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RESUMO

BONFIM, Rosiane Costa. Aplicagdo de transglutaminase microbiana e alta-presséo
hidrostatica em produto carneo reestruturado bovino. 2013. 54p. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos). Instituto de Tecnologia, Departamento de Tecnologia
de Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

Nos ultimos anos é crescente o interesse dos consumidores por produtos de facil
preparo, 0s chamados produtos de conveniéncia. Diante desse mercado a industria carnea vem
desenvolvendo carnes reestruturadas, onde sdo empregados cortes carneos de menor valor
comercial, como a paleta bovina. Assim, o objetivo do presente estudo foi desenvolver um
produto reestruturado proveniente dos masculos da paleta bovina, buscando maior valorizacdo
desse corte, através da aplicacdo da tecnologia de alta pressdo hidrostatica (APH) e/ou
utilizacdo da enzima transglutaminase microbiana (ACTIVA GS ®). Na elaboracdo do
produto reestruturado bovino foram utilizados os trés masculos da paleta bovina, o triceps
braquial, supraespinhoso e o infraespinhoso, trés niveis de enzima (0,5%, 0,7% e 1,0% de
MTGase) com um tempo de hidrdlise de 5 horas sob refrigeracdo e 200 MPa por 1 minuto,
utilizando um delineamento em blocos estendidos ao acaso. Os tratamentos foram submetidos
as analises de composicdo centesimal, pH, perfil proteico por eletroforese (SDS-PAGE),
analise instrumental de textura (TPA), perda de peso pelo cozimento (PPC%), grau de
retracdo (GR%), analise instrumental de cor, calorimetria diferencial de varredura (DSC),
analise microbiologica (RDC n° 12 - ANVISA) e andlise sensorial (aceitacdo global e textura;
CATA: Check All That Apply). Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia com
comparagdo entre médias pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. Através das
analises acima citadas pode-se concluir que a composicao centesimal do produto estudado nédo
foi afetada pelos tratamentos com APH e MTGase, e 0 aumento apresentado no pH das
amostras se deu pela adicdo de polifosfatos. O perfil de proteinas ndo foi alterado pela
aplicacdo da APH, mas a MTGase provocou diminui¢do das bandas de peso molecular de
24,6, 22,23 e 17,55 KDa.. A aplicacdo da APH diminuiu os parametros de dureza e
coesividade de textura instrumental; a elasticidade foi aumentada tanto pela atuacdo da APH
como pela acdo da enzima; o parametro mastigabilidade ndo foi influenciado pela APH e
enzima. Em relacdo aos parametros relacionados com a cor, a APH como a MTgase
aumentaram a Luminosidade (*L) e diminuiram os parametros *a, *b e *C. O DSC mostrou
que a APH diminuiu a entalpia do sistema e a MTGase agiu ao contrario, aumentando a
entalpia do evento térmico. As andlises microbiolégicas comprovaram a adequacdo do
produto ao padrdo de exigéncia da legislacdo brasileira para consumo. Na anélise sensorial,
através do teste de aceitacdo observou-se que ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos em relacdo a preferéncia global, porém a amostra T3, com 0,7% de MTgase, foi a
mais aceita em relacdo a textura. O estudo CATA mostrou que os atributos que levaram 0s
provadores a preferirem tal amostra estavam relacionados com os termos suculéncia, deliciosa
e sabor bom. E a combinacdo da APH (200MPa/1min) com a MTGase (0,7%) ndo apresentou
resultado favoravel em relacédo a aceitacdo do produto.

Palavras-chave: Transglutaminase microbiana. Alta Pressdo Hidrostatica. Paleta bovina.



ABSTRACT

BONFIM, Rosiane Costa.  Application of microbial transglutaminase and high
hydrostatic pressure on bovine restructured meat product. 2013. 54p. (Master in Science
and Technology of Foods). Institute of Technology. Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

In recent years, there has been a growing interest of consumers for easy preparation
food the so-called convenience products. Aiming achieving such a market the meat industry
has been developing restructured meats, in which lower commercial value meat cuts are
employed. The objective of this study was to develop a restructured product from bovine
muscle palette seeking greater appreciation of this cut through the application of high
hydrostatic pressure technology (HHP) and/or the use of microbial transglutaminase
(ACTIVA ® GS). In the elaboration of restructured beef the following materials and
conditions were used: three types of bovine palette muscles (triceps, supraspinatus and
infraspinatus), three levels of enzyme (0.5%, 0.7% and 1.0% MTGase) a hydrolysis time of 5
hours under refrigeration and a fixed high pressure processing condition (200 MPa for 1
minute), employing a random extended block design . The treatments were analysed for
proximate composition, pH, electrophoresis (SDS-PAGE) protein profile, instrumental texture
analysis (TPA), weight loss by cooking (WLC%), degree of shrinkage (%DS), instrumental
colour, differential scanning calorimetry (DSC) profile, microbiology (RDC No. 12 -
ANVISA) and sensory analysis (texture and overall acceptability; CATA). Statistical analysis
of analysis of variance followed by comparison of means by Tukey test at 5% significance
level was applied to the data. It Both HHP and MTGase did not affect the chemical
composition of the product, being the pH increase observed attributed to to the addition of
polyphosphate. The protein profile was not altered by the application of HHP, but MTGase
resulted in lower molecular weight bands of 24.6, 22.23 and 17.55 kDa. Application of HHP
decreased texture instrumental parameters of hardness and cohesiveness, while the elasticity
was increased either by the action of HHP or the enzyme; chewiness was not influenced by
neither HHP nor the enzyme. Regarding the parameters related to colour, both HHP and
MTgase increased the lightness (L *) and decreased the parameters *a, *b and *C. The DSC
showed that the HHP decreased the system enthalpy and MTGase acted in the opposite sense
by increasing the enthalpy of the thermal event. Microbiological analyses confirmed the
suitability of the product to the standard required by Brazilian law for consumption. In
sensory analysis, the acceptance test showed that there was no significant difference between
treatments in relation to overall preference, but the sample with 0.7% of MTgase was the most
accepted in relation to texture. The CATA study showed that the attributes that led the
panellists to prefer such a sample were related to the terms juiciness, delicious and good
flavour. And the combination of APH (200MPa/1min) with MTGase (0.7%) had no favorable
outcome of product acceptance.

Key words: Microbial transglutaminas, High hydrostatic pressure, Bovine palette.
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1 INTRODUCAO

Atualmente o mercado procura desenvolver produtos que atendam a demanda dos
consumidores que buscam produtos de conveniéncia e de facil preparo, uma vez que o perfil
do consumidor foi completamente alterado nessas Ultimas décadas devido & insercdo da figura
feminina no mercado de trabalho, com carga horéria cada vez maior e consequente reducdo no
tempo dedicado ao preparo de alimentos. Nesse universo, 0s produtos reestruturados séo uma
boa alternativa, sendo produtos de facil manipulagdo e que contribuem para agregar valor aos
cortes ou recortes carneos de menor valor comercial.

O termo ‘“reestrutura¢do” denomina produtos elaborados a partir de fragmentos de
carne através da solubilizacdo de proteinas e posterior moldagem. S&o incluidos nessa
classificacdo os hamburgueres, nuggets, almondegas, bifes reconstituidos, entre outros.

Na indastria de carnes, os elevados custos de producdo estimulam o estudo e o
desenvolvimento de novas tecnologias visando a utilizacdo de todas as partes do animal com
objetivo de minimizar as perdas e maximizar o lucro das empresas. Isso inclui o
desenvolvimento de novos métodos de reestruturacdo de carnes, com utilizacdo de aparas e
cortes de baixo valor comercial para melhorar a aparéncia e textura do novo produto,
aumentando com isso o valor de mercado e buscando alternativas que possam competir com
musculos integros em relacdo as caracteristicas sensoriais como aparéncia, odor, sabor e
textura, importantes para aceitacdo pelo consumidor.

Para alcancar a ligagéo entre as aparas, proteinas na superficie dos fragmentos carneos
devem ser solubilizadas e, posteriormente, esses fragmentos serem moldados por compressao
na forma desejada e unidos em uma sé peca.

Tradicionalmente, o cloreto de sodio e os polifosfatos com a ajuda do calor sdo os
meios mais utilizados para agregar os pedacos de carnes. A maioria dos produtos
reestruturados sdo submetidos ao congelamento, ou exige um processo de aguecimento para
produzir a forca de ligacdo aceitavel.

O cloreto de sbédio desempenha um papel-chave na solubilidade de proteinas
miofibrilares e para a subsequente agregacdo das mesmas, influenciando na capacidade
retencdo de agua e de propriedades texturais aceitaveis. Fosfatos agem em proteinas
musculares aumentando o pH e a forca i6nica e, desta forma, aumentam a solubilidade de
proteinas miofibrilares através de dissociacdo da actomiosina e da despolimerizacdo dos
filamentos finos e grossos. A substituicdo parcial de NaCl por fosfatos em formulacGes de
baixo teor de sddio tem sido usada na industria da carne de forma eficaz, reduzindo o efeito
negativo de niveis mais baixos de sal e de melhoria sensorial e propriedades tecnologicas.
Porém os fosfatos tém uso limitado por legislacdo a um limite de 0,59/100g de produto,
descontando o fosfato presente naturalmente na matéria prima (BRASIL, 1998) .

Considerando os baixos niveis de NaCl e polifosfatos adotados na formulacdo desses
produtos, consequentemente ha pouca solubilizacdo de proteinas miofibrilares e isso reflete
numa dificuldade na agregacdo das partes e na formacdo de uma estrutura integra.

Nos ultimos anos, a tecnologia da alta presséo hidrostatica (APH), tem sido cada vez
mais investigada como um método de alterar as propriedades funcionais de macromoléculas
sendo uma ferramenta poderosa para o estudo de proteinas.

A APH é considerada uma tecnologia ndo térmica e consiste em submeter alimentos
liguidos ou solidos a pressdes que podem variar de 100 a 1000 MPa, dependendo das
caracteristicas de cada alimentos. Sendo capaz de atuar na conformacdo de proteinas
musculares e modificar a textura de carnes, atuando no amaciamento de carnes e substituindo
parcialmente o cloreto de sddio na solubilizacdo de proteinas e desta forma tornando possivel
a obtencdo de produtos andlogos aos ja existentes, porém mais saudaveis, com efeitos
minimos sobre cor, sabor e valor nutricional.

14



Por outro lado, os métodos biotecnologicos, como o uso da transglutaminase
microbiana (MTGase) tem sido uma alternativa para obtencéo de produtos reestruturados crus
por promover maior adesdo das particulas de carne, facilitando a elaboracdo de bifes
reestruturados crus que podem ser oferecidos a temperatura de refrigeracéo.

A adicdo de MTGase aumenta a forca de gel de carnes e proteinas carneas em diversos
produtos. Este mecanismo pode ser explicado pela capacidade da enzima de introduzir
ligagdes cruzadas entre residuos dos aminoacidos glutamina e lisina, proporcionando melhora
na textura, elasticidade, capacidade de retencdo de agua, emulsificacdo, formacgdo de géis,
reestruturacdo, aumento da viscosidade, resisténcia fisica e estabilidade térmica, aléem de
elevar o valor nutricional.

Desta forma, 0 uso em conjunto da APH e da MTGase tem um grande potencial de
aplicacdo na industria carnea na elaboracéo de bifes reestruturados, agregando valor a cortes
de maciez intermediéria e tornando esse produto competitivos aos cortes integros, por tornar
possivel a producdo de um produto mais saudavel e de textura mais aceitavel.

2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

O objetivo geral do presente estudo foi desenvolver um produto carneo reestruturado
bovino com aplicagdo de alta-pressao hidrostatica e da enzima Activa GS®.

2.2 Objetivos especificos

o Desenvolver produto carneo reestruturado bovino a partir da paleta com
aplicacdo de 200MPa por 1 minuto de pressdo e trés niveis da enzima transglutaminase
(Activa GS®) - 0,5; 0,7 e 1,0 % com tempo de hidrolise de 5 horas em temperatura de
refrigeracdo;

o Determinar se ha alteracdo na composicao centesimal e pH do produto carneo
reestruturado bovino.
o Avaliar a textura do produto atraves da analise instrumental de textura (TPA),

observando parametros sensoriais, como dureza, elasticidade, coesividade e mastigabilidade,
diante da APHe da MTGase;

o Avaliar a influéncia da APH e/ou MTGase na cor instrumental;

o Avaliar o efeito da combinacédo entre APH e/ou MTGase sobre a perda de peso
por cozimento e grau de retracao;

o Avaliar a atuacdo da APH e/ou MTGase sobre o perfil proteico através da
andlise de eletroforese (SDS-PAGE);

o Avaliar o efeito térmico diante da APH e da MTGase;

o Avaliar a aceitacdo sensorial e correlacionar com os dados obtidos na analise
“Check all that Apply”.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Produtos carneos reestruturados

O termo carne reestruturada comecou a ser utilizada no inicio da década de 1970 para
incluir uma série de produtos elaborados a partir de por¢Bes carneas magras e gordas, cortadas
em pedagos mais ou menos grossos, € mesmo trituradas e reduzidas a pasta fina,
comercializados como produtos crus (refrigerados ou congelados) ou como pré-cozidos ou
cozidos. Hoje, esse termo engloba produtos carneos que tentam imitar o aspecto da carne
integral (SEIDMAN, 1982; ORDONEZ et al., 2005).

A importancia da tecnologia de reestruturacdo esta em tornar possivel produzir
derivados de carne com valor agregado e vantagens consideraveis (MANDIGO, 1988).

Segundo Seidman (1982) varios métodos para reducdo do tamanho dos fragmentos de
carne podem ser adotados na fabricacdo de reestruturados carneos. Os mais comumente
usados sdo os de moagem, fina ou grosseira e o de fatiamento. No entanto, Raharjo et al.
(1995) em seus estudos sobre diferentes técnicas de cominuicdo para producdo de carne
reestruturada utilizando sal e fosfato, nd@o obtiveram diferencas significativas entre 0s
processos quanto a forca de ligacdo e textura, contudo os reestruturados elaborados com
pedagos maiores de carne, apresentaram aparéncia mais proxima aos muasculos intactos. Uma
possivel explicagdo é que embora ao moer finamente a carne aumente a quantidade de
proteina extraida, o processo ndo necessariamente conduz a uma maior tenséo e rendimento
no cozimento (TROUT; SCHIMIDT, 1984).

A ligacéo entre os fragmentos carneos € frequentemente alcancada pela solubilizacdo
das proteinas da superficie, obtida pelo efeito combinado do NaCl, fosfatos e da acgéo
mecanica. Sendo posteriormente moldados por compressdo na forma desejada e assim unidos
em uma s6 peca (SMITH, 1982).

Boles et al (1998) observaram em seus estudos, que adicionar um sistema ligante a frio
permite a fabricacédo de reestruturados elaborados com fragmentos de carne maiores.

O cloreto de sodio, os fosfatos e o0s polifosfatos sdo substancias usuais nesses produtos
carneos, utilizados para aumentar a forca idnica do meio e a solubilidade. Além de uma
pequena quantidade de &gua, a fim de compensar as perdas ocorridas durante o
processamento, uma vez que a agua € necessaria como solvente dos componentes do sabor e
a0 mesmo tempo confere ao produto a adequada suculéncia (ORDONEZ et al., 2005).

