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RESUMO

O objetivo deste estudo foi verificar o efeito do acido acético 1%
sobre a microbiota da carne ovina maturada. Foram utilizados 5 animais ovinos
machos castrados do tipo Sem Raca Definida (SRD), com idade aproximada de
1 ano, provenientes do interior do estado do Cearad. Apdés o abate as carcacas
dos animais foram refrigeradas por 12 horas a 0°C e em seguida foram
coletadas amostras da superficie dos seguintes locais: paleta, pescoco, peito,
lombo, cox&do e cavidade abdominal. Nessas amostras foram realizadas
analises microbiolégicas de contagem padrdo em placas de bactérias
mesofilas, pesquisa de coliformes totais e fecais. As paletas foram entéo
retiradas das carcacas e cortadas em fatias de peso similar, da por¢ao proximal
para a porcdo distal desse corte. As fatias das paletas direitas foram
submetidas a tratamento de imersdo em solucdo de &cido acético a 1% por 1
minuto e as fatias esquerdas foram imersas em agua potavel (controle). Todas
as fatias foram em seguidas embaladas individualmente a vacuo em filme
flexivel, impermeével ao oxigénio e armazenadas para maturagdo a 1°C. Para
as analises microbioldgicas da carne de paleta, foram coletadas fatias nos dias
3, 13, 23, 33 e 48 de armazenamento. Em cada dia foram coletadas fatias,
sendo 5 de cada tratamento de imersdo. As analises realizadas foram
contagem padrdao em placa (mesdéfilos e psicrofilos), contagem de bolores e
leveduras, contagem de clostridios sulfito-redutores, pesquisa de coliformes
totais e fecais e pesquisa de Salmonella. N&do houve diferencas significativas
(P>0,05) na contagem de bactérias entre os diferentes locais da carcaca ovina
analisada. Em relacdo ao estudo de armazenamento da carne, foi observada
uma reducgédo (P<0,05) da contagem de bactérias mesofilas nas carnes tratadas
com &acido nos dias 13 e 23 de estocagem. Com 3 e 13 dias de
armazenamento houve uma reducao significativa (P<0,05) na microbiota de
psicrofilos na carne da paleta ovina tratada com acido. Entretanto nos dias 23,
33 e 48 de armazenamento esse comportamento nao foi observado. Em
relacéo a bolores e leveduras, houve uma reducgéo (P<0,05) da microbiota das
amostras tratadas em relacdo a das nao tratadas. Este efeito foi evidente até o
dia 13 de armazenamento. Somente no 3° dia de armazenamento, as amostras

tratadas apresentaram contagens de coliformes totais significativamente

xiii



(P<0,05) menores que as nao tratadas. Tal comportamento, porém, nao foi
verificado nos dias 13, 23, 33 e 48 de estocagem. As amostras tratadas com
acido acético 1% apresentaram valores menores (P<0,05) de coliformes fecais
do que as nao tratadas. Observou-se auséncia de clostridios sulfito-redutores
em todas as amostras, independente do tratamento e do tempo de maturagao.
A pesquisa de Salmonella, indicou presenca deste microrganismo em 20 e
24%, das amostras tratadas com acido acético 1% e ndo tratadas,
respectivamente. Os valores de pH foram significativamente menores (P<0,05)
nos dias 3, 23 e 33 que nos dias 13 e 48 de armazenamento. Os resultados
sugerem que o abate cuidadoso de animais ovinos nas condigdes ambientais
do Nordeste Brasileiro, permite obter carcacas com niveis aceitaveis de
microrganismos na superficie. A imersdo das carnes em acido acético 1%
seguida de estocagem a vacuo permite manter as carnes refrigeradas (1°C) por
13 dias, com controle eficiente da microbiota deteriorativa, mantendo um
padrdao higiénico-sanitario adequado, mas nado é suficiente para inibir o

crescimento de Salmonella.
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ABSTRACT

The objective of this study was to verify the effect of 1% acetic acid on
the microbial condition of aged lamb meat. The experiment used five undefined
breed (SRD) wethers, with 1 year of age. After slaughter the carcasses were
chilled at 0°C and kept for 12 h. Samples for microbiological analysis were
collected from the surface of shoulder, neck, breast, loin, leg and the ventral
side of the flank. These surfaces were evaluated for mesophiles and total and
fecal coliform microrganisms. Shoulders were then separated from the carcass
and cut to standard weight slices, from the proximal to the distal region of the
cut. The right side shoulder slices were dipped in 1% acetic acid solution for 1
min and the left side shoulder slices were dipped in distilled water (control). The
slices were individually vacuum packaged in a film, with low permeability to
oxygen and then stored at 1°C. On days 3, 13, 23, 33 and 48 of the aging period
samples (5 trated with 1% acetic acid and 5 control) were collected, to be
analyzed for total plate count, mould and yeast, sulfite-reduzing clostridia, total
and fecal coliforms and Salmonella. There was no difference (P>0.05) in
surface microrganism counts among different locations in the lamb carcass.
Related to the aging of meat trated with acetic acid it was observed a decrease
(P<0.05) in mesophiles count on trated samples with 13 and 23 days of aging.
At 3 and 13 days of aging occurred a significant (P<0.05) decrease of
psicrophylic organisms in meats treated with acetic acid. However at 23, 33 and
48 days of storage this effect was not observed. There were a decrease
(P<0.05) in moulds and yeast counts is samples treated with acid. Mould and
yeast counts were smaller (P<0.05) at day 13 than those at days 33 and 48
days of aging. Only at day 3 of aging treated samples showed lower (P<0.05)
total coliform counts than samples with no acid. Meat samples treated with 1%
acetic acid showed lower (P<0.05) fecal coliform counts than samples with no
acid. It was observed absence of sulfite-reduzing clostridia in all samples
independent of acid treatment or aging time. The presence of Salmonella
detected in 20% of the treated samples and in 24% of the untreated ones. Meat
pH values were lower (P<0.05) on days 3, 23 and 33 than on days 13 and 48 of
aging. Results suggest that proper slaughter conditions in Northeast Brasil

produce lamb carcasses with acceptable counts of microrganisms. Deeping of
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meat cuts in 1% acetic acid solution followed by vacuum packazing is
appropriate to age meat at 1°C for 13 days. This treatment keeps low levels of
psicrofilic counts, allows a sound higienic condition of the meat but it is not

enough to inhibit the presence of Salmonella.
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1. INTRODUGCAO

A producéo brasileira de ovinos € de 14.726.000 animais, sendo
gue 48,23 % se concentra na regidao Nordeste, dai se observar o grande
potencial da criagcdo deste animal nesta regido (SUDENE,1999). A criacéo
de ovinos desempenha uma importante fungdo social, pois além de
constitui-se como fonte de renda para um grande contigente de pequenos
produtores rurais, contribui para a reducdo do déficit nutricional destas
comunidades (EMBRAPA, 1997).

Atualmente existe uma crescente demanda de carne de
pequenos ruminantes sinalizada pelos mercados consumidores internos e
externos, justificando o preparo técnico da atividade, para que se possa
atender as exigéncias mercadoldgicas de vanguarda. Os requisitos a
destacar como importantes para o mercado de carne e produtos derivados

se referem principalmente ao aspecto higiénico-sanitario (Zapata, 1994).

Apesar da ampla disponibilidade de técnicas eficientes e
modernas, com relacdo aos aspectos qualitativos e de preservacdo de
carnes, nos paises desenvolvidos, ha necessidade de adequar estes
processos as peculiaridades das areas mais subdesenvolvidas, a fim de

aumentar o consumo deste alimento.

A maturacao da carne tem como finalidade desenvolver o sabor e
diminuir a dureza, melhorando assim sua palatabilidade. Este método
consiste em armazenar a carne fresca, antes da comercializacdo, sob
temperaturas em torno de 0° C até que as caracteristicas sensoriais

desejadas sejam obtidas.

O potencial de comercializagcdo da carne maturada, porém,
somente podera ser desenvolvido na medida em que as modernas

tecnologias de acondicionamento pds-abate de carcacgas e cortes permitam
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a obtencéo de carnes de alto padréo higiénico-sanitario.

A carne em virtude de ser um alimento rico em elementos
nutritivos, necessarios ao desenvolvimento microbiano, deteriora-se em

breve espaco de tempo (Silva & Beraquet, 1998a).

O emprego de técnicas adequadas de higiene no processamento
da carne visa aumentar a vida de prateleira, aprimorando a manipulac¢do ou
eliminando microrganismos patégenos e deterioradores, capazes de alterar
a sanidade da carne. O objetivo dessas técnicas e evitar a exposi¢cdo do
consumidor aos riscos de infec¢cdes quando as carnes sao processadas fora

de padrdes higiénicos-sanitarios satisfatorios (Silva & Beraquet, 1998b).

A aplicacdo de acidos orgéanicos na superficie da carne tem sido
empregada na reducéo de populagdes de bactérias, e assim estender a vida
de prateleira e minimizar o risco de doencgas transmitidas por alimentos, sem

afetar a qualidade sensorial da carne (Delmore, et al., 1998; Silva, 1999a).

A carne depois de uma permanéncia relativamente longa em
temperaturas de refrigeracdo, pode permitir o crescimento de
microrganismos na sua superficie e isto requer a adocdo de medidas

preventivas.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1- Converséao bioquimica do musculo em carne.

As funcbes vitais do sistema muscular ndo cessam no momento
da morte do animal. A série de modificacdes bioquimicas e estruturais, que
ocorrem apos o sacrificio, € denominada de “conversdo do musculo em

carne” (Roca & Serrano, 1994a).

A denominacédo de carne se refere a musculatura esquelética de
algumas espécies animais, incluidos a gordura e o tecido conectivo,
naturalmente associado ao tecido muscular, que depois de ter passado por

certas transformacgdes bioguimicas torna-se comestivel.

A conversdo do musculo em carne se inicia com a sangria do
animal, o que acarreta uma série de mudancas no musculo tais como:
alteracdes na homeostase, na circulagdo sangiiinea, no aporte de oxigénio
e variagcbes na temperatura do musculo. Como conseqiéncia dessas
alteragbes, ocorre um declinio do ATP, da fosfocreatina, do pH, devido ao
acumulo de acido lactico e um aumento da dureza do musculo decorrente
do rigor mortis (Hedrick et al., 1994)

A conversdo do musculo em carne é um processo degradativo
gradual que, se continuasse indefinidamente, levaria a uma quebra
completa dos tecidos a seus elementos constituintes. Isto é evitado por

algumas maneiras de preservacao como refrigeracao e congelamento.

2.2 - Maturacéao da carne.

A temperatura de armazenamento das carcacas de animais
recém-abatidos pode determinar alteracdes significativas na velocidade das

reacoes quimicas post-mortem (Roca & Serrano,1994a).
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Durante o acondicionamento da carne sob temperaturas de
refrigeracdo, a rigidez causada pelo rigor mortis comeca a diminuir. O
amaciamento progressivo da carne durante longos periodos de
armazenamento em refrigeracado € denominado maturacdo. Esta técnica tem
como finalidade, tornar a carne macia e melhorar outras qualidades
organolépticas, como por exemplo, o sabor (Puga, et al., 1999). O processo
mais antigo de acondicionamento, para a maturagao da carne, consiste em
manter as carcacas penduradas pelo tenddo de Aquiles em camaras
refrigeradas a 0 por periodos de 7 a 21 dias, dep endendo da espécie
animal (Price & Schweigert,1971). Atualmente tem sido empregada a
maturacdo das carcacas ou cortes de carne embalados a vacuo por
periodos prolongados, para se alcancar uma textura satisfatoria (Huff &
Parrish, 1993; Huff-Lonergan et al., 1995).

Dentre os mecanismos pelo qual ocorre a diminuicdo da dureza
da carne, durante o processo de maturacdo, a degradacdo das proteinas

miofibrilares parece ser o mais importante.

