantidade de didéxido
de carbono e pela adi¢do de nitrogénio. Os métodos normalmente utilizados para a alteracao
da atmosfera de alimentos embalados sdo o embalamento a vacuo ¢ a alteragao da composi¢ao
da atmosfera dentro das embalagens (LAMBERT et al., 1991).

A embalagem a vacuo ¢ provavelmente o método mais difundido de extensdo da shelf
life e manutencdo da qualidade da carne, sendo muito utilizado na indistria da carne. O
produto ¢ colocado numa embalagem de filme pouco permeével ao oxigénio, o ar ¢ evacuado
e a embalagem selada. A permeabilidade do filme ¢ um fator chave para a eficicia deste
método. A contagem de Pseudomonas spp. ¢ consideravelmente maior em embalagens com
filmes de maior permeabilidade (LI, 2012).

Se realizado corretamente, o O, presente serd inferior a 1%, havendo uma pequena
percentagem de CO, produzida pelas bactérias e células musculares; as mudangas nas
concentragdes relativas destes gases influenciam as populagdes bacterianas presentes de
forma seletiva. Uma elevada percentagem de vacuo minimiza a descoloracao da superficie da
carne, melhora a aparéncia da gordura e pode melhorar a aparéncia geral da carne até trinta e
cinco dias. Sob condicdes de anaerobiose e a temperaturas de refrigeracao, Lactobacillus spp.
apresenta uma taxa de multiplicacdo mais rapida, o que explica o seu predominio em carne
embalada em vécuo, sobretudo quando associado ao seu efeito de inibi¢do da multiplicagdo de

outros microrganismos. Assim, a extensdo da shelf life da carne embalada em vacuo e
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refrigerada ¢ resultado dos efeitos sinérgicos do CO,, da baixa tensdao de O, e da produgdo de
agentes antimicrobianos por parte dos lactobacilos (LIMBO, 2010; STOOPS, 2015).

A maior desvantagem do uso de embalagens a vacuo em cortes de carne € a coloragao
vermelho pirpura que a carne apresenta devido a forma de desoximioglobina, nao sendo esta
a cor mais apetecivel e preferencial por parte do consumidor. Outra limitacdo ¢ a alteracdo da
forma do corte de carne e a potencial rutura da embalagem se se estiver na presenga de 0ssos,
no entanto, estas sao preocupacdes que podem ser precavidas. Por outro lado, a embalagem
em vacuo tem vantagens incontornaveis, nomeadamente diminui¢ao da perda de peso da peca
por desidratacdo, preservacao da cor do musculo no seu estado original e prolongamento da
shelf life. Como alternativa a este tipo de embalagem, a carne pode ser embalada em
atmosfera modificada para uma melhor preservagao da cor. Este método também pode
permitir uma reducdo da degradacdo microbiana. As atmosferas utilizadas consistem em
misturas de concentracdes variaveis de oxigénio, dioxido de carbono e nitrogénio, apesar de
ser possivel utilizar atmosferas com apenas um destes gases. O oxigénio tem como fung¢do
promover a coloracdo vermelho cereja da carne, mantendo a mioglobina na forma oxigenada
(oximioglobina), estimula também o crescimento de bactérias aerobias em detrimento de
bactérias anaerdbias, sobretudo de Pseudomonas spp. € B. thermosfacta (LAMBERT et al.,
1991; LI, 2012).

A principal fun¢do do nitrogénio € prevenir o colapso da embalagem quando o CO; se
dissolve no tecido muscular. O nitrogénio ndo apresenta efeitos antimicrobianos, nem
influencia a coloracdo da carne. O CO,, por seu lado apresenta atividade antimicrobiana
quando adicionado a concentragdes de 20% ¢ capaz de alterar a microbiota presente. A
presenca de CO, nas embalagens de carne leva a inibicdo do crescimento microbiano e
provoca uma mudanca na microbiota dominante para grupos bacterianos com menos
potencial de deterioragdo. (LIMBO, 2010).

A inibi¢do do crescimento de microrganismos feita pelo CO, € potenciada pelo
armazenamento a baixas temperaturas, uma vez que a dissolu¢do do gas na fracdo aquosa da
carne ¢ superior a temperaturas baixas do que a altas. A eficicia destas duas medidas
combinadas ¢ de particular relevancia na multiplicacdo de Pseudomonas spp., havendo por
1sso uma extensao do periodo de preservacao das carateristicas da carne (NYCHAS, 2008).

A combinacdo de gases ideal, bem como as concentragdes relativas destes, ¢ tema
ainda em discussdo, apesar de haver consenso de que a presenca de oxigénio ¢ essencial para

a preservagdo da cor dentro de pardmetros preferenciais do consumidor e que a presenca da
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mioglobina na forma oximioglobina é a mais atrativa. E necesséario ponderar que o oxigénio
também promove o desenvolvimento de bactérias deteriorativas e aumenta a taxa de oxidagao
lipidica. O uso de monodxido de carbono a 1% permite manter a cor da carne e impedir a
multiplicagdo microbiana, no entanto a sua utilizacdo ndo se encontra particularmente
difundida devido a ndo autorizagdo da sua utilizagdo na EU, devido a eventual toxicidade do
gas e a ma percecao por parte do consumidor da sua presenca em embalagens de alimentos
(LI, 2012; SINELLI, 2010).

Os efeitos positivos induzidos pela MAP podem ser largamente reduzidos se o
armazenamento ocorrer a temperaturas inadequadas. De facto, quando a carne fresca em MAP
¢ armazenada a temperaturas superiores as sugeridas, ndo s6 o crescimento microbiano e as
reacdes quimicas aceleram, mas a atmosfera da embalagem muda, contribuindo para a
deterioragdo antes da data definida para o fim de validade. Infelizmente, embora a maioria dos
paises tenha estabelecido regulamentos indicando limites maximos de temperatura para o

armazenamento refrigerado, estes sdo frequentemente violados (LIMBO, 2010).

Tabela 1: Associagdo de microrganismos dominantes em carne fresca armazenada a 0-4°C sob
diferentes atmosferas de gas adaptado de NYCHAS et al (2008)

Composicao de gas Microrganismo

Ar Pseudomonas spp.

>50% CO, com O, B. thermosphacta

<50% CO; com O, B. thermosphacta e BAL

100% CO, BAL

Vécuo Pseudomonas spp., B. thermosphacta, Sh. putrefaciens
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1.6.3 Aditivos

O Regulamento (CE) n® 1129/2011 define e restringe o tipo de aditivos que podem ser
utilizados em cada produto alimentar. Em preparados pré-embalados de carne fresca picada,
apenas se pode utilizar acetato de potassio (E261), acetato de sodio (E262), acido ascorbico
(E300), ascorbato de sodio (E301), ascorbato de calcio (E302), lactato de sédio (E325) e
potassio (E326), acido citrico (E330) e citratos de sodio (E331), potéassio (E332) e célcio
(E333). Os sulfitos (E338) podem ser utilizados em preparados de carne fresca picada se
forem adicionados no minimo 4% de cereais ou outros vegetais a carne.

Vérios microrganismos produzem alcoois e acidos através da fermentagdo anaerodbia,
que inibem outros microrganismos que estdo presentes concomitantemente ¢ que podem
promover a deterioragdo dos alimentos, podendo entdo servir o proposito de contribuir para a
preservacdo. O 4cido latico ¢ frequentemente utilizado com eficdcia para diminuir a
multiplicagdo microbiana em carnes frescas. Contudo, os acidos organicos podem provocar
descoloragdo e a formagao de odores desagradaveis. O uso de sais, como lactato de sodio e
cloreto de sodio, também ¢ comum na industria da carne, uma vez que conferem sabor,
prolongam o tempo de prateleira e aumentam a seguranga microbioldgica dos produtos. Os
efeitos antimicrobianos dos lactatos provém da sua capacidade de diminuir a atividade da
agua e da inibigdo direta pelo 1o lactato (ZHOU et al., 2010).

Diversos compostos naturais tém vindo a ser investigados como alternativa aos
aditivos quimicos usuais, entre os quais se encontram 6leos essenciais e a lisozima. Varias
especiarias e Oleos essenciais tém propriedades de conservagdo e aumentam
comprovadamente o periodo de conservagao dos produtos. Aqui pode incluir-se eugenol dos
trevos e isotiocianato de alila das sementes de mostarda (STILES e HASTINGS, 1991;
ZHOU et al., 2010).

1.6.3.1 Reguladores de acidez

A acidificagdo ¢ utilizada na conservacao de alimentos ja ha muito tempo, tendo tido a
sua origem na agdo dos microrganismos sobre substratos especificos. Com a evolucao da
tecnologia alimentar tornou-se vulgar a utilizagdo direta de certos acidos organicos, tais como
o acido citrico, latico e acético e seus sais alcalinos. Os acidos atuam de duas formas distintas:

por um lado aumentam a concentragdo de hidrogenides que causa diminuicdo direta do pH e
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por outro exercem uma a¢ao antimicrobiana especifica, dependente da fragcdo nao dissociada

dos acidos. (SINELL 1981).

1.6.3.1.1 Acido acético e seus sais

A acdo do acido acético e seus sais (acetato de potassio e acetatos de sddio) ¢ devida
sobretudo a diminui¢do do pH quando adicionado, ndo tendo atividade microbiana direta,
atuando apenas devido a diminui¢do de pH, resultante da dissociacao dos diacetatos (ZHOU

et al., 2010).

1.6.3.1.2 Acido latico e seus sais

O uso de sais, como o lactato de sddio, também é comum na industria da carne, uma
vez que conferem sabor, prolongam o tempo de prateleira e aumentam a seguranca
microbioldgica dos produtos. Os efeitos antimicrobianos dos lactatos provém da sua
capacidade de diminuir a atividade da agua e da inibi¢ao direta pelo ido lactato (ZHOU et al.,
2010).

A adigdo de lactato de sodio ou lactato de potéssio causa a diminui¢do da atividade da
agua (ay), 0 que vai provocar uma inibi¢cdo do crescimento microbiano de forma indireta. Um
estudo realizado em fiambre fatiado demostrou que a substituicao de parte do cloreto de sddio

utilizado por lactato de sddio permitia aumentar a vida util do produto (KOOS 1991).

1.6.3.2 Antioxidantes

Os antioxidantes sdo definidos como substancias usadas para preservar os alimentos,
retardando a sua deterioragdo, rancificacdo e descolora¢do originadas pela oxidagdo. Devem
ser adicionados o mais rapidamente possivel para serem eficientes, em virtude de ndo
possuirem capacidade de inverter a oxidagdo ja ocorrida (BUCK, 1991). Antioxidantes
naturais extraidos de especiarias e frutos sdo usados ha seculos para protecdo de alimentos
como ¢ o caso do Rosmaninho, usado frequentemente apresenta diversas substdncias com
propriedades antioxidantes. A acerola ¢ um fruto que também apresenta varias substancias
com propriedades comprovadamente antioxidantes e ¢ bem conhecida como uma excelente

fonte de vitamina C (EVANS, 1991, REALINI, 2015).
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A acdo dos antioxidantes nos alimentos ¢ devida a interferéncia que causam na
formagao de radicais livres. Estes compostos atrasam ou inibem a fase de iniciacdo ou de
formagdo de radicais livres, cedendo o antioxidante um protdo ao radical de gordura livre,
adquirindo este maior estabilidade. Os antioxidantes devem formar radicais livres estaveis e
de baixa energia, de forma a ndo favorecer a propagacdo da oxidagdo das gorduras (BUCK,

1991).

1.6.3.2.1 Acido ascérbico e seus sais

Igualmente conhecido como vitamina C, tem um poder redutor elevado e apresenta um
sabor acido sendo utilizado pelas suas propriedades antioxidantes. O seu sal sédico L-
ascorbato de sddio € mais estavel, no entanto apresenta menor atividade redutora e ambos sdo
insoluveis em lipidos ndo desempenhando papel de antioxidante nos tecidos adiposos, no
entanto na carne reforca o poder redutor do meio muscular e protege a mioglobina da
oxidagao, retardando o aparecimento de colora¢des acastanhadas na carne, quer isoladamente,
quer em combinagdo com outras substancias de origem sintética ou natural (SANCHEZ-
ESCALANTE et al., 2003; AHN e NAM, 2004).

O uso de acido ascorbico em preparados de carne como a comegou a ser explorado na
década de 80, uma experiéncia realizada nessa altura demonstrou que a adi¢do de acido
ascorbico em burger meat aumentou a shelf life do produto, utilizando-se tanto andlise
espetrofotométrica como escalas visuais para esta avaliacdo (REALINI, 2015).

Alguns estudos com burger meat indicaram que a adigdo simultdnea de &cido
ascorbico e alecrim incrementaram a shelf life consideravelmente, diminuindo a descoloragao

e a producio de off-odors (SANCHEZ-ESCALANTE et al., 2003).

1.6.3.2.2 Acido citrico e seus sais

O 4cido citrico foi isolado pela primeira vez a partir de sumo de limao, este composto
forma quelatos com ides metélicos livres, dando origem a complexos mais o menos estaveis,
impedindo assim que estes 10es possam provocar reacoes de oxidacao indesejaveis, por esta
razdo se utiliza o 4cido citrico como sinérgico com outros antioxidantes na preparacdao de
transformados de carne. O 4acido citrico ou os seus sais sdo habitualmente adicionados

juntamente com outros antioxidantes para potenciar o efeito destes do seguinte modo:
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- Promover um meio &cido para dar estabilidade aos antioxidantes e gorduras
- Regenerar os antioxidantes primarios
- Formar quelatos complexando assim metais contaminantes como o ferro € o cobre

(BUCK, 1991)

1.6.4 Sal

A importancia do sal como substancia conservante de alimentos ¢ conhecida desde o
antigo Egipto e persistiu até aos nossos dias, apesar de hoje em dia se utilizar em conjunto
com outras substancias. Adicionalmente, ¢ um ingrediente com grande importancia na
industria alimentar devido as propriedades organoléticas que proporciona. (SINELL 1981).
Confere ao alimento um sabor caracteristico, inconfundivel, podendo transformar-se em
amargo quando estdo presentes outros catides alem do sdédio. Exerce varias fungdes nos
produtos carneos destacando-se o papel conservador, saborizante € agdo sobre proteinas. Tem
a capacidade de diminuir a atividade de agua de um sistema (valor a,;), diminuindo assim a
viabilidade dos microrganismos e prolongando a capacidade de conservacdo do alimento
(ALBARRACIN et al, 2011; LIEM et al., 2011).

O cloreto de so6dio € um micronutriente essencial para o qual grande parte dos animais
incluindo o ser humano, apresentam elevada apeténcia. Esta apeténcia ¢ influenciada por
fatores individuais, mas, sobretudo, “aprendida” através da exposicdo a alimentos com sal.
Entre as suas fungoes fisioldgicas, encontra-se regulacdo do equilibrio osmético e 4acido-base,
transmissao neuronal, funcao renal e contracdo do miocardio (LIEM et al., 2011).

Os produtos carneos processados correspondem a uma das principais fontes de sodio
da dieta, na forma de cloreto de sddio. A utilizacdo de sal e o consequente consumo de sodio
esta associada maioritariamente a cloreto de sodio, mas o sédio € utilizado em diversos outros
aditivos utilizados nos produtos carneos (DESMOND, 2006).

Apesar dos seus efeitos benéficos e de ser essencial para o bom funcionamento do
organismo, o consumo atual de sal pelas sociedades ocidentais excede as doses didrias
recomendadas. Este consumo excessivo encontra-se associado ao aumento das doencas
cardiovasculares, cancro do estdmago, diminuicdo da densidade 6ssea e obesidade (LIEM et
al.,2011).

Dados recolhidos em todo o mundo sugerem que o consumo médio de sédio esta bem

acima do necessario para a funcdo fisiolégica e em muitos paises € superior a 2 g/dia
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(equivalente a 5 g de sal por dia), valor recomendado pela Organizagdo Mundial de Satude. O
consumo médio de sal na maioria dos paises do mundo ¢ de aproximadamente 9 a 12 g/d (3,6
a 4,8 g/d de sodio), sendo que em criangas com mais de 5 anos ¢ geralmente superior a 6 g/d,
aumentando com a idade (RUUSUNEN e PUOLLANE, 2005; HE e MACGREGOR, 2010).

A ingestdo de sodio estd relacionada linearmente com hipertensdo arterial, sendo as
doencas cardiovasculares as que se encontram mais correlacionadas com o consumo
excessivo de sal. Globalmente, a hipertensdo arterial afeta quase metade dos adultos,
estimando-se que seja responsavel por cerca de 49% de todas as doencas corondrias e 62% de
todos os acidentes vasculares-cerebrais (ABURTO et al. 2013).

Assim, apesar de preméncia da reducdo do consumo de sal, as medidas adotadas sdo
muitas vezes insuficientes, j& que a auséncia ou reducdo do sal nos produtos alimentares
provoca alteragdes do sabor consideradas inaceitdveis pelo consumidor. O custo ¢ outra
barreira significativa a substituicdo do sal, uma vez que ¢ um dos ingredientes mais
econdmicos para adicionar aos alimentos (DESMOND, 2006; LIEM et al., 2011).