Considerando que carnes reestruturadas sd@o preparadas utilizando baixo teor de sal e
fosfatos, ha pouca extracdo proteica e consequentemente menor poder de ligacdo. Para
melhorar a ligacdo entre os fragmentos e possibilitar a comercializacdo destes produtos na
forma resfriada podem-se utilizar diferentes sistemas ligantes (SEIDEMAN e DURLAND,
1983).

A transglutaminase microbiana (MTGase) é uma potencial alternativa para obtencao
de produtos carneos reestruturados crus com melhor textura e forca de gel (FERREIRA et. al.,
2012).

Desta forma, carnes reestruturadas se tornam cada vez mais populares e possuem
inimeras vantagens importantes para inddstria carnea (SERRANO et al., 2004). A demanda
por alta qualidade, produtos de carne com precos moderados tem sido a forca motriz para
desenvolver métodos de reestruturacdo de corte de baixo valor e pior qualidade para melhorar
seu valor de mercado fazendo bifes palataveis semelhantes a muasculo intacto e também para
maximizar a eficiéncia da carcaca utilizada (BUCHERT et al., 2010; CESTARI, 2007).
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3.2  Transglutaminase Microbiana (MTGase)

A transglutaminase (TGase; EC 2.3.2.13) é uma enzima capaz de melhorar as
caracteristicas funcionais da proteinas por catalisar reacdes acil transferase entre grupos x-
carboxiamida de pepitideos ligados a residuos de glutamina e varias aminas primarias,
incluindo poliamidas. Ela forma ligacdo de isopeptideos entre glutamina e residuos de lisina
em proteinas, introduzindo assim ligagdes covalentes cruzadas intra e intermoleculares
(NONAKA et al., 1989; KURAISHI et al., 2001).

A TGase apresenta-se distribuida em todas as matérias-primas de origem animal,
sendo geralmente encontrada no sangue e no figado de mamiferos, peixes, plantas e
microrganismos (FOLK, 1980; ANDO et al., 1989; KANAJI et al., 1993; YASUEDA et al.,
1994). Esta envolvida em varios processos bioldgicos, incluindo cicatrizacdo, coagulacdo de
sangue, queratinizacdo epidérmica, e enrijecimento da membrana do eritrocito
(AESCHLIMANN; AULSSON, 1994).

De acordo com Bagagli (2009), a MTGase pode atuar de trés formas distintas em
proteinas (Figura 1): a) entre residuos de glutamina e aminas livres; b) entre residuos de
glutamina e lisina e c) entre residuos de glutamina e agua. Sendo a reacdo mais importante
desta enzima, a ligagdo cruzada entre proteinas que resultam na formagéo de e-(g-Glutamil)
lisina (NONAKA et al., 1989; KURAISHI et al., 2001).

| |
a) GIn—C—N'H, + RN'H’ —_—> GIn—C— NHR + N'H,
| Il | |
@) O

| | | |
b) GIn—C—N'H, + HN —Lys——— GIhn—C—Lys + N'H,
| | | | I |

@) O
| |
c) GIn—C—N'H, + H,0 —_— GIn—C—OH + N'H,
| | | |
@) O

Figura 1: Reacdes catalisadas por transglutaminase (a) entre residuos de glutamina e aminas
livres, (b) entre residuos de glutamina e lisina e (c) entre residuos de glutamina e agua
(BAGAGLLI, 2009).
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O mecanismo de acdo da transglutaminase € muito semelhante ao de proteases
(PLACIDO et al., 2008), consistindo basicamente em duas etapas (Figura 2). Na primeira
etapa o grupo tiol da cisteina presente no sitio ativo ataca a cadeia lateral de um residuo de
glutamina disponivel no substrato proteico, formando um complexo acil-enzima e liberando
ambnia. Em seguida, uma amina primaria substitui a enzima, gerando uma glutamina
carboxiamida modificada (NEGUS, 2001).

Proteina — CH,— C — N'H, + HS —Enzima
|
O

Proteina — CH,— C—S—Enzima + NH,

I
l ‘ H,N — (CH,),— Proteina

(0]

Proteina — CH,— C — NH — CH, — Proteina + HS— Enzima
I
(0]

Figura 2: Mecanismo de acdo da transglutaminase (BAGAGLI, 2009).

Em relacdo aos valores de pH e temperatura, ndo ha um consenso na literatura, porem,
de acordo com Motoki & Seguro (1998) a enzima é muito versatil, reagindo em uma faixa
ampla de pH e de temperatura. Desta forma, observa-se que o pH 6timo de atuagdo da enzima
se encontra numa faixa entre 5,0 e 8,0, porém entre 4,0 a 9,0 ainda expresse atividade
enzimatica.

Ja o ponto isoelétrico (pl) da transglutaminase microbiana, segundo estudo realizado
por Ando et al. (1989), fica aproximadamente entre 8,9 e 9,0. E a temperatura 6tima de
atividade enzimatica se apresenta entre 0 a 75 °C. Mas, de acordo com Bursey (1996),
existem relatos que temperaturas acima de 50°C diminuam atividade da enzima.

A propriedade de catalisar reacfes entre aminoacidos da TGase, tem sido muito
utilizada para modificar as propriedades funcionais das proteinas alimentares. As ligacdes
cruzadas sdo estabelecidas em uma série de proteinas, tais como soro de leite, proteina de
soja, glaten, miosina e actomiosina, melhorando a textura, a elasticidade, capacidade de
retencdo de agua, protegendo a lisina presente nas proteinas dos alimentos e encapsulando
lipideos e ou materiais soliveis em lipideos (ZHU et al., 1995).

Por anos, a Unica fonte comercial de transglutaminase foi o figado de cobaias, mas a
fonte escassa, e a dificuldade na separacdo e purificacdo resultavam em um pre¢co muito
elevado da enzima, inviabilizando o uso da mesma de fonte tecidual em escala industrial de
alimentos. A partir dai, aumentaram as pesquisas sobre producdo de transglutaminase de
origem microbiana (MTGase) (ZHU et al., 1995).

Desde em 1989, ha pesquisas a respeito da producdo de TGase de origem microbiana
(MTGase) e recentemente a enzima adquiriu grande importancia devido as inimeras
aplicagdes na industria de alimentos (ANDO et al., 1989; KURAISHI, et al.2001).
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Estudos baseados na selecdo de milhares de microrganismos mostraram que linhagens
do género Streptoverticillium tém grande capacidade de produzir TGase em grandes
propor¢des devido ao seu tipo de crescimento micelial no meio de cultura, que € uma
caracteristica do género (YAN et al., 2005).

Além da sua capacidade de produzir a enzima em grande quantidade, esse género se
destaca por produzir enzimas célcio independente e de peso molecular relativamente baixo,
favorecendo sua utilizagdo pela industria (YOKOYAMA et al., 2004).

O uso da enzima Transglutaminase de origem microbiana, € considerado seguro,
mundialmente e no Brasil o seu uso e regulamentado pela RDC n°26 de 26/05/2009, onde sé&o
citadas as espécies Streptoverticillium mobaraense e Streptomyces mobaraense (BRASIL,
2009).

Na indlstria carnea, a MTGase se mostra de grande aplicabilidade uma vez que
participa formando pontes-cruzadas entre proteinas e desta forma promove uma estrutura de
rede de proteinas mais forte, viabilizando a producdo de reestruturados e emulsionados
carneos com melhor textura e consequentemente maior aceitacdo dos produtos e beneficios
econdmicos consideraveis (YOKOYAMA et al., 2004; AHHMED et al., 2009).

Segundo Ahhmed et. al. (2009), o potencial catalitico da MTGase, ¢ capaz de
promover interagdo entre as cadeias laterais de glutamina (C-terminal) com as cadeias laterais
de lisina (N-terminal). Assim sendo, a MTGase catalisa as interconexdes de miofibrilas e
assim polimeros gigantes podem ser criados. Logo, melhora a elasticidade do gel de carne e
forma uma rede proteica (a partir de ligagcdes proteina-proteina).

Desta forma, a geleificagdo induzida pela adicdo de MTGase em produtos a base de
carne tem sido investigada, onde observa-se que a forca do gel ¢ reforcada pelo calor no
tratamento subsequente a acdo de MTGase, aprimorando a resisténcia do gel de proteinas e a
textura de carne e seus derivados (AHHMED et al., 2009).

Ahhmed et al. (2009) pesquisaram a atuacdo da MTGase em carne de frango e bovina
e concluiram que os musculo branco e vermelho responderam de forma diferente e diante dos
resultados, levantaram quatro fatores possiveis relacionados: (a) variagdo da fisiologia
muscular e morfogénese, (b) a identidade de aminoéacidos livres, especialmente aqueles com a
capacidade de reagir com o MTGase, (c) a quantidade e a distancia transferiveis entre
aminodcidos e (d) o valor de inibidores da MTGase.

A reestruturagdo auxiliada pela MTGase que tem se tornado uma ferramenta de grande
importancia no setor de carnes sendo utilizada para melhorar a textura de proteinas de carne
reestruturada, com ou sem adicao de sal e fosfatos (LEE & PARK 2003; SERRANO et al.,
2004).

Dimitrakopoulou et al (2005) estudaram a utilizacdo da MTGase (Activa® WM) em
reestruturado cozido a base de carne suina, e puderam observar que um nivel de 0,15% de
enzima foi o suficiente para formular um produto livre de fosfatos e com teor reduzido de sal
(1%), resultando num produto mais saudavel e sensorialmente aceitavel.

No mesmo sentido, Avila et al. (2010), desenvolveram um estudo sobre a aplicagio de
MTGase (Activa®) na reestruturacdo de pernil suino desossado para fabricacdo de presunto
seco curado com nivel reduzido de sal, e puderam concluir que a enzima pode ser utilizada
numa escala pratica na reestruturacdo de pernil suino por estabelecer ligacdes cruzadas
estaveis durante os processos de salga e secagem.

Killic (2003) estudou o efeito da adi¢ao da enzima MTGase em déner kebab de frango
e verificou que houve uma reacdo de ligagdo cruzada entre as proteinas da carne, sendo a
enzima uma fonte de substitui¢do potencial para o cloreto de sodio.

Em reestruturado de carne de aves com niveis de sal reduzido elaborados com algas e
aplicacdo de MTGase e caseinato, a MTGase em conjunto com o caseinato, se mostrou
Psensorialmente aceitavel e estdvel no armazenamento (CONFRADES et al., 2011).
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Cestari (2007) estudou a valorizacdo de musculos provenientes da paleta bovina, pela
acdo da MTGase (Activa® TG-B) através de inje¢do de salmoura e posterior massageamento.
Concluindo que a MTGase ¢ efetiva no processo de ligacdo entre os fragmentos de carne,
sendo essa propriedade essencial para a textura do produto, independentemente do processo
de incorporagdo da enzima ao produto, apresentando bifes reestruturados de boa qualidade
sensorial.

Ferreira et al. (2012), comparando as caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais de
hambdrguer bovino elaborado com cloreto de sodio, polifosfato e MTGase, reconheceram a
vantagem em se utilizar a MTGase em detrimento dos outros aditivos comumente
empregados para unir os pedacos carneos, cloreto de sédio e polifosfatos. A enzima foi capaz
de promover a juncdo dos pedacos de carne, aumentando o rendimento e mantendo a
suculéncia, mostrando ser uma alternativa para a obtencdo de reestruturados crus sobre
refrigeracdo, resultando em produtos sauddveis com teores menores de sais como 0S
polifosfatos e cloreto de sddio.

Desta forma, observa-se a eficiéncia e aplicabilidade da MTGase em inGmeros
produtos de origem cérnea.
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3.3  Tecnologia de Alta- Pressdo Hidrostatica (APH)

A Alta Pressdo Hidrostatica (APH) embora seja considerada pela literatura como uma
técnica nova, é conhecida desde o século XIX como método para processar e conservar
alimentos. Porém somente na década de 80 foram intensificados os estudos sobre APH
(ARROYO; PRESTMO, 1996; COSTA et al., 1999; GAVA et al., 2008).

Esta técnica ja tinha sua utilizacdo na producéo de cerdmicas, materiais compostos,
diamantes artificiais e plasticos, o que aumentou a possibilidade de sua utilizacdo na area de
alimentos, e foi adaptada para sua aplicagdo na inddstria alimenticia (SANGRONIS et al,
1997; CAMPOS et al., 2003).

O processamento de alta pressdo hidrostatica consiste em submeter o alimento sélido
ou liquido, embalado ou ndo, a niveis de pressdo bastante altas, variando de 50 a 1000 MPa
(ZIMMERMAN; BERGMAN, 1993). J& nos sistemas comerciais, as pressdes utilizadas
variam de 300 MPa e 700 MPa (CHEFTEL; CULIOLI, 1997; EARNSHAW et al, 1995;
FARKAS; HOOVER, 2000; GRANT et al, 2000; SAN MARTIN et al, 2002). E o tempo de
exposi¢cdo pode variar de um milissegundo a mais de 20 minutos (FARKAS e HOOVER,
2000).

Os efeitos da APH se baseiam em dois principios: o principio de L& Chatelier e o
principio da pressdo isostatica. O primeiro € aquele no qual, qualquer fendémeno, transicao de
fase, mudanca de conformacdo molecular ou reacdo quimica vem acompanhada por uma
reducdo de volume e é favorecida pelo aumento de pressdo e vice-versa (CHEFTEL,;
CULIOLLI, 1997). Ja o segundo principio diz que a presséo € transmitida de forma uniforme e
quase instantanea (BARBOSA-CANOVAS; RODRIGUEZ, 2002).

A pressurizacdo € realizada em espaco confinado contendo fluido, geralmente agua,
que atua como o meio de transferéncia da pressdo. A pressdo é aplicada igualmente em toda
as direcbes o que permite aos sélidos reterem o seu formato original. Uma das vantagens
deste processo sobre 0s processos térmicos e outros processos convencionais € que, ao
contrario destes, a pressao isostatica independe do tamanho e geometria do produto, assim
como do tamanho do equipamento (CHEFTEL; CULIOLI, 1997; FARKAS; HOOVER,
2000). Estes fatores facilitaram a transferéncia de tecnologia da escala laboratorial para a
escala industrial (TORRES; VELAZQUEZ, 2005).

Um sistema de APH consiste basicamente de um recipiente de alta pressdo, um
sistema para geracdo de pressdao, um sistema para controle da temperatura e da presséo e um
sistema de manipulacdo do material. A Figura 03 representa um diagrama esquematico do
equipamento de alta pressao hidrostéatica, segundo Buzrul et al, 2007.
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Figura 03 — Diagrama esquematico do equipamento de alta presséo hidrostatica (BUZRUL et
al. 2007).

Um periodo de tempo inicial € necessario para que a pressao desejada seja alcangada,
este periodo de tempo € chamado de come up time. Em seguida, a pressdo é mantida pelo
tempo que foi programada e ao final do processo é equalizada a pressdo ambiente, em apenas
alguns segundos, a partir dos quais o alimento pode ser retirado (BARBOZA- CANOVAS;
RODRIGUEZ, 2002).

