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Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

UTILIZACAO DE CULTURA BIOPROTETORA EM HAMBURGUERES

RESUMO

Jéssica Soares Miranda
Nathan Campos Soares

Dezembro, 2016

Orientadora: Wellingta Cristina Almeida do Nascimento Benevenuto.

A permanéncia de hamburgueres em frizeres de supermercados em temperaturas
adequadas tem se mostrado um grande desafio, trazendo a necessidade de
emprego de novas tecnologias. Este trabalho objetivou avaliar a possibilidade de
utilizacdo de cultura starters como bioprotetores em condicbes de abuso de
temperatura, considerando que a seguranca microbiolégica de hamburgueres é
garantida principalmente pelo congelamento. Os hamburgueres foram elaborados
utilizando-se uma mesma mistura de ingredientes carneos, que foram divididas para
trés tratamentos: 1 — congelado; 2 — congelado e descongelado e 3 — congelado e
descongelado com adicao de cultura bioprotetora. As determinacdes microbiologicas
e tecnoldgicas foram realizadas no tempo 0 e a cada 15 dias de armazenamento até
o tempo 45. Verificou-se para a analise de bactérias laticas que houve diferenca
significativa (P<0,01) entre todos os tratamentos, sendo o tratamento 3 0 que
apresentou maior média, demonstrando que a cultura iniciadora se desenvolveu no
produto, o que é importante para que ela tenha efeito bioprotetor. Para a avaliacdo
de coliformes totais e termotolerantes observou-se que o tratamento 2 diferiu
significativamente (P<0,01) dos demais tratamentos, demonstrando o risco do
descongelamento dos produtos durante o armazenamento. A avaliacdo de mesdfilos
aerobios mostrou que o tratamento 3 apresentou maior média de microrganismos
aerobios mesdfilos, diferindo significativamente dos demais tratamentos (P<0,01), o
maior desenvolvimento de aerobios mesofilos nesse tratamento esta relacionado ao
desenvolvimento da cultura starter adicionada no agar padrdo para contagem. A
analise de psicotropicos aerobios Gram negativos mostrou ndo haver diferenca

significativa (P>0,01) entre os tratamentos 1 e 3. Estes resultados demonstram o



efeito antagonistico promovido pela cultura iniciadora frente aos contaminantes
psicrotréficos no hambudrguer. Nao foram encontrados Salmonella spp. e
estafilococos coagulase positiva em nenhum dos tratamentos e em nenhuma das
amostras. Com relacdo as avaliacbes tecnolégicas os resultados de cor
apresentaram valores de L* significativos (p<0,01) entre os tratamentos, a cor mais
escura foi verificada no tratamento 1, seguido do 3 e 2, demostrando que o0
congelamento foi eficaz para evitar o escurecimento dos hamburgueres. A analise de
pH apresentou no tempo 45 maiores valores de pH para os tratamentos 2 e 3, iSsO
se deve ao abuso de temperatura e a presenca de micro-organismos, que para se
desenvolver utilizaram como substrato a proteina e consequentemente o pH se
elevou. Nao foi verificado diferencas significativa (p<0,05) na porcentagem de
encolhimento e nem para o rendimento de coccdos entre os tratamentos 1 —
congelado; 2 — congelado e descongelado e 3 — congelado e descongelado com
adicdo de cultura bioprotetora., demostrando o efeito do descongelamento nos
hamburgueres. Embora o congelamento ainda seja o melhor método de
conservagcao a utilizacdo de culturas bioprotetoras em hamburgueres se mostrou

eficiente para a manutencéo da qualidade do produto.

Palavras-chave: avaliagbes microbioldgicas, avaliacdes tecnologicas, cultura

starter.
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Adviser: Wellingta Cristina Almeida do Nascimento Benevenuto

The permanence of hamburgers in supermarkets fridges at adequate temperatures
has been a great challenge, bringing the need for new technologies. Considering that
microbiological safety of hamburgers is mainly guaranteed by freezing, this work
evaluated the possibility of using starter culture as bioprotector under temperature
abuse conditions. The burgers were made using the same meat ingredients mixture,
which were divided into three treatments: (1) frozen; (2) frozen and thawed; and (3)
frozen and thawed with addition of culture starter. Microbiological and technological
determinations were performed at 0, 15, 30 e 45 days. Lactic bacteria analysis
showed that there was a significant difference (p<0.01) among all treatments,
treatment 3, which presented the highest average, demonstrated that the starter
culture was developed in the product, which was important to the bioprotective effect.
For the total and thermotolerant coliforms evaluation were observed that treatment 2
differed significantly (P <0.01) from the others, demonstrating the thawing risk of the
products during storage. The evaluation of aerobic mesophylls showed that treatment
3 presented a higher average of aerobic mesophilic microorganisms, differing
significantly from the other treatments (p<0.01), the higher development of
mesophilic aerobes in this treatment is related to the development of the added
starter culture. Gram-negative aerobic psychotropic analysis showed no significant
difference (p<0.01) between treatments 1 and 3. These results demonstrate the
antagonistic effect promoted by the starter culture against the psychrotrophic
contaminants in the hamburger. Regarding the technological evaluations, the color
results presented significant different values of L * (p>0.01) between the groups, the

darker shade was verified in the treatment 1, followed by the 3 and 2, proving that the
\Y



freezing was effective to avoid the burgers dimming. The pH analysis presented
higher values, in the time 45 days, for the treatments 2 and 3, this is due to the
temperature abuse and the presence of microorganisms, that to develop used as
substrate the protein and consequently the pH increased. There was no significant
differences (p<0.05) in the shrinkage percentage or the cooking yield between
treatments, demonstrating the effect of thawing on hamburgers. Although freezing
still was the best preservation method to the meat, the use of bioprotective cultures in

hamburgers has proved to be efficient in maintaining the quality of the product.

Keywords: microbiological evaluations, technological evaluations, starter culture.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, os habitos alimentares da populacdo sofreram alteracbes
motivadas especialmente pelos processos de urbanizagdo, industrializacéo,
profissionalizacédo das mulheres e diminuicdo do tempo disponivel para a preparacao
de alimentos e/ou para o seu consumo. Em virtude desta mudanca, é cada vez
maior o interesse por alimentos industrializados que apresentam maior praticidade,
como hambdurguer.

Por ser o hamburguer, um produto elaborado com carne triturada, varios
fatores intrinsecos e extrinsecos contribuem para o surgimento de problemas
microbiolégicos. Durante o processamento tecnoldgico de elaboracdo, diversas
etapas envolvem operacdes de riscos, como a pesagem, moagem, mistura,
congelamento e embalagem contribuindo para o incremento de perigos.

O processo de moagem da carne favorece a multiplicagdo microbiana, uma
vez que aumenta a superficie de contato e seu potencial de oxi-reducdo, garantindo
melhores condicdes de desenvolvimento dos microrganismos aerobicos e
facultativos. Além disso, a carne que possui elevado teor de proteinas, gorduras, pH
préximo da neutralidade e elevado valor de atividade de agua o que fornece
condicBes nutricionais o6timas de crescimento. Apdés a moagem, este alimento
apresenta também maior suco celular livre (FORSYTHE, 2013; FERREIRA, 2014).

Os niveis de contaminacao inicial da carcaca, bem como as praticas de
higiene durante a manipulacao, o tempo e temperatura de armazenamento, também
contribuem para a propagacdo microbiolégica da carne, o que é praticamente
inevitavel.

O hambdrguer tem como principal método de conservacdo o emprego de
baixas temperaturas como refrigeracdo e congelamento. A utilizacdo de baixas
temperaturas de armazenamento e distribuicdo € um dos fatores extrinsecos mais
importantes no controle da atividade bioguimica dos microrganismos, estando entre
0os métodos de conservagcdo mais utilizados para alimentos pereciveis. De maneira
geral, quanto menor for a temperatura, menor sera a velocidade das reacdes
bioguimicas ou das atividades microbianas. Assim o uso do frio em condicfes ideais
pode levar a inibicdo do desenvolvimento de muitos microrganismos presentes na

carne (FERREIRA, 2014). Entretanto, a variagdo da temperatura durante a
1



distribuicio e o armazenamento dos produtos, favorece o desenvolvimento
microbiano que estavam sendo controlado pelo congelamento.

Os consumidores estao cada vez mais informados e exigentes quanto ao
consumo de alimentos livres de patdégenos, com um minimo de conservantes e
aditivos. Essas exigéncias direcionam as pesquisas para a busca de técnicas de
preservagao mais naturais (ALMEIDA, 2015).