Estudos desenvolvidos no sentido de permitir a redugdo do sal, devem abordar os
efeitos desta sobre as fungdes tecnologicas que o sal possibilita, tais como a capacidade de
retengdo de agua, a textura, o impacto sensorial, a estabilidade do produto e o prazo de
validade. A substituicdo ou redugdo de sal ocorre por meio do uso de substitutos de cloreto de
sodio tais como cloreto de potassio ou fosfatos; intensificadores de sabor e otimiza¢do da

forma fisica do sal. (DESMOND, 2006).

1.7 Salicornia ramosissima

A salicornia ¢ uma planta halofita — consegue completar o seu ciclo de vida em
ambientes com uma elevada concentracdo de sal —, pelo que se carateriza pela presenca de
elevadas concentracdes de sais nos tecidos, uma vez que os absorve diretamente do solo ou
mar, sendo capaz de se desenvolver em condi¢des extremas de salinidade. O armazenamento
dos sais ¢ efetuado numa glandula especializada, garantindo a sobrevivéncia da planta.
Devido ao facto de armazenar uma grande concentragdo de sais nos tecidos, € capaz de
conferir um sabor salgado. Apresenta elevado valor nutricional devido a presenca
consideravel de compostos com propriedades antioxidantes comprovadas, tais como a

vitamina C e os carotenos (DAVY et al., 2001; YENSEN, 2008; VENTURA et al., 2011).
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A Salicornia inclui uma imensa panodplia de espécies e variedades devido a endogamia
e plasticidade fenotipica do género (DAVY et al, 2001). O género Salicornia L. estd
amplamente distribuido na Europa, Asia, América do Norte e Africa do Sul e é composta por
aproximadamente 30 espécies. A Salicornia tem caules suculentos e folhas extremamente
reduzidas. Tem um conjunto diversificado de aplicacdes, desde utilizagdo como aditivo na
fabricacdo de vidro e sabdo e no desengorduramento de tecidos, ao seu uso em dietas animais
e humanas e, mais recentemente, na producao de biocombustiveis (Kim et al., 2014). Além
disso, diversos estudos identificaram muitos beneficios para a satde, incluem possivel
atividade antioxidante, antibacteriana, anti-inflamatoria, imunomoduladora,
antihiperglicémica e antihiperlipidémica. Estas propriedades benéficas foram associadas com
a presenga de compostos quimicos como os esterdis, derivados do 4acido clorogénico,
glicosideos de quercetina e saponinas triterpenoides. (Woods ef al, 2017)

Em relacdo as qualidades nutricionais a Salicornia L. contém aminoécidos essenciais,
acidos gordos, vitaminas (vitaminas A e C, entre outros), ¢ rica em fibras ¢ em uma grande
diversidade de micronutrientes, incluindo sédio, potéssio, calcio, magnésio, ferro e iodo.

A Salicornia ramosissima ¢ uma espécie nativa da flora portuguesa, também presente
em Espanha, Franca, Inglaterra e Alemanha. Em Portugal, foi considerada durante muito
tempo uma planta invasora das salinas, e sO recentemente despertou interesse como produto
gourmet devido ao seu forte sabor salgado e textura crocante. Os caules carnudos deste
vegetal sdo bastante requisitados pela cozinha gourmet, ndo s6 pelo seu sabor salgado, mas
também pelo seu valor nutricional (nomeadamente a nivel de minerais e vitaminas

antioxidantes, como vitamina C e B-caroteno).
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Figura 3: Salicornia ramosissima na ria de Aveiro (http://www.ilha.ilhadospuxadoiros.pt/galeria.aspx)

A utiliza¢do da Salicornia ramosissima como um ingrediente alimentar funcional ja
foi testada. Foi introduzida, com sucesso, em pao com reducao de sal (Woods et al, 2017)

O uso de Salicornia herbacea em salsichas com redugdo de sal e gordura conduziu a
uma diminui¢do das perdas na cozedura e a um aumento da estabilidade da emulsdo. Outros
investigadores concluiram que a utilizacdo de Salicornia herbacea a uma concentragdo de 2%
em panados de porco melhorava aceitabilidade geral, a textura, a aparéncia, a cor ¢ o sabor
quando comparada com o controlo que tinha sal adicionado. Para além disso, concluiram que
a utilizagdo de salicornia aumenta a preferéncia, a qualidade e a atividade antioxidante, o que

eleva o valor do produto final (KIM et al., 2014; JOO e CHOI, 2014).

1.8 Malpighia ermaginata

Devido a preocupagdes com a seguranca toxicoldgica dos antioxidantes sintéticos, as
carnes ¢ os produtos carneos que contém antioxidantes naturais sdo mais desejaveis do ponto
de vista do consumidor. As plantas naturais sdo consideradas um importante objeto de
investigacdo, a fim de fornecer novas fontes de antioxidantes naturais, € a sua investigagdo e
consequente utilizagdo estd a tornar-se altamente relevante (REILINI ef al., 2015).

Malpighia ermaginata usualmente conhecida como acerola ¢ um fruto oriundo da
fndia ocidental, também cresce na América do Sul principalmente no Brasil devido a sua boa
adaptacdo ao clima e ao solo. Rica em fitoquimicos com conhecidas propriedades

antioxidantes, nomeadamente a vitamina C. Este fruto tem sido utilizado na industria

cosmética e alimentar precisamente pela sua atividade antioxidante. As frutas enquanto verdes
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podem conter até 3% de vitamina C, o que as torna uma fonte natural deste composto, apesar
de potenciais perdas que possam ocorrer durante o processamento € armazenamento.
Recentemente tem sido prestada mais atengdo a sua constituicdo em termos de carotenos e
bioflavonoides devido as suas propriedades antioxidantes. Sabe-se hoje que a acerola
apresenta 17 pigmentos carotenos e em relacdo aos bioflavonoides, os principais componentes
da acerola sdo as antocianinas e os flavondis (NAGAMINE et al., 2004; MEZADRI et
al.2008).

MEZADRI et al. (2008) concluiram que a polpa e o sumo de acerola apresentam um
grande poder antioxidante in vitro, e também que a contribui¢do de vitamina C para a
atividade antioxidante da acerola varia entre 40% e 83%, sendo o restante devido aos
polifenodis, principalmente acidos fendlicos. Desta forma o fruto e derivados de acerola sao

potentes antioxidantes e podem ter valor potencial como ingredientes alimentares funcionais.

Figura 4: Arvore e fruto Malpighia emarginata (https://ntbg.org/database/plants/detail/malpighia-

emarginata).

Em 2015, foi publicado um dos primeiros estudos em que se aplica extrato de acerola
numa concentracao de 0,15% em carne fresca, mais precisamente em preparados de carne. Os
resultados indicam que o uso de acerola como antioxidante ¢ um método eficaz na diminui¢ao

da alteracdio da cor e oxidacdo lipidica destes produtos (REILINI et al., 2015).
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Capitulo II - Objetivos

2 Objetivos

Os objetivos deste trabalho sao:

e Avaliar a acdo da adicdo de Salicornia ramossisima nas caracteristicas
microbiologicas, fisico-quimicas e sensoriais em hamburgueres de bovino
Mertolengo D.O.P.;

e Avaliar a agdo da adicdo de Malpighia Ermaginata nas caracteristicas
microbioldgicas, fisico-quimicas e sensoriais em hamburgueres de bovino
Mertolengo D.O.P.;

e Verificar se sdo substancias passiveis de aumentar a vida 1til de hamburgueres

armazenados em atmosfera modificada.
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3.1 Preparacio, embalagem, armazenamento e processamento das amostras

Foram utilizados os musculos semitendinosus e semimembranosus excisados (4 dias
post mortem), de bovino Mertolengo D.O.P. (machos; n=3) e¢ acondicionados em embalagens
a vacuo. Os 3 lotes de carne foram transportados para o laboratério TeQSA em condigdes de
refrigeragdo (T°<4°C) e de higiene, de forma a preservar as qualidades da carne e evitar a sua

contaminag¢ao ou deterioragao.

Posteriormente, ja no interior das instalagdes do laboratério, os 3 lotes foram
fisicamente separados e armazenados a uma T* de 3°C+0,5 enquanto decorria a preparagao

das amostras.

No mesmo dia a carne foi preparada na sala de transformagdo do laboratério TeQSA,
previamente higienizada e o ambiente refrigerado (T* 12°+0,5). Comecgou-se por extrair a
gordura presente e reduzir as pegas de carne a pedagos de aproximadamente 4 cm’, com 0
auxilio de uma faca de inox e uma luva de inox anticorte, esterilizadas em agua a 82°C.
Inicialmente recolheu-se amostras de cada lote de carne para analise microbioldgica e de
seguida foi prontamente picada numa picadora (PM70, Mainca; Espanha) com um disco
perfurado de 4mm de forma a obter um corte fino tipico de hamburguer. Cada lote foi
separado em 6 partes iguais e cada uma das partes homogeneizada com os varios ingredientes
que correspondem a cada uma das condigdes testadas. Foram testados dois ingredientes
diferentes de forma independente e em conjunto, o extrato de acerola (Formulab, LDA,
Portugal) e a salicornia em p6 (Horta da Ria, LDA, Portugal) de acordo com as Tabelas 2 e
Tabela 3.

Tabela 2: Planeamento experimental do efeito da acerola em hamburgueres de bovino Mertolengo D.O.P.

Sal (1%) Extrato de acerola (0,3%)
Controlo - -
Sal v -
Acerola v v
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Tabela 3: Planeamento experimental do efeito da salicornia em hambtirgueres de bovino Mertolengo D.O.P.

Sal (1%) Salicornia em p6 (%)
Controlo - -
Sal v -
Salic. 1% - 1
Salic. 1,5% - 1,5
Salic. 2% - 2

Por forma a obter uma correta homogeneizagdo de todos os constituintes do
hamburguer, os ingredientes (condimentos) foram previamente misturados com 15 ml de 4gua
destilada, formando uma mistura homogénea e introduzidos na carne picada, SmL de cada vez
em 3 pontos aleatorios da carne, enquanto esta era misturada em velocidade lenta numa

misturadora durante 30 segundos.

De seguida foram moldados hamburgueres de bovino Mertolengo D.O.P. de
20,0g+0,5g, com 1 cm de espessura e 4 cm de didmetro, com o auxilio de uma placa de Petri.
Foram embalados individualmente em sacos PA/PE co-extrudido (Formulab, LDA, Portugal),
submetidos a atmosfera modificada (70% O;: 30% CO»; Air liquide, Portugal) e selados numa
maquina de embalagem propria para o efeito (V-420 SGA, SAMMIC, Espanha).

No total foram produzidos 315 hamburgueres de bovino Mertolengo D.O.P, 15
hambtrgueres por cada uma das 6 condic¢des, em triplicado (trés lotes). Em cada um dos 5
tempos analisados eram utilizados 3 hamburgueres de bovino Mertolengo D.O.P de cada

condi¢do (microbiologia, andlise sensorial e anélises fisico-quimicas).

As amostras foram armazenadas a 1,5°C+0,5 numa camara frigorifica e analisadas nos
dias 1, 3, 5, 7, 10. A dinamica experimental consistiu em cada dia de analise a realizacao da
analise microbioldgica primeiro, seguida da analise da cor instrumental (CIELAB) e por fim a
andlise sensorial. Devido ao tempo despendido durante a realizacdo dos procedimentos
anteriormente referidos foi necessario proceder a ultracongelacdo da amostra (-18°C+0,5) para
posteriores analises fisico-quimicas (pH e atividade da dgua). A amostra foi posteriormente
cuidadosamente descongelada até a temperatura de refrigeragdo (T° 2°C£0,5) e depois até a

temperatura ambiente de forma a evitar alteragdes significativas principalmente ao nivel da a,,
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permitindo a absor¢do de qualquer condensag¢do que tenha surgido durante o processo de

congelagdo e descongelacdo conforme descrito por VOYSEY (1999).

3.2 Analise microbiologica

A analise microbioldgica foi feita inicialmente, as pecas de carne, antes da producao
dos hamburgueres de bovino Mertolengo D.O.P onde se recolheram 10,0g de amostra, em
condicdes assépticas, de cada um dos lotes para quantificacdo de microrganismos mesoéfilos
totais e psicrotroficos totais, Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp., Brochotrix
thermosphacta, BAL, fungos, E. coli, assim como 25,0g de amostra para pesquisa de

Salmonella spp e Listeria monocytogenes.

Posteriormente a andlise microbioldgica foi executada nos dias 1, 3, 5, 7 e 10 aos
hamburgueres de bovino Mertolengo D.O.P produzidos. Os hamburgueres de bovino
Mertolengo D.O.P foram sucessivamente retirados da refrigerag¢do de acordo com a
necessidade. Todas as condi¢des em estudo foram analisadas numa camara de fluxo laminar
em meio estéril, pesando-se 10,0g de cada hamburguer de bovino Mertolengo D.O.P, que foi
posteriormente diluido em 90 ml de solucdo de triptona sal (triptona a 0,3% e NaCl a 0,85%,
esterilizada a 121°C durante 15 minutos) dentro de um saco “Stomacher” e homogeneizada
num “Stomacher” durante 90 segundos. As dilui¢cdes decimais sucessivas foram realizadas em
tubos de ensaio onde se juntou 1ml da solucao proveniente do saco de “Stomacher” com 9 ml
de triptona sal esterilizada. De seguida, realizaram-se as sementeiras por superficie ou por
incorporagdo nos recpetivos meios de cultura. Colocaram-se as placas a incubar em estufas
(ipp260, Memmert, Alemanha), de acordo com o tempo e temperatura estipulados para cada

um dos microrganismos a analisar.

47



3.2.1 Normas de enumerac¢io microbioldgica

3.2.1.1 Isolamento e contagem de microrganismos mesdéfilos (aerdébios totais a 30°C)

A sementeira para detegdo destes microrganismos foi feita de acordo com a norma
ISO 4833 (1991), por incorporagdo de 1 ml da suspensdo original e das respetivas diluigdes,
em meio de cultura seletivo PCA (Plate Count Agar) (Liofilchem 610040). As placas
semeadas foram incubadas a 30°C durante 72 horas e posteriormente efetuou-se a contagem

das colonias. Os resultados foram expressos em log ufc/g.

3.2.1.2 Isolamento e contagem de microrganismos psicrotroficos (aerdbios totais a 7°C)

Tal como para os mesoéfilos totais, a sementeira foi feita de acordo com a Norma
Portuguesa 2307 (1987), por incorporacdo em meio de cultura seletivo PCA (Plate Count
Agar) (Liofilchem 610040). de 1 ml da suspensdo original e das respetivas diluigdes. As
placas semeadas foram incubadas a 7°C, durante 10 dias e posteriormente efetuou-se a

contagem das colonias. Os resultados foram expressos em log ufc/g.

3.2.1.3 Isolamento e contagem de Enterobacteriaceae

A sementeira foi feita seguindo a norma ISO 5552 (1997), por incorporagdo de 1 ml da
suspensao original e das respetivas diluigdes em meio de cultura seletivo VRBG (Violet Red

Bile Glucose) Agar (Scharlau 01-295-500) com dupla camada.

Colocaram-se as placas a 37°C, ap6s 24 horas foi efetuada a contagem de colonias
tipicas de coloragdo purpura (cor rosa a vermelho, com ou sem halos de precipitagdao, ou
colonias mucoides sem cor definida). De acordo com a norma, repicaram-se 5 colonias para
agar nutritivo e colocaram-se a 30°C durante 24 horas de modo a fazer o teste da oxidase
(confirmagdo bioquimica) e capacidade de fermentagdo da glucose em meio Glucose Agar
(Harrigan e McCence, 1979). Considerou-se positivo quando o resultado da oxidase foi
negativo e o da glucose positivo. Apds contagem das coldnias e confirmacdo, os resultados

foram expressos em log ufc/g.
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3.2.1.4 Isolamento e contagem de Pseudomonas spp.

A sementeira foi feita de acordo com a Norma Francesa V04-504(AFNOR) (1998),
por incorporacao, de 1 ml da suspensao original e das respetivas diluigdes em meio de cultura
seletivo CFC (Cetrimide, Fucidin, Cephaloridine) Agar com Pseudomonas agar base (OXOID
CMO0559) e suplemento selectivo CFC (OXOID SR0103).

As placas semeadas foram incubadas a 25°C durante 72 horas. Apds a contagem das
coldnias, das quais 5 foram repicadas para agar nutritivo e incubadas a 30°C durante 24 horas,
sendo posteriormente sujeitas a confirmacdo bioquimica pela prova da oxidase (positiva) e
pelo crescimento em superficie em meio de Kligler (Kligler Iron Agar) (OXOID CM0033).

Apos contagem das coldnias e confirmagdo os resultados foram expressos em log ufc/g.