As primeiras alteracdes observadas na integridade estrutural das
fibras musculares ap6s a morte sdo a degradacao do disco Z do sarcomero,
devido a degradacdo das proteinas associadas a esta estrutura,
principalmente desmina e titina (Hedrick et al. 1994; O’halloran et al., 1997).
Entretanto, Taylor et al., (1995) observaram que aproximadamente 65 a
80% do amaciamento post-mortem ocorria durante os primeiros 3 ou 4 dias
sem que nenhuma degradacdo do disco Z fosse observada. Contudo
durante este periodo, era verificada a degradacao das miofibrilas na banda |
adjacente ao disco Z. Estudos posteriores confirmaram estes resultados
(Boyer- Berri & Greaser, 1998; Huff-Lonergan et al., 1996; Taylor &
Koohmaraie, 1998). Dentre as proteinas miofibrilares degradadas durante o
amaciamento, pode-se citar, a titina, nebulina, filamina, desmina e

troponina-T (Huff-Lonergan et al., 1996).
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Tem sido relatado que sistemas enzimaticos presentes no
musculo esquelético sdo responsaveis pela degradacdo proteolitica das
proteinas miofibrilares ap6s a morte. Dentre estes sistemas podem ser
citados o complexo proteinase multicatalitico, as catepsinas e as calpainas.
O complexo proteinase multicatalitico parece ndo causar a degradagédo de
nenhuma proteina miofibrilar importante no amaciamento da carne (Hedrick
et al., 1994).

As catepsinas sdo proteinas intracelulares dos tecidos animais,
com atividade um pH &cido. Estas enzimas se localizam na fracéo
lisossébmica da célula. As catepsinas estdo implicadas nas mudancas
observadas durante a maturacdo de carnes. Koohmaraie et al., (1988)
estudando o efeito de algumas enzimas sobre a tenderizacédo post-mortem,
concluiram que as catepsinas nado tinham efeito sobre a degradacéo das
proteinas miofibrilares. Alguns autores (Hedrick et al., 1994; Uytterhaegen et
al., 1994) afirmam que estas enzimas ndo podem degradar as proteinas
miofibrilares por se encontrarem dentro dos lisossomos e ndo serem
liberadas mesmo apos estimulacdo elétrica e longos periodos de
estocagem. As proteinas teriam que sofrer processos de endocitose para
dentro do lisossoma para que a protedlise pudesse acontecer, como ocorre
no caso do musculo in vivo. Porém, isto € impossivel no musculo post-
mortem, ja que a endocitose € um processo ativo que requer energia. Ja
outros autores (O’halloran et al., 1997; Taylor et al., 1995) admitem a
possibilidades da contribuicdo das catepsinas na protedlise post-mortem.
Taylor et al., (1995) sugerem que as catepsinas localizadas no reticulo
sarcoplasmatico possuem algum papel na tenderizacdo do musculo apos 6
ou 7 dias da morte, quando o pH desta estrutura se encontra baixo e

pequenas degradacfes da miosina e a- actinina sao observadas.

As calpainas sado enzimas neutras ativadas pelo ion calcio, que
diferem quanto aos requerimentos de célcio para sua ativacdo. Enquanto a

m-calpaina requer quantidade milimolar de célcio, a p-calpaina necessita de
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uma concentracdo micromolar de célcio para sua ativagdo (Hedrick et al.,
1994).

Dos trés sistemas enzimaticos, as calpainas sado as principais
responsaveis pela protedlise que leva ao aumento da tenderizagédo da carne
e por 90% ou mais da tenderizacdo proteolitica que ocorre durante os
primeiros 7 a 10 dias de estocagem post-mortem entre 2 e 4°C (Boehm et
al., 1998; Taylor et al., 1995).

O sistema de calpainas consiste além das duas enzimas
dependentes de calcio, anteriormente citadas, do inibidor calpastatina. As
atividades altas de calpastatina, igualmente ativada pelos ions de calcio
livres no sarcoplasma, inibem a acéo das calpainas, bloqueando o processo
natural de tenderizacdo post-mortem. Este efeito inibidor de protedlise das
calpastatina tem sido relacionado como o fator que apresenta maior
correlagdo com a maciez da carne conservada sob refrigeracao (O’connor et
al., 1997; Rubensam et al., 1998).

O efeito das calpainas e a calpastatina sobre a tenderizacdo do
musculo que ocorre apés a morte do animal tem sido relatada em vérios
estudos (Boehm et al.,, 1998; Geesink & Koohmaraie, 1999; Taylor &
Koohmaraie, 1998).

O processo de melhoramento da qualidade da carne ovina, por
meio da maturacdo, provoca mudancas concomitantes nos atributos de
gualidade desta, tais como sua maciez, suculéncia, aroma, cor e sabor. Isto
se mostra extremamente importante num momento em que o consumidor
exige cada vez mais um produto de melhor qualidade. Entretanto as
alteracdes microbioldgicas ocorridas durante o processo de maturacdo se
revelam de fundamental importancia, uma vez que a qualidade
microbiolégica da carne ndo é evidenciada pelo seu aspecto visual, no

momento da compra.
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2.3 - Microbiologia da Carne

2.3.1 - Origem da contaminac&o microbiana

Os cuidados higiénicos das carnes tém inicio com o animal vivo,
envolvendo inclusive a procedéncia, cuidados sanitarios com o0s animais,
caracteristicas dos meios de transporte e, particularidades de ordem
Zootécnica, como a natureza da alimentacdo e do manejo recebidos (Roca
& Serrano, 1994D).

Com excecado da superficie exterior, trato digestivo e respiratério,
0os tecidos dos animais sdos contém poucos microrganismos. Os
mecanismos naturais de defesa controlam com eficacia os agentes
infectantes nos animais sdos vivos. Entretanto, esta defesa nao ocorre
depois da morte. A carne, inicialmente considerada estéril, pode se
contaminar pelo contato com pélos, pele, patas, conteludo estomacal e
entérico, leite do Ubere, bem como pelo contato com as instalagcdes do
abatedouro, equipamentos do mesmo, maos e roupas dos operarios, agua
utilizada para lavar a carcaca e equipamentos, inclusive pelo ar nas zonas
de processamento e armazenagem. A contaminacao pode dar-se em quase
todas as operacbes do sacrificio (retirada do couro, evisceracao, etc.),

processamento, armazenamento e distribuicdo da carne (ICMSF, 1998).

2.3.2- Microrganismos contaminantes

E ampla a gama de microrganismos ocorrentes na carne, devido
esta ser um meio de cultivo ideal, por possuir um elevado teor de umidade
(de 65 a 75%), uma complexa composicdo, apresentando grande conteudo
de nutrientes nitrogenados de diversos tamanhos moleculares e uma
abundante quantidade de sais minerais e fatores de crescimento. Ainda
contém hidratos de carbono fermentaveis e o pH apropriado para a
multiplicacdo da maioria dos microrganismos (Frazier & Westhoff, 1993;
Pardi et al.,1995).
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Como consequéncia da composicdo da carne e das distintas
procedéncias dos microrganismos, sdo muitas as espécies microbianas que
podem contaminar as carnes. Bolores de muitos géneros podem chegar a
superficie das carnes e se desenvolverem. Tem especial importancia as
espécies dos géneros Cladosporium, Sporotrichum, Geotrichum,
Thamnidium, Mucor, Penicillium, Alternaria e Monilia. Na carne pode-se
encontrar leveduras, principalmente asporégenas. Se tem encontrado
bactérias pertencentes a distintos géneros, sendo 0s mais importantes
Pseudomonas, Acinetobacter, Moraxella, Alcaligenes, Micrococcus,
Streptococcus, Sarcina, Leuconostoc, Lactobacillus, Proteus,
Flavobacterium, Bacillus, Clostridium, Escherichia, @ Campylobacter,

Salmonella e Streptomyces.

Também, existe a possibilidade de que a carne possa se
contaminar com microrganismos patdégenos para o homem, sobre tudo os
microrganismos de origem intestinal (Frazier & Westhoff, 1993). Os
equipamentos usados nas operacdes de retirada do couro, as maos dos
manipuladores podem contaminar-se com o0 conteudo do trato
gastrointestinal e fezes e espalhar esta contaminacdo de animal para animal
(ICMSF, 1998).

2.3.3- Fatores que afetam a atividade microbiana na carne

2.3.3.1-Fatores intrinsecos

Agua - Os microrganismos tem uma necessidade de agua e sem
esta é impossivel que haja crescimento. A quantidade exata de agua
necessaria para 0 crescimento dos microrganismos € variavel. Esta
demanda de éagua é expressa como atividade de éagua (a;). Cada
microrganismos tem uma a, maxima, 6tima e minima de crescimento

(Frazier & Westhoff, 1993).
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Geralmente a atividade de agua da carne fresca é de 0,99 ou
mais, encontrando-se, assim, em nivel favoravel ao crescimento de grande

variedade de bactérias.

Bactérias, em geral, tém niveis minimos de a, para crescimento
muito mais altos que os encontrados para leveduras e fungos. No alto do
espectro de a, estdo as bactérias deteriorantes e as causadoras de
doencas transmitidas por alimentos. Raramente, esses microrganismos
causam deterioracdo no alimento em niveis de a, menores que 0,92 ou
0,90.

Microrganismos gram negativos que ocorrem na putrefacéo
superficial das carnes sdo particularmente sensiveis a diminuicdo da
atividade de agua, especialmente Pseudomonas. Enquanto que bactérias
gram-positiva sdo, via de regra, requerem atividades de agua mais baixa
(Pardi et al., 1995)

Concentracdo de ion hidrogénio (pH) - O crescimento
microbiano € possivel numa faixa ampla de pH, a maior parte das bactérias
tem seu ponto 6timo de crescimento proximo da neutralidade, ou seja pH
7,0. Na carne fresca o pH pode oscilar desde aproximadamente 5,7 até
valores superiores a 7,2, este vai depender, tanto da quantidade de
glicogénio existente no tecido muscular do animal no momento de ser
sacrificado como das modificacdes que posteriormente ocorrem na carne.
Um valor de pH mais elevado favorece o crescimento dos microrganismos
enquanto que um valor mais baixo sé retarda a multiplicacdo dos
microrganismos e € possivel que seja seletivo para determinados
microrganismos (Frazier & Westhoff, 1993). Todavia cada microrganismo
tem um, pH minimo, 6timo e maximo de crescimento (Frazier & Westhoff,
1993). Em geral, as leveduras e bolores toleram melhor a acidez que as
bactérias. As leveduras tém um bom desenvolvimento entre pH 4,0 e 4,5.
(Pardi et al., 1995).
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A propriedade inibidora de algumas acidos organicos, entre eles
0os acidos acético, benzoico, citrico, lactico, propribnico e soérbico, tem
justificado a sua utilizagdo como acidulantes ou como conservadores de
alimentos. O pH ndo soé influencia a velocidade de multiplicacdo dos
microrganismos, como também a sobrevivéncia dos mesmos no alimento,
durante seu armazenamento, tratamento térmico, dessecacdo ou durante
qualquer outro tipo de tratamento. Assim mesmo, € possivel que o pH inicial
seja apropriado, porém como conseqiéncia da existéncia de uma flora
competitiva ou como conseqiéncia da multiplicacdo do proprio
microrganismo, o pH pode se tornar desfavoravel. Por outro lado, € possivel
que o pH inicial seja limitante, embora possa ocorrer que a multiplicacdo de
um reduzido numero de microrganismos modifique o pH até alcancar um
valor mais apropriado para que cresgam outros microrganismos (Frazier &
Westhoff, 1993).

Potencial oxidacao-redugdo — Um fator central do potencial de
oxido-reducdo da carne é a respiracdo tissular que continua consumindo
oxigénio e produzindo diéxido de carbono. Nos animais vivos a demanda de
oxigénio é suprida pelo transporte de sangue, tensédo de oxigénio e potencial
redox do musculo vivo, que é grande. Com a morte do animal, cessa o
aporte sanglineo e o conteudo de oxigénio, com isto o potencial redox do
muasculo diminui gradualmente, levando a producdo e acumulacéo
anaeroébica de acido lactico. A acidez desenvolvida pode ser suficiente para
reduzir muito o metabolismo tissular, que continua ocorrendo, inclusive a
baixa temperaturas e que supera a difusdo de oxigénio na carne ICMSF,

1985).

