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RESUMO

Com o objetivo de estudar a influéncia do tipo de embalagem
a vacuo e da adi¢3o de monoglicerideo acetilado - “"Dermatex Food
Grade” (DFG),2% p/p,sobre a microbiota deterioradora e patogénica,
foram wutilizadas B84 por¢clOes de cerca de 900 g de contrafilé
(Longissimus dorsi (pH ¢ 5,8) . As por¢Bes foram embaladas a vacuo
(27 polHg) em filmes coestrusados “Barrier Bag"” (Taxa de per-
meabilidade ao Oxigénio - TPOp= 7,3 ml/m2/dia/1 atm/75% U.R.) e
“"Bag Vac"” (TPOp= 10,4 ml/mS/dia/1 atm/75% U.R.), de acordo com os
seguintes tratamentos: A= "Barrier Bag"; B= "Barrier Bag" mais
24 DFG; C= "Bag Vac"; D= "Bag Vac" mais 2% DFG As amostras foram
armazenadas a @ - 29C, por um periodo de 6@ dias.

As contagens microbioldgicas foram realizadas mediante amos-
tragem superficial,a cada 12 dias ate o 362 dia e a cada B dias
até o fim do experimento utilizando 25 cmf de drea por amostra,
sendo trés amostras por tratamento/periodo.

Em wuma primeira etapa foi quantificada a microbiota dete-
rioradora, em cada periodo, incluindo aerdbios mesdfilos, anaerd-
bios,psicrotfdficos, bactérias laticas, Brochothrix thermosphacta
e bolores e leveduras. A microbiota psicrotrdfica foi isolada e
identificada. Paralelamente foram avaliados perda de peso,pH,re-
generacdo de cor e odor.

Em uma segunda etapa (utilizando os mesmos numero e acondi-
cionamento das porg¢oes indicédos acima),a microbiota patogénica

foi quantificada (Enterobactérias, Clostridium perfringens, Coli-



formes totais e fecais Staphylococcus aureus e Yersinia entero-
colitica). Salmonella, foi pesquisada em 25 g de amostra.

0 contrafilé apresentou uma carga microbiana inicial bai-
xa, de 2,53 (log UFC/cm®), de bactérias anerdbias meséfilas.

N3o se detectou diferenca significativa (p)0,05) entre os
tratamentos, por periodo, nas médias de contagens da microbiota

deterioradora. O0Os aerdbios mesofilos, psicrotrdficos e bactérias

laticas apresentaram um “lag"” inicial em torno de 12 dias.Entre
12 e 24 dias foi observado o maior aumento da populac¢cl3o, sendo
que a partir desse periodo houve uma tendéncia a estabilizagc3o.A
mixima contagem observada foi de 6.92(log UFC/cmZ) para bactérias
laticas no 522 dia de estocagem.

Entre @ e 24 dias de armazenamento a contagem de Brochothrix
thermosphacta aumentou com subsequente decréscimo durante a es-
tocagem. Este decréscimo coincide com o aumento de bactérias la-
ticas. A populaciao de bolores e leveduras nio sofreu alteragiao
durante o experimento.

As Pseudomonas (33,3%) foram dominantes entre a microbiota
psicrotrdfica, no inicio da estocagem. Apds 12 dias os Lactoba-
cillus se tornaram dominantes (58,3%X),aumentando para 100 % aos
24 dias de estocagem.

Houve auséncia de Salmonella em todas as amostras e as con-
tagens de Clostridium perfringens observadas durante a estocagem
ndo foram expressivas. S. aureus aumentou de 0.7 10gUFC/cm® ini-

cialmente até 1,76 log UFC/cm€ aos 24 dias, porém apds este pe-

riodo este nio foi1 detectado.



SUMMARY

With the aim to study the influence of the type of vacuum
package and the addition of 2% (w/w) acetylated monogliceride
("Dermatex Food Grade"DFG), B4 striploin cuts( Longissimus dorsi
(pHC 5,8)0fF average weight of 900 g were used.These cuts were
vacuum packaged (27 in Hg) in commercially coextruded films
“Barrier Bag" (Oxigen Transmition Rate-0TR= 7.3
mL/m2/day/1atm,75% RH) and "“Bag Vac" (OTR=10.4 mL/m2/day/iatm, 75%
RH) . Treatments were as follow: A:"Barrier Bag";B: “Barrier Bag"
plus 2% DFG; C:"Bag Vac"; D:"Bag Vac" plus 2% DFG. Samples were
refrigerated ( @ - 22C) and stored for 40 days.

Surface sampling for the counts was performed every 12 days
until the 36th day and every 8 days therafter, using a 25 cm@
area per sample,3 samples per treatment/period.