A aplicacdo da alta pressdo hidrostatica para alimentos resulta em transmissao
instantanea e uniforme da pressdo a todo o produto independente do volume, assim a pressao
¢ dita “isostatica” (GALAZKA; LEDWARD, 1995).

O alimento é acondicionado em embalagens flexiveis, depois sdo inseridos na cadmara
de pressdo. A camara é fechada e preenchida com o meio transmissor da pressdo, eliminando
todo o ar. O processo de pressurizacdo € iniciado e, ao final do ciclo, a camara é
despressurizada e a agua (meio transmissor de pressdo) € recolhida ao tanque de
armazenamento (ZIMMERMAN; BERGMAN, 1993; FARKAS; HOOVER, 2000).

Com a pressurizacdo o alimento tem seu tamanho reduzido cerca de 15%, porém com
a despressurizacdo ocorre expansdo equivalente. Por isso as embalagens utilizadas devem ser
adequadas flexiveis o suficiente para suportar a essa retracao e posterior expansao ao final do
processo e sem perda da integridade do material e da selagem utilizada (FARKAS;
HOOVER, 2000).

Quando a pressdo é aplicada ocorre um correspondente aumento de temperatura no
fluido de compresséo que € transmitida ao alimento. Essa elevacdo da temperatura é chamada
de calor adiabético, onde a cada 100 MPa de pressdo, aumenta de 3 a 6°C dentro do
recipiente, dependendo do sistema, pois pode variar conforme a natureza do produto,
composicdo quimica do alimento, a temperatura do processo (FARKAS e HOOVER, 2000;
BUTZ e TAUSCHER, 2000; ANSTINE, 2003). Porém a temperatura é restabelecida com a
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despressurizagdo (TEWARI et al, 1999). No entanto o processo € considerado ndo térmico,
pois envolve pequeno aumento da temperatura (BARBOSA- CANOVAS; RODRIGUEZ,
2002).

Portanto os pontos criticos de controle do processamento de alimentos por alta pressdo
incluem, de acordo com Farkas e Hoover (2000) e Meyer et al. (2000): temperatura interna do
recipiente anteriormente a alimentacdo do produto; temperatura do produto e uniformidade de
temperatura em diferentes pontos do produto; relagdo produto/fluido de pressurizacdo no
recipiente; integridade e hermeticidade da embalagem; presséo; tempo de pressurizagéo;
pressao maxima em cada pulso ou ciclo; nimero de pulsos ou ciclos; frequéncia e formato dos
pulsos ou ciclos; tempo de despressurizacao; propriedades fisico-quimicas do produto (pH,
Composicdo centesimal, atividade de 4gua, matriz do alimento).

3.4  Efeitos da APH sobre as proteinas miofibrilares

O processamento de APH tem sido utilizado como um possivel meio de melhorar as
propriedades funcionais de proteinas musculares, tal como foi mostrado por Macfarlane
(1974) e Macfarlane e Mckenzie (1976), aumentando a solubilidade das proteinas
miofibrilares.

Varios estudos bioquimicos sugerem que pressdes acima de 200MPa geralmente
causam, em temperatura ambiente, a dissociacdo de estruturas oligomeéricas (estrutura
quaternaria) em suas subunidades com a abertura parcial e estruturas monomeéricas, sendo em
muitos casos irreversiveis. Podendo também induzir a gelatinizacdo e agregacdo das
proteinas, sempre que a pressdo e a concentracao de proteinas sejam suficientes (CHEFTEL,
1995; HEREMANS; SMELLER, 1997).

As modificacgdes fisicas do tecido muscular sob altas pressdes incluem diminuicéo do
volume na fase aquosa e queda de pH. Tais modificacdes sdo reversiveis quando a pressao €
liberada. Porem, mesmo pequenas exposicoes a essas modificacdes podem alterar de forma
permanente a estrutura das proteinas e sua associagdo com compostos ndo proteicos. Pressdes
acima de 100 MPa podem causar dissociacdo da estrutura quaternaria das proteinas em
subunidades, desdobramento de proteinas monomeéricas podendo, ainda, induzir a agregacao e
a gelificacdo de proteinas (CHEFTEL; CURIOLI, 1997; HEREMANS; SMELLER, 1997).

Segundo Yamamoto et. al. (1992) os tratamentos com APH separam as cadeias
pesadas de miosina em mondmeros de uma cabeca, seguidos de uma interacdo cabeca-cabeca,
formando assim agregados.

As proteinas carneas quando expostas a condi¢cdes de alta temperatura, pH extremo e
APH, podem se desenovelar-se e perder parcialmente sua estrutura a consequentemente a sua
funcdo. A APH age ao forcar a entrada de agua no cerne proteico, 0 que resulta na quebra de
interacdes fracas e, consequentemente, o desenovelamento proteico (CREIGHTON, 1987;
apud PALMIERI, 2005).

Estudos realizados por Sikes et al. (2009) através de exames das proteinas por SDS-
PAGE indicou que a APH contribuiu com o aumento da ligacdo através da solubilizacdo de
proteinas e gelificacdo atraves do desdobramento parcial, sendo esse aumento da capacidade
de solubilizacdo, uma contribuicdo para o sucesso na fabricacdo de salsichas com reducédo de
sal, obtendo produtos com menores perdas pelo cozimento e de textura melhorada.

Grant et al. (2000) afirmaram que diferentes niveis de pressdo, assim como diferentes
niveis de temperatura e tempos de aplicacdo de pressdo, irdo proporcionar diferentes
mudancas dependendo do alimento que estd exposto a pressdo e a composicdo deste. Em
pesquisas realizadas com carne de porco, Scheibenzuberet al. (2002), usaram a eletroforese
SDS-PAGE para verificar alteragdes nas proteinas miofibrilares deste produto apos
tratamento a diferentes pressdes, e verificaram que componentes de filamentos finos foram
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solubilizados facilmente com aplicacdo de presséo, no entanto a solubilizacdo da miosina
dependeu da magnitude e da duragéo do tratamento sob presséo aplicada.

Através de estudos cristalogréaficos, pesquisadores mostraram que embora as proteinas
sejam altamente enoveladas, em seu interior existem “espacos vazios”, os quais sdo formados
pela impossibilidade de se estabelecer uma distancia minima entre os aomos (RICHARD,
1979; apud SLONGO, 2008). Explicando porque a forma nativa das proteinas ocupa um
volume maior do que seu estado desenovelado. Dessa forma, pelo principio de Le Chatelier, a
aplicacdo de pressao desloca o equilibrio no sentido da diminuicdo do volume, ou seja, passa
ao estado dissociado.

Entdo, a hipdtese mais aceita para explicar porque as altas pressbes favorecem a
dissociacdo de proteinas pressupde também a existéncia de espagos “mortos” no interior das
mesmas, que se originam da impossibilidade de que todos os residuos de aminoacidos
assumam os minimos de distancia intermoleculares possiveis (FOGUEL, 1993).

Portanto, quando a proteina se desenovela, o sistema proteina-solvente sofre contracao
de volume devido ao empacotamento dos residuos de aminoécidos pela molécula do solvente.
Dessa forma, o que se supde é que, sob pressdo a agua infiltra na proteina, onde as ligaces
fracas séo desestabilizadas (FOGUEL, 1993).

Segundo Boaouina (2006) o efeito da APH na estrutura das proteinas depende de
fatores extrinsecos, como o pH, a temperatura e 0 meio idnico, mas também sdo dependente
das propriedades extrinsecas da proteina, como exemplo, as pontes de dissulfito que sé&o
responsaveis pela flexibilidade e estabilidade molecular.

MacFarlane (1974) relatou que a pressdo é capaz de solubilizar as proteinas,
apresentando como consequéncia 0 aumento das interacdes ente proteina e agua, apresentando
menor perda por gotejamento apos cozimento de carnes e produtos carneos, e maior firmeza e
coesdo nos produtos prontos.

Porém, segundo Smelt (1998), de um modo geral, pressdes acima de 300 MPa causam
desnaturacdo proteica irreversivel a temperatura ambiente, enquanto que abaixo desse valor,
as alteracOes sdo reversiveis.

Ja a desnaturacéo € decorrente do desdobramento da sua estrutura conformacional, que
resulta de uma reducdo do volume molar e ocorre principalmente devido ao rompimento de
interacdes hidrofobicas e eletrostaticas, sendo que as ligacbes covalentes e as pontes de
hidrogénio, ndo séo afetadas pela pressdo (NEEDS et al., 2000; BOUAOUINA et al., 2006).
Significando que a pressdo € capaz de romper as ligacdes que mantém as estruturas terciarias
e quaternarias das proteinas globulares, porém possui pouca influencia na estrutura primaria e
secundaria (BOUAOUINA et al. , 2006).

3.5  Matéria-prima
3.5.1 Paleta Bovina

O valor dos cortes carneos estd intimamente ligado a sua maciez e suculéncia.
Historicamente observa-se uma diferenca significativa nos precos de venda entre os cortes de
carne provenientes do quarto traseiro e do quarto dianteiro, sendo este ultimo o de menor
valor. Nesta Ultima década observou-se um aumento no consumo de cortes carneos
tradicionalmente macios, como o filé mignon, e um declinio no consumo de cortes de textura
mais firme, como a paleta (VON SEGGERN et al., 2005).

Os cortes dianteiros bovino sao considerados como “de segunda”, sdo praticamente
ignorados pelo consumidor e pela gastronomia, por ndo apresentarem a maciez dos cortes
considerados como “de primeira” (GOMIDE et al., 2006).
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Existe uma tendéncia crescente nesta Gltima década no desenvolvimento de pesquisas
visando agregar valor a carne de musculos subutilizados nos servicos de alimentacdo,
principalmente aquela proveniente dos musculos: Triceps braquial, Supraespinhoso e
Infraespinhoso, que apresentam maior potencial para produzir carne de palatabilidade
aceitavel para o consumidor, pois possuem os menores valores de forca de cisalhamento
dentro de sua categoria (VON SEGGERN et al., 2005).

As estratégias mais utilizadas para o aumento da qualidade sensorial da carne podem
minimizar as diferencas de maciez entre os diversos masculos de uma carcaga, permitindo a
valorizagéo dos cortes comercialmente menos solicitados (VON SEGGERN et al., 2005).

Cestari (2010) avaliou em seus estudos a viabilidade da valorizacdo de musculos
provenientes da paleta bovina, na fabricacdo de reestruturado com adicéo de transglutaminase
microbiana através de dois processamentos de fabricacdo diferentes, injecdo e massageamento
com tripolifosfato e cloreto de sddio, e pode concluir que tanto 0 massageamento quanto a
injecdo foram eficientes em melhorar a textura do corte carneo, mostrando a eficiéncia da
enzima na agregacdo dos retalhos carneos e a viabilidade em transformar cortes de pouco
valor comercial em um produto carneo préatico e de qualidade.

3.6  Aditivos
3.6.1 Cloreto de sédio (NaCl)

O sal de cozinha (cloreto de sodio) é composto por aproximadamente 40% de sodio e
60% de cloreto (RUUSUNEN et al., 2005).

O seu uso antecede o uso da refrigeracdo tendo inicio na culinaria como conservador
devido ao seu potencial sanitario na diminuicdo da multiplicacdo de microrganismos. Na
antiguidade havia periodos de escassez de alimentos e necessitavam de armazena-los por mais
tempo, e o0 uso do sal proporcionava maior durabilidade as carnes (KURLANSKY, 2002).

O sal contribui com atributos funcionais aos alimentos, tais como textura, sabor e
seguranca microbioldgica os quais séo dificeis de obter com outros ingredientes. Sendo usado
em carnes preparadas por razoes importantes de liga, flavour e preservacdo (HORITA, 2010).

De acordo com Ghavimi et. al. (1987) umas das fungdes do NaCl é extrair as proteinas
miofibrilares, induzindo a solubilizacdo dessas proteinas, e esse formando um exsudado que
atua como agente de ligacdo entre os pedacos de carne.

A extracdo e solubilizacdo dessas proteinas musculares contribuem para ligacdo da
particula da carne para a emulsificacdo da gordura e para o aumento da capacidade de
retencdo de agua. Assim, ele reduz as perdas por cozimento e melhora a qualidade e textura
do produto. Quando o produto é cozido, a gordura, a agua € 0S outros constituintes sao
atraidos para dentro da matriz de proteina carnea coagulada para formar produtos aceitaveis
em relacdo a rendimento, maciez, umidade, textura e qualidade global (PARDI et. al., 1996).

O aumento da solubilidade das proteinas musculares ocorre através do aumento da
forca idnica, favorecendo assim a manifestacdo das suas propriedades tecnologicas (poder
emulsificante, ligante e outros). Desta forma, quando a miosina, a actina e actomiosina sao
submetidas a aquecimento, em um meio de uma forca idnica elevada, formam uma estrutura
firme. Enquanto que na auséncia de sal, produz-se uma estrutura esponjosa de pouca
resisténcia (ORDONEZ et al., 2005).

O sal também desempenha um papel fundamental no desenvolvimento das
propriedades sensoriais, contudo, o seu uso isolado resulta em produtos secos, de textura
inadequada e de baixa palatabilidade, apenas com sabor salgado. E também responsavel pela
oxidacdo do pigmento mioglobina, produzindo cor escura (metamioglobina), o que causa uma
rejeicdo nos consumidores (ORDONEZ et al., 2005).
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Desta forma, a adi¢do de sal ou cloreto de so6dio a carne para aumentar a vida de
prateleira e realcar sabor ¢ uma prética antiga. Ele também é usado para aumentar a
capacidade de retencdo e agua (CRA) em funcdo da extragdo das proteinas miofibrilares,
proporcionando uma melhoria subsequente da perda por gotejamento e rendimentos apds
coccdo. Esse ingrediente ndo carneo convencional atua sem alterar o pH da carne. As
proteinas da carne tém a habilidade de entumescer, podendo até dobrar de volume quando em
presenca das concentracOes de sal empregadas no processamento de carne (PUOLANNE et
al., 2001). O ion cloreto liga-se aos filamentos das proteinas miofibrilares e aumenta a forga
de repulsdo eletrostatica entre elas, fazendo com que a matriz protéica se abra, permitindo o
entumescimento, o qual fornece um niimero maior de cadeias laterais de proteina que podem
se ligar a 4gua, aliado ao aumento da CRA (OFFER e RINICK, 1983).

3.6.2 Polifosfatos

O polifosfato, de acordo com a FAO (1995), é considerado um aditivo intencional,
classificado como estabilizante, cuja principal funcdo é estabilizar uma mistura e ndo permitir
que ocorram modificacdes fisicas e quimicas no produto.

Os polifosfatos sdo substancias que aumentam a capacidade de ligagdo da agua em
carnes cozidas. O mais comum ¢ o tripolifosfato de sodio. A agua fica imobilizada na rede
formada por proteinas e fosfatos. Esta rede € estabilizada pela coagulacdo das proteinas
durante o tratamento térmico dos produtos (MARBA, 2004). De acordo com Sofos (1985),
s30 compostos que apresentam a propriedade de quelar alguns fons como o Ca*?, Mg*?, Fe*? e
Fe*®, prevenindo o desenvolvimento da rancidez oxidativa e ajudando a estabilizar a cor e o
sabor.