3.2.1.5 Isolamento e contagem de Brochotrix thermosphacta

A sementeira foi feita seguindo a norma ISO 13722 (1996), por incorporagdo de 1 ml
da suspensdo original e das respetivas dilui¢des em meio de cultura seletivo STAA (OXOID
CMO0881). Colocaram-se as placas a 25°C, ap6s 48 horas foi efetuada a contagem de colonias
tipicas. De acordo com a norma, repicaram-se 5 coldnias para agar nutritivo € colocaram-se a
30°C durante 24 horas de modo a fazer o teste da oxidase (confirmag¢do bioquimica).
Considerou-se positivo quando o resultado da oxidase foi negativo. Apds contagem das

colonias e confirmagao os resultados foram expressos em log ufc/g.

3.2.1.6 Isolamento e Contagem de Bactérias do acido lactico

A sementeira foi feita de acordo com a Norma Francesa V 04-503 (AFNOR) (1998),
por incorporagdo de 1 ml da suspensdo original e das respetivas dilui¢des, em dupla camada
do meio de cultura seletivo MRS (Man Rogosa Sharpe) Agar (OXOID CMO0361) e posterior

contagem das coldnias. Os resultados foram expressos em log ufc/g.
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3.2.1.7 Isolamento e contagem de Fungos (bolores e leveduras)

A sementeira foi feita seguindo a norma ISO 13681 (1995), espalhando a superficie
0,1 ml da suspensdao original e das respetivas diluigdes em meio de cultura seletivo
Chloramphenicol Glucose Agar (VWR 84604.0500). As placas semeadas foram incubadas a

25°C durante 3 dias. Apos contagem das colonias, os resultados foram expressos em log ufc/g.

3.2.1.8 Isolamento e contagem de Salmonella spp.

A sementeira foi feita seguindo a norma ISO 6579 (2002), espalhando a superficie 0,1
ml da suspensdo original e das respetivas dilui¢des em meio de cultura seletivo Rappaport-
Vassiliadis (CM0669 OXOID). As placas semeadas foram incubadas a 41°C durante 24 horas.
E depois em meio de enriquecimento Muller-Kauffmann (CM1048 OXOID). Posteriormente
inoculou-se em meio de cultura seletivo agar XLD (CM0469 OXOID) e incubou-se a 37°C
durante 24 horas. Por fim repicaram-se 5 colénias de cada placa para agar nutritivo incubado
a 37°C durante 24 horas e efetuou-se o teste de confirmacdo com o auxilio do agar TSI
Consideraram-se positivos quando o declive apresentava uma coloracdo vermelha e a base
amarela, com formagdo de gas. Apods contagem das coldnias e confirmagdo os resultados

foram expressos em log ufc/g.

3.2.9 Isolamento e contagem de Listeria monocytogenes

A sementeira foi feita seguindo a norma ISO 11290-1 (1996), consistindo numa etapa
de enriquecimento primario, seguido de um enriquecimento secundario e, posteriormente,
inoculacdo em dois meios so6lidos seletivos: o meio CHROMagar e o Oxford Agar ou o. As
colonias no meio CHROMagar sdo verde-azuladas. No meio Oxford Agar as colonias
apresentam um halo negro a sua volta. Ap6s contagem de colonias tipicas, isolaram-se as
colonias suspeitas e efetuou-se o teste de coloracdo de Gram e o teste de mobilidade. Apos

contagem das coldnias e confirmagao os resultados foram expressos em log ufc/g.
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3.3 Analises fisico-quimicas

3.3.1 pH

A medigdo de pH foi realizada aos dias 1, 3, 5, 7 e 10. O valor de pH foi obtido através
da média aritmética de trés medigdes sucessivas realizadas em pontos aleatorios da amostra
com um medidor de pH (WTW GmbH, PH 330i, Alemanha) acoplado a uma sonda colocada

diretamente no hamburguer de bovino Mertolengo D.O.P.

3.3.2 Atividade da agua

As amostras foram lentamente aquecidas até aos 25°C (temperatura 6tima de medi¢do)
de forma a ndo ocorrer evaporacdo ou condensacdo e a medi¢do da atividade da dgua foi

realizada aos dias 1, 3, 5, 7 e 10.

Recorreu-se a um higrémetro eletronico (Rotronic, HygroLab C1, Suica), com duas
sondas acopladas com resolugao de + 0,001 a,, e precisao entre 0,01 ¢ 0,02 ay, para a obtencao

dos resultados.

3.3.3 Cor instrumental

A medicdo da cor foi realizada aos dias 1, 3, 5, 7 e 10 imediatamente apos a abertura
da embalagem de atmosfera modificada e antes da realizacdo da analise sensorial. Esta
medicao foi realizada com recurso a um colorimetro Minolta Chromo Meter Cr-310 (Konica
Minolta, Osaka, Japan) no espaco CIE-LAB (Commission Internationale de [I'Eclairage,

1976) com observador padrdo de 2°, iluminante D65 e um didmetro de abertura de 4 mm.

Os resultados foram obtidos através da média aritmética de trés medi¢des sucessivas

realizadas em pontos aleatérios da amostra, resultando nos trés pardmetros de cor do espaco

CIE-LAB: L*, a* ¢ b*.

51



3.4 Analise Sensorial

A andlise sensorial foi realizada em todos os tempos de estudo por um painel de
provadores, constituido por 4 membros com experiéncia em avaliagdo sensorial de carne de
bovino. As amostras foram avaliadas 60 minutos ap6s a abertura da embalagem numa sala de
analise sensorial localizada no laboratério TeQSA da UTAD. Todos os hamburgueres de
bovino Mertolengo D.O.P estavam refrigerados a 3°C+0,5 e foram sujeitos a mesma
iluminacdo e apresentados de forma individual e aleatoria a cada membro do painel de
provadores, que tinha em sua posse a ficha de andlise sensorial (uma para cada hamburguer de

bovino Mertolengo D.O.P) e procedeu a respetiva avaliacao.
As caracteristicas avaliadas nesta andlise foram as seguintes:

e Cor: vermelho vivo a vermelho escuro (escurecimento da cor vermelha), bege
a castanho (intensidade da cor castanha);
e Intensidade do cheiro a carne deteriorada (de ausente até muito intenso);

e Cheiros detetados: adocicado, amanteigado, ranco, acidico, amoniacal, putrido;

Estas caracteristicas culminaram na apreciacdo global de frescura (AGF) que foi

avaliada através de uma escala continua de 0 a 9 cm. Posteriormente considerou-se:

e 6a9cm (inclusive): carne fresca (F);
e 3 a6 cm (inclusive): carne semi-fresca (SF);

e 0 a3cm (inclusive): carne deteriorada (D).
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3.5 Analise de dados

A andlise de dados realizou-se com base na andlise de varidncia que permite avaliar se
existe uma diferenca significativa entre as médias de um determinado conjunto de dados e se
os fatores testados exercem influéncia em alguma variavel dependente.

O efeito da adi¢ao de extrato de acerola e o efeito da adi¢do de salicornia foram
avaliados através de ANOVA.

Considerou-se:

e Efeito ndo significativo quando p>0,05

e Efeito significativo quando p<0,05

e Efeito muito significativo quando p<0,01

e Efeito altamente significativo quando p<0,001

Quando foram encontradas diferencas significativas entre grupos pelo teste ANOVA
foi utilizado, a posteriori, o teste HSD (“Honestly Significantly Different”) de Tukey de
forma a aferir quais os grupos que diferiram significativamente entre si.

Por fim foi feita uma analise de multivariancia através do coeficiente de correlacdo de

Pearson que mede o grau de correlacdo entre duas varidveis. Apresenta valores entre 1 e -
1 (sendo que p=1 representa uma correlagdo positiva perfeita entre duas variaveis, p=-1
representa uma correlagdo negativa perfeita entre duas variaveis e p=0 significa que as
duas variaveis ndo dependem linearmente uma da outra). Esta analise foi efetuada tendo
em conta todas as amostras em estudo e todas as varidveis analisadas.

Toda a analise estatistica foi feita com o auxilio do software JMP 14.
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4.1 Determinacdes microbiologicas

4.1.1 Determinac¢6es microbioldgicas da carne fresca de bovino Mertolengo D.O.P

Na tabela 4 ¢ possivel observar as contagens microbianas analisadas na carne fresca de
bovino Mertolengo D.O.P antes da producdo dos hamburgueres de bovino Mertolengo D.O.P
e imediatamente ap6s o momento de abertura da embalagem de vacuo que proveio
diretamente da sala de desmancha. Observa-se que ndo foram detetadas as bactérias
patogénicas: Salmonella spp., E. coli 0157 e Listeria monocytogenes nas pecas de carne
embaladas em vacuo. Relativamente a microbiota deteriorativa verifica-se que Pseudomonas
spp foi a que apresentava contagens mais elevadas, assim como os microrganismos totais

psicrotroficos e mesofilos

Tabela 4: Contagens de microrganismos (média e desvio padrdo) em carne fresca de bovino D.O.P. embalada a

vacuo.

Microrganismo log ufc/ g amostra
Mesofilos totais 4,59+0,17
Psicrotroficos totais 491+0,17
Enterobacteriaceae 3,69+1,43
Pseudomonas spp. 4,19+0,47
Brochotrix thermosphacta 3,61+0,32
BAL 2,70+0,49
Fungos ND
Salmonella spp. ND

E. coli ND
Listeria monocytogenes ND
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4.1.2 Determinac¢des microbiolégicas nos hamburgueres de bovino Mertolengo D.O.P.
4.1.2.1 Mesofilos
4.1.2.1.1 Acerola

O grafico da Figura 5 e a tabela 5 apresentam a evolucdo das contagens de
microrganismos meso6filos totais relativos as amostras de controlo, sal e acerola. A carga
microbiana média inicial das amostras foi de 5,54 log ufc/ g amostra.

Nao ¢ possivel observar a tipica fase de lag do crescimento microbiano ja que a
primeira andlise se realizou no primeiro dia e a segunda ja no dia 3, por isso este intervalo
acaba por incluir a fase lag e o inicio da fase de crescimento exponencial ndo demonstrando a
evolucdo lenta tipica da fase lag que ocorre normalmente até ao segundo dia. Por outro lado,
observa-se apenas a fase de crescimento exponencial que ocorre por norma até ao dia 10.
Conforme apresentado no grafico da Figura 5 a amostra com acerola apresenta menor carga
microbiana em comparacdo com as amostras com sal e controlo, atingindo valores médios
finais de 7,89 log ufc/ g amostra embora ndo se encontrem diferencas significativas entre

condigoes.

8,5

log ufc/ g amostra
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(9] ~ u
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w
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Figura 5: Grafico da evolucdo das contagens de microrganismos mesofilos totais das amostras

controlo, sal e acerola.
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Analisando a Tabela 5 verifica-se que existe um desenvolvimento microbiano ao
longo do periodo de armazenamento com diferencgas significativas (p<0,001) pelo efeito
tempo em todas as condi¢des analisadas, como previsto devido ao desenvolvimento
microbiano exponencial. Nao foram apreciadas diferencas significativas entre diferentes
condi¢des como referido por (REALINI et al., 2015) que demonstrou que a adi¢do de acerola

em hamburgueres de bovino ndo alterou as contagens de microrganismos mesofilos totais.

Tabela 5: Contagens de microrganismos meso6filos totais (média e desvio padrao) em hamburgueres de bovino

Mertolengo D.O.P ao longo do periodo de armazenamento, de acordo com a condigdo e o tempo.

Tempo Controlo Sal Acerola Sig.
(dias)

1 5,58+0,43"° 5,48+0,51™° 5,58+0,66™ ns
3 6,70+0,25% 6,61+0,285 6,58+0,12"% ns
5 7,14+0,255¢ 7,17+0,455¢ 7,02+0,255 ns
7 7,79+0,11P2 7,41+0,405¢ 7,19+0,295 ns
10 8,23+0,53"* 7,96+0,03 7,47+0,335¢ ns
Sig. sksksk sksksk sksksk

ns — ndo significativo (p >0,05); * — significativo (p <0,05); ** — muito significativo (p <0,01); *** — altamente significativo (p <0,001).
Médias na mesma linha que apresentam letras minusculas diferentes distinguem-se significativamente (p <0,05). Médias na mesma coluna
que apresentam letras maitisculas diferentes distinguem-se significativamente (p<0,05).

4.1.2.1.2 Salicornia

O gréafico da Figura 6 apresenta a evolugcdo das contagens de microrganismos
mesofilos totais relativos as amostras de controlo, sal salic. 1%, salic. 1,5% e salic. 2%. A
carga microbiana média inicial das amostras foi de 6,07 log ufc/ g amostra.

Tal como no comportamento registado no grafico da Figura 4 é possivel observar a
fase de crescimento exponencial dos microrganismos, ndo chegando a atingir a fase
estacionaria.

O grafico da Tabela 6 mostra que amostras de controlo e com sal demonstram
contagens de microrganismos mesofilos iniciais menores do que as amostras com salicornia.
Por outro lado, ¢ possivel verificar que no periodo final a mesma situagao ndo € registada,
pelo que as amostras controlo, seguido das amostras com sal apresentam contagens

microbianas superiores as amostras com salic. 1%, salic 1,5% e salic. 2%.
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Figura 6: Grafico da evolugdo das contagens de microrganismos mesoéfilos totais das amostras

controlo, sal, salic. 1%, salic. 1,5% e salic. 2%.

Conforme apresentado na Figura 6 e na Tabela 6 as amostras com salicornia
apresentam menor carga microbiana final em comparagdo com as amostras com sal e
controlo, atingindo valores médios de 7,87 log ufc/ g amostra.

Examinando a Tabela 6 verifica-se que existe um desenvolvimento microbiano ao
longo do periodo de armazenamento com diferencas significativas (p<0,001) pelo efeito

tempo em todas as condi¢des analisadas.

Tabela 6: Contagens de microrganismos meso6filos totais (média e desvio padrao) em hamburgueres de bovino

Mertolengo D.O.P ao longo do periodo de armazenamento, de acordo com a condi¢do e o tempo.

Tempo
(dias)
1

3
5
7
10

Sig.

Controlo Sal Salic. 1% Salic. 1,5% Salic. 2%
5,58+0,43%  548+0,51"  6,35+0,15™° 6,40+0,14 6,52+0,07
6,70+0,25%  6,61+0,28%*  6,55+0,10"™ 6,840,225 6,68+0,15"*
7,14+0,255  7,17£0,45%  6,9240,10%¢*  7,22+0,165 7,17+0,245
7,7940,11°P*  7,41+0,40%*  7,24+0,30°®*  7,57+0,12°™* 7,560,235
8,23+0,53"* 7,96+0,03“*  7,56+0,15* 7,73+0,12P* 7,86+0,05

o o o o o

Sig.
ns
ns
ns
ns

ns

ns — ndo significativo (p >0,05); * — significativo (p <0,05); ** — muito significativo (p <0,01); *** — altamente significativo (p <0,001).
Médias na mesma linha que apresentam letras minusculas diferentes distinguem-se significativamente (p <0,05). Médias na mesma coluna

que apresentam letras maitsculas diferentes distinguem-se significativamente (p<0,05).
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CAPITULO IV - Resultados e Discussio

4.1.2.2 Psicrotroficos

4.1.2.2.1 Acerola

Os resultados dos microrganismos psicrotroficos totais estdo ilustrados no grafico da
Figura 7 e a Tabela 7 relativos as amostras de controlo, sal e acerola. A carga microbiana
média inicial das amostras foi de 5,49 log ufc/ g amostra.

Apenas ¢ possivel observar a fase de crescimento exponencial destes microrganismos.

E possivel observar no grafico da Figura 7 que as contagens iniciais da amostra com
sal apresentam maiores contagens de microrganismos psicrotréficos, seguido das amostras
controlo e por fim as amostras com acerola. No periodo final a condi¢do com sal mantém-se a
que apresenta contagens mais elevadas, mas os resultados para as amostras controlo e com
acerola invertem-se, sendo que a amostra com acerola apresenta contagens mais elevadas
entre ambas.

No periodo final as amostras apresentam um valor médio de 7,90 log ufc/ g amostra.
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Figura 7: Grafico da evolu¢ao das contagens de microrganismos psicrotroficos totais das

amostras controlo, sal e acerola.
Na tabela 7 ¢ possivel verificar que existem diferengas significativas (p<0,001) para o

efeito tempo sobre o crescimento microbiano, onde se observa um desenvolvimento normal

destes microrganismos.
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Tabela 7: Contagens de microrganismos psicrotroficos totais (média e desvio padrdo) em hamburgueres de

bovino Mertolengo D.O.P ao longo do periodo de armazenamento, de acordo com a condiggo e o tempo.

Tempo Controlo Sal Acerola Sig.
(dias)

1 5,49+0,31%° 5,73+0,42°° 5,24+0,13%° ns
3 6,220,065 6,42+0,3582 6,120,095 ns
5 6,54+0,228¢ 6,860,145 6,82+0,35% ns
7 7,27+0,33P2 7,56+0,482 7,58+0,17* ns
10 7,68+0,43P* 8,05+0,22P¢ 7,96+0,45 ns
Sig. *okk *kk o

ns — ndo significativo (p >0,05); * — significativo (p <0,05); ** — muito significativo (p <0,01); *** — altamente significativo (p <0,001).
Médias na mesma linha que apresentam letras minusculas diferentes distinguem-se significativamente (p <0,05). Médias na mesma coluna
que apresentam letras maitsculas diferentes distinguem-se significativamente (p<0,05).