A capacidade oxidante e redutora da carne pode ser medida
através do potencial de Oxido-reducdo. Depende primeiramente da
composicdo quimica e, em segundo lugar, da pressao parcial de oxigénio do

alimento e, essencialmente, do grau de aeracao. Por estas razdes, o valor
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Eh de um substrato representa um importante fator de selecdo no

crescimento de microrganismos (Pardi, et al., 1995).

As condicbes de aerobiose na superficie da carne séo
apropriadas para que se multipliguem mofos, leveduras e bactérias
aerobicas. E no interior das pecas compactadas de carne, as condi¢cdes séo
de anaerobiose e tende a continuar sendo devido ao potencial de oxido-
reducdo esta equilibrado e muito baixo nivel. Favorendo ainda mais esta o

revestimento a material da embalagem seja é impermeavel ao oxigénio.

Necessidades nutritivas dos microrganismos - Muitos
microrganismos necessitam de nitrogénio, energia, minerais e vitaminas B

para o seu crescimento (Hedrick et al., 1994).

Como os principais componentes da carne sao proteinas, lipidios
e hidratos de carbono esta se mostra como excelente fornecedor de
substrato para o crescimento microbiano. Todavia a maioria das proteinas e
lipideos séo insolaveis e portanto inacessiveis ao ataque microbiano direto.
Porém a concentracdo de aminoacidos e peptidios tendem aumentar com o
tempo, devido a proteolise enzimatica. Outros substrato como &cido lactico,
glicogénio residual e glicose proveniente do glicogénio que séao produzidas
durante o desenvolvimento do rigor mortis, sdo formas acessiveis aos

microrganismos (Brody, 1996; Hedrick et al., 1994).

Bactérias, leveduras e bolores, sdo os que melhor aproveitam as
proteinas, carboidratos complexos e lipidios. Isto porque dispdem de
enzimas que hidrolisam as moléculas daqueles e de outros componentes
mais simples. Em relacdo aos minerais todos 0s microrganismos
necessitam, enquanto que os requerimentos de vitaminas e outros fatores

de crescimento sao variados (Hedrick et al., 1994).

2.3.3.2 - Fatores extrinsecos
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Temperatura Ambiente - Cada microrganismo tem uma
temperatura 6tima, bem como uma temperatura minima e maxima de
crescimento. Consequentemente, a temperatura a qual a carne € estocada
influencia marcadamente a espécie e a velocidade do crescimento
microbiano. Mudancgas de alguns graus na temperatura podem favorecer o
crescimento de algumas espécies e resultar diversos tipos de deterioracao.
Estas caracteristicas propiciam a base para o uso da temperatura baixa

para controlar a atividade microbiana (Hedrick et al., 1994).

Com base nas diferentes faixas de temperaturas oOtimas de
crescimento, 0s microrganismos classificam-se em psicrofilos (0 a 10°C),
mesofilos (35°C), termdfilos (43 a 80°C) (APHA, 1992).

Bactérias, bolores e leveduras apresentam algum género
psicrofilo, mesofilo e termofilo. Entretanto, bolores, geralmente sé&o

psicrofilos seguidos das leveduras e bactérias. (Hedrick et al., 1994).

Umidade Relativa - O nivel de umidade relativa requerida como
otimo, para condicfes de estocagem da carne varia com a temperatura. Em
geral, com o aumento da temperatura de estocagem, ha um requerimento
de uma umidade relativa mais baixa. Desta forma a temperatura de
refrigeracdo da carne é -1°C a 3°C e a umidade relativa mantida

aproximadamente entre 88 a 92% (Hedrick et al., 1994).

Uma umidade excessivamente elevada favorece a multiplicacéo
de microrganismos capazes de produzir alteracbes (Frazier & Westhoff,
1993). Varios microrganismos da carne como bactérias requer uma alta
umidade relativa, em torno de 90%. Leveduras sao intermediarias (87 a
92%) e bolores tem um requerimento de umidade relativa baixa (84% ou
menos). Assim bolores e leveduras sdo mais susceptivel ao crescimento na
superficie de produtos carneos que sao parcialmente desidratados,

enguanto que o crescimento de bactérias € impedido. (Hedrick et al., 1994)
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Composicdo Gasosa do Ambiente - A composi¢cdo gasosa do
ambiente que envolve um alimento pode determinar os tipos de
microrganismos que poderdao nele predominar. A presenca de oxigénio
favorecera a multiplicacdo de microrganismos aerébios, enquanto que sua

auséncia propiciara o crescimento de anaerébios.

Modificacbes na composicdo gasosa sao capazes de causar
alteracdes na microbiota que sobrevive ou que se multiplica em determinado

alimento (Franco & Landgraf, 1999).

Na carne, podem crescer bactérias aerdbicas, anaerdbias e
anaerobias facultativas Todos bolores que crescem na carne sado aerobios,
enquanto leveduras, se desenvolvem melhor quanto em condicbes de

anaerobiose (Pardi, et al., 1995).

A auséncia de oxigénio e o aumento de dioxido de carbono nas
carnes embaladas a vacuo, inibem a maioria dos microrganismos,
especialmente os psicrofilos aerobicos. Em condicdbes de anaerobiose
aumenta o desenvolvimento das bactérias lacticas e diminui o das espécies

de Pseudomonas aerobicas que predominam inicialmente (Brody, 1996).

Na embalagem a vacuo a reducdo da concentracdo de oxigénio
em torno dos microrganismos aumenta a vida Util da carne fresca em
comparacao com a carne embalada com peliculas permeéaveis ao oxigénio.
O diéxido de carbono gerado pela atividade enzimatica da carne e dos
microrganismos aumenta o nivel deste, no interior da embalagem,
retardando o crescimento de bactérias anaerobicas facultativas como
Lactobacillus, Leuconostoc e Streptococcus. Das bactérias lacticas
presentes na superficie e no interior de carnes embaladas a vacuo, que
geralmente predominaram sao espécies do género Lactobacillus (Brody,
1996).

Fragmentacdo da carne - Um fator extrinseco que afeta a
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atividade microbiana e a velocidade de deterioracdo € o tamanho de
particula das carnes trituradas. A moagem da carne resulta em uma carga
microbiana maior, devido as grandes areas de superficie expostas, mais
agua, nutrientes disponiveis, maior penetracdo e disponibilidade de
oxigénio. Portanto os cortes pequenos e as carnes moidas favorecem o
crescimento dos microrganismos e sd80 mais susceptiveis a deterioracéo
(Hedrick et al., 1994).

2.4 - Perigo Microbiolégico da Carne

Sanitizacdo, refrigeracdo apropriada e manuseio adequado sao
parametros que, se considerados, levam a uma contaminagdo minima e

atividade microbiana reduzida (Hedrick et al., 1994).

Os padrdes microbiologicos para alimentos tem como finalidade a
protecdo da saude do consumidor e a uniformizacdo de limites aceitaveis
para as praticas comerciais. Estes foram estabelecidos pelo Ministério da
Saude e se encontram definidos na Portaria n ° 451 da Secretaria de
Vigilan-cia Sanitaria do Ministério da Saude, de 19/09/1997. De forma
genérica, o anexo lll desta Portaria (BRASIL,1997b), estabelece alguns
conceitos atinentes a interpretacdo e as conclusbes das analises
microbiolégicas dos alimentos destinados ao consumo humano, como,

mostrado a sequir;

“Produtos em condi¢cdes higiénicas insatisfatorias sdo os que
apresentam contagem padrdo em placa, coliformes totais, bolores e
leveduras acima dos limites estabelecidos e num valor maximo de até dez
vezes esses limites, e os produtos em condi¢cdes higiénico-sanitarias
insatisfatorias, sdo 0s que apresentam coliforme fecais, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus e clostridios sulfito redutores (a 46<C) acima dos
limites estabelecidos nos padrées especificos e num valor maximo de até

dez vezes esses limites”.
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A Secretaria de Vigilancia do Ministério da Saude, conceitua os
produtos potencialmente capazes de causar enfermidades transmitidas por
alimentos da seguinte maneira: “Sao 0s que apresentam Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus e Clostridium perfringens e seus indicadores
(clostridios sulfito redutores a 46C), em numero s uperior a dez (10) vezes
os limites estabelecidos nos padrbes especificos. Incluem-se, ainda, os
microrganismos infectantes, tais como: Salmonella spp., Yersinia
enterocolitica, Brucella spp., Campylobacter jejuni e outros reconhecidos e

caracterizados como agentes de infec¢des alimentares” (BRASIL, 1997b).

Dois grupos de microrganismos sao higienicamente importantes
na preservacdo da qualidade da carne: os causadores de intoxicagbes e

infeccBes no consumidor e os deterioradores (Silva & Beraquet, 1998a).

Intoxicagédo alimentar se refere a enfermidade alimentar causada
pela presenca de um toxina bacteriana, que se originou no alimento. A
expresséo infecgdo alimentar diz respeito as enfermidades bacterianas
originadas pela entrada de bactérias no organismo através da ingestdo de

alimentos contaminados e a reagdo do organismo provocada por sua

presenca ou por seus metabolitos (Frazier & Westhoff, 1993).

Os microrganismos que podem ser veiculados pela carne e
produzir enfermidades alimentares sdo: Staphylococcus aureus, Clostridium
botulinum, Salmonella spp, Clostridium perfrigens, Bacillus cereus,

Escherichia coli, Yersinia, Shigela, Vibrio parahaemalyticus, dentre outros.

A contaminacdo microbiolégica de carne bovina, moida, in natura,
usada para consumo humano no comércio varejista das regides de Sé&o
José do Rio Preto-SP, Macapa-AP, Campina Grande-PB, Campos dos
Goytacazes-RJ tem se mostrado preocupante, pois pesquisas feitas relatam
que foram encontradas, além de microrganismos que indicam condi¢cdes
higiénico-sanitario deficientes e afetam a vida (til dos produtos, aqueles

capazes de ocasionar toxinfe¢cbes. Isto tem exigido um controle mais



32

rigoroso por parte dos servigos de Vigilancia Sanitéaria desses Estados e/ou
Municipios (Floretino et al., 1997; Hoffman et al., 1998; Xavier et al., 1999;
Sousa et al., 2000).

Os produtos de origem animal sdo 0s maiores responsaveis pela
distribuicdo universal das Salmonella e seus problemas subsequentes (Jay,
1992).

O ciclo da Salmonella € importante nos paises onde predomina a
criacao intensiva, com o aproveitamento de restos de animais sadios ou
doentes com Salmonella, que retorna aos animais nas fazendas através das

racdes (farinha de carne e 0sso) ou de fertilizantes no solo (Pinto, 2000).

As carnes frescas podem conter bactérias do género Salmonella
proveniente dos animais sacrificados acometidos com esta enfermidade ou
podem ser contaminadas por manipuladores que podem ser sintomaticos ou

assintomaticos (Pinto, 2000).

Salmonella tem como temperatura 6tima para o seu crescimento
37°C, cresce melhor em alimentos ndo &acidos. A faixa de pH mais
apropriada para o seu crescimento esta entre 4,5 e 9,0 e da a, de 0,93 a
0,95. (Hedrick et al., 1994; Frazier & Westhoff, 1993).

O género Clostridium é um grupo bacteriano integrado por
microrganismos que tem em com caracteristica de reduzir o sulfito a sulfeto
(Anderson, 1989). O Clostridium perfringens apresenta variagcdes no que se
refere ao pH mais favoravel. Todavia segundo Frazier & Westhoff (1993)
este microrganismo nao cresce a valores de pH menores do que 5,0 ou
acima de 9,0. A temperatura maxima de crescimento é de 55°C e a
temperatura 6tima é de 43 a 47°C. Enquanto a temperaturas de 15 a 20°C

seu crescimento é limitado.