As duas classes de fosfatos sdo os ortofosfatos, que contém um Unico atomo de
fosforo, e os polifosfatos, que contém dois ou mais atomos de fdésforo. Fosfatos séo
largamente utilizados em um grande numero de alimentos processados, incluindo carne
vermelha, frango, frutos do mar e produtos lacteos (JURIATTO, 2003).

De acordo com Young et al. (1987), os fosfatos s@o, geralmente, usados em produtos
carneos para aumentar a capacidade de retencdo de agua, melhorar a ligacéo e rendimento no
cozimento. Também aumentam a estabilidade da cor em produtos curados; reduzem perdas de
suco no cozimento; melhoram suculéncia e maciez; melhoram sabor; reduzem tempo de
cozimento e perdas no descongelamento (“drip”), entretanto, podem alterar a textura,
aumentando a elasticidade e a aderéncia.

Os fosfatos sdo amplamente utilizados para aumentar a forca de ligacdo, a capacidade
de retencdo de agua e o rendimento ap0s cozimento em produtos reestruturados de carne
(SIEGEL; SCHMIDT, 1979). Sua acdo € atribuivel ao aumento dos valores de pH e forca
ionica em produtos carneos (SCHMIDT; TROUT, 1982).

No Brasil, de acordo com a legislacdo (BRASIL, 1998), a qual aprova o Regulamento
Técnico “Atribui¢ao de Fungdo de Aditivos, Aditivos e seus Limites Maximos de uso para a
Categoria 8 — Carne e Produtos Carneos” preconiza limite maximo de 0,5% para os fosfatos
de sodio (quantidade adicionada, descontada a quantidade de fosfatos naturalmente presente
na carne).

A interacdo de polifosfatos com o tecido muscular e 0 mecanismo de hidratacdo e
amaciamento da carne ndo estdo completamente elucidados, apesar de muito estudados.
Alguns fatores sugeridos por pesquisadores tém sido o aumento do pH, aumento da forca
idnica, seqlestro dos ions metalicos e dissociacdo do complexo actomiosina. No entanto, o
aumento do pH e da forca idnica sdo as hipdteses mais largamente aceitas (DETIENNE;
WICKER, 1999).
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3.7 Anélise Sensorial

A andlise sensorial é uma ciéncia que objetiva, principalmente, estudar as percepgdes,
sensacdes e reacdes do consumidor sobre as caracteristicas dos produtos, incluindo sua
aceitacéo ou rejeicdo (MINIM et al., 2010).

E definida pela NBR 12806 como uma técnica cientifica utilizada para evocar, medir,
analisar e interpretar as caracteristicas dos alimentos e materiais, como sdo percebidos pelos
sentidos da visdo, olfato, gosto, tato e audicdo (ABNT, 1993a).

Os testes de aceitacdo sdo usados quando o objetivo € avaliar se 0s consumidores
gostam ou desgostam do produto (MINIM et al., 2010).

A escala hedbnica comumente com nove pontos é, provavelmente, o método sensorial
mais usado para a medida da aceitacdo e preferéncia dos produtos. Desde 0 seu
desenvolvimento esta tem sido usada em uma larga variedade de produtos e com consideravel
sucesso (STONE; SIDEL, 1993)

O método avalia, através de reagdes dos consumidores, 0 grau de gostar ou desgostar
de um determinado produto dado em certas condi¢des (LAWLESS; HEYMANN, 1999). A
escala é facilmente entendida pelos consumidores, necessitando de minima instrucédo, e é
reprodutivel com diferentes grupos de julgadores (STONE; SIDEL, 1993).

Outra técnica bastante interessante € a técnica “marque tudo que se aplica” (Check All
That Apply - CATA) consiste de uma lista de palavras ou frases que considere adequadas para
descrever um produto. Este tipo de técnica tem sido utilizada em estudos de mercado para
determinar quais os atributos sensoriais 0s consumidores esperam encontrar no alimento em
teste (ADAMS et al., 2007; MEULLENET et al., 2008).

A geracgdo de termos para CATA pode ser feita de varias maneiras. Segundo Dooley
et. al. (2010), os termos podem ser gerado por avaliadores de painéis treinados, ou pelos
consumidores que irdo testar o produto, como por exemplo, um grupo focal.

Desta forma, a livre escolha de atributos permite ao consumidor usar a quantidade de
palavras necessarias para descrever o produto e avaliar a intensidade dos atributos escolhidos,
resultando numa visdo mais precisa da percep¢do do consumidor e aceitagdo do produto
testado (DELIZA et. al., 2005; GONZALES-TOMAS; COSTELL, 2006; WILLIAMS et. al.,
1984).

O método CATA requer instrucdo minima, é de relativamente facil execucéo e é
concluido rapidamente (LANCASTER et. al., 2007). E, portanto, como as respostas CATA
estdo diretamente ligadas a percepcdo das caracteristicas do produto pelos consumidores,
estas respostas poderiam ser utilizadas como dados adicionais para maximizar a aceitacdo do
produto pelos consumidores (DOOLEY et al., 2010).

Dooley et. al. (2010) relata que este tipo de metodologia tem a vantagem de recolher
as informacGes percebidas sobre os atributos dos produtos sem escalas, permitindo uma
descricdo um pouco menos artificial das propriedades sensoriais dos produtos testados,
dependendo de como os termos forem criados.

Pois, embora a utilizacdo de perguntas CATA seja uma técnica segura para obtencédo
de caracterizacdo sensorial de produtos pelos consumidores a um menor custo do que
normalmente seria associado a um painel sensorial treinado, pouco se sabe sobre como as
decisdes tomadas no que diz respeito a coleta de dados e analise CATA influenciar os
resultados obtidos (ARES; JAEGER, 2013).

Um dos problemas identificados é o formato das perguntas que ndo desperta o
interesse nos entrevistados de se envolver profundamente na analise (SUDMAN;
BRADBURN, 1992; KROSNICK, 1999). Fazendo com que escolham os primeiros termos,
aqueles que estdo no topo da lista, sem dar atencédo ao restante dos termos (RASINSKI et al.,
1994; SMYTH et al., 2006).
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Castura (2009) relata que, em seus estudos com suco de laranja, a posi¢cdo dos termos
na lista avaliada pelos entrevistados, afetou a frequéncia dos termos escolhidos. Este autor
verificou um aumento na frequéncia de 10-20% quando os termos foram localizados na
primeira linha e primeira coluna, sugerindo que a ordem fixa dos termos CATA poderia
atrapalhar os resultados.

3.8 Textura

Segundo a Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), a textura é definida
como todas as propriedades reoldgicas e estruturais (geométricas e de superficie) de um
alimento, perceptiveis pelos receptores mecanicos, tateis e eventualmente pelos receptores
visuais e auditivos (ABNT, 1993a).

Lawless e Heymann (1999) definem a textura de um alimento como sendo: "todos 0s
atributos reoldgico e estrutural do produto perceptivel por meio de receptores mecanicos,
tateis, visuais e auditivos".

A textura é citada como um dos atributos sensorial mais importante na avaliacdo da
qualidade da carne e seus derivados (BARTON- GADE, 1988). Sendo influenciada por uma
gama de fatores, dentre eles as caracteristicas zootécnicas, como a raca do animal, sexo, a
quantidade de colageno (QUALI, 1990; HUFF; RISH, 1993; DENOYELLE e LEBIHAN,
2003) e caracteristicas anatdmicas, como tipo de musculo (ZAMORA, 1997).

Além desses fatores, grande importancia tem os fatores externos como manejo e
alimentacdo. Assim como metodo de abate e maturacdo da carne (AALHUS et al., 1992;
PANEA et al, 2003).

A textura ndo é vista como um atributo isoladamente, mas formada por um conjunto
de caracteristicas que pode apresentar um alimento e que se expressam sob o termo de textura
(QUEIROZ; TREPTOW, 2006). Esse conjunto de caracteristicas foi definido por Szcesniack
(1965) em trés grupos, que englobam as caracteristicas mecanicas e geométricas e aquelas
caracteristicas que ndo dependem diretamente da aplicacdo de uma forca, nem do tamanho,
forma ou distribuicdo da particula no alimento, mas sdo percebidas oralmente por receptores
Somaticos.

Em 1963, a General Foods Corporation desenvolveu a analise de perfil de textura
(TPA), um método que aplica duas compressdes simultaneas e desta forma simulando a
mastigacdo humana (FRIEDMAN et al, 1963). Apds cinco anos da invencdo do método,
Bourne (1968) fez algumas adaptacbes no protocolo instrumental superando algumas
limitacGes da andlise.

O método da TPA envolve a compressdo da amostra por um corpo de prova (probe)
que apds penetrar ou comprimir o alimento, retorna ao ponto de origem, simulando os
movimentos mecanicos da mordida ou mastigacdo (PONS; FISZMAN, 1996; TUNICK,
2000). Essa simulacdo é convertida em um gréafico de tenséo, dessa forma podem-se obter os
parametros que representam as propriedades fisicas do material (KULMYRZAEV et al.,
2005).

BOURNE (1978) define algumas propriedades mecanicas a partir do grafico forca x
tempo (Figura 04), resultando em sete parametros (cinco medidos — fraturabilidade, dureza,
coesividade, adesividade e elasticidade; e dois calculados a partir dos parametros medidos —
gomosidade e mastigabilidade) expressos em unidade de massa ou forca.
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Figura 04: Grafico de forca x tempo para determinacdo dos parametros do perfil de textura.
Dureza: primeiro pico (medida de forca); Coesividade: area 2/area 1 (medida adimensional);
Elasticidade: comprimento 1/comprimento 2 (medida distancia); Mastigabilidade: dureza x
coesividade x elasticidade ( medida de trabalho). Fonte: CAINE et. al. (2003).

No caso de Analise de Perfil de Textura (TPA) em carne, 0s parametros aplicaveis
foram descritos por Szczesniak e Torgesen (1965) e definidos por BOURNE (1982), como
segue:

v Dureza: representada pela altura do primeiro pico, é a forca maxima alcancada
na primeira compressdo para produzir uma deformacdo. Relaciona-se a forca dentro da boca
requerida para comprimir uma substancia entre os dois dentes molares ou entre a lingua e o
palato. E expressa em Newton.

4 Elasticidade: grau com o qual um produto volta a sua forma original, depois da
primeira compressdo e antes da segunda, ou a velocidade em que um material deformado
volta a condicdo ndo deformada, depois que a forca de deformacéo é removida.

4 Coesividade: densidade que persiste quando se mastiga para transformar um
alimento semi-sélido a um estado pronto para ser deglutido. Grau com o qual uma substancia
é comprimida entre os dentre antes de romper.

4 Mastigabilidade: espaco de tempo requerido para mastigar uma amostra, a uma
velocidade constante de aplicacdo de forca, para reduzi-la a consisténcia adequada para
degluticao.

Em carne reestruturada, a textura pode ser muito variada devido a variedade da
matéria-prima utilizada e dos diferentes processos de fabricacdo (PEARSON; DUTSON,
1987). No entanto, a principal vantagem do TPA é que se consegue avaliar muitas variaveis
com uma compressao dupla.
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4 MATERIAL E METODOS

O produto em estudo foi desenvolvido na Planta Piloto I da Embrapa Agroinddstria
de Alimentos. As provas microbioldgicas e avaliacBes fisico-quimicas foram realizadas no
Laborat6rio de Analises de Alimentos e Bebidas (LAAB) na UFRRJ, com excecdo da analise
de lipideos que foi realizada no Laboratério de fisico-quimica da Embrapa Agroindustria de
Alimentos. As analises instrumentais de textura e cor foram realizadas no Laboratério de
Andlise Sensorial e as andlises de eletroforese SDS-PAGE foram feitas no Laboratorio de
Bioquimica da Embrapa Agroinddstria de Alimentos e a analise calorimétrica foi realizada no
Laborat6rio de Cereais | na ASA |11 da Embrapa Agroindustria de Alimentos.

4.1 Material

Foram utilizados os trés muasculos da paleta bovina (Infrapinatus, Suprapinatus e
triceps brachii) adquiridos em supermercado localizado no Estado do Rio de Janeiro. Os
cortes possuem Inspecdo Sanitaria Federal (SIF) e foram adquiridos de acordo com o0s
requisitos basicos de higiene e conservacao.

A enzima Transglutaminase Microbiana Comercial (MTGase) Activa® GS foi doada
pela Empresa Ajinomoto Biolatina e Com. Ltda.

Os aditivos, estabilizante a base de polifosfatos e o realcador de sabor a base de
glutamato monossddico foram doados pela Empresa Duas Rodas Industrial®, a qual possui
certificacdo 1SO 9001/2000 e 1SO 14001 para fabricacdo de todos os seus produtos.

4.2  Métodos
4.2.1 Delineamento experimental

O presente estudo utilizou um delineamento em blocos estendidos ao acaso,
conduzidos com um nivel de pressdo, 200 MPa por 1 minuto e trés niveis de transglutaminase
microbiana (MTGase): 0,5%, 0,7% e 1%, além do controle, com tempo de hidrolise de 5
horas em temperatura de refrigeracdo (aproximadamente 5°C) . Apresenta oito tratamentos:
T1 (controle), T2 (0,5%MTGase), T3 (0,7% MTGase), T4 (1% MTGase). T5 (200MPa), T6
(0,5%MTGase + 200MPa), T7 (0,7% MTGase + 200MPa), T8 (1% MTGase + 200MPa).

4.2.2 Tratamentos
O produto carneo reestruturado de bovino foi elaborado com paleta bovina seguindo

uma formulacao basica, composta por carne, agua, polifosfatos, sal e glutamato monossodico
conforme Tabela 1.

Tabela 1. Formulagdo Bésica do produto carneo reestruturado bovino.

Ingredientes Quantidade (%)
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Carne
Agua
NaCl
Polifosfato de sodio

Glutamato monossédico

Total

95,1
3,0
1,5

0,25

0,15
100

A Tabela 2 apresenta as concentra¢des dos aditivos e nivel de pressdo aplicada nos
tratamentos de produto carneo reestruturado bovino.

Tabela 2. Tratamentos e formulagdes usadas nas formulacdes do produto céarneo

reestruturado bovino (g).

Ingredientes T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
Carne 95,1 94,6 94,4 94,1 95,1 94,6 94,4 94,1
Agua 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0
Sal 15 15 15 15 15 15 15 15
Polifosfato 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Glutamato 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
MTGase 0 0,5 0,7 1,0 0 0,5 0,7 1,0
Total 100 100 100 100 100 100 100 100
Presséo - - - - 200 200 200 200
(MPa)

4.2.3 Processamento Tecnoldgico

Para a elaboracdo do produto carneo reestruturado bovino foi realizado o toalete no
corte com a finalidade de retirar o excesso de tecido conjuntivo e gordura. Apos a limpeza dos

cortes a carne foi cortada na forma de retalhos.