4.1.2.2.2 Salicornia

O grafico da Figura 8 apresenta a evolugdo das contagens de microrganismos
psicrotroficos totais relativos as amostras de controlo, sal, salic. 1%, salic. 1,5% e salic. 2%.
A carga microbiana média inicial das amostras foi de 5,41 log ufc/ g amostra.

Tal como demonstrado no grafico da Figura 8 ¢é possivel observar a fase de
crescimento exponencial dos microrganismos, nao chegando a atingir a fase estacionaria.

O grafico da Tabela 8 indica que as amostras de controlo e com sal demonstram
contagens de microrganismos psicrotroficos iniciais relativamente maiores do que as amostras
com salicornia. E possivel verificar que no periodo final a amostra controlo apresenta

contagens microbianas inferiores as amostras com salic. 1%, salic 1,5% e salic. 2%.
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Figura 8: Grafico da evolugdo das contagens de microrganismos psicrotroficos totais das amostras

controlo, sal, salic. 1%, salic. 1,5% e salic. 2%.

Conforme apresentado na Figura 8 e na Tabela 8 as amostras com salicornia

apresentam maior carga microbiana final em comparag¢do com as amostras com sal e controlo,

atingindo valores médios finais de 7,86 log ufc/ g amostra.

Examinando a Tabela 8 verifica-se que existe um desenvolvimento microbiano ao

longo do periodo de armazenamento com diferencas significativas (p<0,001) pelo efeito

tempo em todas as condi¢des analisadas.

Tabela 8: Contagens de microrganismos psicrotroficos totais (média e desvio padrdo) em hamburgueres de

bovino ao longo do periodo de armazenamento, de acordo com a condigo e o tempo.

Tempo Controlo Sal Salic. 1% Salic. 1,5% Salic. 2% Sig.
(dias)

1 5,49+0,31%  5,73+0,42  5,23+0,48" 5,4140,6™ 5,18+0,59™ ns
3 6,22+0,06"%*  6,42+0,35%%*  6,35+0,13% 6,27+0,2382 6,000,35 ns
5 6,54+0,225*  6,86+0,14°  6,83+0,04%*  6,5440,235% 7,050,485 ns
7 7,2740,33P*  7,56+0,48P*  7,37+0,09“* 7,3240,45> 7,29+0,215 ns
10 7,68+0,43"* 8,05£0,22°*  8,06+0,06"* 7,7040,21> 7,79+0,08%* ns
Sig. fdk EX EX LS E

ns — ndo significativo (p >0,05); * — significativo (p <0,05); ** — muito significativo (p <0,01); *** — altamente significativo (p <0,001).
Médias na mesma linha que apresentam letras minusculas diferentes distinguem-se significativamente (p <0,05). Médias na mesma coluna
que apresentam letras maitsculas diferentes distinguem-se significativamente (p<0,05).
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4.1.2.3 Enterobacteriaceae

4.1.2.3.1 Acerola

O gréafico da Figura 9 e a Tabela 9 apresentam a evolucdo das contagens de
microrganismos mesofilos totais relativos as amostras controlo, sal e acerola. A carga
microbiana média inicial das amostras foi de 2,89 log ufc/ g amostra.

No grafico da Figura 9 observa-se a fase de crescimento exponencial que ocorre por
norma até ao dia 10.

O grafico da Tabela 9 mostra que a amostra de controlo apresenta menor carga
microbiana inicial seguida das amostras com sal e acerola, respetivamente. Por outro lado,
verifica-se que no periodo final as contagens de Enterobacteriaceae sdo praticamente idénticas
entre as diferentes condi¢des analisadas.
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Figura 9: Grafico da evolucdo das contagens de Enterobacteriaceae das amostras controlo, sal

e acerola.

Conforme apresentado na Figura 9 e na Tabela 9 os valores médios finais sdo de 5,48
log ufc/ g amostra.
Examinando a Tabela 9 verifica-se que existe um desenvolvimento microbiano ao

longo do periodo de armazenamento com diferengas significativas nas amostras de controlo
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(p<0,01) e também para as amostras com sal e acerola (p<0,001) pelo efeito tempo em todas

as condi¢des analisadas.

Tabela 9: Contagens de Enterobacteriaceae (média e desvio padrdo) em hamburgueres de bovino Mertolengo

D.O.P ao longo do periodo de armazenamento, de acordo com a condig@o e o tempo.

Tempo Controlo Sal Acerola Sig.
(dias)

1 2,48+0,57 2,90+0,18" 3,28+0,20™ ns
3 3,57+0,75"52 3,73+0,16%82 4,080,142 ns
5 4,06+1,1248° 4,31+0,395 4,38+0,52* ns
7 4,70+0,485 4,89+0,63P2 5,33+0,44%° ns
10 5,42+0,555 5,57+0,23P¢ 5,46+0,25P* ns
Sig. %% k% k%

ns — ndo significativo (p >0,05); * — significativo (p <0,05); ** — muito significativo (p <0,01); *** — altamente significativo (p <0,001).
Meédias na mesma linha que apresentam letras mintsculas diferentes distinguem-se significativamente (p <0,05). Médias na mesma coluna
que apresentam letras maitisculas diferentes distinguem-se significativamente (p<0,05).

4.1.2.3.2 Salicornia

O gréafico da Figura 10 e a Tabela 10 apresentam a evolugdo das contagens de
Enterobacteriaceae relativas as amostras de controlo, sal, salic. 1%, salic. 1,5% e salic. 2%. A
carga microbiana média inicial das amostras foi de 2,87 log ufc/ g amostra.

No grafico da Figura 10 observa-se a fase de crescimento exponencial que ocorre por
norma até ao dia 10.

O grafico da Figura 10 indica que as amostras de controlo apresentam menor carga
microbiana inicial do que as restantes. No periodo final as contagens de Enterobacteriaceae
das amostras de salicérnia comparativamente ao controlo e as amostras com sal sdo

superiores, podendo dever-se a uma contaminagdo que este ingrediente ja apresentava.
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Figura 10: Grafico da evolugdo das contagens de Enterobacteriaceae das amostras controlo, sal, salic.

1%, salic. 1,5% e salic. 2%.

Conforme apresentado na Figura 10 e na Tabela 10 os valores médios finais sdo de
5,75 log ufc/ g amostra.

Examinando a Tabela 10 verifica-se que existe um desenvolvimento microbiano ao
longo do periodo de armazenamento com diferencas significativas nas amostras de controlo
(p<0,01) e também para as amostras com sal e acerola (p<0,001) pelo efeito tempo em todas

as condig¢oOes analisadas.

Tabela 10: Contagens de Enterobacteriaceae (média e desvio padrdo) em hamburgueres de bovino Mertolengo

D.O.P ao longo do periodo de armazenamento, de acordo com a condigo e o tempo.

Tempo Controlo Sal Salic. 1% Salic. 1,5% Salic. 2% Sig.
(dias)

1 2,4840,57™  2,90+0,18"  3,06+0,66™ 2,79+0,43" 3,10+0,35™ ns

3 3,57+0,75%5%  3.73+0,16%%*  3,60+0,39"%%  3,83+0,84"P* 4,10+0,25" ns

5 4,061,125 4.31+0,395*  4,52+0,35%  4,74+0,86°* 4,98+0,23 ns

7 4,70+0,48%*  4,89+0,63*  551+0,12°P*  5,35+0,725% 5,58+0,18”*  ns

10 5,4240,555 5,5740,23%*  5,89+0,14™* 6,13+0,34“ 5,74+0,13"* ns

Sig. %% EX EX LS E

ns — ndo significativo (p >0,05); * — significativo (p <0,05); ** — muito significativo (p <0,01); *** — altamente significativo (p <0,001).
Médias na mesma linha que apresentam letras minusculas diferentes distinguem-se significativamente (p <0,05). Médias na mesma coluna

que apresentam letras maitsculas diferentes distinguem-se significativamente (p<0,05).
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4.1.2.4 Pseudomonas spp

4.1.2.4.1 Acerola

O gréafico da Figura 11 e a Tabela 11 apresentam a evolugdo das contagens de
Pseudomonas spp. relativos as amostras de controlo, sal e acerola. A carga microbiana média
inicial das amostras foi de 3,54 log ufc/ g amostra.

No grafico da Figura 11 observa-se a fase de crescimento exponencial. O mesmo
mostra que a amostra de controlo apresenta maior carga microbiana inicial seguida das
amostras com acerola e sal, respetivamente. Por outro lado, ¢ possivel verificar que no
periodo final as contagens de Pseudomonas spp. sdo mais elevadas nas amostras com sal em

relacdo as amostras de controlo e as amostras com acerola.
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Figura 11: Grafico da evolugdo das contagens de Pseudomonas spp. das amostras controlo, sal

e acerola.

Conforme apresentado na Figura 11 e na Tabela 11 os valores médios finais sdo de
5,35 log ufc/ g amostra.

Examinando a Tabela 11 verifica-se que existe um desenvolvimento microbiano ao
longo do periodo de armazenamento com diferencas significativas nas amostras de controlo
(p<0,05) e também para as amostras com sal e acerola (p<0,001) pelo efeito tempo em todas

as condig¢oes analisadas.
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Tabela 11: Contagens de Pseudomonas spp. (média e desvio padrdo) em hamburgueres de bovino Mertolengo

D.O.P ao longo do periodo de armazenamento, de acordo com a condigéo e o tempo.

Tempo Controlo Sal Acerola Sig.
(dias)

1 3,660,427 3,46+0,387 3,50+0,09"° ns
3 4,43+0,324A88 4,38+0,17482 4,14+0,17482 ns
5 4,67+0,37482 4,74+0,415 4,41+0,455 ns
7 4,91+0,415 5,1140,495 4,86+0,265* ns
10 5,27+0,625 5,50+0,45% 5,27+0,28 ns
Sig. % wekk dekk

ns — ndo significativo (p >0,05); * — significativo (p <0,05); ** — muito significativo (p <0,01); *** — altamente significativo (p <0,001).
Meédias na mesma linha que apresentam letras mintsculas diferentes distinguem-se significativamente (p <0,05). Médias na mesma coluna
que apresentam letras maitsculas diferentes distinguem-se significativamente (p<0,05).

4.1.2.4.2 Salicornia

O gréafico da Figura 12 e a Tabela 12 apresentam a evolugdo das contagens de
Pseudomonas spp. relativas as amostras de controlo, sal, salic. 1%, salic. 1,5% e salic. 2%. A
carga microbiana média inicial das amostras foi de 3,60 log ufc/ g amostra.

No grafico da Figura 12 observa-se a fase de crescimento exponencial que ocorre por
norma até ao dia 10.

O gréfico da Tabela 12 demonstra que as amostras com sal apresentam menor carga
microbiana inicial do que as restantes, sendo as amostras com salic. 2% as que apresentam
maior carga microbiana. No periodo final as contagens de Pseudomonas spp. sao superiores

para as amostras de salicornia e sal comparativamente ao controlo.
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Figura 12: Grafico da evolugdo das contagens de Pseudomonas spp das amostras controlo, sal, salic.
1%, salic. 1,5% e salic. 2%.

Conforme apresentado na Figura 12 e na Tabela 12 os valores médios finais sdo de
5,36 log ufc/ g amostra.

Examinando a Tabela 12 verifica-se que existe um desenvolvimento microbiano ao
longo do periodo de armazenamento com diferencas significativas nas amostras de controlo

(p<0,05) e também para as amostras com sal e salicornia (p<0,001) pelo efeito tempo.

Tabela 12: Contagens de Pseudomonas spp (média e desvio padrido) em hamburgueres de bovino Mertolengo

D.O.P ao longo do periodo de armazenamento, de acordo com a condigéo e o tempo.

Tempo Controlo Sal Salic. 1% Salic. 1,5% Salic. 2% Sig.
(dias)

1 3,66+0,427° 3,46+0,38%  3.49+0,07"° 3,56+0,63" 3,80+0,30™ ns

3 4,43+0,3248%  438+0,17*%*  3,95+0,21" 437+0,1148%  420+0,18*%  ns

5 4,67+0,3748%  474+0,415  4,6440,24“ 4,6740,17%¢*  4,55+0,14%¢*  ns

7 491+£0,41% 5110495  495+0,16 5,32+0,535¢ 5,03+0,06°P*  ns

10 5,27+0,62% 5,5040,45°  5,46+0,11°° 5,24+0,23 5,35+0,18"* ns

Sig. % k% k% kkk dekk

ns — ndo significativo (p >0,05); * — significativo (p <0,05); ** — muito significativo (p <0,01); *** — altamente significativo (p <0,001).
Meédias na mesma linha que apresentam letras mintsculas diferentes distinguem-se significativamente (p <0,05). Médias na mesma coluna
que apresentam letras maitisculas diferentes distinguem-se significativamente (p<0,05).

4.1.2.5 Brochotrix thermosphacta
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4.1.2.5.1 Acerola

O gréafico da Figura 13 e a Tabela 13 apresentam a evolugdo das contagens de
Brochotrix thermosphacta relativos as amostras de controlo, sal e acerola. A carga microbiana
média inicial das amostras foi de 3,65 log ufc/ g amostra.

No gréafico da Figura 13 observa-se a fase de crescimento exponencial. O mesmo
mostra que as amostras de controlo apresentam menor carga microbiana inicial quando
comparadas com as amostras com acerola e sal. No tempo 10 observar-se que as contagens de
Brochotrix thermosphacta sao mais elevadas nas amostras com sal, seguidas das amostras

com acerola em relagdo as amostras de controlo.
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Figura 13: Grafico da evolugdo das contagens de Brochotrix thermosphacta das amostras controlo, sal

e acerola.

Conforme apresentado na Figura 13 e na Tabela 13 os valores médios finais sdo de
7,23 log ufc/ g amostra.

Examinando a Tabela 13 verifica-se que existe um desenvolvimento microbiano ao
longo do periodo de armazenamento com diferencas significativas nas amostras de controlo
(p<0,001) e também para as amostras com sal (p<0,01) e acerola (p<0,001) pelo efeito tempo

em todas as condi¢des analisadas.
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Tabela 13: Contagens de Brochotrix thermosphacta. (média e desvio padrio) em hamburgueres de bovino

Mertolengo D.O.P ao longo do periodo de armazenamento, de acordo com a condigdo e o tempo.

Tempo Controlo Sal Acerola Sig.
(dias)

1 3,22+0,34 3,74+0,73% 3,95+0,85"° ns
3 4.8140,14% 5,2940,434B2 5,3240,534B2 ns
5 5,50+0,405¢ 5,79+1,26%5 5,71+0,835 ns
7 6,29+0,44"2 6,65+0,905 6,53+0,335 ns
10 6,88+0,11* 7,58+0,27¢ 7,2440,11 ns
Sig. 3 £33 dekk

ns — ndo significativo (p >0,05); * — significativo (p <0,05); ** — muito significativo (p <0,01); *** — altamente significativo (p <0,001).
Médias na mesma linha que apresentam letras minusculas diferentes distinguem-se significativamente (p <0,05). Médias na mesma coluna
que apresentam letras maitsculas diferentes distinguem-se significativamente (p<0,05).

4.1.2.5.2 Salicornia

O grafico da Figura 14 e a tabela 14 apresenta a evolug@o das contagens de Brochotrix
thermosphacta relativas as amostras de controlo, sal, salic. 1%, salic. 1,5% e salic. 2%. A
carga microbiana média inicial das amostras foi de 3,38 log ufc/ g amostra.

No grafico da Figura 14 observa-se a fase de crescimento exponencial que ocorre por
norma até ao dia 10.

O grafico da Tabela 14 demonstra que a amostr com sal apresentam maior carga
microbiana inicial do que as restantes, sendo as amostras com salic. 1,5% a que apresenta
menor carga microbiana. No periodo final as contagens de Brochotrix thermosphacta

mantém-se superiores para as amostras com sal comparativamente ao controlo e salicornia.
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Figura 14: Grafico da evolucdo das contagens de Brochotrix thermosphacta das amostras controlo, sal,

salic. 1%, salic. 1,5% e salic. 2%.

Conforme apresentado na Figura 14 e na Tabela 14 os valores médios finais sdo de
7,11 log ufc/ g amostra.

Examinando a Tabela 14 verifica-se que existe um desenvolvimento microbiano ao
longo do periodo de armazenamento com diferencas significativas (p<0,001) pelo efeito

tempo em todas as condigdes analisadas.

Tabela 14: Contagens de Brochotrix thermosphacta. (média e desvio padrdo) em hamburgueres de bovino

Mertolengo D.O.P ao longo do periodo de armazenamento, de acordo com a condigdo e o tempo.

Tempo
(dias)
1

3
5
7
10

Sig.