Clostridium perfringens é anaerdbico e produz uma variedade de
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toxinas e abundantes quantidades de gas durante o crescimento (Hedrick et
al.,, 1994). A carne pode se contaminar com Clostridium perfringens
proveniente de material fecal, solo, poeira e pele do animal (ICMSF, 1998).
O Clostridium perfringens bem como seus esporos sdo encontrados em
muitos alimentos. Estes incluem carne bovina, ovina, porco, aves, peixes,
tanto fresco como processado (Hedrick et al., 1994). Os tecidos internos, por
exemplo figado pode conter pequeno numero de Clostridium perfringens
(ICMSF, 1998).

Quando a carne fresca € estocada a temperatura (<15°C) baixa
permite o crescimento de Clostridium perfringens. Células vegetativas
vidveis tendera a multiplicar durante o armazenamento frio e sera destruida
por meio do cozimento (ICMSF, 1998).

O envenenamento alimentar resulta da sobrevivéncia de esporos
em carnes cozidas e consideravel crescimento (>10° UFC/g) durante refri-

geracéo e produtos cozidos inadequados (ICMSF, 1998).
2.5 - A utilizacéo de acidos organicos

Admitindo-se a impossibilidade para evitar totalmente a
contaminacao inicial da carne, todos os esforcos dos higienistas e
tecnologistas sédo dirigidos no sentido de reduzir ao minimo esta
contaminacao, com a aplicacdo de medidas de controle, como a utilizacéo

de acidos organicos.

Conservantes quimicos com propriedades antimicrobianas tém
uma importante funcdo na prevencdo da deterioragdo e garantem a
seguranca de muitos alimentos (Russel & Gould, 1990). A utilizacdo de
agentes quimicos na sanitizacdo de carcaca de animais domeésticos recém-
abatidos, destinados ao consumo humano, tem como principal objetivo a
eliminacdo de microrganismos patogénicos e deterioradores, visando

aumentar a sanidade e a vida de prateleira da carne (Silva & Beraquet,
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1998b). A sanitizagdo aumenta em mais de 30% a vida de prateleira da
carne bovina, durante armazenamento a 7 = 2T (Silva, 1999b). Segundo
Goddard, et al.,, (1996) o tratamento com &cido organico imediatamente
antes da embalagem pode ampliar a vida de prateleira da carne, por um

longo periodo de estocagem a —1<.

De acordo com o “Regulamento Técnico sobre Aditivos utilizados
segundo as Boas Préticas e suas funcfes”, o acido acético é classificado
como acidulante (BRASIL, 1999).

Por razbes de solubilidade, sabor e baixa toxicidade, os acidos
organicos de cadeia curta, tais como 0s acidos acético, benzéico, citrico,
propionico e sorbico sdo mais comumente usados como preservantes ou
acidulantes dos alimentos. A atividade antimicrobiana dos acidos organicos
aumenta com o comprimento da cadeia. Entretanto acidos de cadeia
alifatica longa, maior do que C;o ou C;; tem pouco potencial de aplicacao,

devido a sua baixa solubilidade em agua (ICMSF, 1980).

A aplicagdo de &cidos organicos por aspersdo ou imersdo pode
diminuir a carga microbiana superficial das carnes, incluido bactérias

deterioradoras e patogénicas (Fu, et al., 1994).

A molécula ndo dissociada do acido organico ou seus esteres, é
responsavel pela atividade antimicrobiana. A forma nao dissociada de
alguns acidos orgéanicos pode difundir livremente através da membrana
celular bacteriana, ionizando-se dentro da célula e produzindo prétons que
acidificam ou alcalinizam o interior da célula. Os acidos organicos fracos
acidificam o interior da célula mais eficientemente do que os &acidos
inorganicos fortes. (ICMSF, 1980)

A diminuicdo do pH do alimento, aumenta a proporcdo de
moléculas nado dissociados do acido organico. Deste modo o acido orgéanico

vai ser mais eficaz para os alimentos com pH abaixo de 5,5. Muitos acidos
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organicos sao largamente ineficazes como inibidores microbianos a pH 5,5 —
5,8, dentro do qual bactérias produtoras de toxinas e muitas bactérias
deteriorativas crescem. Esta sao usualmente ineficazes quando o nivel de
microrganismos € alto. Todavia muitos microrganismos utilizam os acidos
organicos como fonte de carbono metabolizavel, sendo esta utilizagcéo

dependente da resisténcia individual de cada microrganismo (ICMSF, 1980).

A aspersdo das solugbes de acidos organicos no musculo tensor
da fascia lateae bovina apresentou eficiéncia no controle microbiano, sem

afetar a qualidade sensorial da carne (Silva,1999a).

O &cido acético e o acetato de célcio sdo mais efetivos contra
leveduras e bactérias, do que contra bolores. A atividade antimicrobiana do
acido acético e seus sais aumenta quando o pH do meio diminui. Todavia
este varia com o produto e microrganismo, mas geralmente esta entre 3,5 e
55. Esse é letal contra Salmonella aertrycke, Staphylococcus aureus,
Phytomonas phasedi, Bacillus cereus, Saccharomyces cerevisiae,

Aspersillus niger (Considine & Considine, 1982).

Supbem-se trés tipos de mecanismo de acdo do acido acético. O
primeiro se refere a interagdo do acido acético com a membrana da células
bacteriana neutralizando o potencial eletroquimico. Neste sentido tem sido
demostrado que o &cido acético inibe a captagdo ndo competitiva de
aminoacidos da membrana celular do Bacillus subtilis. Provavelmente o
acetato age como qualquer outro acido lipofilico fraco, que apresenta como
principal efeito a neutralizacdo do gradiente de membrana. Um segundo
mecanismo de acdo do acido acético, € a desnaturacdo das proteinas
dentro da célula bacteriana. O terceiro mecanismo de acdo se refere ao
abaixamento do pH interno da bactéria pelo acetato (Russell & Gould,
1990). Todavia, a habilidade de alguns acidos para o controle do
crescimento de microrganismos na superficie da carne, dependera, em
grande extensdo, da dissocia¢do do acido, e da influéncia da capacidade

tampao do ambiente circunvizinho (Quattara, et al., 1997).
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Segundo Osthold et al.,, (1984),0 acido acético provoca uma
pequena reducdo no pH da carne, o que é considerado importante na sua
atividade antimicrobiana. Hamby, et al.,(1987), realizaram tratamentos com
solugdo contendo 1,0% de acido lactico e 1,0% de acido acético. Os
resultados obtidos demonstraram eficiéncia na redugéo da carga microbiana
inicial em carcacas e cortes primarios de bovinos. O acido acético
apresentou maior eficiéncia do que o acido lactico. A aplicacdo de 1,0% de
acido aceético em superficies de carnes reduziu em até 1,5 ciclos
logaritmicos a contagem microbioldgica inicial, sem afetar negativamente a

aparéncia geral do produto (Lambert, et al., 1991).

Frederick, et al., (1994), trabalhando com carne suina tratada
com acido acético, observaram um decréscimo na incidéncia de bactérias
nos cortes tratados. Dickson (1992), concluiu que a sanitizacdo com acido
acético, em amostras de carne bovina, independente da contaminacéo
inicial da mesma, provoca uma reducdo consistente na populacéo
bacteriana. Entretanto, Delmore, et al., (1998), observaram que o tratamento
de descontaminacdo é mais eficiente na reducdo da contagem bacteriana

quando o nivel inicial de contaminacao é alto.

Kotula & Thelappurate (1994), demonstraram que a inibicdo
microbiana é diretamente proporcional a concentracédo do acido e tempo do
tratamento e que o efeito inibitério do acido diminui com o tempo de
armazenagem da carne bovina. Dickson & Siragusa, (1994), avaliando a
carne bovina magra e gordurosa, inoculadas com uma cepa de Salmonella
typhimurium, observaram que, apos imergir estas em solucdes 1% de acido
lactico e 1% de acido acético, houve uma reducdo deste microrganismo.
Entretanto depois de 21 dias esta diferenca néo era significativa. Relataram
também que a reducdo dos microrganismos acima referidos se baseia hum

efeito combinado dos inibidores acidos e das condi¢cdes de armazenagem.

Anderson & Marshall (1990) concluiram que a concentragcdo e

temperatura de aplicagdo sdo os maiores fatores de inibicdo de
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microrganismos e que o0s acidos acético, lactico, citrico e ascorbico podem

ser usados com resultados similares.

Segundo Anderson (1992), o acido acético e o acido lactico
reduzem a contagem microbiana, e o efeito € melhor quando usados a 70C

do que a outras temperaturas abaixo de 20<C.

Dickens & Whittemore (1994), trabalhando com injecdo de acido
aceético glacial e ar, em carcagas de aves, constataram que a contagem total
de microrganismos aerobicos nao foi afetada em nenhum tratamento, mas a
contagem de Enterobacteriaceae nas carcacas tratadas era
significativamente menor do que a contagem nas carcacas néo tratadas
(controle); observaram ainda que o uso de 0,6% de &cido acético com
injecdo de ar no tanque de resfriamento, resulta numa grande redugéo na

incidéncia de Salmonella.

2.6 - Temperaturas de armazenamento

As temperaturas baixas sdo empregadas para retardar as
reacdes quimicas, a atividade das enzimas dos alimentos e para retardar ou
deter a multiplicacdo dos microrganismos presentes nos mesmos (Frazier &
Westhoff, 1993).

Os parametros necessarios a se levar em conta com relagéo a
armazenagem refrigerada da carne sdo: carga microbiana inicial, condi¢cdes
de temperatura e umidade durante a estocagem, presenca ou auséncia de
cobertura protetora, espécie animal da carne e tipo de produto armazenado.
Contudo, a armazenagem refrigerada da carne é,geralmente, limitada a
periodos relativamente curtos, porque mudancas deteriorativas continuam a
ocorrer e, a proporgédo, de muitas dessas mudangas acelera com o tempo
(Hedrick et al., 1994).

Tanto a multiplicacdo como as reacdes metabdlicas dos
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microrganismos, dependem de enzimas, e a velocidade das reacdes
enzimaticas e diretamente influenciada pela temperatura (Frazier &
Westhoff, 1993).

Quanto mais rapido se realize o resfriamento da carne, tanto
menor sera a possibilidade de multiplicacdo dos microrganismos mesofilos.
O tempo maximo de manutencdo da carcaca bovina sob refrigeracéo € de
aproximadamente 30 dias, dependendo da quantidade de microrganismos
que contém, temperatura e umidade relativa da camara onde se conserva.
Para a carcaca de suino, cordeiro e carneiro este tempo é de 1 a 2 semanas
(Frazier & Westhoff, 1993). Segundo Pardi et al.,, (1993), existe muita
dificuldade no controle do crescimento microbiano na superficie da carne
resfriada estocada por um periodo de tempo mais longo, particularmente por

causa da umidade mais elevada.

Os microrganismos que ocasionam problemas na estocagem a
frio das carnes sdo bactérias psicrofilas, principalmente pertencentes ao
género Pseudomonas. Em algumas carnes conservadas a baixa
temperatura pode ocorrer crescimento de bactérias dos géneros
Acinetobacter, Moraxella, Alcaligenes, Micrococcus, Lactobacillus,
Streptococcus, Leuconostoc, Pediococus, Flavobacterium, Proteus além de
leveduras e bolores (Frazier & Westhoff, 1993).

Segundo a Circular do DIPOA, n° 053/88 de maio de 1988, que
disciplina a producéo de cortes de carne resfriada ou congelada; no tocante
ao processo de refrigeracdo estabelece que a temperatura no centro das
pecas seja de 0°C e a maturacdo dos cortes embalados a vacuo, deve
efetivar-se a temperaturas entre 1°C a 0°C, no lapso de tempo de 15 a 20
dias. Com relacéo a distribuicdo esta devera ser realizada com temperatura
controlada de 0°C e a exposi¢cdo da carne nos postos de venda, deveré ser
em ambiente cuja temperatura ndo ultrapasse 5°C. Também recomenda-se,
pelas particularidades que o produto apresenta, que 0O mesmo seja

consumido em até 72 horas, a contar da hora de expedicdo do
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estabelecimento produtor.