In the first trial, the spoilage flora was quantified for
each period including aerobic mesophilic, anaerobic,
psicrothrophic, Brochothrix thermosphacta and yeasts and molds.
Psicrothrophic flora was isolated and identified. Weight losses,
PH, color regeneration and odor were also determinated.

In the second trial( using the same number of samples and
conditioning as stated before), the pathogenic flora was
quantified (Clostridium perfrigens, total and fecal <coliforms
Staphylococcus aureus and Yersinia enterocolitica).The analysis

of Salmonella was carried out in portions of 25 g.
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The raw muscle has an initial 1oad of approximately 2,53
log CFU/cm@ of aerobic mesophilic.No difference (P)2.05) was
detected among treatments by period, on the mean counts of
spoilage bacteria. Aerobic mesophilic, psicropthrophic and lactic
bacteria showed an inicial lag of about 12 days. Between 12 and
24 days, the greatest population increse was observed for these
aorganisms . After this period the population showed a tendency to
stabilize. The highest count obtained was 6.92 log CFU/cmZ, for
lactic bacteria on the 52nd. day of storage.

Between =zero and 24 days B. thermosphacta increased , with
subsequent decrease with ~ storage,which was coincident to the
raise of the lactic populations. The population of yeast and
mold did not alter during the experiment .

Pseudomonas (33,3%)! were dominant among the psicrothrophic
microflora at the beggining of storage. After tuwelve days
Lactobacillus became dominant (58.3%) ,rising to 100% on the 24th.
day .

Salmonella was absent in all samples and C. perfrigens
counts were not expressive during storage. §. aureus increased

from ©,7 log CFU/cm€ to 1,76 log CFU/cm? on the 24th. day, but
it was not detected after this period

Among the isolated Enterobacteriaceae, Serratia spp was
dominant in all periods, except on the 12th. day, when
Enterobacter spp was dominant.

In all periods and treatments Y.enterocolitica was not

detected, but Y. kristensenii and Y. intermedia wevre identified.
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Weight losses increased with the storage time. No difference
(p 20.05) was observed among treaments,however numerical values
of weight losses were lower in those treatments using DFG.

A slight pH decrease was observed during all storage time,
and it was markedly lower between 12 and 24 days of sotorage.

No difference (p )0.05) was observed on the average values
for color bloom, among treatments within storage period.

After 44 days of storage off odors were detected (butiric and

acetic odours), which limited shelf 1ife.
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1. INTRODUCZXO

A carne fresca € considerada muito perecivel por ser um
meio rico em elementos nutritivos necessarios para o crescimento
microbiano . Durante o processo de abate € quase inevitavel a pre-
senca de contaminantes provenientes principalmente do couro e
visceras, que podem atingir a carcaca.(NEWTON et alli, 1978) En-
tre o abate e a comercializac3o, a carne € armazenada em tempera-
turas de refrigeracio por um periodo ,para que ocorram transfor-
macoes fisico-quimicas 'post-mortem” no musculo,originando o apa-
recimento de caracteristicas organolépticas desejavels, erinci-
palmente maciez . (ASGHAR & YEATES, 1978)

Ha dois tipos de alteracdao que podem ocorrer durante o
armazenamento de carnes refrigevadas:

- altera¢3o da cor devido & transforma¢3o da mioglobina em con-
tato com o ar;

- alterac3o de origem microbiana. que leva a putrefa¢3ao eventual-
mente associada a uma multiplicac3o de microrganismos patogeni-
ctos (ROSSET.1978) .

& manipulacdo da carne durante a desossa e a posterior
embalagem dos cortes podem aumentar a contaminac3o, afetando a
qualidade final do produto, principalmente daqueles estocados
por algumas semanas em emba]agens pldsticas sob refrigeracio.

Eate periodo de tempo n3o provoca uma dearadacao da car-

ne.desde que se observe algumas normas de higiene ( para se obter



uma contagem inicial baixa ), conjuntamente a utilizac3o de em-
balagens adequadas e armazenamento a baixas temperaturas (-1 a
32C) (ROSSET, 1978).

Sendo um alimento altamente perecivel, o aumento da vi-
da de prateleira tem sido o objetivo primordial e uma das maiores
ereocupacles da inddstria de carnes.