Controlo Sal Salic. 1% Salic. 1,5% Salic. 2% Sig.
3,2240,34%  3,74+0,73%  3,25+0,70™ 3,20+0,70™ 3,50+0,58" ns
4,81+0,14%  5,20+0,43%8%  4,93+0,44" 4,84+0,83" 4,92+0,23" ns
5,5040,40%  579+1,26%% 57440945 541+0,75° 5774046  ns
6,29+0,44°P*  6,65+0,90°°*  6,5240,49%*  6,36+0,595* 6,56+0,27° ns
6,88+0,11"* 7,58+0,27° 7,34+0,07° 6,98+0,31< 6,77+0,40* ns

fdk %% EX EX LX)

ns — ndo significativo (p >0,05); * — significativo (p <0,05); ** — muito significativo (p <0,01); *** —
Médias na mesma linha que apresentam letras minusculas diferentes distinguem-se significativamente (p <0,05). Médias na mesma coluna

que apresentam letras maitsculas diferentes distinguem-se significativamente (p<0,05).
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4.1.2.6 Bactérias do acido latico

4.1.2.6.1 Acerola

O gréafico da Figura 15 e a Tabela 15 apresentam a evolugdo das contagens de
bactérias do acido latico (BAL) relativos as amostras de controlo, sal e acerola. A carga
microbiana média inicial das amostras foi de 3,08 log ufc/ g amostra.

No grafico da Figura 15 observa-se a fase de crescimento exponencial. O mesmo
mostra que as amostras com sal apresentam menor carga microbiana inicial quando
comparadas com as amostras com acerola e sal. No tempo 10 observar-se que as contagens de
BAL sdo mais elevadas nas amostras com sal, seguidas das amostras com acerola em relagao

as amostras de controlo.

log ufc/ g amostra
u

0 2 4 6 8 10
Tempo (dias)

O —Controlo + —Sal < — Acerola

Figura 15: Grafico da evolugao das contagens de BAL das amostras controlo, sal e acerola.

Conforme apresentado na Figura 15 e na Tabela 15 os valores médios finais sdo de
7,62 log ufc/ g amostra.

Examinando a Tabela 15 verifica-se que existe um desenvolvimento microbiano ao
longo do periodo de armazenamento com diferencas significativas (p<0,001) em todas as

condicoes analisadas.
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Tabela 15: Contagens de BAL (média e desvio padréo) em hamburgueres de bovino Mertolengo D.O.P ao longo

do periodo de armazenamento, de acordo com a condic¢do ¢ o tempo.

Tempo Controlo Sal Acerola Sig.
(dias)

1 3,27+0,317 2,59+0,98% 3,37+0,54™° ns

3 4,46+0,98A82 4.20+0,4682 4,56+0,72A82 ns

5 6,060,725 6,05+1,135¢ 6,210,905 ns

7 6,77+0,92¢ 6,83+0,94 7,05+0,98* ns

10 7,47+0,33 7,82+0,13 7,57+0,12¢° ns

Sig. 3 wekk dekk

ns — ndo significativo (p >0,05); * — significativo (p <0,05); ** — muito significativo (p <0,01); *** — altamente significativo (p <0,001).
Médias na mesma linha que apresentam letras minusculas diferentes distinguem-se significativamente (p <0,05). Médias na mesma coluna
que apresentam letras maitsculas diferentes distinguem-se significativamente (p<0,05).

4.1.2.6.2 Salicornia

O grafico da Figura 16 e a Tabela 16 apresenta a evolucdo das contagens de BAL
relativas as amostras de controlo, sal, salic. 1%, salic. 1,5% e salic. 2%, os resultados sao
expressos por log ufc/ g amostra. A carga microbiana média inicial das amostras foi de 2,84
log ufc/ g amostra.

No grafico da Figura 16 observa-se a fase de crescimento exponencial que ocorre por
norma até ao dia 10.

O gréfico da Tabela 16 demonstra que as amostras de controlo apresentam maior carga
microbiana inicial do que as restantes. No periodo final as contagens de BAL sdo muito

semelhantes entre condi¢des embora a amostra com sal demonstre. ser a mais contaminada.
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log ufc/ g amostra
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Figura 16: Grafico da evolugdo das contagens de BAL das amostras controlo, sal, salic. 1%, salic.

1,5% e salic. 2%.

Conforme apresentado na Figura 16 e na Tabela 16 os valores médios finais sdo de
7,62 log ufc/ g amostra.

Examinando a Tabela 16 verifica-se que existe um desenvolvimento microbiano ao
longo do periodo de armazenamento com diferencas significativas (p<0,001) pelo efeito

tempo em todas as condi¢gdes analisadas.

Tabela 16: Contagens de BAL (média e desvio padrao) em hamburgueres de bovino Mertolengo D.O.P ao longo

do periodo de armazenamento, de acordo com a condigéo e o tempo.

Tempo Controlo Sal Salic. 1% Salic. 1,5% Salic. 2% Sig.
(dias)

1 32740,314*  2,59+0,98%  2,80+1,11% 2,52+0,58" 3,03+0,79**  ns
3 4,460,985 420+£0,46"%  3,97+0,66"%  4,22+0,55%%*  4,40+0,62*%*  ns
5 6,06+0,725¢* 6,051,133  5,59+0,88%°*  557+0,99°*  5,52+0,60°*  ns
7 6,77+0,92°*  6,83+0,94%  7,26+0,34>  6,98+0,91°™  6,71+0,17°>*  ns
10 7,47+0,33¢ 7,82+0,13%  7,70+0,29™ 7,78+0,58" 7,34+0,11°* ns
Sig. wekk EE k% kkk k%

ns — ndo significativo (p >0,05); * — significativo (p <0,05); ** — muito significativo (p <0,01); *** — altamente significativo (p <0,001).
Meédias na mesma linha que apresentam letras mintsculas diferentes distinguem-se significativamente (p <0,05). Médias na mesma coluna
que apresentam letras maitisculas diferentes distinguem-se significativamente (p<0,05).
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4.1.2.7 Fungos

4.1.2.7.1 Acerola

O grafico da Figura 17 e a tabela 17 apresentam a evolu¢do das contagens de fungos

relativos as amostras de controlo, sal e acerola. A carga microbiana média inicial das amostras

foi de 2,54 log ufc/ g amostra.

No grafico da Figura 17 observa-se a fase de crescimento exponencial. O mesmo
mostra que as amostras com sal, apresentam menor carga microbiana inicial quando
comparadas com as amostras com acerola ¢ controlo. No tempo 10 observar-se que as
contagens de fungos s3o mais elevadas nas amostras de controlo, quando comparadas com as

amostras com sal e acerola que se apresentam praticamente idénticas.

4,5
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Figura 17: Grafico da evolugdo das contagens de fungos das amostras controlo, sal e acerola.

Conforme apresentado na Figura 17 e na Tabela 17 os valores médios finais sdo de

4,34 log ufc/ g amostra.

Examinando a Tabela 17 verifica-se que existe um desenvolvimento microbiano ao
longo do periodo de armazenamento com diferencas significativas nas amostras de controlo
(p<0,05), nas amostras com sal (p<0,001) e também nas amostras com salicornia (p<0,01)

pelo efeito tempo.
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Tabela 17: Contagens de fungos (média e desvio padrdo) em hamburgueres de bovino Mertolengo D.O.P ao

longo do periodo de armazenamento, de acordo com a condigéo e o tempo.

Tempo Controlo Sal Acerola Sig.
(dias)

1 2,60+0,52% 2,35+0,25 2,68+0,14 ns
3 3,08+0,45"B2 3,000,358 3,074+0,22482 ns
5 3,500,745 3,55+0,345¢ 3,45+0,2748¢ ns
7 4,07+0,62482 3,93+0,18P2 3,90+0,6%* ns
10 4,4240,465 4.30+0,23"® 4,31+0,69 ns
Sig. * *kk o

ns — ndo significativo (p >0,05); * — significativo (p <0,05); ** — muito significativo (p <0,01); *** — altamente significativo (p <0,001).
Médias na mesma linha que apresentam letras minusculas diferentes distinguem-se significativamente (p <0,05). Médias na mesma coluna
que apresentam letras maitsculas diferentes distinguem-se significativamente (p<0,05).

4.1.2.7.2 Salicornia

O grafico da Figura 18 ¢ a Tabela 18 apresenta a evolugdo das contagens de fungos
relativas as amostras de controlo, sal, salic. 1%, salic. 1,5% e salic. 2%. A carga microbiana
média inicial das amostras foi de 2,43 log ufc/ g amostra.

No grafico da Figura 18 observa-se a fase de crescimento exponencial que ocorre por
norma até ao dia 10.

O gréfico da Tabela 18 demonstra que as amostras de controlo apresentam maior carga
microbiana inicial do que as restantes. No periodo final as contagens de fungos sdo muito
semelhantes entre condicdes embora a amostra com salic. 1,5% demonstre ser a mais

contaminada.
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Figura 18: Grafico da evolucdo das contagens de fungos das amostras controlo, sal, salic. 1%, salic.

1,5% e salic. 2%.

Conforme apresentado na Figura 18 e na Tabela 19 os valores médios finais sdo de
4,32 log ufc/ g amostra.

Examinando a Tabela 18 verifica-se que existe um desenvolvimento microbiano ao
longo do periodo de armazenamento com diferencas significativas nas amostras de controlo

(p<0,05) e nas amostras com sal e salicornia (p<0,001).

Tabela 18: Contagens de fungos (média e desvio padrdo) em hamburgueres de bovino Mertolengo D.O.P ao

longo do periodo de armazenamento, de acordo com a condigéo e o tempo.

Tempo
(dias)
1

3

5

7

10

Sig.

Controlo Sal Salic. 1% Salic. 1,5% Salic. 2%
2,600,524 2,354£0,25%  2,45+0,40™ 2,25+0,05 2,52+0,37"
3,08+0,45%5  3,00+0,35%%  3,07+0,19*"  3,06+0,04> 3,14+0,18""
3,5040,74"5 35540345 3,41+0,14%*  3,80+0,10“  3,59+0,395*
4,07+0,62°%  3.93+0,18**  3,72+0,10°™  3,99+0,06“  3,86+0,37°*
4,4240,46%  430+0,23°*  4,22+0,20™ 4,47+0,28™ 4,17+0,42

* skeksk k% kkk k%

Sig.
ns
ns
ns

ns

ns — ndo significativo (p >0,05); * — significativo (p <0,05); ** — muito significativo (p <0,01); *** — altamente significativo (p <0,001).
Meédias na mesma linha que apresentam letras mintsculas diferentes distinguem-se significativamente (p <0,05). Médias na mesma coluna

que apresentam letras maitisculas diferentes distinguem-se significativamente (p<0,05).
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4.1.3 Analise sumaria das variaveis microbioldgicas

Com o objetivo de efetuar uma discussdo global de resultados dos parametros
microbioldgicos apresentam-se os graficos de evolugdo de todos os microrganismos por
condi¢do analisada demonstrados no grafico da Figura 19.

Observando a Figura 19 ¢ possivel constatar que o comportamento da microbiota
presente na carne foi semelhante entre as diferentes condig¢des analisadas.

Os microrganismos mais dominantes da microbiota deteriorativa analisada foram as
BAL e a Brochothrix thermosphacta como descrito por (NYCHAS et al, 2002) que concluiu
que em atmosfera modificada com menos de 50% CO, e com O, estes microrganismos sao 0s
mais prevalentes em carne de bovino em refrigeragao.

Como ¢ possivel observar, embora a contaminag¢do inicial de BAL seja relativamente
baixa o seu crescimento ¢ exponencial e atinge valores superiores a 7 log ufc/ g o que leva a
odores acidos e descoloragdo sendo alteragdes sensoriais tipicas envolvidas na deterioragdo da
carne por LAB. Deve-se essencialmente ao acumular de produtos finais do metabolismo das
BAL como o 4cido latico, acido acético e o acido butirico. Esta producdo também ¢&
responsavel pela redu¢do apreciavel do pH conforme exposto por BLACKBURN (2006).

Como referido anteriormente, Brochothrix thermosphacta foi um dos microrganismos
prevalentes nas amostras de carne, este microrganismo produz diacetil e uma gama de acidos
gordos devido ao metabolismo aerdbico da glicose que dao origem a odores azedos, dcidos ou
a mofo. Estes defeitos sensoriais podem ser observados uma vez que este organismo alcance
valores de 5 log ufc/ g. (Holley, 2000).

Varios cientistas concluiram que contagens bacterianas de mesofilos totais entre 107 e
10° ufc/ g amostra sdo suficientes para comegar a causar odores desagradaveis e descoloragdo

(LIMBO, 2010), estes valores foram atingidos em média no dia 5.
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Figura 19: Graficos da evolug@o dos microrganismos analisados de acordo com a condicéo.
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4.2 Determinacdes fisico-quimicas nos hamburgueres de bovino Mertolengo D.O.P.

4.2.1 pH

E importante frisar que as amostras sujeitas a analises de pH foram anteriormente
congeladas e que este processo pode afetar os resultados obtidos e possivelmente altera-los.
Segundo Leygonie et al. (2012) a congelagao e posterior descongelacao de carne fresca pode
levar a uma diminui¢do do pH, isto explica-se devido ao facto do pH ser uma medida da
quantidade de ides de hidrogénio livres (H+), é possivel que o congelamento leve a produgao
subsequente de exsudato e este possa causar desnaturagdo das proteinas tampao, a liberagao
de ides de hidrogénio e uma consequente diminui¢do do pH medido. Alternativamente, a
perda de fluido da carne pode causar um aumento na concentragdo dos solutos, o que resulta
também numa diminuic¢ao do pH.

De qualquer forma, todas as amostras foram congeladas e descongeladas seguindo o
mesmo procedimento, podendo considerar-se que o desvio de resultados devido ao processo
de congelacdo/descongelacdo ¢ idéntico em todas as amostras e por isso as diferencas

encontradas entre diferentes condigdes podem ser consideradas plausiveis.

4.2.1.1 Acerola

Os valores médios de pH das amostras controlo, com sal e com acerola apresentam-se
na Figura 20 e Tabela 19.

O pH médio inicial obtido no tempo 1 apresenta um valor de 5,71, o que esta de
acordo com JAY et al. (2000) que demonstra que este valor deve situar-se entre 5,70 e 5,90
para carne de bovino fresca.

Como esta evidenciado no grafico da Figura 20, a amostra com acerola apresenta o pH
mais baixo ao longo de todo o periodo de andlise, seguida da amostra com sal e por fim a
amostra controlo. Esta evidéncia sugere que a adig¢do de acerola, devido ao alto teor de 4cido

ascorbico que possui, podera possibilitar a descida do pH em carne de bovino.
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Figura 20: Grafico da evolucao do pH das amostras controlo, sal e acerola.

Conforme apresentado na Figura 20 e na Tabela 19 os valores médios finais
correspondem a 5,53. Esta descida de pH pode ser explicada pela alta prevaléncia de BAL na
carne ao longo de todo o periodo analisado, devido a produgdo de acido latico, acético,
butirico, entre outros conforme exposto por BLACKBURN (2006).

Examinando a Tabela 19 verifica-se que existe uma descida de pH continua ao longo
do periodo de armazenamento. Também ¢ possivel observar que a amostra com acerola tem,

em todos os tempos, valores inferiores de pH em relagdo as outras condigdes.

Tabela 19: Valores de pH (média e desvio padrdo) em hamburgueres de bovino Mertolengo D.O.P ao longo do

periodo de armazenamento, de acordo com a condig@o e o tempo.

Tempo Controlo Sal Acerola Sig.
(dias)

1 5,77+0,19 5,69+0,18" 5,66+0,14 ns
3 5,74+0,26™ 5,67+0,11 5,59+0,08" ns
5 5,72+0,04 5,62+0,13% 5,54+0,04 ns
7 5,69+0,26™ 5,56+0,04 5,49+0,03 ns
10 5,64+0,23" 5,50+0,13" 5,44+0,15 ns
Sig. ns ns ns

ns — ndo significativo (p >0,05); * — significativo (p <0,05); ** — muito significativo (p <0,01); *** — altamente significativo (p <0,001).
Médias na mesma linha que apresentam letras minusculas diferentes distinguem-se significativamente (p <0,05). Médias na mesma coluna
que apresentam letras maitsculas diferentes distinguem-se significativamente (p<0,05).
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4.2.1.2 Salicornia

Os valores médios de pH das amostras controlo, com sal e com diferentes
concentracdes de salicornia apresentam-se na Figura 21 e Tabela 20.

O pH médio inicial obtido no tempo 1 apresenta um valor de 5,71, o que esta de
acordo com JAY et al. (2000) que demonstra que este valor deve situar-se entre 5,70 e 5,90
para carne de bovino fresca.

Como esta evidenciado no grafico da Figura 20, a amostra controlo apresenta o pH

inicial e final mais elevado, comparando com as amostras com salicornia e sal.
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Figura 21: Grafico da evolucdo do pH das amostras controlo, sal, salic. 1%, salic. 1,5% e salic. 2%.

Conforme apresentado na Figura 21 e na Tabela 20 os valores médios finais
correspondem a 5,54. Como dito anteriormente esta descida de pH pode ser atribuida a alta
prevaléncia de BAL na carne ao longo de todo o periodo de armazenamento, tal como foi
descrito por BLACKBURN (2006).