A combinac¢do do controle higiénico sanitario da matéria prima e a utilizacao
de tecnologias protetivas, tém sido utilizadas para aumentar a vida de prateleira de
produtos carneos, reduzindo o desenvolvimento de microrganismos indesejaveis e
patogénicos (COMI et al., 2015). Neste contexto estdo as culturas bioprotetoras
utilizadas em diferentes estudos (BERNARDI e GOLONELI, 2010; WANG et al.,
2013; COMI, et al., 2015). As culturas bioprotetoras sdo bactérias benéficas que tem
se tornado uma ferramenta importante para produzir produtos seguros, com vida util
estavel. Na producdo de produtos carneos, 0s principais microrganismos
empregados sao estafilococos coagulase negativa e bactérias laticas, por conferirem

ao produto melhor cor, aroma, textura e controle microbiolégico.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Considerando que a segurancga microbiolégica de hamburgueres é garantida
principalmente pela refrigeracdo/congelamento e sabendo-se que a temperatura
pode variar durante 0 armazenamento, o principal objetivo deste trabalho é avaliar a

utilizacao de cultura bioprotetora em condi¢cdes de abuso de temperatura.

2.1.1. Objetivos Especificos

- Avaliar o desenvolvimento da cultura bioprotetora durante o periodo de

armazenamento de hamburguer;



- Avaliar o desenvolvimento de microrganismos indesejaveis durante o
armazenamento de hamburguer adicionado de cultura bioprotetora, sob condi¢cdes
de descongelamento/congelamento;

- Avaliar o efeito da utilizacdo de cultura bioprotetora sobre as caracteristicas

tecnoldgicas de hamburguer.

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Hambdurguer

O Brasil € um grande fornecedor de proteina animal para o mundo. Estudos
da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) revelam que no periodo
de 2000 a 2015 a producao de carne teve aumento de 45%. O pais tem cerca de
214 milhdes de cabegas de gado, o maior rebanho comercial bovino do mundo e em
2015, a producéo foi de 9,2 milhdes de toneladas de carne (BRASIL, 2016).

As tendéncias de “conveniéncia e praticidade” sdo motivadas, principalmente,
pelo ritmo de vida nos centros urbanos e pelas mudancas verificadas na estrutura
tradicional das familias, fatores que estimulam a demanda por produtos que
permitem a economia de tempo e esfor¢co dos consumidores (BARBOSA et al.
2010).

A carne além de ser fonte de proteina com alto valor bioldgico, vitaminas do
complexo B e de minerais (ferro e zinco) é bastante versétil para producao de varios
produtos carneos (ALMEIDA, 2011). A variedade de produtos carneos que nao
demandam muito tempo para o preparo, disponibilizada nas goéndolas de
supermercados, tornou-se um atrativo para os consumidores, contribuindo para que
salsicha, salame, mortadela, linguica, empanado, alméndegas e hamburguer sejam
opcao crescente para o lanche de muitas familias no mundo todo. Em decorréncia
da sua praticidade de preparo e por possuir nutrientes que alimentam e saciam a
fome rapidamente, o hamburguer se tornou um produto consumido por todas as
classes populares (OLIVEIRA et al., 2013).

De acordo com a legislagado brasileira, hamburguer é um ‘produto carneo
industrializado, obtido de carne moida dos animais de acougue, adicionado ou nao

de tecido adiposo e ingredientes, moldado e submetido a processo tecnoldgico



adequado. Trata-se de produto cru, semifrito, cozido, frito, congelado ou resfriado’,
conforme a sua classificagao (BRASIL, 2000).

Segundo Costa (2004), com a industrializacdo da carne, o hamburguer é uma
alternativa para o aproveitamento das carnes menos nobres, o que vem aumentar o
lucro dos abatedouros.

3.2. Doencas veiculadas por hamburguer

A vigilancia sanitaria € de competéncia do poder publico, entretanto é
evidente a necessidade de uma acédo conjunta dos usuarios, dos profissionais da
area, das entidades, das organizacdes populares para um trabalho integrado
objetivando o cumprimento das leis de protecdo ao consumidor (ALMEIDA, et al.
2010).

A carne in natura resfriada fica exposta a contaminacées em todas as fases
de seu processamento, podendo ser um veiculo de microrganismos patogénicos e
causadores de doencgas alimentares (DORTA, KADOTA e NAKAMATSU, 2015).

Embora algumas das alteracfes do produto ndo se devam apenas a atuacao
de microrganismos, a multiplicacdo microbiana é o fator mais importante que
influencia a qualidade da carne (GOMIDE, RAMOS e FONTES, 2013).

A carne bovina em cortes e moida in natura tem sido reconhecida como fonte
primaria de infeccdo quando manipulada incorretamente, ocasionando graves
consequéncias a saude humana, tanto para os proprios manipuladores como para
os consumidores (ALMEIDA et al.,, 2010). Ainda segundo Almeida et al., (2010)
pesquisas apresentaram resultados preocupantes quanto ao nivel de contaminacéo
das carnes, dos equipamentos, utensilios e manipuladores, assim como pela adoc¢éo
de praticas inadequadas de manipulacéo de alimentos.

A carne picada utilizada para a producdo de hamburguer, em particular, € um
substrato potencialmente perigoso para a multiplicacdo bacteriana e tem uma vida
atil muito curta (ANDRITSOS, 2012). A contaminagdo da carne moida pode ocorrer
durante a moagem, pois, na maioria das vezes, 0s cortes utlizados séo
excessivamente manipulados e com tecidos gordurosos, 0os quais podem conter
nodulos linfaticos com microrganismos em seu interior. Depois do processo da
moagem, a carne possui maior area superficial exposta, e, mesmo sendo mantida

sob refrigeracdo, microrganismos deteriorantes podem continuar a se desenvolver. A
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microbiota normal de produtos a base de carne bovina moida sob condicdes
higiénicas é composta, predominantemente, por bactérias Gram-negativas da familia
Enterobacteriaceae e do género Pseudomonas e por Gram-positivas dos géneros
Enterococcus, Lactobacillus e Staphylococcus. As bactérias patogénicas ou
potencialmente mais comuns nestes alimentos sdo algumas estirpes de Escherichia
coli, Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus e Salmonella spp, e,
ocasionalmente, Yersinia enterocolitica, Clostridium botulinum e Bacillus cereus
(JAY, 2005).

Em estudos realizados por Fortuna (2013), foi encontrado altas contagens de
bactérias heterotréficas aerébias mesofilas e também contaminacdo por Salmonella
spp. em hamburgueres. A contaminacdo deste produto por Salmonella spp. € muito
preocupante devido ao aumento do risco de surtos de salmoneloses em humanos
caso estes alimentos sejam consumidos apd6s uma coccdo insuficiente ou
contaminagao cruzada com outros alimentos durante a preparacao.

Considerando as excelentes condi¢cdes oferecidas pelo produto para o
desenvolvimento microbiano, tem sido verificado, surtos de toxinfec¢des alimentares
envolvendo o consumo de hamburgueres que foram preparados com carne
contaminada com microrganismos patogénicos e/ou submetidos a um tratamento
térmico inadequado.

A avaliacdo higiénico-sanitaria de onze marcas comerciais brasileiras de
hamburguer mostrou que sete amostras da mesma marca apresentaram valores
para estafilococos coagulase positiva acima dos padrbes permitidos; trés marcas
apresentaram contagens acima do estipulado para Clostridium sulfito redutor a 46°C
e uma das marcas apresentou resultado positivo para Salmonella spp.,

apresentando riscos para a saude do consumidor (DUCATTI et al., 2014).

3.3. Variagcao datemperatura de armazenamento

O comércio varejista de produtos carneos e as condi¢ges durante o transporte
estdo fora do controle direto do fabricante e muitas vezes diferentes das
especificacdes da embalagem, representando um ponto critico importante no que diz

respeito ao controle higiénico-sanitario de manuseio e armazenamento destes



produtos (FORTUNA, NASCIMENTO e FRANCO 2013; NYCHAS et al., 2008).

A comercializagdo de hamburgueres em agougues e/ou supermercados esta
sendo procedida de forma equivocada pelos comerciantes, pois estes, em sua
maioria, comercializam os hamburgueres em balcdes frigorificos que ndo atingem a
temperatura ideal de armazenamento do produto, indicada no roétulo pelos proprios
fabricantes, que € de no méaximo -12°C (FORTUNA, NASCIMENTO e FRANCO,
2013). De acordo com Casarim (2005), os hamburgueres devem ser mantidos e
armazenados em temperaturas de aproximadamente -18°C.