O prazo de vida comercial das carnes resfriadas varia em funcao
das condicdes técnicas de sua obtencdo e das temperaturas em que sao
mantidas. Basicamente o0 sucesso na conservacdo das carnes pelo frio
industrial depende da reducdo ao minimo da contaminagdo inicial. Assim
este prazo serd maximo se a carne tiver sido obtida em condi¢cdes
adequadas de higiene, e mantida em condi¢cdes o6timas de refrigeracdo
(Pardi et al., 1995).

As temperaturas de refrigeracdo que se empregam no comercio,
inferiores a 5,0 °C, retardam realmente a multiplicacdo de muitos patégenos

veiculados por alimentos (Frazier & Westhoff, 1993).

De acordo com a Portaria n° 494 de 14 de agosto de 1996 do
Ministério da Agricultura e do Abastecimento, os estabelecimentos de abate
de bovinos, bubalinos e suinos somente poderdo entregar carne e miados

para comercializacdo com temperatura de até 7 °C (BRASIL, 1996).

A manutencdo da temperatura de refrigeracdo é de grande
interesse para a distribuicdo da carne fresca. A carne se altera por bactérias
quando h&a acumulacdo de produtos resultantes do metabolismo microbiano
que a tornam desagradavel para o consumidor. A alteracdo da carne € um
fendbmeno varidvel cujo curso vem determinado tanto pela sua composicao
nutricional como pelo tipo e variagcdo das espécies bacterianas presentes
(Brody, 1996).

Sheridan et al.,, (1997) trabalhando com carne de cordeiro,
embalada a vacuo e armazenada a 0°C, durante 42 dias, observaram que a
deterioracdo podia ser atribuida a um alto crescimento de bactérias lacticas,
das espécies de Brochotrix thermosphacta, espécies de Enterobacterias,

qguando armazenada a 5°C, além de Pseudomonas.
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2.7 - Embalagem a vacuo

A principal funcdo de preservacao da carne embalada é fornecer
protecdo contra danos mecéanicos, mudancas fisicas, quimicas e

contaminacao microbiana (Hedrick, et al., 1994)

A embalagem a vacuo em peliculas plasticas é uma tecnologia de
conservagao de alimentos muito importante no momento atual, uma vez que
vem crescendo a preferéncia dos consumidores para produtos com
aparéncia mais “natural” e “fresca”, unido a uma maior comodidade para o
seu uso. Isto oferece uma série de vantagens como a facilidade de manejo,
limpeza, conservacdo da cor e uma maior vida de prateleira com relacdo a
qualidade microbiologica. Assim, possibilita a maturacéo total da carne sem
alteracdo microbiana significativa (ICMSF, 1998). O principio do método da
embalagem a vacuo consiste na eliminacao total do ar do interior desta sem
que seja empregado outro gas. Nos alimentos metabolicamente ativos
embalados a vacuo, como a carne, sua atividade respiratoria, provocarao o
rapido consumo de O, presente nos tecidos, e um aumento do dioxido de
carbono e vapor de agua. A embalagem a vacuo de um produto

metabolicamente ativo produz uma atmosfera modificada (Brody, 1996).

Os cortes de carne maturada, deverdo ser obrigatoriamente,
embalados sob vacuo, em peliculas de alta resisténcia mecéanica,
impermeaveéis a gases e ao vapor d’agua, de acordo com a Circular DIPOA

n° 053/88, de maio de 1988, que disciplina a produgéo de cortes maturadas.

A embalagem a vacuo termo-encolhivel de PVC (cloreto
polivinilideno) tem se mostrado uma grande evolugdo, além dos aspectos
anteriormente citados, ocorre também o fendbmeno de autdlise enzimatica,
conhecida como maturacdo, que contribui para o0 amaciamento da carne
(Bell & Garout, 1994; Lawrie, 1985).

As peliculas que se empregam para envolver as carnes, evitam
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gue as mesmas sejam contaminadas por bactérias e afetam o crescimento
da microbiota presente na carne antes da embalagem. Estas peliculas
diferem consideravelmente quanto a sua permeabilidade a &gua, ao

oxigénio e ao didéxido de carbono (Frazier & Westhoff, 1993).

Quando a carne é envolvida por uma pelicula, total ou
parcialmente permeavel a atmosfera, modifica a microbiota da superficie da
carne fresca refrigerada, onde normalmente crescem bactérias aerébias dos
géneros Achromobacter e Pseudomonas. Dependendo da permeabilidade
desta pelicula, tanto a pressdo como a composi¢cao da atmosfera inicial do
interior da embalagem é modificada. Quando o envoltorio é impermeéavel ao
oxigénio, o crescimento de bactérias do género Pseudomonas € superior ao
de outras espécies gque toleram menores tensées de oxigénio. Entretanto,
quando o material € permeavel, ndo ha diferencas significativas entre a
microbiota da carne embalada e ndo embalada. Em qualquer circunstancia,
a pressao parcial de oxigénio necessaria ao crescimento de bactérias
aerObias € muito mais baixa do que aquela existente na carne embalada
com pelicula impermeével ao oxigénio. Observa-se que a inibicdo do
crescimento de microrganismos aerébios em tais envoltorios, sejam
bactérias, bolores ou leveduras, deve-se ao acumulo de di6xido de carbono.
Ainda que o dioxido de carbono influa na inibicho do crescimento de
microrganismos psicrofilos, os envoltérios somente contribuem para o
retardamento da multiplicagcdo microbiana, quando refrigerados (Pardi. et al.,
1995).

A tensdo de oxigénio no interior da embalagem, é fator
determinante do crescimento microbiano, que serve para caracterizar 0s que

terdo condicdes de crescimento.

Nas condicbes anaerObias do vacuo a populacdo microbiana
predominante da carne fresca sdo lactobacilos, que a baixas temperaturas
podem superar os seus competidores. A populacdo microbiana ao final da

maturacdo é constituida quase em sua totalidade por estas bactérias. Se
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houver oxigénio disponivel na embalagem, Pseudomonas podem crescer,
mas em baixa velocidade, devido a limitada disponibilidade deste gas
(Brody, 1996).

A embalagem a vacuo e a armazenagem da carne a baixa
temperatura, prolonga a vida de prateleira consideravelmente (Nissen et al.,
1996).

Christopher et al., (1980), estudando o efeito da microbiota da
carne armazenada sob o vacuo e atmosfera modificada, concluiram que a
contagem de bactéria psicrofilas sob atmosfera de CO,-N, era menor

guando comparado com o VAacuo.

Segundo Sheridan et al.,, (1997), a combinacdo da alta
concentragdo de CO, e baixa temperatura de armazenagem (0°C)
possibilitou reducéo significativa na contagem total de bactérias. Venugopal,
et al., (1993), observaram que a contagem em placa em anaerobiose, da
carne embalada a vacuo, pode ser mais precisa do que a contagem em

placa aerdbica para estimativa da carga microbiana.
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3. OBJETIVOS

3.1 - Objetivo geral

Tomando por base o levantamento bibliografico realizado, o
presente trabalho visa avaliar a microbiota presente na carcaca de animais
ovinos, bem como verificar o comportamento da microbiota da carne frente
ao tratamento dos cortes com acidos acético durante um periodo de
acondicionamento de 48 dias, em embalagem a vacuo a temperatura de
1°C.

3.2 — Objetivos especificos

* Verificar a ocorréncia de microrganismos deteriorantes e
patogénicos na carcacga ovina apos resfriamento de 12 horas

em camara de refrigeracéo a 1°C.

» Verificar o periodo de vida util das carnes ovinas submetidas a
tratamento de descontaminacdo com acido acético 1%,

embaladas a vacuo e armazenadas a 1°C durante 48 dias.

 Determinar a predominadncia dos microrganismos acima
referidos durante o periodo de armazenagem das carnes a
1°C.



4. MATERIAL E METODOS

4.1- Descricdo do experimento

Foram utilizados 5 animais ovinos machos castrados do tipo Sem
Raca Definida (SRD), com idade aproximada de 1 ano, peso vivo médio de
35 Kg, criados em regime semi-intensivo, provenientes do interior do estado
do Ceara. As operacOes de abate foram procedidas segundo os métodos
recomendados pelo RISPOA (BRASIL,1997a).

As carcacas dos animais foram mantidas em céamaras de
refrigeracdo a 0°C por 12 horas, em seguida foram coletadas amostras da
superficie dos seguintes locais: paleta, pescoco, peito, lombo, coxao e
parede da cavidade abdominal para as seguintes analises microbioldgicas:

contagem de bactérias mesodfilas, pesquisa de coliformes totais e fecais.

Posteriormente as carcagas foram divididas em cortes comerciais
coletando-se as 10 paletas, que foram cortadas em 5 fatias de peso similar,
da porcao proximal para a porcéo distal desse corte, perfazendo total de 50
fatias de carne com 0sso. As 25 fatias das paletas direitas foram submetidas
a tratamento de imersdo em solucdo de 4cido acético 1% por 1 min. As 25
fatias das paletas esquerdas foram imersas em agua potavel e constituiram
o tratamento controle. Em seguida todas as fatias foram embaladas
individualmente a vacuo em filme flexivel, impermeavel ao oxigénio,

identificadas e armazenadas a 1°C, durante 48 dias.

A intervalos de 3, 13, 23, 33 e 48 dias, 5 fatias de cada
tratamento, foram avaliados quanto a contagem a bactérias mesdfilas,
contagem a bactérias psicrofilas, contagem de bolores e leveduras,
contagem de clostridios sulfito-redutores, pesquisa de coliformes totais e
fecais e pesquisa de Salmonella, conforme metodologia preconizada pelo
APHA (1992) e Silva & Junqueira (1995).

44
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Na carne de paleta foi verificado também o pH muscular por

ocasido de cada amostragem microbiolégica.
4.2- Amostragem das carcacas

A amostragem de cada local da carcaca foi obtida, através de 5
“swabs”, em 5 pontos diferentes com o auxilio de um gabarito de 25 cm? de
area, perfazendo um local de 125 cm? por ponto amostrado (Figura 1). Os 5
“swabs” coletados desta forma foram transferidos para um tubo contendo 10
mL de agua peptonada. A partir desta suspensdo foram efetuadas as
diluicBes para os ensaios. As contagens de bactérias foram expressas como

UFC/cm? e para pesquisa de coliformes totais e fecais como NMP/cm?,

Figura 1 — Amostragem da carcaga ovina com um gabarito de 25 cm® de

area
4.3 — Amostragem da carne de paleta

Nos periodos anteriormente descritos foram retiradas do
armazenamento a 1°C, 5 amostras de paleta tratadas com éacido e 5
amostras ndo tratadas. Apo6s desinfecdo das embalagens de
nylon/polietileno com etanol 70%, foi retirada assepticamente, uma amostra
de 25g de carne, transferida para saco plastico estéril, contendo 225 mL de
agua peptonada 0,1% estéril, e homogeneizada por 1 a 2 minutos. Para a
preparacdo da segunda diluicéo (10'2), foi transferido assepticamente 1,0
mL da diluicéo 10™ para 9,0 mL de solucdo peptonada 0,1%. As diluicdes
subsequentes, até 107 foram obtidas de maneira similar.

4.4 - Andlises microbioldgicas.

4.4.1 - Contagem de bactérias mesdfilas.
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A partir das diluicbes previamente preparadas, foram inoculadas
em duplicada, assepticamente, 1,0 mL de cada diluicdo em placa de Petri .
Nas placas inoculadas foram vertidos 15 a 20 mL de Agar Padrdo para
Contagem, previamente fundido e resfriado a 45 °C. Ap0s homogeneizacéo
e solidificagcéo, as placas foram incubadas a 35°C por 48 horas. Apos este
periodo, as placas foram selecionadas e contadas. Sendo calculado o
namero de unidades formadoras de colénias (UFC) por grama de carne
(APHA, 1992).

4.4.2 - Contagem de bactérias psicrofilas.

Seguindo-se a metodologia descrita no item anterior as placas
para esta determinacdo foram invertidas e incubadas a 7°C £+ 1°C por 10
dias ApOs este periodo, as placas foram selecionadas e contadas. Sendo
calculado o numero de unidades formadoras de colénias (UFC) por grama
de carne (APHA, 1992).