Para os tratamentos pressurizados, a carne apds ser limpa e cortada, foi acondicionada
a vacuo (marca SELOVAC, modelo 200B) em embalagem de polietileno e submetida ao
tratamento de alta pressdo hidrostatica. O equipamento utilizado ¢ um modelo experimental
de marca Stansted Fluid Power e modelo S-FL-850-9-w (Figura 5), esta localizado na Planta
Piloto 1l da Embrapa Agroindustria de Alimentos e este aparelho possui capacidade para
operar em uma faixa de pressdo de 100 a 900 MPa, em temperaturas variando de 0 a 80°C, e
intervalos de tempos variados. O equipamento é controlado através de um painel para ajuste
da pressdo, tempo e temperatura desejada.
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Figura 5: Aparelho de Alta Pressdo Hidrostatica - Marca Stansted Fluid Power e modelo S-
FL-850-9-w.

As amostras foram colocadas em cilindro localizado dentro do vaso de presséo, de ago
inoxidavel, com espaco atil de aproximadamente 7,0 cm de diametro e 20,0 cm de
comprimento, e possuindo varios orificios na parede, por onde circula o liquido pressurizador,
neste caso alcool 70%.

A camara de pressurizagdo, contendo o cilindro, foi hermeticamente fechada e vedada
para evitar vazamentos. Primeiramente, uma bomba pneumatica foi acionada na camara,
injetando uma pré-carga até que os selos da mesma se fechassem. Posteriormente, foi
acionada automaticamente, uma segunda bomba hidraulica que deslocou um pistéo e elevou a
pressdo até a condicdo de trabalho desejada caracterizando, assim, dois estagios de
pressurizacao.

O equipamento operou a uma taxa de pressurizacdo de 7 MPa/s até a pressdo desejada.
No decorrer do processo, pequenas elevacGes de temperatura podem ocorrer devido a
temperatura ser diretamente proporcional a pressdo, havendo um aumento em torno de 3°C a
cada 100 MPa. Por isso, as amostras pressurizadas entraram com a temperatura de
aproximadamente 5°C, evitando um possivel pré-cozimento indesejavel da carne, visto que
trabalhou-se com carne in natura. Ao término do ciclo, apds a despressurizacdo, a cAmara foi
aberta e as amostras pressurizadas foram retiradas do cilindro.

As carnes foram colocadas em recipiente plastico, onde foram adicionadas dos
aditivos e massageados por trés minutos (CESTARI, 2010). Apds 0 massageamento, as carnes
foram embutidas em tripa pléstica e as mesmas foram armazenadas em camara de refrigeracao
a 5°C por 5 horas, para atuacéo da enzima, e apés efetuou-se os cortes em tamanhos de 2,0 cm
altura conforme fluxograma abaixo (Figura 6):
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Figura 6: Fluxograma de processamento das amostras.
4.3  Analises fisico-quimicas

As andlises fisico-quimicas seguiram a metodologia descrita pela Instrucdo Normativa
n. 20 de 21/07/2001 do Ministério da Agricultura e do Abastecimento (BRASIL, 1999), que
oficializa os métodos analiticos fisico-quimicos para controle de produtos carneos e
ingredientes. Essa metodologia consiste fundamentalmente nos procedimentos de analises
publicados pela Association of Analytical Chemists (AOAC, 1998).

4.3.1 Composicdo Centesimal
4.3.1.1 Umidade

O teor de umidade foi obtido através do método gravimétrico, utilizando estufa de
ventilagdo a 105°C. Foi pesado 10g de amostra moida e colocado em placa de petri
devidamente tarada e de peso conhecido. Colocou-se em estufa a 105°C por 24h e apds a
secagem efetuou-se pesagem da amostra seca. Os teores de umidade foram obtidos através da
formula abaixo:

% Umidade= (100xN)
P

Onde: N= perda de peso em gramas (agua evaporada).

P=massa inicial da amostra em gramas
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4.3.1.2 Cinzas

O teor de cinzas foi obtido pela incineracdo da amostra em mufla a 550°C. Foi pesado
2g de amostra moida e colocado em cadinho de porcelana tarado e de peso conhecido. A
amostra foi colocada em chapa elétrica para calcinar e apds a calcinacdo foi colocada em
mufla até a obtencdo de cinzas claras. O teor de cinzas foi obtido através da formula abaixo:

% Cinzas = Cczm;cad X 100

Onde:

CCZ = massa do cadinho mais cinza (apds mufla) (g)
Cad = massa do cadinho (g)

m= massa da amostra (g)

4.3.1.3. Proteina

O teor de proteina das amostras foi obtido através da obtencéo do teor de Nitrogénio
proteico pelo método MicroKjeldahl, e multiplicado pelo fator de conversdo para carne de
6,25.

4.3.1.4. Lipideos

O teor de lipideo foi obtido através do meétodo 922.06, AOAC — Association of
Official Analytical Chemists,18 ed., 32rev, 2010.

4.3.2 pH (método potenciométrico)

O valor de pH foi obtido pelo método potenciomeétrico, onde misturou-se em um
béquer de 50 mL, 30g de amostra homogeneizada com 10 mL de agua destilada, para
possibilitar a penetracéo do eletrodo e faz-se a leitura no pHmetro previamente calibrado.

4.3.3 Eletroforese SDS-PAGE

Para extracdo de proteinas foi utilizada 5g de amostra previamente microprocessada.
Posteriormente, a amostra foi homogeneizada em blender com 30mL de solucdo extratora
(Tampéo Fosfato KCI 0,45 M, pH7,5), a qual permite extracdo de proteinas miofibrilares e
sarcoplasmaticas. Apds homogeneizacdo em blender, o material foi filtrado e o permeado
transferido para tubos Falcon, que foram mantidos sob refrigeracdo por 1 hora e apds esse
tempo foram centrifugadas a 6000rpm por 20 minutos a 4°C.

Foi coletada uma aliquota de 200 uL do extrato juntamente com 10 uL de tampao de
amostra, para posterior aplicacdo em gel de eletroforese.

A eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida utilizou o sistema de eletroforese
vertical PROTEAN Il xi Cell da BIORAD, conforme metodologia proposta por Laemmli
(1970). Foi utilizada acrilamida na concentracdo de 12% no gel de corrida e de 4% no gel de
aplicacdo. A corrida eletroforética foi realizada durante um periodo de sete horas e sob uma
tensdo de 100V. As proteinas dos géis foram coradas com &cido acético 10% (v/v), alcool
metilico 40% (v/v) e Coomassie Brilliant Blue R250 1% (v/v), durante uma noite. O gel foi
descorado em solucdo contendo 10% (v/v) de acido acético e 40% (v/v) de alcool metilico,
renovando-se a solugdo a cada 30 minutos, até obtencdo de revelagdo nitida. O calculo da
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massa molecular das fragdes proteicas foi efetuado mediante a construcdo das curvas padréo,
com massas moleculares dos marcadores contra as respectivas distancias percorridas no gel.

Os marcadores de massa molecular foram os da marca BIO-RAD LABORATORIES
(Richmond, EUA), sendo os de alto peso molecular: miosina (205,003 kDa), ovalbumina
(47,82 kDa), e os de baixo peso molecular: fosforilase B (101,36 kDa), albumina sérica
bovina (72,89 kDa), ovalbumina (47,82 kDa), anidrase carbdnica (33,98 kDa), inibidor de
tripsina de soja (26,84 kDa) e lisozima (17,62 kDa).

4.4 Analises Fisicas
4.4.1 Analise Instrumental de Textura (TPA)

As amostras foram assadas em forno elétrico a 235° + 5°C por 50 minutos e resfriadas
a temperatura ambiente. Em seguida foram cortadas com cortador de 3,0 cm de diametro
(Figura 7a).

A textura da carne reestruturada assada foi avaliada atraves da técnica denominada
Analise do Perfil de Textura — TPA em texturdmetro modelo TA-Hdi (Texture Analyser,
Stable Micro System). Os parametros adotados para a analise foram: compressao de 50 % da
altura original, em dois ciclos; velocidade de pré-teste: 2,00mm/s; velocidade-teste: 1mm/s;
velocidade pos-teste: 2,00mm/s; compressdo de 50% da altura original, utilizando o probe
P50 (Figura 7b). Cilindros de 3,0 cm de diametro por 2,0 cm de espessura de cada tratamento
foram analisados em triplicata e 0os parametros de textura, dureza, elasticidade, coesividade, e
mastigabilidade foram calculados (BORNE, 1978).

Os dados foram processados em computador equipado com o programa Texture
Expert for Windows (R, Stable Micro System).

(a)

Figura 7: Cortador (a) e Texturémetro (b).
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4.4.2 Perda de Peso pelo Cozimento (PPC)

O percentual de rendimento das amostras foi calculado pela diferenca entre o peso da
amostra crua e da cozida, de acordo com (DIMITRAKOPOULOU; AMBROSIADIS et al.,
2005).

PPC (%) Peso da amostra crua — Peso da amostra cozida 100
= x
0 Peso da amostra crua

4.4.3 Grau de Retracéo

A porcentagem de encolhimento dos reestruturados bovinos foi mensurada com
auxilio do paquimetro, utilizando-se trés amostras, através da mensuracdo antes e apos 0
cozimento, seguindo metodologia descrita por Seabra et. al. (2002). Os valores médios de
retracdo foram obtidos através da seguinte relagdo:

(Diametro da amostra crua — Diametro da amostra cozida
GR (%) = — x 100
Diametro da amostra crua

4.4.4 Analise Instrumental de cor

A anélise instrumental de cor foi realizada por reflectancia no aparelho Color Quest
XE (Figura 8), escala CIELAB e CIELCh, com abertura de 0,375mm de diametro, com
iluminante D65/10.

Os parametros de cor medidos foram:

e L* =luminosidade (0 = preto e 100 = branco)

e a* (-80 até zero = verde, do zero ao +100 = vermelho)
b* (-100 até zero = azul, do zero ao +70 = amarelo)
C* chroma= (a ** + b *%)*> em um sistema de coordenadas polares
h° angulo hue = arctan (b*/a*) em um sistema de coordenadas polares

A andlise foi realizada diretamente no produto cru, sendo realizadas quatro repetices
em cada amostra.
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Figura 8. Aparelho Color Quest XE

4.4,5 Analise de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

A analise térmica por calorimetria diferencial de varredura foi realizada em um
Calorimetro Diferencial de Varredura DSC da Marca TA Instruments DSC modelo Q200 (TA
Instruments), com controlador operando com fluxo de 50 mL/min de N, e taxa de
aquecimento de 10°C/min entre 0 e 100°C e com uma “panelinha" vazia como referéncia. Foi
pesada uma aliquota de 10mg de amostra em “panelinhas” de aluminio, utilizando uma
balanca microanalitica da marca METTLER TOLEDO Modelo MX5, e fechada
hermeticamente. A temperatura de desnaturacéo (Td) e entalpia de desnaturacdo (Hd), foram
calculados a partir de termogramas usando um Programa de Andlise Universal Universal
V4.5A TA Instruments. A calibracdo de temperatura foi feito com indio como um padréo (T=
158,4°C e AH= 26,68]/g). Foi realizada essa analise nos tratamentos T1, T3, T5, T7 e também
carne “in natura” em duplicata.

4,5  Analises microbioldgicas
45.1 Legislagdo da ANVISA - RDC n° 12

As analises microbioldgicas foram realizadas de acordo com o estabelecido na RDC
N°12 — ANVISA (BRASIL, 2001), que estabelece os padrdes microbioldgicos para alimentos
em geral. Para produtos carneos resfriados ou congelados e/ou pré-cozidos e congelados

utilizando como matéria-prima a carne bovina sdo exigidas analises de pesquisa de
Salmonella sp, andlises de Coliformes a 45°C/g, Staphylococcus coagulase positiva/g e
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Clostridium sulfito redutor a 46 °C/g, na matéria-prima s&o exigidas analises de pesquisa de
Salmonella sp.

As andlises foram realizadas em triplicata, onde a contagem de Coliformes a 45°C foi
realizada seguindo-se a metodologia analitica do Compendium of Methods for the
Microbiologiacal Examination of Foods - APHA (2001).

Inicialmente as amostras foram preparadas e semeadas em caldo LST (Caldo Lauril
Sulfato Triptose), técnica de NMP (ndmero mais provavel).

Para contagem de Estafilococcus coagulse positiva utilizou-se a metodologia
recomendada pela APHA (2001).

Na deteccdo de Salmonela spp empregou-se a metodologia segundo APHA (2001). A
deteccdo envolveu as etapas de pré-enriquecimento objetivando a recuperacdo das células de
microrganismos injuriados durante o processamento, ou ainda para aumentar o nimero de
células de enterobactérias, de maneira ndo seletiva. Posteriormente, utilizou-se
enriquecimento seletivo: esta etapa teve como objetivo, favorecer a multiplicacdo das
salmonelas, inibindo ou restringindo o desenvolvimento de outros microrganismos presentes.

Foi realizado plagueamento em meio seletivo-indicador, utilizando-se dois meios
solidos, sendo um de pequeno efeito inibidor e o outro de efeito maior, favorecendo o
reconhecimento de coldnias suspeitas de Salmonella. Apos triagem, as colbnias suspeitas
foram testadas em meios que forneciam indicagdes sobre as caracteristicas bioquimicas dos
microrganismos, como 0s meios agar trés acucares-ferro (agar TSI) e agar lisina-ferro (LIA).
Posteriormente, foram realizadas provas bioquimicas e soroldgicas complementares para
comprovacéo do género Samonella.

Para a contagem de Clostridium sulfito redutor a 46°C seguiu-se a metodologia do
APHA (2001). As amostras inoculadas em agar SPS foram mantidas em meio de anaerobios
(sistema GASPAK), com papel indicador de anaerobiose incubadas em estufa a 35-37°C por
72 horas.

4.6 Analise sensorial

As amostras referentes aos tratamentos T1, T3, T5 e T7 foram selecionadas entre 0s
oito tratamentos, por ser o nivel intermediario indicado pelo fornecedor da enzima. Foram
avaliadas por 100 consumidores de carne bovina em relacdo a aceitacdo global e textura. Para
tais medidas foi utilizada escala hedonica estruturadas de 9 pontos variando de 1: “desgostei
extremamente” a 9: “gostei extremamente”. Em seguida foram avaliadas as caracteristicas
sensoriais das amostras utilizando a metodologia denominada CATA — “Check All That
Apply” (ADAMS et al., 2007; MEULLENET et al., 2008). Os atributos avaliados foram
baseados em Cabral (2010) e também identificados a partir de discussdo aberta com
consumidores de carne bovina. A ficha com os atributos utilizados estdo no Anexo C. Dados
demogréficos e atitudinais também foram coletados (Anexo B).

Os reestruturados foram assados em forno a 235° = 5°C por 55 minutos. Em seguida,
cortados em cubos e, para a apresentacdo das amostras aos participantes, foram aquecidas em
forno microondas por 10 segundos. Os consumidores receberam as amostras monadicamente
e a ordem de apresentacdo foi balanceada (MacFIE et al., 1989). Foi utilizada dgua e biscoito
“cream craker” para a limpeza do palato entre as amostras.

O projeto foi submetido ao Comité de Etica (COMEP-UFRRJ) e o termo de aprovacéo
encontra-se no Anexo A. As amostras foram submetidas as analises microbiologicas exigidas
pela RDC n°12 (ANVISA) anteriormente ao teste com consumidores para garantir a
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integridade dos participantes. Os dados foram coletados na sala de aula no Instituto de
Tecnologia da UFRRJ (IT).