Quando a temperatura de comercializacdo do hamburguer ndo é adequada,
as amostras encontram-se resfriadas e isto ocasiona perda da sua estrutura rigida
que, aliada a temperatura inadequada, favorece a multiplicacdo dos microrganismos
(MENEZES e ALEXANDRINO, 2014). Sendo assim, estes produtos atingem
temperaturas o6timas para a multiplicacdo da microbiota ja existente na carne,
podendo aumentar o risco de toxinfecgdes alimentares (FORTUNA, NASCIMENTO e
FRANCO, 2013).

Segundo um estudo realizado pelo Inmetro, onde foram medidas as
temperaturas de freezers de 31 supermercados, 27 foram considerados né&o
conformes, pois apresentavam a temperatura de conservacdo dos alimentos
congelados, acima do valor maximo determinado pela legislacdo colocando em risco
a salde do consumidor. E importante que todos os alimentos acondicionados a
temperaturas acima de -8°C sejam inutilizados para o consumo pelo supermercado,
pois 0 descongelamento e posterior recongelamento do alimento compromete a
integridade do mesmo e, além da perda de nutrientes, aumenta as chances de
multiplicacdo microbiana (BRASIL, 2005).

Assim, apesar dos esforcos realizados pela industria, torna-se dificil evitar a
contaminacao da carne. Além disto, a melhora na qualidade higiénico-sanitaria dos
produtos melhora o controle microbiano e minimiza a contaminac¢ao do produto final,
reduzindo a incidéncia de patégenos e aumentando o prazo de validade dos
produtos (CARCEL et al., 2015).

De acordo com Ribeiro (2006), o estudo de simulacdo do descongelamento é
particularmente importante quando a principal barreira que controla o

desenvolvimento microbiano € a temperatura de armazenamento.



3.4. Uso de Bioprotetores

Dentre os métodos de controle do desenvolvimento microbiano em produtos
alimenticios, destacam-se as tecnologias naturais baseadas na utilizacdo de culturas
bioprotetoras, compostos antimicrobianos naturais tais como 6leos essenciais ou
enzimas e bacteriocinas, as quais podem ser utilizadas de forma isolada ou
combinada, garantindo efeito sinergistico (SCHILLINGER E HOLZAPFEL, 2006).

Recentemente, combinacdes de controle de qualidade, higiene e tecnologia
de protecdo tém sido usadas para melhorar e prolongar a vida de prateleira de
carnes e produto derivados, limitando a ultiplicacdo de bactérias patogénicas e sua
deterioragcdo (COMI et al., 2011 e VASILOPOULOS et al., 2010).

Geralmente as culturas bioprotetoras sdo empregadas com o proposito de
alterar de forma benéfica as propriedades dos alimentos, dentre 0os quais, as carnes
e 0s produtos carneos. A adicdo destes microrganismos apresenta quatro objetivos
principais: (1) melhorar a seguranca do produto por meio do controle de patdgenos
pela competicdo entre eles, (2) estender a vida util do produto pela inibicdo de micro-
organismos deteriorantes, (3) diversificar o produto, modificando a matéria-prima, a
fim de se obter novas propriedades sensoriais e (4) promover beneficios a satde por
meio de efeitos positivos na microbiota intestinal (LUCKE, 2000).

O uso de cultura bioprotetora na elaboracdo de produtos carneos € uma
pratica comum na industria alimenticia estando relacionada as caracteristicas de
flavor, textura e com a vida util do produto final (BOMDESPACHO, 2010). A
combinagdo mais apropriada de microrganismos na formulagdo de cultura
bioprotetora € de fundamental importancia para se obter produtos com a qualidade
esperada (BERNARDI e GOLINELI, 2010).

De acordo com Pothakosa et al. (2015), as bactérias laticas possuem funcgao
bioprotetora na carne devido exercerem atividade antagonista contra outros
microrganismos indesejaveis.

Em hamburgueres, o uso de misturas de culturas bioprotetoras, composta por
diferentes microrganismos determinam uma melhor qualidade microbiolégica e
fisico-quimica dos produtos, influenciando, inclusive, o sabor e o odor. Por esta

razdo, a vida de prateleira dos produtos € prolongada (COMI et al., 2015).



4. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Departamento de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos do Instituto Federal de Educacédo, Ciéncia e Tecnologia do Sudeste de
Minas Gerais — Campus Rio Pomba. Os experimentos foram conduzidos em trés
repeticdes e as analises em duplicata.

Os hamburgueres foram elaborados no Setor de Processamento de Carnes,
as analises microbiolégicas foram realizadas no Laboratorio de Microbiologia de
Alimentos e as andlises fisico-quimicas e tecnoldgicas no laboratério de Analise
Fisico-Quimica de Alimentos.

Para elaboracdo dos hambudrgueres foi utiliza uma mesma mistura de
ingredientes carneos e ndo carneos para os trés tratamentos. A carne e a gordura
foram moidas em disco de 5 mm. A proteina de soja foi hidratada com agua, na
proporcao de 1 parte de proteina para 3 partes de agua (1 Kg proteina + 3 Kg de
agua). As matérias-primas carneas e ndo carneas utilizadas (Tabela 1) foram

misturadas por 10 a 15 minutos, até obter massa homogénea, com “liga” adequada.

Tabelal- Ingredientes carneos e nao carneos utilizados na fabricacdo do
hamburguer

Matéria prima % de Matéria Prima em
relagdo ao produto final

Carne bovina magra 62

Toucinho 15

Tripolifosfato de sédio 0,3

Eritorbato de sédio e acgucar 0,3

Glutamato monossédico 0,3
Proteina de soja hidratada 12 (2,3 proteina e 9,7 agua)

Alho batido 0,5

Cebola picada 15

Sal 2,3

Agua 5,8

Total 100




Ap6s a homogeneizacdo, a massa foi dividida e direcionada aos trés

diferentes tratamentos:

Tratamento 1 — Controle: hambuarguer submetido ao congelamento.

Tratamento 2 — Congelamento/descongelamento: hamburguer submetido ao
congelamento e sucessivos descongelamentos com o0 objetivo de avaliar o
comportamento da microbiota natural da carne sob condicbes de abuso de
temperatura.

Tratamento 3 - Congelamento/descongelamento + adicdo de cultura
bioprotetora: hambuarguer elaborado com adicdo de cultura iniciadora Lyocarni
BXH-69 gentilmente fornecida pela empresa Sacco Brasil e submetido a condi¢cbes
de abuso de temperatura. A cultura bioprotetora, cuja finalidade € inibir a microbiota
deteriorante em produtos cérneos frescos ou curados, composta por estirpes de L.
sakei que se multiplicam em temperaturas baixas de até 2°C e Staphylococcus
xylosus, foi utilizada na dose indicada pelo fabricante (20 gramas de cultura para
100 Kg de carne).

ApOs a fabricacdo, os produtos foram embalados individualmente em
embalagens de polietileno de baixa densidade. Os produtos obtidos no tratamento 1
permaneceram em temperatura de congelamento (-18 °C) e os obtidos nos
tratamentos 2 e 3 foram submetidos a uma simulacéo de descongelamento (7 °C),

conforme apresentado na Figura 1.

Retirada de amostras para analises microbiolégicas e tecnoldgicas nos tempos
0,15,30 e 45 dias de fabricacao

Congelamento N Refrigeragdo N Congelamento N Refrigeragcdo N Congelamento N Refrigeragcdo5
10 dias 5 dias 10 dias 5 dias 10 dias dias

Figura 1- Simulacéo dos periodos de descongelamento dos hamburgueres.
Imediatamente apds a fabricacdo e a cada 15 dias, foram retiradas amostras
de cada um dos trés tratamentos para as determinacdes microbioldgicas, fisico-

guimicas e tecnoldgicas.

4.1. Avaliagdes Microbiologicas:



A viabilidade da cultura lactica tem por objetivo avaliar o desenvolvimento dos
microrganismos da cultura iniciadora Lyocarni BXH-69, de modo comparativo com 0s
tratamentos que n&o foram adicionados a cultura. Foi determinada utilizando-se
meio de cultura de Man Rogosa Sharpe (MRS), sendo as placas incubadas a 38 °C
por 48 a 72 horas (RICHTER e VEDAMUTHU, 2001).