Examinando a Tabela 20 verifica-se que existe uma descida de pH continua, em todas
as condi¢des, ao longo do periodo de armazenamento. Também € possivel observar que todas
as condigdes com salicornia apresentam, em todos os tempos, valores inferiores de pH em

relagdo a condicao controlo.
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Tabela 20: Valores de pH (média e desvio padrdo) em hamburgueres de bovino Mertolengo D.O.P ao longo do

periodo de armazenamento, de acordo com a condig@o e o tempo.

Tempo  Controlo Sal Salic. 1% Salic. 1,5% Salic. 2% Sig.
(dias)

1 5,77+0,19%*  5,69+0,18" 5,710,134 5,70+0,18" 5,70+0,19 ns
3 5,74+0,26%*  5,67+0,11"° 5,70+0,04 5,70+0,25" 5,62+0,17 ns

5 5,7240,04%  5,62+0,13% 5,67+0,094 5,60+0,13% 5,52+0,10 ns
7 5,69+0,26%*  5,56+0,04"* 5,57+0,15% 5,59+0,20 5,49+0,10 ns
10 5,64+0,23%  5,50+0,13" 5,56+0,224 5,51+0,19 5,48+0,25 ns
Sig. ns ns ns ns ns

ns — ndo significativo (p >0,05); * — significativo (p <0,05); ** — muito significativo (p <0,01); *** — altamente significativo (p <0,001).
Médias na mesma linha que apresentam letras minusculas diferentes distinguem-se significativamente (p <0,05). Médias na mesma coluna
que apresentam letras maitsculas diferentes distinguem-se significativamente (p<0,05).

4.2.2 Atividade da agua

4.2.2.1 Acerola

Os valores médios de atividade da dgua (ay,) das amostras controlo, com sal e com
acerola apresentam-se na Figura 22 e Tabela 21.

A ay média inicial obtida no tempo 1 apresenta um valor de 0,989, estando de acordo
com SCHMIDT et a/ (2007) que demonstra que este valor deve situar-se entre 0,980 e 0,992
para carne de bovino fresca.

Como esta evidenciado no grafico da Figura 22, a amostra com acerola apresenta a ay,
mais baixa ao longo de todo o periodo de analise, seguida da amostra com sal e por fim a
amostra controlo. Os resultados demonstram, como descrito por SCHMIDT et al. (2007), que
a presenca de cloreto de sddio e outros i0es diminuem a atividade da 4gua das carnes e dos

produtos carneos.
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Figura 22: Grafico da evolucdo da a,, das amostras controlo, sal e acerola.

Conforme apresentado na Figura 22 e na Tabela 21 os valores médios finais
correspondem a 0,989.

Examinando a Tabela 21 observar-se existem diferengas significativas (p<0,05) no
tempo 1 entre as diferentes condigdes, de realcar que a amostra controlo difere

significativamente das outras amostras analisadas.

Tabela 21: Valores de a,, (média e desvio padrao) em hamburgueres de bovino Mertolengo D.O.P ao longo do

periodo de armazenamento, de acordo com a condicéo e o tempo.

Tempo Controlo Sal Acerola Sig.
(dias)

1 0,998+0,002"* 0,990+0,007°% 0,978+0.010™° *
3 0,998+0,003** 0,989+0,006" 0,982+0,009" ns
5 0,994+0,001** 0,988+0,009** 0,984+0,007** ns
7 0,992+0,010"* 0,988+0,005"* 0,986+0,006™ ns
10 0,991+0,002° 0,988+0,009"° 0,987+0,002° ns
Sig. ns ns ns

ns — ndo significativo (p >0,05); * — significativo (p <0,05); ** — muito significativo (p <0,01); *** — altamente significativo (p <0,001).
Meédias na mesma linha que apresentam letras mintsculas diferentes distinguem-se significativamente (p <0,05). Médias na mesma coluna
que apresentam letras maitisculas diferentes distinguem-se significativamente (p<0,05).
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4.2.2.2 Salicornia

Os valores médios de a, das amostras controlo, com sal e com diferentes
concentracdes de salicornia apresentam-se na Figura 23 e Tabela 22.

A a,, média inicial obtido no tempo 1 apresenta um valor de 0,991, o que esta de
acordo com SCHMIDT et a/ (2007) que demonstra que este valor deve situar-se entre 0,980 e
0,992 para carne fresca de bovino.

Como esta evidenciado no grafico da Figura 23, a amostra controlo apresenta a ay
inicial e final mais elevada, comparando com as amostras com salicornia e sal. As amostras
com diferentes concentragoes de salicornia demonstram uma a,, final inferior a amostra de sal.
Vai de encontro ao que foi demonstrado por SCHMIDT et al (2007) que quando a
concentracdo idnica aumenta, a a,, diminui proporcionalmente, sabe-se também que a
salicornia ¢ rica em diversos i0es para além do cloreto de sédio (cloreto de potassio, cloreto

de calcio, cloreto de magnésio).
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Figura 23: Grafico da evolugdo da a,, das amostras controlo, sal, salic. 1%, salic. 1,5% e salic. 2%.

Conforme apresentado na Figura 23 e na Tabela 22 os valores médios finais da ay
correspondem a 0,983.
E possivel observar que todas as condi¢des com salicornia apresentam, em todos os

tempos, valores inferiores de ay, em relacdo a condigao controlo.
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De salientar, na Tabela 22, as diferencas significativas entre condi¢des presentes no
tempo 5 (p<0,05) indicando diferencas entre a amostra de salic. 2% e todas as outras
condigdes. No tempo 10 também ¢é possivel notar diferengas significativas (p<<0,001) entre
todas as condicdes de salicornia e o controlo, por outro lado a amostra salic. 2% difere

também da amostra com sal e da amostra com salic. 1%.

Tabela 22: Valores de a,, (média e desvio padrao) em hamburgueres de bovino Mertolengo D.O.P ao longo do

periodo de armazenamento, de acordo com a condig@o e o tempo.

Tempo Controlo Sal Salic. 1% Salic. 1,5% Salic. 2% Sig.
(dias)

1 0,998+0,002%  0,990+0,007%  0,992+0,007*  0,990+0,004**  0,986+0,008"  ns
3 0,998+0,003*  0,989+0,006*  0,991+0,004*  0,987+0,011**  0,981+0,001*5*  ns
5 0,994+0,001%  0,988+0,009  0,992+0,004"°  0,987+0,005®  0,977+0,00328>  *
7 0,992+0,010%*  0,988+0,005**  0,988+0,008*  0,986+0,006**  0,976+0,003*%*  ns
10 0,991+0,002%  0,988+0,009*®  0,984+0,0022%  0,979+0,002°°  0,974+0,0048¢  #xx
Sig. ns ns ns ns *

ns — ndo significativo (p >0,05); * — significativo (p <0,05); ** — muito significativo (p <0,01); *** — altamente significativo (p <0,001).
Meédias na mesma linha que apresentam letras mintsculas diferentes distinguem-se significativamente (p <0,05). Médias na mesma coluna
que apresentam letras maitisculas diferentes distinguem-se significativamente (p<0,05).

4.2.3 Coordenadas de cor CIE-L*a*b*

A determinagdo da cor objetiva das amostras de carne baseou-se na determinacdo de
acordo com o espago de cor CIE-Lab.

Os resultados correspondentes estdo apresentados separadamente de acordo com cada
coordenada de cor ao longo de todo o periodo de armazenamento dos hamburgueres de

bovino Mertolengo D.O.P.
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4.2.3.1 Parametro L*

4.2.3.1.1 Acerola

Os resultados médios do pardmetro L* das amostras controlo, com sal e com acerola
estdo representados na Figura 24 e Tabela 23.

O valor médio inicial do parametro L* no tempo inicial corresponde a 38,16 que esta
de acordo com LI et al. (2012) que analisou os parametros de cor e definiu que a coordenada
L* apresenta um valor de 37.61+0.31 no dia 1. Analisando o grafico da Figura 24 ¢ possivel
verificar que a amostra controlo obteve durante todo o periodo valores superiores quanto ao
parametro L*, seguido da amostra com acerola sendo que a amostra com sal foi a que
apresentou valores mais baixos, também se aprecia um aumento da luminosidade até ao dia 3
que comeca a declinar progressivamente até ao fim do periodo analisado até atingir uma

média de 39,55.
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Figura 24: Gréfico da evolucdo do parametro L* das amostras controlo, sal e acerola.

Na Tabela 23 ¢ possivel verificar que nao se observa nenhuma diferenga significativa
quanto ao parametro L* tendo em conta o efeito tempo e o efeito dos diferentes ingredientes

adicionados.
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Tabela 23: Valores do pardmetro L* (média e desvio padrio) em hamburgueres de bovino Mertolengo D.O.P ao

longo do periodo de armazenamento, de acordo com a condigéo e o tempo.

Tempo Controlo Sal Acerola Sig.
(dias)

1 39,03+0,96™° 38,40+2,434 37,04+1,85% ns
3 42,05+1,014 39,062,944 40,08+0,59% ns
5 41,37+0,23% 38,62+0,54" 39,91+0,124 ns
7 41,12+0,56 38,70+1,324¢ 38,99+1,724 ns
10 41,16+2,324 38,66+0,034¢ 38,83+0,132 ns
Sig. ns ns ns

ns — ndo significativo (p >0,05); * — significativo (p <0,05); ** — muito significativo (p <0,01); *** — altamente significativo (p <0,001).
Médias na mesma linha que apresentam letras minusculas diferentes distinguem-se significativamente (p <0,05). Médias na mesma coluna
que apresentam letras maitsculas diferentes distinguem-se significativamente (p<0,05).

4.2.3.1.2 Salicornia

Os resultados médios do parametro L* das amostras controlo, com sal e diferentes
concentragdes de salicornia estdo representados na Figura 25 e Tabela 24.

O valor médio inicial do pardmetro L* no tempo inicial corresponde a 35,9., o que ndo
estd de acordo com o parametro definido por LI et al. (2012), o que pode ser explicado pela
adicao de salicornia que, pela sua forte coloracdo, alterou o padrao de cor dos hamburgueres
de bovino Mertolengo D.O.P de forma expressiva. Analisando o grafico da Figura 25 ¢
possivel verificar que a amostra controlo obteve durante todo o periodo valores superiores
quanto ao parametro L*, por outro lado as amostras com salicérnia apresentaram valores mais
baixos deste parametro. Quanto maior quantidade de salicornia foi adicionada menor foi a
luminosidade medida. também se aprecia um aumento da luminosidade até ao dia 3 que
comegca a declinar progressivamente até ao fim do periodo analisado até atingir uma média de

39,55.
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Figura 25: Gréafico da evolugdo do pardmetro L* das amostras controlo, sal, salic. 1%, salic. 1,5% e

salic. 2%.

Analisando a Tabela 24 ¢ possivel verificar diferengas significativa quanto ao
parametro L* tendo em conta o efeito tempo e o efeito dos diferentes ingredientes
adicionados. Quanto ao tempo € possivel denotar diferencas significativas entre o tempo 1 € o

tempo 10 relativos a amostra de salic. 2% (p<0,05)

Tabela 24: Valores do pardametro L* (média e desvio padrdo) em hamburgueres de bovino Mertolengo D.O.P ao

longo do periodo de armazenamento, de acordo com a condigo e o tempo.

Tempo Controlo Sal Salic. 1% Salic. 1,5% Salic. 2% Sig.
(dias)

1 39,03+0,96™  38,40+2.43™  36,13+2,28™  33.31+1,98"°  32,61+0,61%°  **
3 42,05+1,01%*  39,06+2,94  36,66+0,24"  37,58+0,22"%  34,67+0,80"¢  ®k*
5 41,37+0,23%  38,6240,54™"  36,58+0,10°°  35,55+0,14""  34,54+0,66"¢  ®x*
7 41,12+0,56**  38,70+1,32*"  35,66+0,20"°  3527+021%°  34,20+£0,40"B¢  wkx
10 41,16+2,32%*  38,66+0,03*  35,13+0,11°°  35,19+0,38""  34,05+0,61"5>  wkx
Sig. ns ns ns ns *

ns — ndo significativo (p >0,05); * — significativo (p <0,05); ** — muito significativo (p <0,01); *** — altamente significativo (p <0,001).
Médias na mesma linha que apresentam letras minusculas diferentes distinguem-se significativamente (p <0,05). Médias na mesma coluna

que apresentam letras maitisculas diferentes distinguem-se significativamente (p<0,05).
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4.2.3.2 Parametro a*

4.2.3.2.1 Acerola

Os resultados médios do parametro a* das amostras controlo, com sal e com acerola
estdo representados na Figura 26 e Tabela 25.

Era esperado que no tempo inicial houvesse um aumento da coordenada a* devido a
passagem da forma desoximioglobina em oximioglobina devido a MAP rica em O2, como se
pode verificar no grafico da Figura 26. LIMBO et al. (2010)

O valor médio inicial do parametro a* no tempo inicial corresponde a 21,10, similar
aos resultados obtidos por LI et al. (2012) em carne picada embalada em MAP com alto teor
de oxigénio. Analisando o grafico da Figura 26 ¢ possivel verificar que a amostra controlo
obteve valores superiores quanto ao parametro a* nos 3 primeiros dias mas de seguida a partir
do dia 3 a situagdo inverteu-se sendo que a acerola obteve resultados superiores em relagao a
este parametro, também se aprecia um aumento do parametro a* até ao dia 3 que comega a
declinar progressivamente até ao fim do periodo analisado até atingir uma média final de
17,24. O declinio da coordenada a* deve-se a oxidagdo gradual da mioglobina e ao acumular

de metamioglobina com o tempo decorrido (LIMBO et al., 2010).
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Figura 26: Grafico da evolucdo do parametro a* das amostras controlo, sal e acerola.
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Analisando a Tabela 25 ¢ possivel verificar que diferencas significativas quanto ao
parametro a* tendo em conta o efeito tempo e o efeito dos diferentes ingredientes
adicionados. Quanto ao efeito tempo ¢ possivel denotar diferengas significativas em todas as
condi¢gdes analisadas (p<0,05). Quanto as diferentes condigdes denota-se diferengas
significativas no tempo 1, no qual a condig@o controlo difere significativamente da condi¢ao

com sal e com acerola (p<0,01).

Tabela 25: Valores do parametro a* (média e desvio padrdo) em hamburgueres de bovino Mertolengo D.O.P ao

longo do periodo de armazenamento, de acordo com a condigéo e o tempo.

Tempo Controlo Sal Acerola Sig.
(dias)

1 21,86+0,84"F° 18,85+0,25°B° 19,56+0,77°%° ok
3 23,30+1,99"° 22,22+1,594 21,460,718 ns
5 21,17+1,48482 19,45+1,82482 22.35+1,35%° ns
7 20,72+0,46"52 18,780,928 20,97+01,70"82 ns
10 16,75+0,60% 16,07+1,23% 18,22+1,53% ns
Sig. * * *

ns — ndo significativo (p >0,05); * — significativo (p <0,05); ** — muito significativo (p <0,01); *** — altamente significativo (p <0,001).
Médias na mesma linha que apresentam letras minusculas diferentes distinguem-se significativamente (p <0,05). Médias na mesma coluna
que apresentam letras maitisculas diferentes distinguem-se significativamente (p<0,05).

4.2.3.2.1 Salicornia

Os resultados médios do parametro a* das amostras controlo, com sal e diferentes
concentragoes de salicornia estdo representados na Figura 27 e Tabela 26.

O valor médio inicial do pardmetro a* no tempo inicial corresponde a 17,70, o que ndo
estd em linha com o que foi observado por (LI et al. 2012), podendo ser explicado pelo facto
das amostras com salicornia adicionada adquirirem uma coloragdo mais acastanhada
proveniente dos pigmentos da salicornia. Analisando o grafico da Figura 27 ¢ possivel
verificar que a amostra controlo obteve durante todo o periodo valores superiores quanto ao
parametro a*, seguido da amostra com sal sendo que as amostras com salicornia obtiveram os
valores mais baixos. Pode-se afirmar que com o aumento da concentracdo de salicornia,
diminui a cor vermelha das amostras. Também se aprecia um aumento da coordenada a* até
ao dia 3 que comega a declinar progressivamente at¢ ao fim do periodo analisado até atingir

uma média de 15,44.
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Figura 27: Grafico da evolucdo do pardmetro a* das amostras controlo, sal, salic. 1%, salic. 1,5% e

salic. 2%.

Examinando a Tabela 26 ¢ possivel verificar que existem diferencas significativas
quanto ao parametro a* tendo em conta o efeito tempo e o efeito dos diferentes ingredientes
adicionados. Quanto ao efeito tempo € possivel denotar diferengas significativas em relacdo a
condic¢do controlo e com sal (p<0,05). Quanto as diferentes condi¢des denota-se diferencas
significativas em todos os tempos excetuando o tempo 10, no qual a condi¢do controlo e a
condi¢do com sal difere significativamente das condigdes com salicérnia (p<0,001). O efeito
tempo ndo ¢ possivel ser verificado nas amostras com salicornia, provavelmente devido ao
facto da adi¢do de salicornia mascarar a cor e o estado de oxidacdo da mioglobina que d4 a

cor vermelha a carne fresca.
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Tabela 26: Valores do parametro a* (média e desvio padrdo) em hamburgueres de bovino Mertolengo D.O.P ao

longo do periodo de armazenamento, de acordo com a condigéo e o tempo.