4.7 Analise estatistica

Os dados obtidos nas analises fisicas e quimicas foram submetidos a Analise de
Variancia e teste de Tukey (p<0,05).

Os dados do teste de aceitacdo (global e em relacdo a textura) foram analisados por
ANOVA. Os dados do CATA foram analisados primeiramente pela frequéncia, ou seja, foi
determinada a frequéncia de cada termo contando o nimero de consumidores que usaram o
respectivo termo para descrever a amostra. A Analise Mdltipla de Fatores (MFA) foi utilizada
nos dados da frequéncia para investigar a relacdo entre as respostas para as diferentes
amostras de carne. A MFA refere-se a analise de fator quando os dados sdo compostos tanto
por variaveis quantitativas quanto por tabelas de frequéncia (PAGES, 2005).

Todas as analises acima descritas foram realizadas no software XLSTAT 2012
(Addinsoft, Paris, Franga).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2 Analises fisico-quimicas
5.2.1 Composicao centesimal e pH

Tabela 3: Média® e desvios-padrdo dos resultados da analise centesimal e pH de
reestruturado bovino.

Umidade Cinzas Proteinas Lipideos pH
0/100g 0/100g 0/100g 0/100g

Carne - - - - 6,04° *0,00
T1 76,37% +0,03 2,73%+ 0,18 18,64°+0,01 1,97 +0,06 6,26™ +0,00
T2 75,86*" +0,12 2,80%+ 0,05 18,95™+0,06  1,50"°?+0,09 6,29 *0,01
T3 76,19% +0,04 2,80%+ 0,10 18,64° +0,01 2,19° +0,03 6,37%° +0,05
T4 75,55 +0,00 2,90°+0,13 18,95™ +0,01  1,80%° +0,09 6,45% +0,03
T5 75,30° + 0,23 2,72°+ 0,00 18,09°+0,00 2,00* +0,10 6,26% +0,05
T6 75,64 +0,01 2,76°+0,01 19,30°+0,07 1,10% +0,03 6,33%° +0,04
T7 75,34° +0,02 2,91%+0,01 19,80° +0,24 2,22% +0,25 6,46° +0,01
T8 75,39° +0,02 2,91%+0,01 18,93 +0,00  1,37* +0,04 6,38%° +0,05

S Média de duas repeticdes. Médias na mesma coluna seguidas de letras iguais ndo diferem
(p> 0,05). T1: Controle, T2: 0,5% MTGase; T3: 0,7%MTGase; T4: 1% MTGase; T5: 200
MPa; T6: 200 Mpa + 0,5% MTGase; T7: 200 MPa + 0,7% MTGase; T8: 200 MPa + 1%
MTGase.

Analisando-se os dados obtidos na analise de umidade, podemos observar um teor de
aproximadamente 75% de umidade no produto, havendo diferenca significativa no teor de
umidade entre os tratamentos.

O sal (NaCl) e o polifosfato adicionados na formulacdo possivelmente contribuiram
para o elevado teor de umidade por melhorar a capacidade de retencdo de agua, isto devido
aos ions cloro penetrarem nos miofilamentos causando o0 entumescimento e,
consequentemente, aumentando a capacidade de retengdo de agua (OFFER;TRINICK, 1983).
Além da adicdo de 3% de agua na formulagéo do produto.
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De acordo com Dimitrakopoulou et al. (2005), o nivel da enzima (MTGase) nao
afetaria a composigéo dos produtos, mas contribui no aumento do teor de umidade, resultando
em um produto mais suculento.

O teor de cinzas ndo foi afetado pelos tratamentos, mostrando que a enzima MTGase e
a APH ndo influenciaram no seu contetido, no entanto o valor alto de cinzas deve-se a adi¢ao
de cloreto de sodio (1,5%) na formulagdo do produto.

O teor de lipideos apresentou grande variagdo apresentando diferenca significativa,
possivelmente pela distribuicdo irregular da gordura na carne e deficiéncia na
homogeneizacdo da amostra para analise.

As amostras apresentaram teor proteico proximo a 19%, ndo havendo diferenca entre
0s tratamentos com somente adi¢cdo da enzima (T2, T3 e T4) em relacdo ao controle (T1). Ja
nos tratamentos com aplicacdo da APH e adicdo da enzima MTGase (T6, T7 e T8) em relacao
ao tratamento T5 (somente pressdo), pdde-se observar que o conjunto da APH e MTGase
promoveu uma aumento do teor proteico.

Segundo Dondero et. al. (2006), a MTgase promove aumento do teor proteico por
aumentar o valor agregado. J& a APH, segundo Trespalécios et. al. (2007), atua expondo o
nucleo hidrofobo da proteina e assim tornando-as mais disponiveis para combinar-se com a
enzima. Desta forma resultou em um pequeno aumento do nivel de proteina no produto.

O pH dos tratamentos demonstraram um aumento em relagdo ao pH da carne “in
natura”, isso se deve provavelmente a adi¢do de polifosfatos na formulacao do produto.

Comparando os tratamentos T1 e T5, pode-se observar que a pressao ndo promoveu
nenhuma alteracdo, mantendo o pH igual ao tratamento sem pressao. No entanto, comparando
0s tratamentos com niveis iguais de MTGase, com e sem a aplicacdo da pressao, observou-se
gue nos tratamentos com as duas variaveis, houve um leve aumento do pH. Mostrando um
possivel efeito sinérgico da pressdao com a enzima em relagdo ao pH das amostras avaliadas.

5.2.2 Eletroforese SDS-PAGE

O estudo comparativo do efeito da aplicacdo da alta pressdo hidrostatica e a adicdo de
MTGase em produto carneo reestruturado bovino foi avaliado através do perfil eletroforético
principalmente em relacdo as proteinas miofibrilares, actina e miosina, por constituirem a
maior parte da estrutura proteica da carne.

Na Figura 9, pode-se observar o gel de poliacrilamida contendo as cadeias
polipepitidicas provenientes dos diferentes tratamentos, incluindo o padréo de alta densidade
e enzima MTGase.
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Figura 9: Perfil eletroforético das proteinas de carne bovina reestruturada.

T1 - Controle; T2 — 0,5%MTGase; T3 — 0,7%MTGase; T4 — 1,000MTGase; T5 — 200MPa; T6
— 200MPa + 0,5%MTGase; T7 - 200MPa + 0,7%MTGase; T8 - 200MPa + 1,0%MT Gase,
PAMM - Padrdo de alta massa molecular; CPM — Cadeia Pesada da Miosina; CLM — Cadeia
Leve da Miosina.

As proteinas miofibrilares, componentes estruturais responsaveis pela contracéo
muscular e diretamente relacionada com a maciez da carne, mostraram-se presentes nos
extratos em estudo, na seguinte forma (Figura 7): a) uma banda fortemente corada de 205,19
KDa, que representa a cadeia pesada da miosina; b) duas bandas de 27,69 e 25,88 KDa, que
representam as cadeias leve da miosina; ¢) e uma cadeia intensamente corada de 47,8 KDa
que representa a actina.

Foram observadas 19 bandas em cada tratamento, porém nenhuma desapareceu
completamente. No entanto, foi possivel observar pequenas diferencas de coloracdo em
algumas bandas com peso molecular de 24,6, 22,23 e 17,55 KDa e a modificacdo esta
relacionada com os niveis de MTGase (0,5%, 0,7% e 1%). Possivelmente, houve atuacdo da
enzima nesses polipeptideos promovendo uma reticulacéo, pois as bandas vao diminuindo de
intensidade conforme o aumento da concentracdo da enzima aplicada ao produto.

Comparando os pocos A e E, tratamento controle e 200MPa respectivamente,
podemos concluir que a pressao provocou uma leve alteracdo no perfil proteico da carne
reestruturada, onde foi possivel observar uma ligeira modificacdo na proteina de peso
molecular 90,38 KDa. Marcos et. al. (2010) também observaram essa mudancga, porém no
referido trabalho a banda referente a proteina com 90KDa perdeu a cor mais intensamente e
isso deve-se ao tempo sob pressédo, que em seu trabalho foi de 20 minutos. Este dado mostra
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que ndo sé nivel de pressdo, mas também os tempos de exposi¢do a dada pressao podem
promover niveis diferentes de mudanca na estrutura proteica.

Outra pequena modificacdo foi observada na proteina de peso molecular 17,55 KDa,
que de acordo com a literatura, pode representar a troponina C (CHAPLEAU et. al. 2003).

Em pesquisas realizadas com carne de porco, Scheibenzuber et al. (2002), usaram a
eletroforese SDS-PAGE para verificar alteragdes nas proteinas miofibrilares deste produto
apos tratamento a diferentes pressdes. E verificaram que componentes de filamentos finos
foram solubilizados facilmente com aplicacdo de pressdo, no entanto a solubilizacdo da
miosina dependeu da magnitude e da duragéo do tratamento de alta pressao aplicada.

Segundo Aktas et al. (2005), alguns autores observaram no gel de poliacrilamida a
formacdo de polimeros de alto peso molecular, formado no topo do gel. Esses polimeros
aumentam conforme a diminuicdo da intensidade da coloragdo de bandas como a cadeia leve
da miosina ou de acordo com Ahhmed et al. (2009) devido a diminui¢do da cadeia pesada da
miosina, ambos por adi¢do da enzima MTGase em carne bovina. No presente estudo néo foi
possivel observar tal efeito, possivelmente devido a caracteristicas do gel utilizado.

Dondero et al. (2006) em seus estudos sobre os efeitos da MTGase na capacidade de
gelificacdo termicamente induzida em géis de proteinas da carne, puderam observar a
diminuicdo da cadeia pesada da miosina conforme aumento da concentracdo da enzima.
Verificou também, que ndo houve participacdo da actina na formacdo de pontes cruzadas.

5.3 Anélises Fisicas
5.3.1 Analise Instrumental de Textura (TPA)

Os resultados dos parametros de textura (dureza, coesividade, mastigabilidade e
elasticidade) sdo mostrados na Tabela 4. Os valores médios e desvio padrdo estdo

apresentados na tabela 4.

Tabela 4: Médias® e desvios-padréo dos resultados dos parametros de textura da carne
reestruturada avaliada através de TPA.

Dureza Coesividade Mastigabilidade Elasticidade
N N.cm cm

T1 25,31 +0,42 0,58" +0,002 71,0° 0,007 0,47° +0,008
T2 28,57* +0,21 0,59° 0,004 125,0° 0,05 0,76 £0,019
T3 28,27 +0,89 0,63 0,004 107,0% 0,04 0,58" +0,0005
T4 29,40° +0,67 0,55° £0,001 96,0" +0,32 0,74% £0,003
T5 23,49°+2,11 0,55° £0,001 89,0% 0,09 0,67¢ 0,008
T6 22,60° 0,50 0,62 +0,009 92,0 0,03 0,72° 0,005
T7 31,05% +2,17 0,59° +0,006 122,0° +0,22 0,817 £0,01
T8 23,57° +0,50 0,59 +0,003 108,0® +0,12 0,78 +0,01

S Média de trés repeticées. Médias na mesma coluna seguidas de letras iguais ndo diferem (p>
0,05). T1: Controle, T2: 0,5% MTGase; T3: 0,7%MTGase; T4: 1% MTGase; T5: 200 MPa;
T6: 200 Mpa + 0,5% MTGase; T7: 200 MPa + 0,7% MTGase; T8: 200 MPa + 1% MTGase.
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Comparando os resultados entre o tratamento controle (T1), onde ndo houve aplicagao
de pressdo e nem de enzima, e o tratamento T5, onde somente foi aplicada a pressao, pode-se
observar que a pressao atuou diminuindo o parametro de dureza, ndo apresentando diferencga
significativa entre os resultados. Ja a adicdo da MTGase promoveu um aumento na dureza
conforme o aumento do nivel de enzima (T2, T3 e T4), ndo apresentando diferenca
significativa.

A combinacdo entre APH e a MTGase, num nivel de 0,5% de MTGase (T2 e T6) e 1%
MTGase (T4 e T8), apresentou diminuicdo do valor do pardmetro dureza com nivel de
significancia de 5%. J& a combinacdo da APH com a MTGase num nivel de 07% (T3 e T7)
apresentou um aumento da dureza da amostra, porém sem efeito significativo.

Nielsen et. al.(1995) relataram que a transglutaminase aumentou a forca de ligacédo e
coesividade entre os fragmentos de carne suina reestruturada e que essas caracteristicas
influenciaram a dureza e suculéncia da carne devido as interacdes entre enzima e o NaCl.

A acdo sinergética da APH e da MTGase em carne de frango e gel de ovo sem adicao
de fosfato foi investigado por Trespalacios et. al. (2007). Foram utilizadas pressGes de
500,700 e 900 MPa a 40C° por 30 minutos e 0,3% de MTGase e 0 aumento da dureza e
mastigabilidade foram observados com o aumento da presséo.

Os valores de coesividade das amostras T1 (controle) e T5 (200MPa) apresentaram
diferenca significativa, mostrando que a APH atuou diminuindo esse parametro.

Em relagdo ao parametro mastigabilidade, o menor valor do atributo foi observado no
controle (T1). Tanto a APH como a MTGase interferiram aumentando esse valor,
apresentando diferenca significativa entre os tratamentos em relacdo ao controle. Ja para o
atributo elasticidade, esta foi aumentada apos a aplicacdo da APH e da enzima MTGase e 0s
tratamentos apresentaram diferenca significativa entre si.

Resultados semelhantes foram relatados por outros autores, que indicaram que a
transglutaminase tem o potencial de aumentar a firmeza e elasticidade, entre outras
propriedades (CARBALLO et. al., 2006; KURAISHI et. al., 2001).

Os resultados de textura de produtos carneos reestruturados podem apresentar valores
bem variados devido a matéria prima. Berry (1987), alerta em seu trabalho a dificuldade em
se avaliar a textura de produtos reestruturados devido ao fato desse tipo de produto
normalmente possuir grande variabilidade.

Herrero et. al. (2008) através de estudos com espectroscopia de Raman avaliaram o
efeito da MTGase em sistemas a base de carne suina na estrutura proteica e correlacionou
com as caracteristicas texturais. Para isso, usaram trés niveis da enzima: 0% de MTGase
(MEOQQ), 0,05% de MTGase (METO05) e 0,10% de MTGase (MET10). E os resultados do TPA
indicaram que a dureza, elasticidade e coesividade foram superiores (p <0,05) nos sistemas a
base de carne suplementadas com MTGase (MET05 e MET10) do que no sistema de MEOO
(sem adicdo de enzima).

O aumento (p <0,05) na dureza, elasticidade e coesividade observada em sistemas a
base de carne com MTGase poderia ser explicado pela atuacdo da enzima em promover cross-
linking entre as proteinas. Isto resulta na formacdo de grandes moléculas de proteina
polimérica e uma estrutura de gel entre as particulas a base de carne, bem como a reticulacédo
de gel com estas proteinas na superficie da carne (DE JONG; KOPPELMAN, 2002).