Para avaliacéo do efeito bioprotetor da cultura bioprotetora adicionada, foram
realizadas as determinacfes microbioldgicas de coliformes totais e a 45 °C,
Salmonella sp., estafilococos coagulase positiva, aerébios mesdofilos e psicrotroficos,
conforme instrucdo normativa 62 (BRASIL, 2003), sendo as analises de
psicrotroficos realizadas em Agar Macconkey, seletivo para Gram-negativos. Esta
modificacdo foi necessaria para garantir que a cultura iniciadora ndo fosse
quantificada, uma vez que é composta por L. sakei, microrganismo Gram-positivo

que se desenvolve sob refrigeragao.

4.2. Avaliacdes Fisico Quimicas e tecnoldgicas:

A cor dos hamburgueres foi determinada em colorimetro Miniscan Hunterlab,
por meio do sistema CIE (Commission Internatinale de I'Eclairage) L* (luminisidade),
a* (verde ao vermelho) e b*(azul ao amarelo). Os parametros de cor analisados para
os hamburgueres foram L*, a* e b*. Os valores de L* variam do claro ao escuro,
sendo o valor 100 correspondente a cor branca e o valor 0 (zero) a cor preta. Os
valores de a* e b* representam os niveis de tonalidade e saturagdo, sendo que
guanto mais positivo o valor de a*, maior a tendéncia para a cor vermelha e quanto
mais negativo, maior tendéncia ao verde. Para o parametro b*, quanto mais positivo
maior tendéncia ao amarelo e quanto mais negativo, maior tendéncia ao azul.
Portanto, quando se reduz o valor de L* significa que a carne esta mais “escura” e a
reducdo do valor de a* significa que a carne esta mais “verde” e menos “vermelha”.
Quando se reduz o valor de b* indica que a carne esta mais “azul” e menos
“amarela”.

A determinacao de pH foi realizada conforme metodologia proposta por Terra,
Fries e Terra (2004).
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A atividade de agua foi determinada eletronicamente em aparelho Aqualab.
O rendimento por coccdo e a porcentagem de encolhimento foram
quantificados de acordo Berry (1992), utilizando-se as equacbes 1 e 2,

respectivamente.

% Rendimento de Coccao = Peso da amostra apos fritura  x 100 Eq (1)

Peso da amostra antes fritura

Percentual de rendimento na coccao

% Encolhimento = (Diametro da amostra antes fritura - Diametro da amostra apds fritura) x 100 Eq (2)

Diametro da amostra antes fritura

Porcentagem de encolhimento

4.3. Anélise Estatistica

O experimento foi montado segundo o esquema fatorial (3x4) sendo trés
tratamentos e quatro tempos de armazenamento, no delineamento inteiramente
casualisado (D.I.C.), com trés repeti¢oes.

Os dados foram interpretados por meio da analise de variancia e as médias

comparadas pelo Teste de Tukey a 1% de probabilidade.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliagbes Microbiolégicas

Na Tabela 2 encontra-se o resumo da analise de variancia das médias dos
logaritmos das contagens de bactérias laticas, coliformes totais, coliformes a 45°C,
aerobios mesdfilos e psicrotréficos, nos tempos 0 e apos 15, 30 e 45 dias de
armazenamento.

Tabela 2. Resumo da andlise de variancia dos valores do logaritmo das contagens
de bactérias laticas (BAL), coliformes totais (colif. totais), coliformes a
45°C (colif. 45°C), aerdbios mesofilos (Mes.) e psicrotréficos (Psic)
emfuncdo dos tratamentos (Trat.) e do periodo de armazenamento
(Dias).
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FV GL Quadrado Médio

BAL Colif.totais Colif. 45°C Mes Psic
Trat 2 15,1072** 1,3710** 0,4471** 7,1564** 3,2496**
Dias 3 0,0091" 0,2636** 0,4461** 2,1263** 1,3895**
Trat x D 6 1,6661** 0,5143** 0,1099** 0,7136** 1,1335**
Erro 24 0,1384 0,0392 0,0296 0,1111 0,2840

**E significativo a 1% de probabilidade (P<0,01).
ns F néo significativo a 1 % de probabilidade.

5.1.1. Bactérias Laticas

A analise de variancia dos resultados (Tabela 2) indicou interacdo
significativa entre os tratamentos e dias de armazenamento (P<0,01) e efeito de
tratamentos (P<0,01). Entretanto n&do indicou efeito significativo (P>0,01) para dias
de armazenamento em relacdo ao desenvolvimento de bactérias laticas.

O teste de Tukey (Tabela 3) mostrou diferenca significativa (P<0,01) entre
todos os tratamentos a partir de 30 dias de armazenamento, sendo o produto
elaborado com adicdo da cultura iniciadora (Tratamento 3) o que apresentou maior
média, seguido do produto que também foi submetido ao abuso de temperatura,

porém nao adicionado de cultura iniciadora (Tratamento 2).

Tabela 3. Resultados médios da contagem de bactérias laticas (Log
UFC.g') das amostras de hamburgueres ao longo do

armazenamento
Tratamento Tempo (dias)
0 15 30 45
1 5,95A a 5,40Aa 4,30Ab 4,39Ab
2 6,02Aa 6,28Ba 6,52B a 6,32B a
3 6,57Aa 6,82Bab 7,63Cbc 7,96Cc

Médias seguidas pela mesma letra maildscula na coluna e mesma
letra mindscula nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P>0,01)

Ao final de 45 dias de armazenamento os produtos adicionados de cultura
bioprotetora (tratamento 3) apresentaram um aumento de 1,64 ciclos log na
contagem de bactérias laticas quando comparado ao tratamento 2, que também foi
mantido sob as mesmas condi¢des, mas néo adicionado da cultura. Este aumento
no numero de bactérias laticas no tratamento 3, demonstra que a cultura iniciadora

se desenvolveu no produto, o que é importante para que ela tenha efeito bioprotetor.
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Milani et al. (2003), quando analisaram linguica de frango adicionadas de
cultivos iniciadores e armazenadas a 8 °C, encontraram para as linguigcas controle,
valores superiores a 10’UFC/g de bactérias laticas ap6s 6 dias de armazenamento e
para as linguicas contento culturas bioprotetoras, contagens de aproximadamente,
10°UFCl/g.

Os valores encontrados por estes autores s&o superiores aos encontrados
no presente estudo, entretanto € necessario considerar que as linguicas
permaneceram em temperatura de refrigeracdo durante todo o estudo, ndo sendo
submetidas ao congelamento.

Comi et al. (2015) estudaram por 12 dias o desenvolvimento de diferentes
culturas bioprotetoras em hambuargueres armazenados a 4 °C, encontrando no
produto adicionado de L. sakey subsp carnosus/ L. sakey + S. xylosus na proporcao
1:1, valores de bactérias laticas de 4,9 log UFC/g logo ap6s a fabricacdo a 8,90 log
UFC/g apés 12 dias de armazenamento.

O desenvolvimento de bactérias laticas em funcdo do periodo de

armazenamento é apresentado na Figura 2.

©
o

Tratamento 1

Tratamento 2

o
o
1

Tratamento 3

_“d
o
1

o
o
1

:h.
o
1

Bactérias laticas (LogUFC.g")
(o))
[=]

0 10 20 30 40 50
Tempo (dias)

w
o

Figura 2. Desenvolvimento de bactérias laticas durante o
armazenamento de hamburgueres.

Para que uma cultura tenha efeito bioprotetor sobre o alimento é necessario
que 0s microrganismos se desenvolvam ou permanecam viaveis nos produtos
durante o periodo de armazenamento, o que depende da matriz do produto.

As bactérias laticas podem interferir com a multiplicacdo de bactérias

deteriorantes e patogénicas por meio de varios mecanismos: competicdo por

13



oxigénio, competicdo por sitios ativos de ligacdo e producdo de substancias
antagonisticas, especialmente acidos e bacteriocinas (LUCKE, 2000).

Segundo Franco e Landgraf (2008), entre os microrganismos contaminantes
na carne, destacam-se as bactérias laticas (Lactobacillus) por apresentar
caracteristicas de crescimento ideal nas condicbes de anaerobiose, apontando
maiores contagens no interior do produto. Os resultados obtidos no presente estudo,
vai de encontro com esta afirmativa, pois o tratamento 2 mesmo sem ter a adicao de
culturas bioprotetoras apresentou contagens de bactérias laticas, que s&o
provavelmente provenientes de contaminacdo durante o processamento e/ou das
matérias primas.