Tempo Controlo Sal Salic. 1% Salic. 1,5% Salic. 2% Sig.
(1dlaS) 21,86+0,84"%"  18,85+0,25"%  16,53+0,31""  15,41£1,19%°  12,85+1,017¢
3 23,30+£1,99%  22,22+1,59%5%®  17,57+0,36"™  16,53+0,60"  13,61£0,09%¢  #**
5 21,17+1,48%%  19,45+1,82%  16,67+0,15%°  15,88+0,45"°  13,05£0,65%"  ***
7 20,72+0,46™%  18,78+0,92*%  16,35£0,19"°  15,05£0,90°*  12,60+0,75%  ***
10 16,75+0,60%*  16,071,23%  1596+0,76**  13,69+1,01*  12,55£1,99"*  ns

Sig. * * ns ns ns

ns — ndo significativo (p >0,05); * — significativo (p <0,05); ** — muito significativo (p <0,01); *** — altamente significativo (p <0,001).
Meédias na mesma linha que apresentam letras mintsculas diferentes distinguem-se significativamente (p <0,05). Médias na mesma coluna
que apresentam letras maitsculas diferentes distinguem-se significativamente (p<0,05).

4.2.3.3 Parametro b*

4.2.3.3.1 Acerola

Os resultados médios do parametro b* das amostras controlo, com sal e com acerola
estdo representados na Figura 28 e Tabela 27.

O valor médio inicial do parametro b* no tempo inicial corresponde a 12,41.
Analisando o grafico da Figura 28 ¢ possivel verificar que a amostra controlo obteve valores
superiores quanto ao parametro b* nos 3 primeiros dias mas de seguida a partir do dia 3 a
situagdo inverteu-se sendo que a acerola obteve resultados superiores em relacdo a este
parametro, também se aprecia um aumento do parametro b* até ao dia 3 em relagdo as
amostras controlo e com sal, em oposi¢do a amostra com acerola que apresenta uma evolugao
positiva até ao dia 5, por fim o parametro b* comeca a declinar progressivamente até ao fim

do periodo analisado até atingir uma média final de 9,52.
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Figura 28: Grafico da evolucio do pardmetro b* das amostras controlo, sal e acerola.

Examinando a tabela 28 ¢ possivel verificar que ndo existem diferencgas significativas
quanto ao parametro b* tendo em conta o efeito tempo. Estes resultados vao ao encontro do
demonstrado por (Li et al., 2012) onde nao foram encontradas diferengas significativas no

parametro b* de carne de bovino armazenada em MAP ao longo do tempo.

Tabela 27: Valores do parametro b* (média e desvio padrdo) em hamburgueres de bovino Mertolengo D.O.P ao

longo do periodo de armazenamento, de acordo com a condigéo e o tempo.

Tempo Controlo Sal Acerola Sig.
(dias)

1 12,51+0,95 12,33+0,12% 12,39+0,44% ns
3 12,63+0,69" 12,68+1,214 12,7141,014 ns
5 11,94+0,03 11,46+1,25 13,36+0,4A™ ns
7 11,28+2,69" 10,82+1,23% 12,2340,93 ns
10 8,17+0,92% 8,87+1,30 11,510,414 ns
Sig. ns ns ns

ns — ndo significativo (p >0,05); * — significativo (p <0,05); ** — muito significativo (p <0,01); *** — altamente significativo (p <0,001).

Meédias na mesma linha que apresentam letras mintsculas diferentes distinguem-se significativamente (p <0,05). Médias na mesma coluna
que apresentam letras maitisculas diferentes distinguem-se significativamente (p>0,05).
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4.2.3.3.1 Salicornia

Os resultados médios do pardmetro b* das amostras controlo, com sal e diferentes
concentragdes de salicornia estao representados na Figura 29 e Tabela 28.

O valor médio inicial do parametro b* no tempo inicial corresponde a 12,23.
Analisando o grafico da Figura 29 ¢é possivel verificar que a amostra com salic. 1% obteve
durante o periodo inicial valores superiores quanto ao pardmetro b*, seguido da amostra
controlo. No entanto o parametro b* mantém-se mais estavel nas amostras com salicornia,
possibilitando no periodo final resultados superiores quando comparados com o controlo ¢ a
amostra com acerola adicionada. Também se aprecia um aumento do parametro b * até ao dia
3 que comeca a declinar progressivamente até ao fim do periodo analisado até atingir uma

média de 9,62.
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Figura 29: Grafico da evolucao do parametro b das amostras controlo, sal, salic. 1%, salic. 1,5% e

salic. 2%.

Examinando a tabela 28 ¢ possivel verificar que ndo existem diferencas significativas
quanto ao parametro b*, como descrito por LI et al. (2012) que ndo encontrou diferengas

significativas no parametro b* ao longo do tempo em carne de bovino armazenada em MAP.
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Tabela 28: Valores do parametro b* (média e desvio padrdo) em hamburgueres de bovino Mertolengo D.O.P ao

CAPITULO IV - Resultados e Discussio

longo do periodo de armazenamento, de acordo com a condig@o e o tempo.

Tempo Controlo Sal Salic. 1% Salic. 1,5% Salic. 2% Sig.
(dias)

1 12,51£0,95%  12,33£0,12%  13,09+0,75*  11,80+0,57 11,40+1,09  ns
3 12,63+0,69%  12,68+1,214%  13,01£0,59%*  12,01+0,38" 11,76+0,84*  ns
5 11,94+0,03%  11,46+£1,25%  12,75+0,40%  12,39+0,414 11,66+0,36**  ns
7 11,2842,69%*  10,82+1,23%  11,83+0,96™  11,78+0,71**  11,29+1,20*  ns
10 8,1740,9242 8,87+1,30%  10,51+0,86™*  10,24+0,67 10,32+0,60**  ns
Sig. ns ns ns ns ns

ns — ndo significativo (p >0,05); * — significativo (p <0,05); ** — muito significativo (p <0,01); *** — altamente significativo (p <0,001).
Meédias na mesma linha que apresentam letras mintsculas diferentes distinguem-se significativamente (p <0,05). Médias na mesma coluna
que apresentam letras maitsculas diferentes distinguem-se significativamente (p<0,05).

4.3 Analise sensorial
4.3.1 Cor

Foram analisados dois parametros de cor na analise sensorial recorrendo a uma escala
de 0 a 9 cm, o escurecimento da cor vermelha que varia entre vermelho-vivo até ao vermelho
escuro (sendo que 0 cm € a cor mais viva € 9 cm a cor mais escura). A intensidade da cor
castanha também foi avaliada e varia entre bege e castanho escuro (sendo que 0 cm

corresponde a cor mais clara e 9 cm a cor mais escura).

4.3.1.1 Acerola

O gréfico da Figura 30 e a Tabela 29 demonstram a evolugdo da cor dos hamburgueres
de bovino Mertolengo D.O.P segundo a analise sensorial executada pelo painel de provadores

treinado.

De acordo com os graficos da Figura 30 ¢ possivel observar que, como esperado, a cor
vermelho-vivo comega a tornar-se vermelho escuro e a cor castanha intensifica-se, ao longo
do tempo decorrido. E também possivel observar que os hambiirgueres de bovino Mertolengo
D.O.P com acerola apresentam uma menor colora¢do acastanhada ao longo do periodo

analisado.
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Figura 30: Grafico da evolugdo da cor observada das amostras controlo, sal e acerola.

A Tabela 29 demonstra que existem diferencas significativas em relagdo ao efeito do

tempo nos parametros relacionados com a cor da carne, como era expectavel, devido a

deterioracdo quimica e microbiana que ocorre ao longo do tempo que causa oxidagdo da

mioglobina e a consequente acumulagdo de metahemoglobina. (LIMBO et al. 2010)
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Tabela 29: Cor vermelha e castanha observada (cm, média ¢ desvio padrdo) em hamburgueres de bovino

Mertolengo D.O.P ao longo do periodo de armazenamento, de acordo com a condigdo e o tempo.

Tempo Controlo Sal Acerola Sig.
(dias)

Vermelho

1 1,51+0,78% 1,50+0,25% 0,91+0,85" ns
3 2,08+0,974 1,99+0,414 1,610,568 ns
5 3,53+0,45"82 3,27+0,475 3,24+0,695¢ ns
7 5,1141,57% 4,60+1,18* 4,35+1,45% ns
10 6,63+0,73 6,45+0,30"* 6,40+0,70"* ns
Sig. kK w3k oo

Castanho

1 0,72+0,334° 0,40+0,194¢ 0,00+0,00"° ns
3 0,98+0,84"82 0,52+0,30% 0,42+0,0882 ns
5 2,26+0,8982 1,55+0,21482 0,69+0,205¢ ns
7 4354127488 2,574+0,9788 2.,40+0,565 ns
10 6,27+2,14% 5,401,875 430+1,83° ns
Sig. * oK o

ns — ndo significativo (p >0,05); * — significativo (p <0,05); ** — muito significativo (p <0,01); *** — altamente significativo (p <0,001).
Meédias na mesma linha que apresentam letras mintsculas diferentes distinguem-se significativamente (p <0,05). Médias na mesma coluna
que apresentam letras maitisculas diferentes distinguem-se significativamente (p<0,05).

4.3.1.2 Salicornia

O grafico da Figura 31 e a Tabela 30 demonstram a evolugdo da cor dos hamburgueres
de bovino Mertolengo D.O.P segundo a analise sensorial executada pelo painel de provadores

treinado.

No grafico da Figura 31 verifica-se que o painel de provadores definiu imediatamente
no tempo 1 que as condi¢des com salicornia adicionada aparentavam uma cor vermelho mais
escuro e também com maior intensidade de cor castanha. E possivel observar que com o
aumento da concentracdo de salicornia também ocorre o aumento da percecdo de vermelho
mais escuro e maior intensidade da cor castanha em todos os tempos analisados. E importante
constatar que esta coloracdo mais escura nos tempos iniciais quando comparada com a
amostra controlo ndo se liga com a deterioragdo, mas sim devido a propria pigmentagao da

salicornia. Ao longo do tempo ocorre o escurecimento da cor vermelha e a intensificagcdo da
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cor castanha de todas as amostras em estudo devido a acumulagdo de metahemoglobina como

referido anteriormente.
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O —Controlo + —Sal < —Salic. 1% X ——Salic. 1,5% Salic. 2%

Figura 31: Grafico da evolugdo da cor observada das amostras controlo, sal, salic. 1%,

salic. 1,5% e salc. 2%.

Em relacdo a Tabela 30 observam-se diferengas significativas quanto ao efeito tempo e

entre as diferentes condigdes analisadas.

Quanto ao efeito tempo € possivel observar diferencgas significativas em relagdo a
todas as condi¢des quando observada a cor vermelha. Em relagdo ao parametro da cor

castanha as amostras com salicornia ndo demonstraram diferencas significativas.

Quando se observa as diferencas entre condi¢des, presentes na Tabela 35, € possivel
denotar que as amostras com salicornia adicionada diferem significativamente das amostras
com sal e controlo em todos os tempos analisados, tanto em relacdo a cor vermelha com a cor

castanha.
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CAPITULO IV - Resultados e Discussio

Tabela 30: Cor vermelha e castanha observada (cm, média ¢ desvio padrdo) em hamburgueres de bovino

Mertolengo D.O.P ao longo do periodo de armazenamento, de acordo com a condigdo e o tempo.

Tempo Controlo Sal Salic. 1% Salic. 1,5% Salic. 2% Sig.
(dias)

Vermelho

1 1,5140,78%*  1,50+0,25%  5,53+0,89"° 5,91+0,414° 6,29+0,73%° sk
3 2,08+0,97%  1,9940,41%  5,93+0,99%° 6,11+0,90"° 6,38+0,93%° ok
5 3,53+0,45%8% 32740475 6,10+0,77°%°  6,4740,354B 7284153880 ks
7 5,11£1,57%% 4,601,187 6,49+0,60"""  7,39+0,83%  7,53+1,134%"  #*x
10 6,63+0,73*  6,45+0,30*  6,95+0,395° 8,27+0,64° 8,73+0,498° sk
Sig. ke ok * o ¥

Castanho

1 0,72+0,33%®  0,40+0,19*  3,66+1,55*®  4,61+1,80"%® 4.82+1,18%° *
3 0,98+0,84"%*  0,5240,30""  4,43+1,45%" 5,46+1,47"° 5,87+2,214° sk
5 2,26+0,89%8* 15540217 4,91+0,98%° 6,29+1,75"° 6,38+2,08"° *
7 435+1,2748% 2574097482 558+1,67°° 6,77+1,15%° 7,25+1,194° *
10 6,27+2,14%°  540+1,87%°  6,6241,16%  7,60+1,234% 7,92+0,35%° ok
Sig. ® * ns ns ns

ns — ndo significativo (p >0,05); * — significativo (p <0,05); ** — muito significativo (p <0,01); *** — altamente significativo (p <0,001).
Meédias na mesma linha que apresentam letras mintsculas diferentes distinguem-se significativamente (p <0,05). Médias na mesma coluna
que apresentam letras maitisculas diferentes distinguem-se significativamente (p<0,05).

4.3.2 Cheiro a deteriorado

O cheiro a deteriorado foi avaliado com auxilio de uma escala de 0 a 9 cm, sendo que

0 cm corresponde a auséncia de cheiro a deteriorado € 9 cm corresponde a maior intensidade

de cheiro a deteriorado.

4.3.2.1 Acerola

O grafico da Figura 32 da imagem demonstra a evolugdo do cheiro a deteriorado

sentido ao longo do tempo de estudo. A amostra com acerola adicionada apresenta valores de

cheiro a deteriorado menores quando comparados com a amostra controlo € a amostra com

sal. Esta diferenga torna-se percetivel principalmente a partir do dia 5.
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Figura 32: Grafico da evolugdo do cheiro a deteriorado nas amostras controlo, sal e acerola.

Como seria esperado, observando a Tabela 31, o efeito tempo € notdrio nas condigdes
analisadas observando-se diferencas significativas (p<0,01). Por outro lado, no tempo 10 ¢
possivel notar diferencas significativas entre condi¢des, sendo que a condi¢do com acerola
difere significativamente das amostras controlo e com sal (p<0,01), este facto pode dever-se a
menor contaminagdo microbiana que amostra com acerola demonstrou em relacdo as
Pseudomonas (Figura 11), conhecido microrganismo pela sua grande atividade proteolitica e
consequentemente deteriorativa. (NYCHAS, 2008). Esta menor contaminagdo pode permitir a
menor presenga de off-odors, ja que este microrganismo esta diretamente ligado a presenca

dos mesmos.
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CAPITULO IV - Resultados e Discussio

Tabela 31: Cheiro a deteriorado (cm, média e desvio padrdo) em hamburgueres de bovino Mertolengo D.O.P ao

longo do periodo de armazenamento, de acordo com a condigéo e o tempo.

Tempo
(dias)
1

3
5
7
10

Sig.

Controlo Sal Acerola Sig.

1,35+0,93% 1,65+0,397 1,32+0,92% ns

2,85+(,42182 2,95+1,66"B 2,78+0,74"B2 ns

4,52+1,195 4,56+0,85% 3,33+0,335 ns

5,14+1,825¢ 5,61+1,025 3,60+1,025 ns

6,68+0,85 6,45+0,23 4,80+0,50° ok
3k *kok *%

ns — ndo significativo (p >0,05); * — significativo (p <0,05); ** — muito significativo (p <0,01); *** — altamente significativo (p <0,001).
Meédias na mesma linha que apresentam letras mintsculas diferentes distinguem-se significativamente (p <0,05). Médias na mesma coluna
que apresentam letras maitsculas diferentes distinguem-se significativamente (p>0,05).

4.3.2.2 Salicornia

O grafico da Figura 33 demonstra a evolugdo do cheiro a deteriorado sentido ao longo

do tempo de estudo. A amostra com salicornia 1% adicionada apresenta valores de cheiro a

deteriorado menores quando comparados com as outras amostras. Esta diferenca torna-se

percetivel principalmente a partir do dia 5 até ao final do estudo.

cheiro a deteriorado (cm)
N

2 4 6 8 10
Tempo (dias)

O —Controlo  + —Sal <& —Salic. 1% X — Salic. 1,5% Salic. 2%

Figura 33: Gréafico da evolugdo do cheiro a deteriorado nas amostras controlo, sal, salic. 1%, salic. 1,5%

e salic. 2%
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Na Tabela 32 denota-se que existem diferencas significativas para o efeito tempo
(amostras controlo, com sal e salic. 1%), como seria esperado devido a acdo de bactérias
deteriorativas que causam proteolise e libertacdo de produtos do metabolismo que causam off-
odors (NYCHAS, 2008). Também ocorreram alteracdes significativas entre condigdes no

ultimo tempo em analise (p<0,05), no qual a amostra com salic.1% diferiu das demais.