Herrero et. al. (2008) também correlacionou as modifica¢fes na estrutura das proteinas
com as modificacGes estruturais e concluiu que houve diferenca significativa entre estas
alteracdes estruturais secundarias das proteinas da carne e as propriedades texturais (dureza,
adesividade, elasticidade e coesividade) dos sistemas a base de carne, possivelmente por
diminuigdo no teor de a-hélice, acompanhado por um aumento significativo em B-folhas,
devido a adicdo de enzima para sistemas a base de carne.
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Cestari (2007) em seu estudo com os musculos da paleta bovina (raquete, miolo da
paleta e peixinho) usando MTGase a um nivel de 1%, avaliou a valorizagdo do corte bovino
através dos tipos de processamento, injecdo e massageamento. Concluiu por testes sensoriais
que a enzima atua efetivamente na ligagéo entre os fragmentos e que contribui para a melhora
na textura do reestruturado.

O efeito da alta pressao e da temperatura no musculo Longissimus dorsi de bovino foi
estudado por Ma e Ladward (2004), onde observaram que carnes bovinas processadas a 200
MPa apresentaram melhoria na maciez ocorrendo, porém, diminuicdo da maciez em musculos
pos-rigor pressurizado acima de 400 MPa (MA; LEDWARD, 2004; SUN; HOLLEY, 2010;
SIKES et al., 2010).

Segundo Sun & Holley (2010) os efeitos da alta pressdao na maciez ou maturacéo de
carnes é dependente da fase de rigor mortis, pressao, temperatura e sua combinagdo. Estes
autores sugerem que tratamentos com pressées mais baixas (<200 MPa) podem amaciar
carnes em fase de pré-rigor mortis, enquanto carnes em fase de pds-rigor mortis o
amaciamento com alta pressdo s pode ser alcangado em temperaturas mais elevadas (40 a
80°C). Isso ocorre, principalmente, pela desnaturacdo, por alta pressdo, das estruturas
miofibrilares na fase pre-rigor e da necessidade de temperaturas elevadas na fase pds-rigor,
para que ocorra a gelatinizagéo das estruturas de tecido conjuntivo.

Estudos recentes de Villamonte et. al. (2013) avaliaram a influéncia do cloreto de
sodio e do fosfato no tratamento da alta pressdo em emulsdo de carne suina. Foi utilizado
pressdo de 350 MPa e niveis de cloreto de sodio variando até 3%, assim como o fosfato com
nivel de 0,25 e 0,5%. O estudo esta de acordo com inimeros autores que observaram um
aumento na dureza apds tratamento de alta pressdo. No entanto, a adi¢do de cloreto de sédio e
fosfato diminuiu o efeito endurecedor da alta pressdo, mostrando que esses aditivos atuam
neutralizando parcialmente esse efeito.

Esse efeito de endurecimento esta relacionado possivelmente com a desnaturacao
parcial das proteinas miofibrilares e também com a maneira pela qual as proteinas sao
desnaturadas, sendo assim o fator que mais afeta a textura da massa. (VILLAMONTE et. al.,
2013).

Sendo assim, os resultados obtidos por Trespalacios et. al.(2007) sugerem que 0S
niveis de pressdo mais elevados aplicado em proteinas da carne e do ovo, na presenca de
MTGase induziu um maior namero de ligacbes intra e inter moleculares, pois a pressao faz
com gue o nucleo hidrofobo da proteina se torne mais exposta e, portanto, mais facilmente
disponiveis para a acdo MTGase.

5.3.2 Perda de peso por cozimento (PPC%o) e Grau de retracdo (GR%)

Na Tabela 5 estdo apresentados os resultados de perda de peso por cozimento (PPC%)
e grau de retracdo (GR%).
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Tabela 5: Média e desvios-padréo dos resultados da analise de Perda por Cozimento e

Grau de Retracdo.

Tratamentos PPC (%) GR (%)
T1 34,23°+ 0,74 17,887+ 0,23
T2 24,55 + 0,07 12,05" + 0,88
T3 19,76° + 0,08 7,89+ 0,65
T4 17,76° + 0,45 1,50° + 0,00
T5 38,147 + 0,20 16,83*+ 0,70
T6 30,63°+ 0,25 13,23+ 0,27
T7 28,74°+ 1,50 4,19+ 0,04
T8 29,13°+ 0,15 5,80°+ 0,24

S Média de duas repeticdes. Médias na mesma coluna seguidas de letras iguais ndo diferem
(p> 0,05). T1: Controle; T2: 0,5% MTGase; T3: 0,7%MTGase; T4: 1% MTGase; T5: 200
MPa; T6: 200 Mpa + 0,5% MTGase; T7: 200 MPa + 0,7% MTGase; T8: 200 MPa + 1%
MTGase.

Os resultados obtidos apresentaram diferenga significativa nas perdas de peso e
retracdo durante o cozimento.

Comparando os tratamentos com e sem aplicacdo de pressdao sem adicdo de enzima
(T1 e T5), pode-se observar que a pressdo promoveu um aumento na PPC (%), no entanto o
efeito no GR (%) foi mais leve, ndo havendo diferenga significativa.

Pode-se observar que os maiores valores de PPC (%) foram encontrados nos
tratamentos que foram submetidos a aplicacdo de pressdo. Ja no parametro GR (%) pouca
diferenca pode ser observada.

O aumento da PPC (%) no tratamento com aplicacdo de pressdo de 200 MPa por 1
minuto, estava de acordo com estudos realizados por Cabral Neto (2011), que comparou
varios niveis de pressdo com a maturacdo comercial de carne bovina. Segundo dados obtidos
pelo autor, a pressdo de 200 MPa por 1 minuto apresentou um valor maior que a carne em
natura, porém ndo foi suficiente para apresentar diferenca significativa.

AlteracBes nas proteinas sarcoplasmaticas, onde ja se sabe que desempenham um
papel importante nas propriedades de ligacdo da agua no musculo de carne fresca (JOO et al.,
1999) podem estar relacionadas a diminuicao da perda por cozimento, devido a APH.

Neste sentido, Marcos et. al. (2010) encontraram uma correlagdo negativa entre a
solubilidade da proteina sarcoplamatica e a umidade exprimivel em mdsculo bovino
(Longissimus dorsi), sugerindo que a desnaturacdo da proteina sarcoplamatica induzida pela
pressdo pode influenciar negativamente em algumas caracteristicas de ligacdo de agua em
carnes pressurizadas.

Um efeito pdde ser observado, tanto na PPC (%) como no GR (%), nos tratamentos
onde houve a combinacdo da pressdo e enzima, nos T7 e T8. Em comparacdo com 0S
tratamentos com iguais niveis da MTGase porém sem pressao pode-se observar que,
conforme o nivel de enzima foi aumentado, menor foi a PPC(%) e 0 GR(%), no entanto nos
tratamentos com aplicacdo de pressdo, o tratamento T8 apresentou maiores valores que o
tratamento T7, embora estatisticamente esse efeito ndo tenha sido significativo.

A enzima MTGase segundo autores Ahhmed et. al. (2009) e Aktas et. al. (2005),
influencia na estabilidade térmica das amostras. Conforme aumenta o teor da MTGase,
aumenta o nivel de polimeros de alto peso molecular, que influenciam na estabilidade térmica
da amostra. 1sso poderia explicar o efeito ocorrido nos tratamentos T7 e T8 no presente
estudo.

Tseng et. al. (2000) verificaram o efeito de diferentes concentracbes de TGM na
qualidade de almdndegas de frango com baixo teor de sal e observaram que as amostras
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tratadas com 0,4 e 1% de TGM apresentaram rendimento significativamente maior que a
amostra controle.

Em um estudo comparando a atuacdo do cloreto de sodio, polifosfato e MTGase em
hambuarguer bovino, Ferreira et. al.(2012) observaram que o rendimento dos hamburgueres
apo6s fritura foi maior nas amostras tratadas com a MTGase, concluindo em seus estudos a
vantagem do uso da TGM devido aos valores de rendimento serem maiores nas amostras em
que a enzima foi utilizada.

Desta maneira, a TGM se apresenta como uma alternativa para obtencéo de produtos
reestruturados crus que podem ser oferecidos sob refrigeracdo pois € crescente a procura por
produtos mais saudaveis e que contenham menos sais como o polifosfato de sodio.

5.3.3 Analise Instrumental de Cor
Os valores médios e desvios padrdo de L*, a*, b*, C* e h° do controle e das amostras
pressurizadas, com os diferentes niveis de MTGase observados em amostras de reestruturado

bovino cru estéo representados na Tabela 6.

Tabela 6: Médias® e desvios-padrdo dos resultados do perfil colorimétrico
instrumental da carne reestruturada.

L* a* b* c* he

T1 10,30°%£0,53 11,33*+0,06 11,66 +0,48 16,26°+ 0,39  45,80° 1,01
T2 1761°+£1,63 7,65°+1,69  12,80°+0,15 14,70+ 1,10 46,65 £ 2,71
T3  29,26°+1,69 7,73 +144 9,76° + 1,40 12,40 +0,32 38,70 £0,05
T4 3490°%£218  4,97°+0,71 9,87° + 0,00 11,99°+ 0,99 52,1* + 1,55
T5 50,35°+0,30  3,60°%0,09 3,60°+ 0,17 4,87°£0,14 43,0+ 1,87
T6  48,92°+0,70  3,24°+0,36 2,30°+0,18 4,87°£0,22 44,1°+1,18
T7 50.07°+0,24  3,97°+0,47 2,86°+ 0,14 4,90 £ 0,45 37,01+ 1,17
T8  48,68°+0,18  2,48°+0,34 2,59°+ 0,19 3,59° + 0,37 44,31° + 1,60

S Média de trés repetices. T1: Controle; T2: 0,5% MTGase; T3: 0,7%MTGase; T4: 1%
MTGase; T5: 200 MPa; T6: 200 Mpa + 0,5% MTGase; T7: 200 MPa + 0,7% MTGase; T8:
200 MPa + 1% MTGase. Médias na mesma coluna seguidas de letras iguais nao diferem (p>
0,05). L = luminosidade (0 = preto e 100 = branco) * a= intensidade de verde/vermelho (-80
até zero = verde, do zero ao +100 = vermelho) ° b= intensidade de azul/amarelo (-100 até
zero = azul, do zero ao +70 = amarelo).

Comparando os tratamentos T1 (controle) e os T2,T3 e T4, que receberam niveis
0,5%, 0,7% e 1,0% de MTgase com os tratamentos T5 (200MPa) e T6, T7 e T8, os quais foi
combinado a enzima nos niveis de 0,5%, 0,7% e 1,0% de MTGase com 200MPa, pode-se
observar que a APH atuou aumentando o valor do parametro L* e diminuicdo do valor a*, b*
e C*. A percepcdo da cor vermelha foi diminuida, observando um produto com um tom de
vermelho menos intenso. Porém os valores do parametro h* ndo sofreram grandes
modificacbes com a aplicacdo da pressdo, ndo apresentando diferenca significativa, com
excecdo do tratamento T7 que apresentou diferenca significativa. E isso mostra que apesar da
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alta pressdo de 200MPa por 1min diminuir a intensidade do vermelho, esse nivel de pressdo
ndo foi suficiente para modificar a cor do produto.

Outra observacéo a respeito da APH, foi em relacgdo a sua aplicagcdo em conjunto com
a enzima MTGase, onde pode-se observar que houve interacdo entre as duas variaveis, e que a
APH provocou uma estabilizacdo nos valores dos parametros estudados em relacdo ao nivel
de enzima adicionado.

A intensidade de vermelho estd diretamente ligada a quantidade e ao estado da
mioglobina presente na carne e a descoloracdo provocada pelo processo de APH. Podendo
ser explicada como resultado da oxidacdo da mioglobina, e assim a oxidacao do ferro (Fe) que
passa da forma ferrosa para férrica, com consequente declinio dos valores de a*, com um
aumento na proporcdo de metamioglobina em relagdo a oximioglobina e desta forma
resultando numa coloracdo marrom da carne (CARLEZ et. al, 1995). O aumento da
luminosidade pode ser proveniente da desnaturacdo da globina e do deslocamento ou
liberacdo (desprendimento) do grupo heme, assim como, por modificacBes nas proteinas
miofibrilares e sarcoplasméticas com consequentes alteracdes na superficie da carne (JUNG
et. al., 2003).

No entanto tais observagdes sdo mais comuns a uma pressdo de 350 MPa a 400 MPa
(Carlez, et. al, 1995; Jung et. al, 2003).

Os resultados obtidos nos tratamentos com aplicacdo da alta pressao estdo de acordo
com estudos realizados por Marcos et al.(2010), que avaliaram os parametros de cor em carne
bovina (musculo Longissimo dorsi) em relacdo a variagdo de pressdo e temperatura, e
concluiu que pressbes ade 200MPa podem provocar leves mudangas na estrutura da
mioglobina, mas que ndo séo suficientes para influenciar negativamente a qualidade sensorial
do produto, sendo necessario pressdes mais elevadas para provocar maiores mudancas.

Os niveis da MTGase também influenciaram nos parametros de cor, onde conforme o
aumento do nivel de MTGase (T2, T3 e T4), aumentou o L*, apresentando diferenca
significativa entre os tratamentos . O parametro a* apresentou diminuicdo conforme o
aumento do nivel de MTGase, porém somente houve diferenca significativa entre o nivel de
1% de MTGase (T4) e o controle (T1). Ja para o parametro b* as amostras ndo apresentaram
diferenca significativa.

Os parametros C* e h* apresentaram diferenca significativa nos tratamentos T3 e T4
emrelacdo ao Tle T2.

Tais resultados ndo estdo de acordo com a literatura. Pietrasik e Li-Chan (2002),
Télez-Luis et al.(2002) e Ramirez et al. (2002) concluiram em seus estudos que o nivel de
MTGase nao exerce influéncia significativa nos parametros de cor de produtos carneos.

Assim como Cestari (2007), que estudou a atuacdo da MTGase em reestruturados
utilizando muasculos da paleta bovina através dos métodos de massageamemto e injecdo, e
concluiu que a enzima ndo afetou a cor do reestruturado bovino.

5.3.4 Calorimetria Diferencial de varredura (DSC)
Curvas tipicas obtidas por calorimetria diferencial de varredura, também chamadas de
termogramas, dos tratamentos TO (“in natura”), T1 (controle), T3 (0,7% MTGase), TS5

(200MPa/1min) e T7 (200MPa/lmin + 0,7% MTGase), estdo apresentadas na Figura 10,
assim como as temperaturas de desnaturacéo (Td) e entalpia de desnaturagdo (AH).
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Figura 10. Termogramas (DSC): (a) carne “in natura”; (b) Tratamento controle; (c) 0,7%
MTGase; (d) 200MPa/1min e () 200MPa/1min + 0,7%MTGase.

Os termogramas indicam transi¢cdes endotérmicas atribuida a modificaces ocorridas
na estrutura das proteinas miofibrilares da carne devido a aplicacdo da APH e adicdo de
MTGase e permite avaliar a estabilidade térmica das proteinas de reestruturado bovino.

Segundo Martens et. al.(1982) e Ma e Ledward (2004), o termograma de carne bovina
apresentam trés transicdes endotérmicas que sdo atribuidos a miosina (~54°C), colageno
(~67°C) e actina (~77°C).

No presente estudo, o termograma da carne “in natura” apresentou dois picos bem
visiveis. O primeiro préximo de 60°C e o segundo proximo a 80°C, possivelmente se tratando
da miosina no primeiro pico e a actina no segundo. A entalpia do evento térmico ocorrido na
carne “in natura” foi muito baixa, préximo a 3J/g.