A deterioracdo de produtos carneos por bactérias laticas resulta na producao
de limosidade, sabores e odores desagradaveis, descoloracéo, producdo de gas e
diminuicdo do pH (BORCH et al., 1996). Dentre o grupo de bactérias laticas, os mais
frequentes em carne pertencem aos géneros Carnobacterium, Lactobacillus,
Leuconostoc e Weissella (NYCHAS et al., 2008).

5.1.2. Coliformes totais e termotolerantes (45°C)

A andlise de variancia dos resultados (Tabela 2) indicou interacéo
significativa entre os tratamentos e dias de armazenamento (P<0,01) e efeito de
tratamentos e de dias de armazenamento (P<0,01) para coliformes totais e
coliformes a 45°C (termotolerantes).

Para coliformes totais (Tabela 4), o teste de Tukey mostrou que nédo houve
diferenca significativa entre os tratamentos (P>0,01) nos tempos 0 e apos 15 de
armazenamento. Entretanto apos 30 e 45 dias de armazenamento o tratamento 2,
que corresponde ao hamburguer elaborado sem adicdo da cultura bioprotetora e
submetido ao abuso de temperatura apresentou a maior média de contagem para
coliformes totais diferindo significativamente (P<0,01) dos demais tratamentos. Os
hamburgueres adicionados de cultura bioprotetora e submetidos ao abuso de
temperatura (Tratamento 3) ndo diferiram significativamente (P>0,01) dos produtos
que foram mantidos congelados durante todo o periodo estudado. Estes resultados

demonstram que a cultura bioprotetora foi efetiva para o controle deste grupo

14



microbiano quando os produtos foram submetidos a sucessivos descongelamentos

durante o armazenamento.

Tabela 4. Resultados médios da contagem de coliformes totais (Log
NMP/g) das amostras de hamburgueres ao longo do

armazenamento
Tratamento Tempo (dias)
0 15 30 45
1 220Aa 186Aab 143Abc 1,13Ac
2 2,18Aab 193Aa 259Bbc 2,63Bc
3 2,32A a 1,23Aa 1,74Ab  1,74Ab

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna e mesma
letra mindscula nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P>0,01).

Em relacdo aos dias de armazenamento, observou-se (Tabela 4) uma
reducdo no numero de coliformes totais ao longo do armazenamento para 0S
produtos que foram mantidos congelados (Tratamento 1) e que foram submetidos ao
abuso de temperatura e adicionados de cultura bioprotetora (Tratamento 3) a partir
de 30 dias de armazenamento. Para o tratamento 2, foi observado um aumento na
populacdo de coliformes totais ao longo do periodo de armazenamento.

A evolucdo do desenvolvimento de coliformes totais em funcdo dos

tratamentos e dias de armazenamento pode ser observada na Figura 3.

:h.
o
]

Tratamento 1

w
[$,]
1

Tratamento 2

w
o
1

Tratamento 3

n
[$,]
1

—
w
1

Coliformes totais (Log NMP.g-1)
__‘ _N
o o

o
[$,]
1

o
o

0 15 30 45
Tempo (dias)

15



Figura 3 - Desenvolvimento de coliformes totais durante o
armazenamento de hamburgueres.

A RDC n° 12, de 02/01/2001 (BRASIL, 2001) nao estabelece limites de
tolerancia para o grupo dos coliformes totais em hamburgueres “in natura”.
Entretanto, a presenca desses microrganismos pode indicar condi¢cdes higiénico-
sanitarias deficientes, colocando em risco a salude dos consumidores (MENEZES E
ALEXANDRINO, 2014)

Independente do tratamento, os valores encontrados estdo entre o0s
observados por Martins et al. (2013), que ao analisarem coliformes totais em
amostras de hambuargueres encontraram valores entre 2,91 e 0,85 logNMP/g.
Menezes e Alexandrino (2014), encontraram valores de 3,04 log NMP/g para
coliformes totais em amostras de hamburguer comercializados na cidade de Campo
Mour&o.

Em relacao a coliformes termotolerantes, Tabela 5, o teste de Tukey mostrou
gue nao houve diferenca (P>0,01) significativa entre os tratamentos 1 e 3 durante
todo o periodo estudado. Nos tempos 15, 30 e 45 dias de armazenamento, 0s
hamburgueres submetidos ao abuso de temperatura e ndo adicionados de cultura
bioprotetora (Tratamento 2) diferiram dos demais tratamentos (P<0,01),
apresentando maior nimero de coliformes termotolerantes.

Estes resultados demonstram o risco do descongelamento dos produtos
durante o armazenamento, a importancia da manutencdo da temperatura de
congelamento durante a estocagem dos produtos e a possibilidade de incremento na
seguranca microbioldgica pela utilizacdo da cultura bioprotetora.

Tabela 5. Resultados médios da contagem de coliformes
termotolerantes (Log UFC.g') das amostras de hambulrgueres ao
longo do armazenamento

Tratamento Tempo (dias)
0 15 30 45
1 1,30Aa 0,83Ab 0,77ADb 0,74A b
2 1,30Aa 127Ba 124Ba 1,30B a
3 158Aa 0,76Ab 0,83ADb 0,83A Db

Médias seguidas pela mesma letra maildscula na coluna e mesma
letra mindscula nas linhas nao diferem entre si pelo teste de Tukey
(P>0,01)
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Considerando o periodo de armazenamento, observa-se a manutencédo do
NMP inicial de coliformes termotolerantes no tratamento 2 e uma redugao
significativa entre os tempos 0 e 15 dias para os tratamentos 1 e 3. A utilizacdo da
cultura bioprotetora possibilitou a obtencdo de produtos com caracteristicas
semelhantes aos produtos mantidos congelados, no que se refere a coliformes
termotolerantes, mesmo sendo submetidos ao abuso de temperatura.

Em alimentos frescos de origem animal, a ocorréncia de nimeros elevados
de coliformes pode indicar manipulacéo inadequada, sem cuidados de higiene e/ou
armazenamento inadequado, podendo levar a infeccdo alimentar (FRANCO E
LANDGRAF, 2008).

Todos os tratamentos encontram-se de acordo com o estabelecido pela
RDC n° 12, de 02/01/01 (Brasil, 2001) para coliformes termotolerantes, que
estabelece um valor de no maximo 5x10% NMP/g, demonstrando que, independente
do tratamento empregado, os produtos foram elaborados dentro dos preceitos das
boas praticas de fabricagao.

A evolugcdo do desenvolvimento de coliformes termotolerantes pode ser
observada na Figura 4.
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Figura 4 — Numero mais provavel de coliformes termotolerantes durante o
armazenamento de hamburgueres.

Foi objeto de estudo de Sales et al. (2016) a determinacdo de coliformes

totais e termotolerantes em hamburgueres vendidos em fast foods na cidade de
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Curitiba — PR e foi constatada auséncia de coliformes totais e termotolerante nas 10
amostras estudas.

A utilizacdo de L. sakei na fermentacédo de salsichas foi avaliada por Wang
et al. (2013). Os autores verificaram que a utilizacdo desta cultura starter
desempenhou um papel decisivo no controle de E. coli e de bactérias da familia
Enterobacteriaceae. Além disto, os produtos elaborados com adicdo desta cultura
iniciadora apresentaram maior qualidade microbiol6gica e maior vida de prateleira
gue as salsichas fermentadas espontaneamente.

Segundo Ribeiro (2006), a acado inibitéria de bactérias laticas sobre os
coliformes totais, pode refletir na diminuicdo do numero de células viaveis das
linhagens patogénicas de E. coli e outras enterobacterias que possam estar
presentes no alimento, o que colaboraria com a inocuidade deste produto de uma

forma mais “natural”, com uso reduzido de produtos quimicos.

5.1.3. Meso6filos Aerdbios

A andlise de variancia dos resultados (Tabela 2) indicou interacéo
significativa entre os tratamentos e os dias de armazenamento (P<0,01) e efeito de
tratamentos e de dias de armazenamento (P<0,01) para microrganismos aerébios
mesofilos.

O teste de Tukey (Tabela 6) mostrou que o tratamento 3 (adicionado da
cultura bioprotetora) apresentou maior média de microrganismos aerdébios mesofilos
nos tempos 0, 15 e 30 dias de armazenamento, diferindo significativamente dos
demais tratamentos (P<0,01). Nao houve diferenca significativa (P>0,01) entre os
tratamentos 1 e 2 até 30 dias de armazenamento. Entretanto, com 45 dias de
armazenamento, o tratamento 1 diferiu dos demais tratamentos (P<0,01),

apresentando menor contagem deste grupo microbiano.