4.3 - Contagem de bolores e leveduras

Das diluicbes previamente preparadas foi transferido,
assepticamente, 1,0mL de cada diluicdo para placa de Petri. Sobre as
placas inoculadas foram vertidos, 15 a 20mL de Agar Batata Dextrose
acidificado com acido tartarico 10%, pH 3.5. Apdés homogeneizacdo e
solidificagdo as placas foram incubadas a 25°C + 1T por 3 a 5 dias. O

resultado foi expresso em UFC/g carne (APHA, 1992).
4.4.4 - Pesquisa de coliformes totais

Foi inoculado 1 mL numa série de trés tubos, contendo 10 mL de
Caldo Lauril Sulfato Triptose. Os tubos de foram incubados a 35 + 0,5°C por
24/48 horas e observados quanto a producdo de gas. Apos leitura do NMP
presuntivo foi transferida uma alcada de cada cultura para tubos de Caldo

Bile Verde Brilhante. Os tubos foram incubados a 35 % 0,5°C por 48 £ 2
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horas e observado se houve crescimento com producdo de gés. Foi anotado
0 numero de tubos de Bile Verde Brilhante com gas, confirmativo da
presenca de coliformes totais e foi determinado o Numero Mais Provavel
(NMP)/g (APHA, 1992).

4.4.5 - Pesquisa de coliformes fecais

Dos tubos de Caldo Lauril Sulfato Triptose com producao de gas
foi transferida uma algcada de cada cultura, para tubos de caldo E. coli. Os
tubos foram incubados em banho-maria a 45,5°C + 0,2°C por 24 + 2 horas e
observado se houve crescimento com producdo de géas. Foi procedida
anotacdo do numero de tubos de caldo E. coli com producdo de gas,
confirmativo da presenca de coliformes fecais e, posteriormente, foi
determinado o NMP/g (APHA, 1992).

4.4.6- Pesquisa de Salmonella

Foram transferidas, assepticamente, 25 g de carne para um
frasco de homogeneizacdo, previamente esterilizado e tarado. Foram
adicionados 225 mL de caldo Lactosado e procedida homogeneizagdo da
amostra. Os frascos foram incubados a 37°C por 18 a 24 horas.
Posteriormente, o frasco foi agitado. Em seguida foi transferido 1,0 mL para
10 mL de Caldo Tetrationato e 1,0 mL para 10 mL de Caldo Selenito Cistina
. Ambos os caldos foram incubados a 37°C por 18 - 24 horas. Apés
incubacdo os tubos de enriquecimento seletivo foram agitados e destes
foram feitas estrias, com uma alcada contendo o caldo Tetrationato em
placas de Agar Salmonela Shigella, Agar Bismuto Sulfito, Agar Manitol
Lisina Cristal Violeta Verde Brilhante e Agar Verde Brilhante. Esse
procedimento foi repetido com o caldo Selenito Cistina. As placas invertidas
foram incubadas a 37°C por 18 - 24 horas e em seguida foi verificado se
houve desenvolvimento de colbnias tipicas de Salmonella. Estas colbnias
foram transferidas com o auxilio de uma agulha de inoculacdo, para tubos

inclinados de Agar Triptona de Soja, e incubadas a 37°C por 24 horas. Ao
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término desse tempo foram inoculadas em Agar Lisina Ferro e Agar Triplice
Acucar Ferro. A inoculacdo foi feita por picada e estrias na rampa,
utilizando-se a mesma algada para inocular ambos os tubos. Todas as
culturas tipicas em Agar Lisina Ferro e Agar Triplice Aclcar Ferro, foram
confirmadas através de testes bioquimicos e soroldgicos, realizados a partir
da cultura em Agar Triptona de Soja. Na série de testes bioquimicos foi feito
urease, fermentagao do dulcitol, indol, malonato, vermelho de metila, Voges-
Proskauer e citrato de Simmons (APHA, 1992).

O teste sorolégico foi utilizado com soro Polivalentes anti-
Salmonella (PROBAC DO BRASIL). Através da técnica de aglutinacdo em
lamina, apartir de uma cultura crescida por 24 horas, segundo Edwards &
Ewing, 1972

4.4.7 - Contagem de clostridios sulfito-redutores.

A partir das diluicdes previamente preparadas foi inoculadas 1mL,
em placas de Agar Triptona Sulfito Cicloserina, plaqueando em
profundidade. Posteriormente foi aguardado que as placas secassem e
entdo foram cobertas com uma sobrecamada de Agar Triptona Sulfito
Cicloserina. Foi aguardada a completa solidificacdo da sobrecamada e as
placas foram incubadas, sem inverter, a 46 °C por 18 - 24 horas, em
atmosfera anaerobica. Para obtencdo da atmosfera anaerdbica, foi utilizado
o sistema gerador de anaerobiose Foi procedida selecao das placas com 20
a 200 colénias e foram contadas as colbnias pretas, tipicas de clostridios
sulfito-redutores em Agar Triptona Sulfito Cicloserina. Para o teste de
confirmacgdo foram selecionadas varias coldnias tipicas e transferidas para
tubos de Caldo Infusdo Cérebro Coracao, previamente desaerados. Para a
desaeracdo do meio, os tubos foram submetidos a fervura em banho, por 15
minutos, com as tampas afrouxadas, e em seguida resfriados
imediatamente em banho de gelo. Os tubos inoculados foram incubados a
35 °C por 24 horas. Em seguida foi preparado um esfregaco da cultura para

coloragdo de Gram e o caldo remanescente foi utilizado para o teste de
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catalase. Foram consideradas como confirmadas todas as culturas de
bastonetes Gram positivos, catalase negativos. Procedeu-se o calculo do
namero de UFC/g em fungdo do numero de colbnias tipicas, diluicdo

inoculada e percentagem de col6nias confirmadas (Silva & Junqueira, 1995).

4.5 — Medigéo do pH nas amostras de carne

O pH das fatias de carne foi medido na por¢do muscular do corte
pela insercéo do eletrodo na incisao feita com o bisturi, segundo O’halloran
et al., (1997) utilizando um medidor digital de pH (HANNA INSTRUMENTS,
modelo 8417, Singapore).

4.6 — Andlise Estatistica

Na andlise da superficie da carcaca foi utilizado o modelo

estatistico em blocos aleatorizados (Montgomery, 1991).

Os dados referentes a analise microbiologica (Tabelas A10 a A17
do anexo) foram transformados em logaritmicos da base 10 para realizacdo

da analise estatistica.

Para verificar o efeito do acido acético 1% sobre as carnes ao
longo do tempo de maturacéo utilizou-se a técnica de dados longitudinais,
descrita em Singer & Andrade (1986), onde as possiveis correlagdes entre

as observagdes de uma mesma unidade amostral sdo consideradas.

Para as comparacdes multiplas entre as médias da contagem de
bactérias aerdbicas mesofilas, contagem padrdao de bolores e leveduras,
pesquisa de coliformes totais, pesquisa de coliformes fecais e pH, foi
utilizado o teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia (Gomes, 1982).

Para a contagem padrdo em placa de bactérias psicrofilas aerdbicas ou
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anaerobica facultativa foram utilizadas contrastes ortogonais, devido a

auséncia de parcelas dos tratamentos (Montgomery, 1991).

Para analise dos dados relativos a pesquisa de coliformes totais e
fecais, nos cortes tratados e nédo tratados os valores indicados como <3
(Tabelas A16 e A17), adotou-se o valor 3.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Caracterizagdo Microbiolégica da Carcaca Ovina.

As médias das determinacdes de bactérias mesofilas (log UFC/
cmz), coliformes totais e fecais (log NMP/cmZ) sao apresentados na Tabela
1.

De acordo com a andlise de variancia da contagem total de
bactérias mesdfilas (Tabela Al), coliformes totais (Tabela A2) e coliformes
fecais (Tabela A3), ndo houve diferenca significativa (P>0,05), entre os
diferentes locais analisados na superficie da carcaca ovina (coxao, parede

abdominal interna, lombo, peito, paleta e pescoco).
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Com relacdo a contagem de bactérias mesofilas, que comumente
€ empregada para indicar a qualidade sanitaria dos alimentos e estimar a
vida util da carne, os valores encontrados variaram de 1,69 na parede
abdominal interna a 2,12 na paleta, com média de 1,92 IogUFC/cm2 (Tabela
1).

Segundo Franco & Landgraf (1999) a deterioracdo dos alimentos
causada pelo crescimento de microrganismos s6 € detectavel pelas
alteracdes organolépticas, quando as contagens deste tipo de bactérias séo

superiores a 10° UFC/g do alimento.

De acordo com Silva, (1999a) o valor médio para a contagem de
bactérias mesdfilas em carcacas de bovinos é de 1,96 logUFC/cm?, valor
similar a média encontrada neste trabalho, que foi de 1,92 IogUFC/cmz,
confirmando que o abate realizado de acordo com o RIISPOA (BRASIL,

1997a) produz carcacas com boas condicfes higiénicas.

De acordo com Roga & Serrano, (1995), apdés o término das
operacOes de abate, as carcacas bovinas podem apresentar o seguinte
padrdo de contagem: 3,0 a 5,0 IogUFC/cm2 de aerdbios mesdfilos, 2,0
IogUFC/cm2 de psicrotroficos e menos que 1,0 IogUFC/cm2 de
Enterobacteriaceae, valores maiores quando comparados com 0s
encontrados neste estudo na andlise de mesofilos da superficie da carcaca

de ovinos (Tabela 1).

No que se refere a pesquisa de coliformes totais, os valores
encontrados variaram de zero na paleta a 1,14 no coxdo, com média de
0,47 IogUFC/cm2 (Tabela 1). O grupo coliforme total, é indicador higiénico,
sendo sua presenca indicadora de contaminacdo ambiental excessiva e de
microrganismo néo relacionados diretamente com a saude do homem (Silva,
1999c¢).
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Com relacao aos coliformes fecais os valores encontrados variam
de zero na paleta a 1,01 no coxdo, com uma média de 0,30 IogUFC/cmz'
(Tabela 1).

No presente estudo foi observado um maior nivel de
contaminagdo no coxao, sugerindo que a proximidade deste corte a regido
anal, pode ter sido a causa da contaminacdo. Observacao esta, de acordo
com ICMSF (1998) em que as fezes do animal podem contaminar a

carcaca, durante as operacdes de abate.

Como a analise de variancia ndo mostrou diferencgas significativas
na contagem de bactérias da parede abdominal interna em relacdo a
superficie externa dos outros locais da carcaga analisados, pode-se inferir
gue ndo houve perfuracdes no trato gastrointestinal no momento do abate.
Assim, a evisceracdo conduzida segundo as técnicas padronizadas, neste

estudo contribuiu para minimizar a contaminacéo da carcaca.

De acordo com Roga & Serrano (1995), as fontes de
contaminacdo da carne sdo microrganismos da pele, microrganismos do
trato gastrointestinal e o ar atmosférico. As baixas contagens de bactérias
obtidas na superficie das carcacas neste estudo apés 12 horas de
armazenamento frigorifico (Tabela 1) sugere que a contaminagdo através do

ar nao foi significativa.
5.2— Evolucao da microbiota da carne ovina durante o armazenamento.

Os resultados de contagem padrdo em placa de bactérias
mesodfilas (logUFC/g) na carne de paleta ovina tratada com acido acético 1%
e nado tratada (controle), estocada a 1°C por 48 dias, sdo apresentados na
Tabela 2.
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Tabela 2 - Médias da contagem padrédo em placas de bactérias mesdfilas
aerébicas ou anaerobicas facultativas (logUFC/g), na carne
paleta ovina, submetida ou ndo ao tratamento com &cido

acético 1% e armazenada 1°C, por 48 dias.

A avaliagdo estatistica (Tabela A4) evidenciou uma interacao
significativa (P>0,05) entre tratamento e tempo de maturacdo para

contagem padrdo em placas de bactéria mesdéfilas (logUFC/qg).