No termograma do tratamento controle (Figura 10a) observou-se que o pico de
desnaturacdo da miosina desapareceu, possivelmente pela atuacdo do NaCl (1,5%) na
solubilizacdo das proteinas miofibrilares, com um aumento na entalpia do sistema para
8,358J/g.

Foi possivel observar também que a adicdo da MTGase, ao nivel de 0,7%, promoveu
um aumento na entalpia do sistema (Figura 10c). Tal efeito esta de acordo com estudos
realizados por Aktas et. al. (2005) e Ahhmed et. al. (2009b), que sustentam que a MTGase
tem a capacidade de aumentar a entalpia do sistema pois ao promover a interacdo entre os
aminodacidos, formam polimeros de alto peso molecular, os quais possuem essa caracteristica
de maior estabilidade térmica em relagdo as proteinas ndo associadas.

Os polipéptidos de alto peso molecular ou formacdo de agregados reforcada por
transglutaminase poderia estar relacionada com alteragdes na estrutura secundaria, em termos
de um aumento em [3-folhas, observada por espectroscopia de Raman, em sistemas a base de
carne causada pela adicdo de MTGase (SIU et al., 2002; HERRERO et al., 2008).
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A presséo de 200 MPa por 1 minuto provocou diminuicdo da entalpia do sistema
comparando com o controle (Figura 10 b e c). Este resultado pode ser atribuido a
desagregacdo do complexo actomiosina através do provocado pela alta presséao.

Chapleau et. al. (2003) em seus estudos sobre o efeito da APH na estrutura miofibrilar
de carne bovina, concluiu que a alta pressdo entre os niveis de 100 a 200 MPa, provocou
desagregacdo do complexo actomiosina, e através dos resultados de DSC destacou a
diminuicdo na entalpia total apds a pressurizacdo, refletindo a modificacdo da conformacéo
das proteinas e consequentemente, a modificacdo da estrutura proteica.

Segundo Ma et. al. (2004) a uma pressédo de 200 MPa por 20 minutos ocorre a fusao
dos picos da miosina e do colageno, tornando um pico mais largo.

No tratamento T7 (Figura 10e) observou-se o aparecimento somente de um pico a
75°C e entalpia de 8,011J/g, dados parecidos com o tratamento controle.

No entanto, de acordo com a literatura, a alta pressdo promove alteracbes na
conformacédo nas cadeias proteicas expondo os sitios hidréfobos e assim favorece a interacdo
proteina-proteina (CARBALLO et. al., 2001).

54 Analise Microbiologica
5.4.1 Legislacdo da ANVISA — RDC N°12

A Tabela 8 apresenta os resultados da avaliagdo microbiolégica dos produtos, onde
pode-se observar que estdo em concordancia com os limites estabelecidos pela legislagéo.

Tabela 7. Resultados da avaliagdo microbioldgica dos tratamentos, em comparagédo
aos limites da legislacao.

Amostras Coliformes Coliformes Staphylococcus  Clostridium  Salmonella

Totais Termotolerantes  coag. positiva sulfito sp.*

NMP/g NMP/g UFCl/g redutor

UFCl/g

T1 <30 <3,0 <1,0x10? <10 Ausente
T2 11 <3,0 <1,0x10? <10 Ausente
T3 20 <3,0 <1,0x10? <10 Ausente
T4 43 <3,0 <1,0x10? <10 Ausente
T5 15 <3,0 <1,0x10? <10 Ausente
T6 2,1x10? <3,0 <1,0x10? <10 Ausente
T7 28 <30 <1,0x10° <10 Ausente
T8 11 <30 <1,0x10° <10 Ausente
Parametros Nao ref. 5,0x10° 5,0x10° 3X10° Auséncia
Legislagdo em 25¢g

UFC/g: Unidade formadora de col6nia por grama de produto.*P/A: presenga/auséncia.
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Portanto, diante dos dados da tabela acima, as amostras sdo consideradas apropriadas
ao consumo.

Os resultados das provas microbioldgicas foram avaliados pela Comissdo de Etica na
Pesquisa (COMEPE- UFRRJ) E, somente ap6s a liberacdo do parecer do COMEPE (Anexo
A) é que as amostras foram conduzidas para avaliacdo sensorial.

55 Anélise Sensorial

As médias de “aceitagdo global” e “aceitacdo da textura” sao mostradas na Tabela 9.
Ndo houve diferenca significativa na aceitacdo global dos tratamentos, porém o0s
consumidores preferiram a textura da amostra T3, a qual alcan¢ou a maior média, embora ndo
tenha diferido da T5 e T7. A textura do tratamento T1 foi a menos apreciada pelos
participantes.

Tabela 8. Média das notas de aceitacdo global e textura considerando todos o0s
consumidores (n=100).

TRATAMENTOS ACEITACAO GLOBAL TEXTURA
T1 6,0* + 2,02 5,6" + 2,26
T3 6,7% + 2,00 6,5% + 2,12
T5 6,1°+ 1,94 6,0°° + 1,99
T7 6,0 + 2,08 5,8+ 2,17

Avaliada em escala heddnica estruturada de 9-pontos variando de 1: desgostei extremamente
a 9: gostei extremamente. Letras diferentes na mesma coluna indicam em diferenca
significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey. T1: Controle; T3: 0,7%MTGase; T5: 200 MPa;
T7: 200 MPa + 0,7% MTGase.

A Tabela 9 mostra a frequéncia de cada um dos termos avaliados no método CATA,
utilizados para descrever os produtos submetidos aos diferentes tratamentos considerando
todos os 100 consumidores. Os mais frequentes foram: sabor bom, fibrosa, macia, saborosa,
aroma caracteristico, suculenta e palida.

Cabral (2010) em seu estudo sobre a atuacéo da alta pressao hidrostatica na maturacéo
de carne bovina e avaliando os mesmos termos na metodologia CATA e encontrou maior
evidéncia nos mesmos atributos, com exce¢ao do termo “dura”.
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Tabela 9. Frequéncia em que cada atributo foi mencionado para as amostras de
reestruturado bovino analisadas por 100 consumidores utilizando a metodologia CATA
(“Check-all-that-apply”).

Atributo Sensorial T1 T3 T5 T7
Macia 51 57 61 42
Suculenta 32 40 22 27
Saborosa 44 49 41 48
Fibrosa 28 26 26 37
Sabor estranho 7 10 13 12
Dura 12 6 7 15
Aroma caracteristico 31 34 40 32
Borrachenta 19 19 17 29
Sabor bom 52 60 52 53
Deliciosa 12 15 11 11
Salgada 17 34 11 33
Péalida 39 29 33 33
Ressecada 7 9 12 11
Sabor ruim 3 1 4 3

Cor atrativa 12 19 18 13
Dificil de deglutir 15 10 4 13
Aroma estranho 9 11 6 5

T1: Controle; T3: 0,7%MTGase; T5: 200 MPa; T7: 200 MPa + 0,7%MT Gase

Os resultados da analise CATA para todos os participantes sdo mostrados na Figura
11, a qual nos permite concluir que amostra T3 foi considerada a preferida, pois esta
localizada proxima ao vetor da preferéncia, sendo descrita com 0s seguintes atributos:
suculenta, deliciosa, sabor bom e também aroma estranho, embora tenha cito citado por
apenas nove consumidores.

A Figura 11c nos mostra pelo comprimento dos vetores que as opinides dos
provadores divergiram em relacdo aos atributos de sabor e aparéncia, no entanto em relacéo
aos atributos de textura e aroma foram mais coesos.

Como visto no item 5.2.2., a analise de PPC% mostrou que a MTGase influencia na
retencdo de agua no produto, tornando o produto mais suculento. A amostra T3 apresentou
diminuicdo da PPC% (19,76%, p<0,05) em relacdo ao controle (34,23%). Esses dados
reforcam as informacdes obtidas na analise CATA, pois a diminuicdo da PPC (%) devido a
atuacdo da enzima MTGase tornou o produto mais suculento.

O tratamento T1 (controle) foi caracterizado na analise como dificil de deglutir,
borrachenta, dura e fibrosa por estarem bem proximos (Figura 9a). Observando a Figura 9c,
podemos sugerir que houve concordancia entre as informag6es dos participantes do estudo em
relacdo ao parametro textura, o que € esperado por se tratar de um corte dianteiro bovino
(paleta), considerado carne de “segunda”.
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J& o tratamento T5 (pressurizado), foi descrito com os atributos, aroma caracteristico,
sabor estranho e ressecada. De acordo com a textura instrumental (TPA), discutida no item
5.2.1. (Tabela 4), ndo observamos concordancia entre as analises, pois a analise de TPA
apresentou valores menores no parametro “dureza” para o tratamento TS5 em comparagdo ao
controle (T1), no entanto tal efeito ndo foi significativo (p>0,05).

T5 também foi caracterizado como “ressecado”, dado que concorda com a analise de
PPC% que mostrou que a pressdao promoveu aumento na PPC% em relacdo ao controle,
significativamente (Tabela 5).

A Figura 11c em relagdo ao tratamento T5, nos mostra que os atributos relacionados a
“textura” obtiveram maior consenso entre os participantes, mas o contrario pode-se observar
em relagdo a “aparéncia”.

O tratamento T7, onde foi combinada alta pressdo e enzima, foi descrito pelos
atributos: borrachenta, dura, fibrosa, palida. Figura 11c revela a concordancia entre o0s
participantes para este produto para todos os parametros analisados, indicando que a
combinacdo da APH (200MPA por 1 min.) com a MTGase a um nivel de 0,7% da enzima n&o
foi favoravel do ponto de vista sensorial.
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Figura 11. MFA das respostas geradas no CATA. (a) Representacdo dos termos CATA, (b)

Representacdo da amostra, (c) Correlacdo entre parametros e tratamentos.
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, pode-se concluir que:

o A composigdo centesimal do produto estudado ndo foi afetada pelos
tratamentos com APH e MTGase;

o Os tratamentos com MTgase e APH ndo apresentaram interferéncia no pH e o
aumento apresentado no pH das amostras se deu pela adi¢do de polifosfatos;

o O perfil de proteinas ndo foi alterado pela aplicacdo da APH. No entanto pode-
se observar mudancas ocorridas no gel de poliacrilamida provocado pela atuacdo da enzima
MTgase nas proteinas conforme o aumento de sua concentragao;

o A aplicagdo da APH diminuiu os parametros de dureza e coesividade;

o A elasticidade foi aumentada tanto pela atuacdo da APH como pela acdo da
enzima;

o O parédmetro mastigabilidade ndo foi influenciado nem pela APH e nem pela

enzima MTGase;

o A MTGase atuou promovendo a diminui¢do da PPC (%) e também o GR (%),
compensando a atuacdo da APH no aumento da PPC (%). JA no GR (%) a APH néo
apresentou atuacéo;

o Tanto a APH como a MTgase aumentaram a Luminosidade (*L) e diminuiram
0s parametros *a, *b e *C. Porém o Angulo °h mostrou que tais modificacbes nos parametros
citados ndo foram suficientes para modificar a cor do produto.;

o Os termogramas mostraram que a APH atuou diminuindo a entalpia do
sistema, devido a desnaturacdo parcial de proteinas miofibrilares. Ja a enzima MTGase atuou
contrariamente formando pontes cruzadas entre residuos de aminoacidos e desta forma
aumentou a entalpia do evento térmico;

o As analises microbioldgicas comprovaram a adequacdo do produto para
consumo de acordo com as exigéncias da legislacao brasileira;
o Na analise sensorial, através do teste de aceitacdo pdde-se concluir que ndo

houve preferéncia entre os tratamentos em relacdo a aceitacdo global. E a aceitacdo em
relacdo a textura a amostra preferida foi o tratamento T3 (0,7% MTGase);

o Os resultados da metodologia CATA sugerem que 0s atributos, suculenta,
deliciosa, sabor bom e aroma estranho dirigiram a preferéncia dos consumidores e apontaram
a amostra com 0,7% de enzima como a preferida., sugerindo que a atuacdo conjunta da APH
e da enzima MTgase nao foi favoravel em relacédo a aceitacdo do produto.
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1 ANEXOS

Anexo A. Parecer da Comisséo de Etica na Pesquisa - COMEP-UFRRJ.

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAQO
COMISSAO DE ETICA NA PESQUISA DA UFRRJ / COMEP

Protocolo N° 340/2013

PARECER

O Projeto de Pesquisa intitulado “Aplicacdo de transglutaminase microbiana e
alta-pressao hidrostdtica em reestruturado de carne bovina”, sob a responsabilidade do
Prof. Amauri Rosenthal, da Embrapa Agroindistria de Alimentos, processo
23083.002029/2013-81, atende os principios éticos e esta de acordo com a Resolugdo

196/96 que regulamenta os procedimentos de pesquisa envolvendo seres humanos.

UFRRJ, 22/04/2013

Prof. Dr. Roberto mosta Lelis

Pro-reitor de Pesquisa e Pos-graduagio
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Anexo B. Ficha para coleta dos dados demogréaficos e consumo de reestruturados
bovino.
ESTUDO SOBRE CARNE BOVINA

Consumidor: Data:

Sexo: [ ] feminino [ ] masculino

Idade:

Grau de escolaridade:

fundamental incompleto
fundamental

meédio incompleto
meédio

superior incompleto
superior

] p6s-graduacgéo

e ] ] b b ed

[
[
[
[
[
[
[

Renda familiar mensal: (SM = Salario minimo)

[]1la5SM
[ 1>5a10SM
[ 1>10a20SM
[ 1>20a30SM
[ 1>30SM

Qual tipo de carne vocé mais consome? Por favor, especifique usando 1 para a mais
consumida, 2 para a segunda mais consumida, etc.

[ ] bovina[ ]de frango [ ] pescados [ ] suina

Qual a frequéncia com que vocé consome carne bovina?
[ ] nunca

[ ] de vez em quando

[ 11 vez por semana
[1]
[1]

2-4 vezes por semana
mais que 5 vezes por semana
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Anexo C. Ficha para coleta dos dados de preferéncia e dados CATA.
FICHA DE AVALIACAO — ESTUDO SOBRE CARNE BOVINA

Consumidor:

Data:

\/océ vai receber quatro amostras de carne BOVINA assada. Por favor, prove cada amostra e
responda as perguntas solicitadas. Quando terminar, tome um pouco de dgua e depois avalie a
amostra seguinte.

Amostra N°

Quanto gostou O 0 0O 0 0O 0 0 0 0O

dessa carne? Desgostei Nem Gostei
muito gostei e muito
nem
desgostei
Quanto gostou O O O o o o o o O )
da TEXTURA dessa Desgosteli Nem Gos:tel
carne? muito gostei e muito
nem
desgostei

Marque todas as palavras que considera adequada para descrever essa carne:

Macia ( ) Deliciosa ( )
Suculenta () Salgada ()
Saborosa () Palida ( )
Fibrosa ( ) Ressecada ()
Sabor estranho ( ) Sabor ruim ()
Dura( ) Cor atrativa ( )
Aroma caracteristico ( ) Dificil de deglutir ( )
Borrachenta () Aroma estranho ( )

Sabor bom ()

Obrigada por participar!
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