Tabela 6. Resultados médios da contagem de microrganismos mesofilos
aerébios (Log UFC.g') das amostras de hamburgueres ao longo do
armazenamento.

Tempo (dias)

Tratamento

0 15 30 45
1 4,56A a 5,08A a 5,00A a 4,65A a
2 4,60A a 4,92A a 5,34A a 6,55B b
3 5,64B a 6,32B a 6,26B a 7,15B b
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Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna e mesma letra
minuscula nas linhas nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,01).

O maior desenvolvimento de aerébios mesofilos nos produtos obtidos pelo
tratamento 3 pode estar relacionado ao desenvolvimento da cultura bioprotetora
adicionada, uma vez que no tempo 0, este microrganismo apresentou maior média
desta contagem microbiana. A cultura adicionada é composta por L. sakei e S.
xylosus os quais podem se desenvolver respectivamente, em temperatura de 8 e 15
°C e 5-45°C.

Observa-se, entretanto, que apos 45 dias de armazenamento, o tratamento 2
nao diferiu (P> 0,01) do tratamento 3 e que ocorreu um aumento significativo de
mesofilos aerébios no tratamento 2, entre os tempos 30 e 45 dias, demonstrando a
vulnerabilidade do produto que sofreu abuso de temperatura ao desenvolvimento de
microrganismos aerobios mesofilos. No produto que permaneceu congelado durante
0 armazenamento (tratamento 1) a contagem de micorganismos aerébios mesofilos
permaneceu a mesma durante os 45 dias de armazenamento.

A evolucéo de bactérias aerdbias mesdfilas nos produtos € apresentada na

Figura 5.
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Figura 5 — Desenvolvimento de mesofilos aerébios durante o
armazenamento de hamburgueres.

O uso do frio em condi¢cdes ideais pode levar a inibicdo de uma vasta gama
de microrganismos presentes na carne (FERREIRA, 2014), isso explica o

comportamento do tratamento 1.
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A qualidade microbiolégica de cinco marcas de hamburgueres
industrializados comercializados em Alfenas-MG foi avaliada por Melo et al. (2012),
sendo encontrada elevadas contagens de aerébios meséfilos: marca “A” média de
5,4 log UFC/g; marca “B”: 5,3 Log UFC/g; marca “C”: 8,4 Log UFC/g; marca “D”: 5,2
Log UFC/g e marca “E”: 7,7 Log UFC/qg.

A legislacdo, RDC 12 de 02/01/2001, ndo estabelece padréo microbiologico
para aerdébios mesoéfilos em hamblrgueres, entretanto, a maioria dos patégenos
encontrados em alimentos sdo mesofilos e o desenvolvimento deste grupo
microbiano além de possibilitar maior deterioracao dos produtos, aumenta o risco de

veiculacdo de doencas.

5.1.4. Microrganismos Aerobios Psicrotréficos Gram-negativo

A andlise de variancia dos resultados (Tabela 2) indicou interacéo
significativa entre os tratamentos e os dias de armazenamento (P<,01) e efeito de
tratamentos e de dias de armazenamento (P<0,01) para microrganismos aerébios
psicrotroéficos.

O teste de Tukey mostrou que ndo houve diferencga significativa (P>0,01)
entre os tratamentos 1 (congelado) e 3 (submetido ao abuso de temperatura e
adicionado de cultura bioprotetora) nos tempos 0, 15 e 45 dias de armazenamento.
O tratamento 2 apresentou maior média de contagem de psicrotroficos Gram-

negativos durante todo o periodo estudado (Tabela 7).

Tabela 7. Resultados médios da contagem de aerdbios
psicrotréficos Gram negativos (Log UFC.gt') das amostras de
hamburgueres ao longo do armazenamento

Tratamento Tempo (dias)
0 15 30 45
1 429Aa 4,12Aa 411 Aa 392Aa
2 451Aa 437Aab 544Bbc 6,49Bc
3 413Aa 429Aa 461ABa 4,68Aa

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na coluna e mesma
letra mindscula nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P>0,01)

Estes resultados demonstram o efeito antagonistico promovido pela cultura

iniciadora frente aos contaminantes psicrotroficos no hamburguer. A utilizacdo de
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meio seletivo para microrganismos Gram-negativos foi importante para prevenir a
quantificacdo da bateria iniciadora L. sakei que apresenta capacidade de
desenvolvimento sobre refrigeracdo. Desta forma, foi possivel quantificar apenas os
microrganismos contaminantes psicrotroficos.

A elevada contagem desses microrganismos influencia diretamente na vida
de prateleira dessas carnes, pois mesmo mantidas sob refrigeracdo, as mesmas
com elevadas contagens de psicrotréficos deterioram-se mais rapidamente.

O armazenamento de carnes e produtos carneos refrigerados possibilita o
desenvolvimento de microrganismos aerobio psicrotréficos. Os bacilos Gram-
negativos crescem rapidamente nestas condigbes, podendo ser responsaveis pelas
alteracOes nestes produtos (Jay, 2005).

A deterioracdo da carne e dos produtos carneos é fortemente determinada
pelo crescimento de bactérias na superficie da carne. Os tipos de microrganismos
deterioradores que se desenvolvem em carnes resfriadas séo determinados pelas
condi¢cbOes de estocagem. As baixas temperaturas prolongam o tempo de estocagem
das carnes, porém as mais baixas temperaturas possiveis sem causar 0
congelamento (-1,5°C) ainda sdo mais altas que a temperatura minima para o
crescimento de algumas bactérias psicrotroficas (HOLLEY e GILL, 2005).

A contagem de psicotréficos inferior a 2 log UFC/g indica baixa contaminacao,
contagens entre 3 e 4 log UFC/g indicam contaminacéo intermediaria e contagens
entre 5 e 6 log UFC/g indicam alta contaminacdo (FUNG et al., 1980). A tabela 5

apresenta contagens de microrganismos psicotropicos.

7,0 4
65 - Tratamento 1
6.0 - Tratamento 2
55 - Tratamento 3
45 -
40 7
35
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25
2.0 _
0 15 30 45
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Psicrotroficos (log UFC.g-1).

Figura 6 — Desenvolvimento de microrganismos aerdbicos psicrotroficos
durante o armazenamento de hamburgueres.
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5.1.5. Salmonella spp.

N&do foi encontrado a presenca de Salmonella sp. em nenhuma das
amostras, estando os produtos de acordo com o preconizado pela RDC 12 de
02/01/2001, que estabelece auséncia deste microrganismo em 25 g de amostra.

Salmonelas s@o microrganismos mesofilicos, com temperatura 6tima de
desenvolvimento na faixa de 35 °C a 40 °C. No entanto, alguns sorovares sdo
capazes de se multiplicar em temperaturas mais elevadas (<54 °C), podendo se
multiplicas em temperaturas de refrigeracdo. Sdo sensiveis ao calor e geralmente
sdo eliminadas pelo aguecimento a 60° C, por 15-20 minutos. O congelamento
provoca uma reducdo significativa do numero de células vidveis, mas ndo a
eliminacdo completa. Apresentam pH oOtimo de multiplicacdo entre 6,5 e 7,5
(FORSYTHE, 2013).

Melo et al. (2012), também né&o verificaram presenca de Salmonella spp. em
nenhuma das cinco marcas de hamburgueres industrializados comercializados na
cidade de Alfenas-MG.

Velho et al. (2015) avaliaram a qualidade da carne bovina in natura
comercializado em Mossoré6-RN e verificaram a presenca de Salmonella sp. na
carne de cinco (63%) dos oito supermercados pesquisados, em pelo menos uma das
trés amostras coletadas.

Das trinta e cinco amostras de carne in natura analisadas por Silvestre et al
(2013), trés amostras de feiras-livres (8,5%) e uma de supermercados (2,8%)
apresentaram presenca de Salmonella spp., demonstrando que esses produtos
estavam impréprios para o consumo. Constatou-se que dos 35 estabelecimentos

analisados, 4 (11,4%) apresentaram Salmonella sp.

5.1.6. Estafilococos coagulase positiva

A presenca de estafilococos coagulase positiva em um alimento representa
um risco a saude publica, pois, geralmente, sdo produtores de toxinas e se estas
forem ingeridas, causarédo intoxicacao alimentar. Essas enterotoxinas sao resistentes
ao calor e a agdo das enzimas intestinais (BROOKS et al., 2012), o que € de grande

importancia na industria de alimentos, ja que o0 aquecimento ndo garante a
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inativacdo da toxina previamente formada, mesmo que elimine a célula vegetativa,
que, por sua vez, e sensivel ao calor.