Com 3 dias de armazenagem a contagem de bactérias mesdfilas
nao apresentou diferenca significativa (P>0,05), entre as carnes tratadas e
nao tratadas (Tabela 2). Comportamento similar foi encontrado por outros
pesquisadores (Kotula & Thelappurate, 1994; Goddard, et al.,, 1996) ao
estudarem a microbiota da carne bovina tratada com &cidos organicos, no

primeiro dia de estocagem.

Com 13 e 23 dias de armazenamento, observou-se uma redugao
significativa na contagem de bactérias mesofilas, nas amostras tratadas em
relacdo as ndo tratadas. Esta reducdo foi de 2 ciclos logaritmicos aos 13

dias (Figura 2), e de 3 ciclos logaritmicos com 23 dias (Figura 2).
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Figura 2 - Contagem padrdo em placa de bactérias mesoéfilas aerdbicas ou
anaerobicas facultativas (logUFC/g), na carne de paleta ovina,
submetida ou ndo a tratamento com &cido acético 1% e

armazenada a 1°C, por 48 dias.

No tempo de armazenamento de 33 e 48 dias, foi verificado um
aumento da microbiota mesofila tanto para amostra tratada quanto para o
controle, ndo tendo sido observado diferenga significativa entre as mesmas
(Tabela 2).

Os dados obtidos mostram que o efeito do acido acético 1% foi
eficiente na reducdo da microbiota mesofila, somente até os 23 dias de

armazenamento e que este efeito diminui a partir deste periodo.

Varios pesquisadores (Kotula & Thelappurate 1994; Kim et al.,
1999; Goddard et al., 1996; Fu et al., 1994), verificaram uma reducdo da
microbiota presente em carne, por um certo periodo de tempo, quando as
mesmas foram tratadas com &cidos orgéanicos, sendo evidenciado que o

efeito inibitério do acido decresce com o tempo de estocagem.

Goddard et al., (1996) atomizando uma solugéo acido acético 2%
e acido lactico 2%, em lombo bovino, embalado a vacuo e armazenado a —
1°C por 112 dias, observaram que aos 14 dias a populacdo bactérias
mesdfilas foi reduzido em 1 ciclo logaritmicos, como observado neste estudo

do dia 13 ao dia 23 de armazenamento (Figura 2).

Segundo Bourgeois et al., (1994), o poder conservante do acido

aceético, é mais efetivo quando associado a outros métodos de preservacao,
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tais como a pasteurizacgéo, refrigeracao e a utilizagdo de outros aditivos.

Xavier & Beraquet, (2000), constataram que amostras de carne
de frango, armazenadas sob refrigeracdo, tratadas com 4cido e embaladas
a vacuo, apresentaram um aumento de 6 a 10 dias na sua vida de
prateleira, quando comparadas com as amostras na mesma condi¢cao e néo

submetidas ao tratamento com acido.

Fu et al., (1994), estudando a qualidade microbioldgica do lombo
de porco, pulverizado com 1,5% de acido acético, citrico e acido lactico,
embalado a vacuo e armazenado a 0 — 2 °C por 42 dias, verificaram que o
acido aceético e citrico mostraram inicialmente um decréscimo na contagem
padrdao em placa. Este efeito, porém néo continuou depois de 14 dias de
estocagem da amostra embalada a vacuo. Segundo 0os mesmos autores
depois de 42 dias, a contagem padrdo em placas no lombo suino foi
superior a 6 ciclos logaritmicos, condi¢cdo considerada inaceitavel na carne.
Neste estudo contagens acima de 6 ciclos logaritmicos somente foram

encontrado com 48 dias de armazenamento (Figura 2).

Sheridan, et al., (1997), estudando a vida de prateleira da carne
de cordeiro, experimentalmente contaminada com bactérias, embalada a
vacuo e armazenada por 42 dias a 0°C, verificaram que a deterioracao podia
ser atribuida ao elevado crescimento das bactérias lacticas, Brochothrix

thermosphacta e Enterobacteriaceae .

Os anions de alguns acidos fracos, como o acido acético sao
metabolizados dentro das células bacterianas. Quando o H* é liberado
acidifica o interior da célula para niveis inibitorios do crescimento bacteriano.
Entretanto algumas células microbianas podem possuir eficientes métodos
para estabilizar o seu pH interno (ICMSF, 1980). Neste estudo, com 33 e 48
dias de armazenamento, bactérias que tenham mecanismos para estabilizar

0 seu pH interno, podem ter sido predominantes, através de um processo de
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selecao natural, sob as condi¢bes em que foram submetidas.

Os valores médios para a contagem padrdao das bactérias
psicréfilas (logUFC/g) na carne da paleta ovina, tratada com &cido acético
1% e nao tratada (controle), estocada a 1°C por 48 dias, estdo apresentados

na Tabela 3.

A avaliacdo estatistica (Tabela A5) evidenciam uma interacéo
significativa (P<0,05) entre tratamento e tempo de maturacdo para

contagem padrdo de bactérias psicrofilas.
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Tabela 3 - Médias da contagem padrdo em placas de bactérias psicrofilas
aerObicas ou anaerdbicas facultativas (logUFC/g), na carne de
paleta ovina, submetida ou ndo ao tratamento com &cido

acético 1% e armazenada a 1°C, por 48 dias.

Nos dias 3 e 13 de armazenamento observou-se uma reducao de
2 e 2,6 ciclos logaritmicos, respectivamente, na microbiota de bactérias
psicrofilas (Figura 3). Entretanto nos dias 23, 33 e 48 de estocagem, nao foi

verificado diferenca significava (P> 0,05) entre os tratamentos (Tabela 3).

Varios procedimentos para reduzir o crescimento microbiano da
carne sao frequentemente combinados. A estocagem da carne fresca a
temperatura de refrigeracdo possibilita a garantia da ndo deterioragdo da
mesma, somente por um limitado periodo de tempo. Entretanto a
estocagem da carne refrigerada, embalada a vacuo com fiime de baixa
permeabilidade a gases, pode estender o prazo da vida de prateleira
(ICMSF, 1998)

Figura 3 - Contagem padréo em placa de bactérias psicrofilas aerdbicas ou
anaerobicas facultativas (logUFC/g), na carne de paleta ovina,
submetida ou n&o tratamento com acido acético 1% e

armazenada a 1°C, por 48 dias.

Neste estudo, as amostras tratadas e n&o tratadas, mostraram
diferenca significativa com 3 e 13 dias de estocagem (Tabela 3). Varios
pesquisadores (Silva & Beraquet, 1997; Silva, 1999b, Goddard et al., 1996)
trabalhando com sanitizacdo de &cidos organicos, em carne bovina,

observaram que em meédia nos primeiros dois dias de estocagem a
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contagem de bactérias psicrofilas foi similar as amostras nao tratadas.

Contudo os resultados deste estudo (Figura 3), estdo de acordo
com outros pesquisadores (Silva & Beraquet, 1997; Dickson & Siragusa,
1994), que em média de 15 dias de estocagem, ndo observaram mais o

efeito do tratamento do acido.

Neste estudo, com 23 dias de armazenamento ocorreu um
aumento da carga microbiana psicrofilica da amostra tratada. Este
comportamento pode ser visualizado na Figura 3. Pode-se sugerir que o
aumento no numero de microrganismos viaveis na amostra submetida ao
tratamento, possa ser atribuida a processos tais como, competicdo ou
deplecdo de nutrientes entre microrganismos (ICMSF,1980). Segundo Silva
& Beraquet (1997), este aumento no nimero de microrganismo psicrofilicos
viaveis na carne submetida aos tratamentos pode ser atribuida a perda da

eficiéncia dos 4cidos utilizados na sanitiza¢éo.

A deterioracdo da carne mantida sob refrigeracdo e causada pelo
crescimento de bactérias capazes de crescer nesta temperatura, incluindo
agueles capazes de produzir limosidade superficial e alteracdes na cor
(Franco & Landgraf, 1999). Na microbiota deteriorante de carnes
refrigeradas predomina os psicrofilos, tais como os Pseudomonas spp.,
Acinetobacter e Psychrobacter immobilis. Dentre estas as Pseudomonas
normalmente, compreende mais do que 50% da microbiota deteriorante com
as seguintes espécies mais importantes Psedomonas fragi, Ps. lundensis e
Ps. fluorescens. Brochothrix termosphacta e Enterobacteriaceae psicrofilos
usualmente sdo formas de deterioracdo em menor propor¢ao (ICMSF,
1998).

Segundo Silva (1999) estudando o efeito da sanitizagdo da carne
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bovina com 4&cidos organicos, relatou que a contagem de bactérias
psicrofilas que indicam deterioracdo microbiana da carne bovina, é
estipulada entre 10° e 10°® UFC/cm?®.

No presente estudo a acdo na carne ovina do acido acético 1%,
para reducdo de bactérias mesodfilas foi verificado até os 23 dias de
estocagem desta. Enquanto que com relacdo a bactérias psicrofilas esta
reducdo foi observada somente até os 13 dias de armazenamento. Dai
observar-se que sob condicfes de refrigeracdo as bactérias mesdofilas néo
crescera e sim as psicrotréficas que tem capacidade de crescer a esta

temperatura e causara a deterioracéo nas carnes (ICMSF, 1998).

Na Tabela 4 encontram-se os resultados da contagem padrao em
placas de bolores e leveduras (logUFC/g) das amostras tratadas e néo

(controle) com &cido acético 1% e estocadas a 1°C por 48 dias.

A andlise de variancia desta contagem se encontram no Anexo
(Tabela A6) e indicam que nédo houve interagéo significativa (P>0,05) entre

tempo de maturacgéo e tratamento

Tabela 4 - Médias da contagem padrédo em placas de bolores e leveduras
(log10UFC/g), na carne de paleta ovina, submetida ou ndo ao
tratamento com acido acético 1% e armazenada a 1°C, por 48

dias.

As amostras tratadas com acidos apresentaram uma reducao em
bolores e leveduras (P> 0,05) de 0,5 ciclos logaritmico da microbiota em
relacdo as amostras ndo tratadas, independente do tempo de estocagem

(Tabela 1). O valor médio da contagem de bolores e leveduras das amostras
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tratadas foi sempre menor do que a néo tratada (Figura 4).

Figura 4 - Contagem padrdo em placa de bolores e leveduras (logUFC/qg),
na carne de paleta ovina, submetida ou ndo a tratamento com

acido acético 1% e armazenada a 1°C, por 48 dias.

Embora os bolores e leveduras sejam usualmente tolerantes aos
acidos existem alguns, que séo resistentes. A habilidade de crescimento dos
microrganismos a pH baixo depende da eficiéncia da célula para transportar
os acidos para fora da mesma, evitando deste modo a acidificacdo no
interior da célula. Para que este transporte se realize € necessario energia,
como por exemplo no caso do Sacchoromyces bocilii, requer uma
concentracdo suficiente de glicose. Desta forma as células com baixa
reserva de energia sdo mais sensiveis aos acidos organicos do que as

células com energia suficiente (ICMSF, 1980).

No presente estudo pode-se sugerir que o crescimento observado
para bolores e leveduras, se refere ao crescimento de leveduras, devido ao
fato dos bolores ser aerobicos estritos e as carnes serem acondicionadas

em embalagem a vacuo (Frazier & Westhoff, 1993).

Com relacdo ao tempo de maturacao, a contagem de bolores e
leveduras apresentou diferenca significativa (P< 0,05) entre os diferentes

dias de estocagem independente do tratamento aplicado (Tabela 4).

No dia 13, o valor médio da contagem de bolores e leveduras na

carne ovina foi menor (P< 0,05) do que nos dias 33 e 48 (Tabela 4).

Silva & Beraquet (1997) trabalhando com &cidos organicos na
sanitizacdo da carne bovina, observaram uma sensivel reducdo nos dias 7 e
9 na contagem de bolores e leveduras (IogUFC/cmz) nas amostras tratadas,

comportamento similar ao encontrado neste estudo no dia 13 (Figura 4) .
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Os resultados da pesquisa de coliformes totais (logNMP/g), na
carne da paleta ovina tratada e n&o tratada (controle) com acido acético 1%,
armazenada a 1°C por 48 dias, encontram-se na Tabela 5. A andlise de

variancia destes dados encontra-se no Anexo (Tabela A 7).
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Tabela 5 - Médias dos valores da pesquisa de coliformes totais (logNMP/g),
na carne da paleta ovina, submetida ou ndo ao tratamento com

acido acético 1% e armazenagem a 1°C, por 48 dias.