Tabela 32: Cheiro a deteriorado (cm, média e desvio padrdo) em hamburgueres de bovino Mertolengo D.O.P ao

longo do periodo de armazenamento, de acordo com a condigéo e o tempo.

Tempo Controlo Sal Salic. 1% Salic. 1,5% Salic. 2% Sig.
(dias)

1 1,35+0,93% 1,65+0,39% 1,371,377 2,33+0,71 2,35+0,72°° ns
3 2.85+0,428% 29541668 2534128482 3,40+1,974¢ 2,89+0,954° ns
5 4,52+1,19%5"  4.56+0,855%  3,77+0,93°B2 5,06+3,024¢ 5,15+1,96"° ns
7 5,14+1,825%  561+£1,02°  4,31+1,37"P° 5,03+1,58" 5,87+1,90" ns
10 6,68+0,85 6,45+0,23%*  528+0,35% 5,77+0,20% 5,87+0,534® *
Sig. o ook * ns ns

ns — ndo significativo (p >0,05); * — significativo (p <0,05); ** — muito significativo (p <0,01); *** — altamente significativo (p <0,001).
Médias na mesma linha que apresentam letras minusculas diferentes distinguem-se significativamente (p <0,05). Médias na mesma coluna
que apresentam letras maitsculas diferentes distinguem-se significativamente (p<0,05).

4.3.3 Avaliacao global de frescura

Os resultados obtidos na apreciacdo global de frescura estdo representados na Figura
34 e Tabela 35 correspondentes a analise do efeito da acerola e na Figura 35 e Tabela 36

encontram-se os resultados correspondentes ao efeito da salicornia.

A avaliagdo global de frescura (AGF) esta avaliada numa escala de 0 a 9 cm, sendo
classificada como: carne fresca de 6 a 9 cm, carne semi-fresca de 3 a 6 cm e carne deteriorada

de0a3cm.

A qualidade da carne, de acordo com a analise sensorial, foi determinada pelas linhas
coloridas presentes na Figura 34 e Figura 35. A linha verde separa a carne fresca da semi-

fresca e a linha vermelha separa carne semi-fresca de carne considerada deteriorada.
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4.3.3.1 Acerola

No tempo inicial as amostras apresentavam-se frescas, com um valor médio de AGF

de 7,95 cm.

Ao longo do periodo de armazenamento das amostras observa-se um decréscimo
continuo da AGF.

Observando o grafico da Figura 34 ¢ possivel realizar que a amostra com acerola
obteve melhores resultados de AGF durante todos os periodos em andlise, como descrito por
(REALINI et al., 2015) que concluiu que a utilizagdo de acerola a 0,15% melhorava as
qualidades sensoriais de hamburgueres de bovino Mertolengo D.O.P. As condigdes de
controlo e com sal apresentam resultados muito similares, tanto no inicio como no fim do
periodo de observacao.

No tempo final as amostras apresentam um valor média de AGF correspondente a 0,59

determinando assim carne deteriorada.

AGF (cm)

0 2 4 6 8 10
Tempo (dias)

O —Controlo + —Sal < —— Acerola

Figura 34: Grafico da evolucdo da avaliacdo global de frescura das amostras controlo, sal e acerola.

Desta forma, de acordo com o grafico da Figura 37 e a Tabela 38 ¢ possivel observar
que as condigdes controlo e com sal sdo consideradas deterioradas antes de atingir o dia 6,

enquanto que a condi¢do com acerola apenas atinge o mesmo grau de deterioracdo depois do
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dia 7, sendo por isso razoavel crer que a adi¢cdo de acerola aumentou o tempo de vida util do

hamburguer em pelo menos 1 dia.

Observando a Tabela 33 ¢ possivel verificar que apenas se encontram diferencas
significativas ao nivel da evolu¢do da AGF de acordo com o tempo decorrido (p<0,001) como

era esperado devido a deterioragdo inevitavel que ocorre em carne fresca.

Tabela 33: Avaliagdo global de frescura (cm, média e desvio padrdo) em hamburgueres de bovino Mertolengo

D.O.P ao longo do periodo de armazenamento, de acordo com a condig@o e o tempo.

Tempo Controlo Sal Acerola Sig.
(dias)

1 7,87+0,734 7,95+0,68"* 8,02+0,63" ns
3 5,17+0,854B2 5,66+1,66"5 6,28+0,26% ns
5 3,74+0,634B¢ 3,74+0,585¢ 4,87+0,495¢ ns
7 2,21+1,905¢ 1,59+1,305 3,47+0,84 ns
10 0,28+0,20* 0,43+0,49“* 1,05:+0,05>* ns
Sig. *kk skkk kkk

ns — ndo significativo (p >0,05); * — significativo (p <0,05); ** — muito significativo (p <0,01); *** — altamente significativo (p <0,001).
Meédias na mesma linha que apresentam letras minusculas diferentes distinguem-se significativamente (p <0,05). Médias na mesma coluna
que apresentam letras maitisculas diferentes distinguem-se significativamente (p<0,05).

4.3.3.2 Salicornia

No tempo inicial as amostras apresentavam-se frescas, com um valor médio de AGF
de 6,85 cm.

No gréfico da Figura 35 observa-se longo do periodo de armazenamento das amostras
observa-se um decréscimo continuo da AGF. E possivel realizar que as condi¢des de controlo
e com sal apresentam valores superiores de AGF sendo muito similares, até ao dia 5. Por
outro lado, a partir do dia 7 a amostra com salic. 1% obteve resultados superiores em termos
de AGF quando comparada com as outras amostras. As amostras com salic. 1,5% e 2%
apresentaram valores piores de AGF ao longo de todo o periodo em anélise, igualando-se a
amostra com sal no tempo 7.

No tempo final as amostras apresentam um valor média de AGF correspondente a 0,48

determinando assim carne deteriorada.
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AGF

0 2 4 6 8 10
Tempo (dias)

O —Controlo  + —Sal < —Salic. 1% X —Salic. 1,5% Salic. 2%

Figura 35: Grafico da evolucdo da avaliacdo global de frescura das amostras controlo, sal, salic. 1%,

salic. 1,5% e salic. 2%.

Desta forma, de acordo com o grafico da Figura 35 e a Tabela 34 ¢ possivel observar
que as condigdes controlo, com sal e com salic. 1% sao consideradas deterioradas ao nivel do
dia 6, enquanto que as condi¢cdes com salic. a 1,5% e 2% atingem o mesmo grau de
deterioracdo mais cedo, antes do dia 5.

Observando a Tabela 34 ¢ possivel verificar que se encontram diferencas significativas
ao nivel da evolucdo da AGF de acordo com o tempo decorrido, devido a progressao da
deterioragdo. Também ¢ possivel observar diferencas significativas entre as diferentes
condi¢des no tempo 1 (p<0,01). As amostras com salic. 1,5% e com salic. 2% demonstram ser
significativamente diferentes das amostras controlo e com sal, este facto vai de encontro a
conclusdo que a salicornia nestas concentragdes provoca uma alteracao apreciavel na AGF

muito provavelmente devido a alteracdo de cor que a sua adi¢ao proporciona.
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Tabela 34: Avaliagdo global de frescura (média e desvio padrdo) em hamburgueres de bovino Mertolengo D.O.P

ao longo do periodo de armazenamento, de acordo com a condig@o e o tempo.

Tempo Controlo Sal Salic. 1% Salic. 1,5% Salic. 2% Sig.
(dias)

1 7,87+0,73%"  7,95+0,68%*  6,81+0,47°®  5,98+0,714° 5,65+0,68™° ok
3 5,17+0,85*%*  5,66+1,66"5  4,83+2,11%8*  4,42+1,19*%*  3,47+123*  ns
5 3,74+0,63B  3,74+0,585"  3,58+0,59"B*  2,68+1,03*%*  2,51+1,07%*  ns
7 2,21+1,905¢  1,59+1,30% 2,32+£1,30%  1,65+036"%%  1,57+0,13*B*  ns
10 0,28+0,20“*  0,43+0,49*  1,05+0,58% 0,27+0,12% 0,37+0,38% ns
Sig. kk skkk * * *

ns — ndo significativo (p >0,05); * — significativo (p <0,05); ** — muito significativo (p <0,01); *** — altamente significativo (p <0,001).
Meédias na mesma linha que apresentam letras mintsculas diferentes distinguem-se significativamente (p <0,05). Médias na mesma coluna
que apresentam letras maitisculas diferentes distinguem-se significativamente (p<0,05).

4.4. Correlaciao de Pearson

A Tabela 35 demonstra o coeficiente da correlacio de Pearson entre os diversos
parametros descritos, de forma a avaliar a possivel correlagdo entre as varias variaveis
analisadas.

Como evidenciado na Tabela 41 os parametros microbioldgicos estdo correlacionados
negativamente com o parametros sensoriais, desde o cheiro a deteriorado, a cor visual, a AGF
e também o parametro a* (componente vermelha da carne), por isso o aumento dos
parametros microbiologicos leva a diminuicao da componente vermelha da carne e também a
diminui¢do dos pardmetros sensoriais como seria esperado, devido a producao de compostos
do metabolismo dos microrganismos que levam a descoloragdo e odores desagradaveis como

descrito por (BLACKBURN 2006)

E possivel apreciar também uma correlagdo negativa entre a a,, ¢ 08 microrganismos
analisados, que vai ao encontro de (SCHMIDT et al, 2007) que descreve a relagdo entre o
crescimento microbiano e a a,, e refere que a fase /ag do crescimento microbiano ¢ tdo maior
quanto menor for a a,, Embora nunca seja possivel diminuir a a,, ao ponto de inibicdo da

multiplicagdo microbiana em carne porque causaria alteracdes extremas de textura e

suculéncia.
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Como esperado existe uma correlacdo negativa entre a coordenada de cor a* e o
escurecimento da cor vermelha, sendo que quanto maior o escurecimento da cor vermelha
menor o valor do parametro a*.

O facto de a cor da carne ser o fator-chave como indicador de frescura e de qualidade
como indicado por (MANCINI e HUNT, 2005) pode ser evidenciado pela correlagdo positiva
que existe entre o parametro a* (componente vermelha da carne) e a AGF realizada pelo
painel de provadores. Esta correlagdo sugere que o aumento da componente vermelha leva a
um aumento da AGF por parte dos provadores e que por outro lado a diminuicao desta
componente (descoloracdo) ¢ um fator importante para a decisdo sobre a frescura e qualidade
da carne. (LIMBO et al, 2010).

O cheiro a deteriorado tem uma correlagdo negativa com a AGF evidenciando a importancia
do cheiro na avaliagdo da qualidade da carne, ja que quanto maior o cheiro a deteriorado
menor ira ser a AGF. Também o escurecimento da cor vermelha e a intensidade da cor
castanha demonstram correlagdo negativa em relacdo a AGF, sendo que quanto mais escura e
mais acastanhada a carne se encontra menor serd a AGF pois ndo vai ao encontro das

espectativas de cor da carne fresca como descrito por MANCINI e HUNT (2005).
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Tabela 35: Correlagdo de Person das amostras analisadas em relagdo a todos os parametros em estudo.

2
Tz s J
g S g = o & ™
S N s B -
3 3 ] ® S = 3 = : * % < §8 £E% & =
Mesofilos 0,721 0,760 0,812 0,735 0,796 0,749  -0,242 -0,145 0,025 -0,252  -0,380 0,575 0,486 0,623 -0,704
Psicrotroéficos 0,001 0,768 0,802 0,777 0,877 0,749  -0,495 -0,216 0,120 -0,131  -0,300 0,483 0,443 0,703 -0,779
Enterobacteriaceae 0,001 0,001 0,858 0,818 0,832 0,779  -0,337 -0,318 -0,015 -0,259  -0,251 0,531 0,402 0,544 -0,624
Pseudomonas spp. 0,001 0,001 0,001 0,821 0,861 0,815 -0,357 -0,207 0,010 -0,172  -0,233 0,470 0,315 0,590 -0,639
B. thermosphacta 0,001 0,001 0,001 0,001 0,795 0,770  -0,263 -0,270 0,122 -0,118  -0,320 0,402 0,282 0,500 -0,585
BAL 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,813 -0411 -0,210 0,165 -0,115  -0,305 0,473 0,386 0,688 -0,738
Fungos 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 -0,235  -0,143 0,124 -0,138  -0,273 0,473 0,357 0,576 -0,636
pH 0,013 0,001 0,001 0,001 0,007 0,001 0,016 0,070 0,004 0,127 -0,018  -0,261 -0,199 -0,355 0,389
A, 0,140 0,027 0,001 0,034 0,005 0,032 0,145 0,480 0,387 0,334 0,182 -0,231 -0,328  -0,220 0,199
L* 0,804 0,224 0,876 0,314 0,214 0,093 0,206 0,968 0,001 0,680 0,036 -0,52 -0,457 0,023 0,07
a* 0,009 0,183 0,010 0,080 0,231 0,244 0,162 0,196 0,001 0,001 0,274 -0,751 -0,663 -0,282 0,376
b* 0,001 0,002 0,010 0,017 0,001 0,002 0,005 0,854 0,063 0,711 0,005 -0,243 -0,400  -0,426 0,468
Esc. cor vermelha 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,007 0,018 0,001 0,001 0,013 0,806 0,510 -0,665
Int. cor castanha 0,001 0,001 0,001 0,001 0,004 0,001 0,001 0,042 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,628 -0,751
Ch. a deteriorado 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,024 0,818 0,004 0,001 0,001 0,001 -0,913
AGF 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,042 0,484 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
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5. Conclusao

Os objetivos do estudo foram plenamente atingidos. Pretendia-se avaliar o efeito que
Malpighia emarginata e Salicornia ramosissima em p6 causam em hamburgueres de bovino
Mertolengo D.O.P e a sua potencial utilizagdo como aditivos naturais.

No que respeita a utilizacdo de Malpighia emarginata, este ingrediente mostrou
resultados satisfatorios principalmente ao nivel da diminui¢do do cheiro a deteriorado onde
mostrou diferengas significativas em relagdo ao controlo no ultimo tempo em andlise
(p<0,01), demonstrou melhoria na manutencao da cor vermelha tipica da carne e, como a cor
¢ o fator mais importante para a determinacdo do grau de frescura também obteve resultados
positivos na apreciagdo global de frescura, podendo considerar-se que aumentou a
estabilidade da cor e a qualidade dos hamburgueres de bovino Mertolengo D.O.P. Pode, por
isso ser considerada uma fonte antioxidante natural passivel de ser utilizada em produtos
carneos.

Relativamente ao uso de Salicornia ramosissima, a sua utilizagdo demonstrou a
diminui¢do da a, em relagao a amostra controlo. A amostra com 1% de salicornia demonstrou
menor cheiro a deteriorado no ultimo tempo em andlise quando comparado com o controlo
(p<0,05). Os hamburgueres de bovino Mertolengo D.O.P com este ingrediente adicionado a
uma concentragdo de 1,5 ou 2% adquirem uma coloracdo mais escura devido aos pigmentos
da prépria planta, diminuindo assim a coloragdo vermelha da carne e consequentemente a
apreciacao global de frescura causando um impacto negativo acrescido no parametro a*
(p<0,001) e na avaliagdo por parte do painel de avaliadores que considerou as amostras com
salicornia com uma cor mais escura quando comparada com o controlo (p<0,001). Considera-
se que a utilizacdo de Salicornia ramosissima a concentragdes superiores a 1% nao ¢
adequada para preparados de carne, mais concretamente em hamburgueres de bovino
Mertolengo D.O.P por alterar em demasia as caracteristicas intrinsecas do aspeto da carne de
bovino.

A adicdo destes ingredientes podem retardar a deterioragdo e por isso aumentar a
qualidade do produto final, por outro lado a perspetiva da utilizagdo da Salicérnia em outros
produtos de carne como em certos transformados de carne, onde a cor pode ser um fator

menos preponderante ¢ aliciante, embora seja essencial investigagao futura acerca do assunto.
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ANEXOS

A. Composiciao da carne conforme a espécie

CAPITULO VII — Anexos

Agua (%) Proteina (%) Lipidos (%) Cinzas (%)
Bovino 71-73 20-22 5-8 0-7
Suino 71 22 6 0-8
Cordeiro 74 20 5 0-6
Frango 76 21 3 1

Adaptado de The Canadian Nutrient File, Health and Welfare Canada (1991).

B. Ficha de analise sensorial

Analise sensorial de Hamburguer Nome

Cadigo

COR
Vermelho (vivo- escuro)

Assinale com um X

Castanho (claro- escuro)

CHEIRO a carne deteriorada (Intensidade)

Pouco intenso

Quais os CHEIRO(S) que detectou (Intensidade):

Adocicado

Muito intenso

Amanteigado

Rango

Acidico

Amoniacal

Putrido

APRECIAGAO GLOBAL de frescura

Muito fresca

Muito deteriorada
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