A andlise de Staphylococcus spp, bem como o teste de coagulase, foram
realizadas nos tempos 0 e 45 dias de armazenamento, sendo os valores médios

encontrados apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Resultados médios da contagem de
estafilococos spp*. (Log UFC/g) das amostras de
hamburgueres nos tempos 0 e 45 dias de

armazenamento
Tratamentos Tempos
0 45
1 3,9 4,0
2 3,9 6,4
3 6,2 7,7

*Nado foram encontrados estafilococos coagulase
positiva em nenhum dos tratamentos

N&o foram encontrados estafilococos coagulase positiva em nenhum dos
tratamentos, entretanto observou-se aumento no numero de Staphylococcus spp.
nos tratamentos 2 e 3 até 45 dias de armazenamento. Para o tratamento 1, o
namero permaneceu praticamente inalterado, demonstrando a importancia do
congelamento para a manutencdo da qualidade microbiolégica inicial dos produtos
durante o armazenamento.

O aumento no numero de estafilococos coagulase negativa no tratamento 3
demonstra o desenvolvimento da cultura inicial adicionada a estes tratamentos, a
qgual é composta por S. xylosus.

Todos os tratamentos estdo de acordo com o estabelecido pela RDC 12 de
02/01/01 (BRASIL, 2001), que preconiza nimero maximo de 5,0x10% UFC/g para

estafilococos coagulase positiva em hamburgueres.

5.2. Avaliac0Oes fisico quimicas e tecnoldgicas

Na Tabela 9 encontra-se o resumo da analise de variancia das médias dos
valores de cor (L, a, b), pH, atividade de agua, percentual de encolhimento,

percentual de rendimento nos tempos 0 e ap6s 15, 30 e 45 dias de armazenamento.
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Tabela 9 - Resumo da analise de variancia dos valores de cor (L, a, b,), pH,
Atividade de agua (Aw), % de encolhimento (Enc) e % de rendimento

(Rend)
FV GL Quadrado Médio
L A b pH Aw Enc Rend

Trat 2 25,9627* 0,1701"  0,1200" 0,0118" 0.0000 " 10.438 s 8,8074"s
Dias 3  9,4420** 106,2698** 68,5695 0,6546**  0.0007**  46,9520** 181,3360**
Tratx 6 2,6073*  0,1355™  2,3424"s 0,1083**  0.0000"  1,6664 " 4,1557"s

D

Erro 24 0,52047 4,0480 0,9670 0,0119 0.0001 2,4006 8,7390

**E significativo a 1% de probabilidade (P<0,01);
nS F ndo significativo a 1 ou 5% de probabilidade

5.2.1. Parametros de Cor

A andlise de variancia dos resultados (Tabela 9) indicou, para os valores de
L*, interacdo significativa para os tratamentos e dias de armazenamento (P<0,01) e
efeito significativo (P<0,01) de tratamento e dias de armazenamento.

O Teste de Tukey (Tabela 10) mostrou diferenca significativa (P<0,01) entre
0s tratamentos apd6s 15 dias de armazenamento. Os hambuargueres que
permaneceram congelados (Tratamento 1) apresentaram maior luminosidade
durante o periodo analisado e os valores médios nao variaram em fun¢éo do periodo

de armazenamento.

Tabela 10. Resultados médios do parametro L* da analise de cor
das amostras de hamburgueres ao longo do tempo.

Tratamento Tempo (dias)
0 15 30 45
1 41,27Aa  40,53Aa 41,34Aa 40,31Aa
2 40,54Aa  38,30Bb  36,30Bc  36,67Bc
3 40,40Aa 38,89Bab 38,56Cb  38,30Ch

Médias seguidas pela mesma letra maildscula na coluna e mesma
letra mindscula nas linhas nao diferem entre si pelo teste de Tukey
(P>0,01)

Os produtos que sofreram abuso de temperatura e foram adicionados de
cultura iniciadora (Tratamento 3) diferiram (P<0,01) dos produtos mantidos sob as
mesmas condi¢cdes, porém sem adicdo de cultura (Tratamento 2), apdés 30 dias de

armazenamento, apresentando maior luminosidade. Os hamburgueres obtidos pelo
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tratamento 2 apresentaram maior escurecimento ao longo do periodo de
armazenamento.

Esta diferenca na coloracdo entre o0s produtos que sofreram
descongelamento provavelmente deve-se a oxidagdo da mioglobina e formacao da
metamioglobina, que possui colora¢cdo mais escura.

KOMIYAMA et al (2009), estudaram a coloracado de hamburgueres (L*, a* e
b*) elaborados com carne de frango palida e normal e ndo encontraram diferencas
significativas (p > 0,05) para todos os periodos avaliados, exceto para o valor de L*
analisado com 120 dias de estocagem, em que foram observadas diferencas
significativas (p < 0,05) entre os hamburgueres elaborados com carne de frango
palida, que apresentaram maior valor de L* (64,83), e os elaborados com carne
normal (61,32).

Os valores de L* encontrados no presente trabalho estdo abaixo dos
encontrados por Novelo e Pollonio (2014), que verificaram valores variando entre
57,01 (tempo 0) a 56,94 (apés 90 dias), entretanto sdo semelhantes aos
encontrados por Comi et al. (2013), que verificaram valor de 43,2 para L* analisando
hamburgueres adicionados de culturas bioprotetoras. Estes autores também néo
encontraram valores significativamente diferentes ao longo de 12 dias de
armazenamento congelado.

Para o parametro a* a analise de variancia dos resultados (Tabela 9) néo
indicou interacdo significativa (P>0,01) nem efeito de tratamentos (P>0,01), mas
indicou efeito significativo (P<0,01) de dias de armazenamento.

O teste de Tukey (Tabela 11) mostrou diferenca significativa entre os valores
de a*, independente do tratamento aplicado, a partir de 15 dias de armazenamento,

com reducao do valor ao longo do periodo analisado.

Tabela 11. Resultados médios do parametro a* da analise
de cor das amostras de hamburgueres ao longo do tempo.

Tratamento Tempo (dias)
0 15 30 45
Média 15,33A 9,30B 8,51B 7,86B

Médias seguidas pela mesma letra mailscula nas linhas
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,01).
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A reducao nos valores de a* demonstra uma perda da coloracdo vermelha,
durante o periodo de armazenamento, independente do tratamento empregado. Os
valores encontrados sdo semelhantes aos verificados por Comi et al. (2013).

Para o parametro b* a analise de variancia dos resultados (Tabela 9) néo
indicou interacdo significativa (P>0,01) nem efeito de tratamentos (P>0,01), mas
indicou efeito significativo (P<0,01) do tempo de armazenamento.

O teste de Tukey (Tabela 12) mostrou diferenca significativa entre os valores
de b*, independente do tratamento aplicado, a partir de 15 dias de armazenamento,

com reducao do valor ao longo do periodo analisado.

Tabela 12. Resultados médios do parametro b* da analise de
cor das amostras de hamburgueres ao longo do tempo.

Tratamento Tempo (dias)
0 15 30 45
Média 16,29A 10,75B 11,11B 10,52B

Médias seguidas pela mesma letra mailscula nas linhas ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P>0,01)

A reducdo nos valores de b* demonstra uma perda da coloracdo amarela,
durante o periodo de armazenamento, independente do tratamento empregado.

Os parametros L*, a* e b* encontrados no presente trabalho, demonstram
uma tendéncia dos produtos, ao escurecimento ao longo do periodo de estocagem.

5.2.2. Evolucéo do pH

A analise de variancia dos resultados (Tabela 9) indicou, para os valores de
pH, interacao significativa entre os tratamentos e dias de armazenamento (P<0,01) e
efeito significativo (P<0,01) de dias de armazenamento.

O teste de Tukey (Tabela 13) mostrou diferenca (P<0,01) entre o tratamento
1 (congelado) em relagéo aos demais tratamentos, apés 30 dias de armazenamento.
Na&o foi verificada diferenca significativa (P>0,01) entre os tratamentos 2 e 3 ao longo

do periodo avaliado.

Tabela 13. Resultados médios de pH das amostras de
hamburgueres ao longo do tempo
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Tratamento Tempo (dias) pH

0 15 30 45
1 6,56Aa 6,47/Aa 6,66Aa 6,68Aa
2 6,58Aa 6,34Aa 6,43Ba  7,26Bb
3 6,58Aa 6,37Aa 6,47ABa 7,10Bb

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna e
mesma letra mindscula nas linhas ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (P>0,01).