Para a andlise da pesquisa de coliforme total, observou-se
interacao significativa (P<0,05) entre o tratamento com acido acético 1% e o

tempo de maturacao (Tabela A7).

As amostras tratadas com &cido acético 1% apresentaram
contagens significativamente (P<0,05) menores que as nao tratadas no dia
3. Nos tempos 23,33 e 48 dias apesar do valor médio ser sempre inferior na

amostra tratada, ndo houve diferencas significativas (P>0,05) (Tabela 5).

A reducéo observada no dia 3 foi de 1 ciclo logaritmico, (Figura
5). Almeida, et al.,(1993), reportaram que a vida de prateleira da carcaca de
cordeiro pode ser estendida de uma para quatro semanas, quando tratada
com solucao diluida de acido acético antes da embalagem a vacuo e que a
reducdo do numero de bactérias aerdbicas e coliformes poderia ser de 1,3 e

2,0 ciclos logaritmicos, respectivamente.
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Figura 5 - Pesquisa de coliformes totais (logNMP/g), na carne de paleta
ovina, submetida ou ndo ao tratamento com acido acético 1% e

armazenada a 1°C, por 48 dias.

A acdo do acido acético, da temperatura de armazenagem e da
embalagem a vacuo, tem efeito sobre a microbiota da carne, assim
Frederick, et al., (1994), observaram o efeito do acido acético e da
temperatura sobre a microbiota da superficie da carne suina e verificaram
gue os coliformes totais na amostra tratada com acido acético era menor

gue no controle, independente da temperatura.

Nissen et al., (1996), estudando o efeito do vacuo, da atmosfera
modificada e da temperatura de estocagem, sobre a microbiota da carne
embalada, concluiram que o numero de coliformes totais era menor nas
amostras tratadas sem observar aumento destes microrganismos em

nenhuma condicdo de armazenamento.

Na amostra controle (n&o tratada com &cido acético) observou-se
uma reducdo na estimativa de coliformes totais no periodo de 13 a 48 dias
de estocagem, em relacdo ao 3° dia, embora tenham ocorrido variacdes

entre esses periodos.

Embora o grupo coliformes pertencam ao género de bactérias
que crescem a temperaturas de refrigeracdo e sejam aerdbicas ou
anaerobicas facultativas, a embalagem a vacuo e o armazenamento sob

refrigeracdo foram efetivos no seu controle.

Na pesquisa de coliformes fecais, os valores médios da carne de
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paleta ovina tratada com acido acético 1% ou nao (controle), submetido a

temperatura de 1°C por 48 dias, sdo apresentados na Tabela 6.

Os resultados da andlise de variancia destas contagens
encontram-se no Anexo (Tabela A8) e indicam que ndo houve interacéo

significativa (P>0,05) entre tempo de armazenamento e tratamento.
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Tabela 6 - Médias dos valores da pesquisa de coliformes fecais (logNMP/g),
na carne de paleta ovina, submetida ou ndo ao tratamento com

acido acético 1% e armazenada a 1°C, por 48 dias.

Foi verificada uma reducgéo significativa (P<0,05) nas amostras
tratadas com 4cido acético 1% em relacédo as amostras nao tratadas (Tabela
6) independente do tempo de maturacdo. O tratamento com acido também
apresentou menor média em relagdo a amostra ndo tratada, no tempo 3 e
nos demais tempos os valores meédios foram préoximos chegando a ser

iguais com 23 dias (Figura 6).
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Figura 6 - Pesquisa de coliformes fecais (logNMP/g), na carne da paleta
ovina, submetida ou nao tratamento com acido acético 1% e

armazenada a 1°C, por 48 dias.

Fu, et al., (1994), encontraram uma contagem menor do que 2
ciclos logaritmicos para coliformes fecais, trabalhando com carne suina,
tratada com acidos acético, citrico e lactico, embalada a vacuo e
armazenada a 0-2°C por 42 dias e verificaram ainda que somente o acido
acético se mostrou eficiente inibindo os coliformes fecais no dia zero de
estocagem. Entretanto Podolak, et al.,(1995) observaram o efeito da
sanitizacdo com acidos fumaricos, aceéticos e lactico da carne bovina
inoculada com E.coli O157:H7, embalada a vacuo e armazenada a 4°C por
14 dias, observaram que embora todos os &acidos exibissem atividade
antimicrobiana, o acido fumarico era o mais eficiente e teve maior efeito

residual.

Kotula & Thelappurate (1994), estudando o efeito do tratamento
de 0,6 e 1,2% de acido acético, em corte de carne bovina, embalada a
vacuo, armazenada a 1°C, experimentalmente contaminada com E.coli,
verificaram que a acado inibitéria aumenta com a concentracdo do acido

aceético.

Puga, et al., (1999), avaliando o efeito do amaciamento da carne
bovina embalada a vacuo, observaram que o numero de coliformes fecais
variam de 4,00 UFC/g e <3,0 UFC/g para amostras submetidas a maturacao

por 9 e 14 dias, respectivamente.

Todavia Dickson & Siragusa (1994), estudando o efeito do acido
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lactico e acético na sanitizacdo da carne bovina, inoculada com Salmonella
typhimurium, Eschirichia coli O157:H7 e Listeria monocytogenes, verificaram
0o aumento na reducdo dos microrganismos e foi atribuido ao efeito

combinado do acido e condi¢des de estocagem.

Na contagem de bactérias sulfito-redutoras nao foi evidenciado
crescimento em todas as amostras, independente do tratamento com acido

e dos tempos de maturagéo.

Na pesquisa de Salmonella, obteve-se resultados positivos
(Tabela 7) nos dias 3, 13 e 23 de armazenamento, tanto para as amostras

tratadas ou ndo com acido acético 1%.
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Tabela 7 — Pesquisa de Salmonella na carne de paleta ovina, submetida ou
nao a tratamento com acido acético 1% e armazenada a 1°C por
48 dias.

Pode-se sugerir que a auséncia de Salmonella (Figura 7)
observada aos 33 e 48 dias de estocagem, possa ser devido ao fato desta
bactéria ndo competir bem com E.coli, bactérias deteriorativas e &acido-
lactico (Pinto, 2000).

Frederick, et al., (1994), observaram que o genéro Salmonella
ndo era completamente eliminado da carne suina, quando as amostras
eram tratadas com acido acético. Entretanto Dickson (1992), trabalhando
com carne bovina magra e gorda, artificialmente contaminada com
Salmonella typhimurium e posteriormente sanitizada com acido acético 2%,
observou que a reducéo da populacao bacteriana nas amostras tratadas se

devia ao efeito deste acido independente da populacao inicial de células.

Podalak et al., (1995), estudando o efeito do tratamento com 1%
de aciod fumarico e 1% de &acido acético na reducdo de Salmonella
typhimurium inoculada experimentalmente, em carne bovina, embalada a
vacuo e acondicionada a 4°C por 14 dias, observaram que depois de 14 dias
de estocagem, a reducdo da populacdo de Salmonella typhimurium era

maior do que 7 dias, para ambos o0s acidos.

Figura 7- Pesquisa de Salmonela na carne de paleta ovina, submetida ou
nao a tratamento com acido acético 1% e armazenada a 1°C, por
48 dias.

A faixa do valor médio do pH da carne encontrado neste estudo
foi de 6,05 a 6,47 (Tabela 8). Pinto (2000) reporta que Salmonellas crescem
numa faixa de pH de 4,5 a 9,0, tendo um pH 6timo de 6,5 a 7,5.
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Os valores médios da analise do pH, da carne da paleta ovina,
submetidas ou ndo a tratamento com acido acético 1%, armazenada 1°C

por 48 dias, encontram-se Tabela 8.

A analise de variancia destes dados sdo mostrados no Anexo
(Tabela A9), ndo tendo sido observada interacdo tratamento e tempo de

maturacao.

Tabela 8 - Médias dos valores de pH na carne da paleta ovina, submetida
ou ndo ao tratamento com acido acético 1% e armazenagem a
1°C, por 48 dias.

N&o foi observada diferenca significativa (P> 0,05) no valor médio
de pH das amostras tratadas e ndo tratadas, independente do tempo de
maturacdo. Segundo Silva & Beraquet (1997) o efeito tamponante da
proteina muscular tende a neutralizar os acidos e ressalta ainda que durante
armazenamento prolongado, reacdes autoliticas ocasionam a formacgéo de
compostos basicos que aumentam o pH e também a acao proteolitica das

bactérias deterioradoras provocam mesmo efeito.

Os valores de pH encontrados neste trabalho tiveram pouca
variacdo quando comparados as amostras com ou sem tratamento com
acidos (Figura 8). Contudo a analise estatistica (Anexo Tabela A9) indicou
valores de pH significativamente (P< 0,05) maiores nos tempos 13 e 48 e
em relacdo aos tempos 3, 23 e 33 de armazenamento das carnes (Tabela
8).
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Figura 8 - Médias dos valores de pH, na carne de paleta ovina, submetida
ou nao a tratamento com acido acético 1% e armazenada a
1°C,por 48 dias.

Silva & Beraquet (1998b), reportaram que o acido acético provoca
uma pequena e temporaria reducédo no pH da carne, o que é considerado

importante na sua atividade antimicrobiana, relatada por varios autores.

Segundo ICMSF (1998), reporta que a carne ovina e suina,
embalada a vacuo pode ter um pH maior quando comparada com a carne
bovina embalada a vacuo. Ressalta ainda que o liquido proveniente da
carne acumulado em carne de ovina embalada a vacuo tem um pH acima
de 6.0.

Silva & Beraquet (1997), estudando o efeito da sanitizagdo com
acido organico, na reducdo da contaminacdo inicial de carne bovina,
observaram que imediatamente apds a aspersdo das solucdes, o pH
superficial dos musculos foi reduzido significativamente, situando-se na faixa
de 4,0 a 4,2; contudo apdés um dia de armazenagem, ja ndo se observou
diferenca significativa (P> 0,05) nos valores de pH da superficie dos
muasculos submetidos aos tratamentos e de controle. Silva (1999a)
trabalhando com sanitizacdo de carne bovina com mistura de acidos
organicos, verificou que os valores de pH foram baixos logo depois dos
tratamentos, e atingiram valores maiores praticamente constantes e iguais
aos observados no controle, até o 9° dia de armazenamento. No 10° dia, os
valores de pH foram um pouco mais elevados, em todos os musculos, mas

sem apresentarem diferencas significativas (P>0,05).
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Milani et al., (1996), trabalhando com filme comestivel e acido
aceético 2% na conservagdo de carcaca de frango resfriado, verificaram que
quando o acido acético foi usado isoladamente o efeito antimicrobiano néo
foi pronunciado, e isto pode ser explicado pelo pH da carne, que apés o 9°

dia de armazenamento estava superior a 5,8.



6. CONCLUSOES

O abate de animais ovinos realizados de acordo com o
Regulamento de Inspecdo Sanitaria de Produtos de Origem Animal permite

obter carcacas com niveis aceitaveis de microrganismos na superficie.

O tratamento de &cido acético 1%, combinado com o efeito do
vacuo e da temperatura de armazenamento tem os seguintes efeitos sobre

a microbiota da carne ovina:

* Ocorre um controle do crescimento de bactérias mesoéfilas e

psicrofilas até os 23 e 13 dias de maturacao, respectivamente.

« Mantém o controle do crescimento de coliforme totais e fecais

durante os 48 dias de maturacao.

* Manter baixa a contegem de bolores e leveduras por 23 dias.

As condi¢cdes de maturacdo da carne empregadas nesse estudo

inibem o crescimento de Salmonella apds 33 dias de armazenamento.

O tratamento com &cido acético 1% e as condigcbes de

armazenamento usadas ndo afetam o pH da carne.

75
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