Os produtos submetidos ao abuso de temperatura (Tratamentos 2 e 3)
apresentaram maiores valores de pH apds 45 dias de armazenamento. Esta
elevacdo de pH deve-se provavelmente ao maior desenvolvimento microbiano
verificado nestes produtos, com possivel acdo proteolitica e formagcdo de compostos
derivados de amonio.

Em estudos realizados por Wang et al. (2013) e Milani et al. (2003), foi
verificado reducdo de pH nos produtos elaborados com cultura bioprotetora,
entretanto os produtos foram mantidos sob refrigeracdo durante todo o periodo de
armazenamento, o que possibilitou maior desenvolvimentos dos microrganismos

presentes nos cultivos e, consequentemente, maior redugéo do pH.

5.2.3. Atividade de Agua (AW)

A analise de variancia dos resultados (Tabela 9) indicou interagdo significativa
para os tratamentos e dias de armazenamento (P<0,01) e efeito ndo significativo
(P>0,01) de tratamento e dias de armazenamento para o parametro Aw.

Independente do tratamento empregado, os valores de Aw dos hamburgueres
reduziram ao longo do armazenamento, apresentando diferenga significativa
(P<0,01) pelo teste de Tukey, ap6s 15 dias de armazenamento, conforme

apresentado na Tabela 14.

Tabela 14. Resultados médios de atividade de agua (aw) das
amostras de hamburgueres ao longo do tempo
Tratamento Tempo (dias)

27



0 15 30 45
Médias 0,9422A 0,9322AB  0,9233B 0,9233B

Médias seguidas pela mesma letra mailuscula nas linhas nao diferem

entre si pelo teste de Tukey (P>0,01).

A atividade de agua é um dos fatores intrinsecos que mais afetam o
desenvolvimento de microrganismos, sua reducao contribui diretamente para que
ocorra maior controle da populacdo microbiana, bem como reduzindo a velocidade
de reacbOes indesejaveis, proporcionando, assim, um maior tempo de
armazenamento do produto elaborado (AZEVEDO, 2008).

Durante o congelamento lento, os cristais de gelo crescem nos espacgos
intercelulares, deformando e rompendo as paredes celulares adjacentes. Esses
cristais tém uma pressao de vapor menor que aquela existente no interior das
células e, assim, a 4gua migra da célula para o cristal em crescimento. As células
sofrem desidratacdo e sao danificadas, permanentemente, pelo aumento da
concentracéo de solutos (FELLOWS, 2006), o que provavelmente contribuiu para a
reducdo da atividade de agua nos produtos.

Durante o armazenamento sob congelamento, as serpentinas de
refrigeracdo removem umidade do ar. Ocorre, entdo, transferéncia de umidade do
alimento para a atmosfera de estocagem, produzindo alteracBes superficiais no
alimento, conhecidas como queima pelo frio. As areas alteradas apresentam
coloracdo mais clara, em decorréncia das cavidades microscoépicas, previamente
ocupadas por cristais de gelo, os quais alteram o comprimento de onda da luz
refletida. A queima pelo frio € um problema em alimentos de alta razdo entre area
superficial e volume, podendo ser minimizada com o uso de embalagens que
apresentem boa barreira a umidade (BRITO e AZEREDO, 2012).

Ferreira et al. (2012) estudaram as caracteristicas fisico-quimicas e
sensoriais de hambuargueres de carne bovina elaborados com cloreto de sédio,
polifosfato e transglutaminase e obtiveram, para o tratamento controle (hamburguer

sem adicao desses ingredientes), atividade de agua igual a 0,90.
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5.2.4. Encolhimento

A andlise de variancia dos resultados (Tabela 9) indicou interagdo néo
significativa entre os tratamentos e dias de armazenamento (P>0,01), efeito n&o
significativo (P>0,01) de tratamento e efeito de dias de armazenamento (P<0,01)
para o parametro encolhimento.

Independente do tratamento empregado, o percentual de encolhimento dos
hamburgueres (P<0,01) aumentou com o decorrer do periodo de armazenamento de
acordo com a tabela 15, apresentando efeito significativo (P<0,01) pelo teste de

Tukey, a partir de 30 dias de armazenamento.

Tabela 15. Resultados médios de Porcentagem de encolhimento das
amostras de hamburgueres ao longo do tempo.

Tratamento Tempo (dias) Encolhimento
0 15 30 45
Médias 16,7589A 17,9500AB 19,2589B 22,0755C

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula nas linhas nédo diferem entre si
pelo teste de Tukey (P>0,05).

Bastos (2009) encontrou valor de encolhimento de 19,48% em
hamburgueres de carne suina. Borba (2010), comparando diferentes formas de
preparo dos produtos, encontrou maior porcentagem de encolhimento em
hamburgueres de frango no tratamento submetido a coc¢cdo no microondas (16%),
seguido do assado (6,66%) e frito (5,4%). Os hamburgueres bovinos apresentaram
maior tendéncia ao encolhimento, principalmente quando submetido a coccdo por
microondas (22,8%), seguido do assado (16,87%) e frito (12,88%). Amostras de
hamburgueres carne caprina apresentaram 25,19% de encolhimento (ALMEIDA,
2011), valor superior ao encontrado no presente estudo, mesmo apos 45 dias de

armazenamento.

5.2.5 Rendimento

A analise de variancia dos resultados (Tabela 16) n&o indicou interagédo
significativa entre os tratamentos e dias de armazenamento (P>0,01), nem efeito
significativo (P>0,01) de tratamento. Entretanto, verificou-se efeito de dias de

armazenamento (P<0,01) para o parametro rendimento.
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Independente do tratamento empregado, o percentual de rendimento dos
hamburgueres (P<0,01) reduziu com o decorrer do periodo de armazenamento,
apresentando efeito significativo (P<0,01) pelo teste de Tukey, a partir de 30 dias de

armazenamento (Tabela 16).

Tabela 16. Resultados médios de Rendimento de coccéo das amostras
de hamburgueres ao longo do tempo.
Tratamento Tempo (dias)

0 15 30 45
Médias 73,1411A 72,0311A 67,3566B 63,3955C

Médias seguidas pela mesma letra mailscula nas linhas ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Marques (2007), na elaboragdo de um produto de carne bovina “tipo
hamburguer” adicionado de farinha de aveia, encontrou na formulacdo elaborada
apenas com carne bovina rendimento de 67,58%. As formulacdes adicionadas de
farinha de aveia apresentaram os maiores rendimentos, 0 que sugere gque a farinha
de aveia contribuiu para a retencdo de 4gua e aumento do rendimento do produto.

Bastos (2009) encontrou 74,10% de rendimento de hamburgueres suinos.
Borba (2010) verificou que o processo de coc¢do na elaboracdo de hamburgueres
pode afetar o rendimento. Neste sentido, 0s autores encontraram maior
porcentagem de rendimento em hamburgueres bovinos no tratamento submetido a
coccao por fritura (79,96%), seguido do assado (75,94%) e por micro-ondas (73,5%).

Percentual de rendimento de 73,96% foi verificado por Almeida (2011) em

amostras de hamburgueres de carne caprina.

6. CONCLUSAO

O hamburguer tem como principal método de conservagcdo o emprego de
baixas temperaturas como refrigeracdo e congelamento. Entretanto a variacdo da
temperatura durante a distribuicdo e o armazenamento destes produtos, favorece o
desenvolvimento de microrganismos indesejaveis.

Constatou-se que a utilizacdo de culturas bioprotetoras em hamburgueres se
mostrou eficiente, uma vez que essa cultura conseguiu se desenvolver na matriz do

produto e contribui para a manutencdo da sua qualidade, quando submetidos a
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abuso de temperatura, pois eles nao se diferenciaram significativamente dos
hamburgueres que permaneceram sob temperatura de congelamento.

A importancia da utilizacdo dessas culturas bioprotetoras também se faz
necessaria para inibicdo de microrganismos deteriorantes, que podem interferir na
qualidade nutricional e fisico quimica do produto.

N&o foi verificado nenhuma diferenca quanto as caracteristicas tecnoldgicas
do produto adicionado de cultura bioprotetora o que € de grande importéancia, pois 0s
consumidores estdo acostumados a consumir o hamburguer tradicional, e a

alteracdo dessas caracteristicas poderia levar a ndo aceitacdo do mesmo.
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