A escolha do material de embalagem ira influir né manu-—
tencdo da wumidade, em nivel desejavel, e na disponibilidade de
oxigénio,a fim de retardar as reacSes microbianas e enzimaticas.
Assim, a embalagem se torna um fator preponderante em relac3o 3
vida de prateleira da carne vrefrigerada.(RIZVI, 1981)

Basicamente s30 utilizados trés tipos de embalagens pa-

ra carne refrigerada acondicionada em filmes flexiveils:

1. Embalagens com filmes impermedveis ao vapor de dgua e permea-
veis a yases (0p e COp). A atmosfera interna possui uma towmposi-
¢ao muito proxima a da atmosfera ambiental;

2. Embalagens com filmes totalmente impermeadveis (gases e vapor
de dgua). 0 acondicionamento pode ser feito sob pressio atmosfe-
vica normal ou sob pressdao reduzida (embalagem a vacuo). A compo-
si¢3o da atmésfera se modifica durante a estocagem; ha diminuicio
de Op e aumento de COp ,devido a respirac3o celular e microbiana
Este sistema cria um ambiente anaerdbio/microaerofilo:

3. Embalagens com filmes totalmente impermedveis e injec3o de uma
mistura gasosa., Op e COp essencialmente de composic3o conhecida

(embalagem com atmosfera modificada) (ROSSET, 1978)

-
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Dentre o0s varios tipos de acondicionamento para cortes
de carne refrigerada, a embalagem a vacuo tem sido amplamente
utili?ada' no comércio de carnes quando o objetivo & extender a
vida de prateleira por uma ou mais semanas.

A wvida de prateleira da carne refrigerada, em embala-
gens permedveis a yases, © de 2 a 4 dias(DéUN & GILBERT, 1979,
enguanto que a utilizac3o de embalagem a vacuo, pode prolon-
gar a vida de prateleira por ate 8 semanas. (ROSSET,1978). Além
desta vantagem, ha a reducdo da perda de peso, devido a prevencio
da evaporacdo e perda por recortes; a preservaciao da cor da carne
( mioglobina reduzida devido a eliminac3o0 de oxigénio); a promo-

¢tao de um ambiente ideal para a matura¢3o da carne, e a melhoria

no controle higienico (BREIDENSTEIN, 1982).

Existem alguns compostos que, aliados a tecnologia de
embalagem a vacuo, podem contribuir para a diminui¢3o0 da perda
delpeso por exudac¢c3o da carne e da carga microbiana contaminan-
te, com consequente aumento da vida de prateleira da carne fres-
ca Entre eles, s3o citados os monoglicerideos acetilados. (LIEBICH

et alli,1986)

3



Ate o momento nSo existem, no Brasil. pesquisas a rec-
peito do efeito da embalagem a vdcuo da carne bovina, associada a
aditivos em relac3o ao desenvolvimento da microbiota deteriora-
dora e patogénica , durantg um periodo de armazenamento sob re-
frigeracio.

Levando-se em consideracao a importincia da comercializac3o
desle produto no mercado interno e externo, faz-se necessdrio
realizar  um  estudo mais aprofundado do tema, com o enfoque na
quantificacdao e identificac3o desta microbiota, a fim de se com-
parar o desempenho de dois tipos de embalagem a vacuo e utiliza-
cao de monoglicerideo acetilado, nas condicBes nacionais de Pro-

tessament o



2. OBJETIVOS

Estudar o efeito das embalagens a vacuo "BARRIER BAG" e
"BAG VAC" conjuntamente ao uso de monoglicerideo acetilado (DER-
MATEX FOOD GRADE , DFG) sobre a microbiota deterioradora e pato-
aénica e também sobre algumas alteracBes fisico-aquimicas do con-
trafilé (misculo Longissimus dorsi) armazenado sob refrigeracio

(@ a 22C), por um periodo de zero a sessenta dias.



3 . REVISX0 BIBLIOGRAFICA
3.1.MICROBIOLOGIA DA CARNE

A populacdo microbiana da carne fresca & uma mistura di-
versa de microrganismos mes6filos e psicrotréficos.Estes s30 pro-
venientes do couro e das visceras do animal. sendo 0s erincipais
contribuintes para a contaminac30 da carne durante as etapas do
abate Apds o abate a carga microbiana pode estar entre 102 o 104
UFC/cm® (TAYLOR,1985). Esta microbiota & constituida principal-
mente de microrganismos deterioradores e patog@nicos. Durante o
processno de abate ha um aumento no nuimero dos microrganismos
psicrotroficos (NEWTON et alii,1978) Futes se multiplicam a bai-
xas temperaturas e s3o responsdveis pela deteriorac3o da carne
refrigerada em condicOes aerdbias. Entre eles estio predominante-
mente os aéneros Pseudomonas,Acinetobacter.Alcaligenes e Achromo-
bacter (PARISI & GIACOMI, 1983;RO0SSET,1978) e corineiformes pro-
dutores de tidis (PARISI & GIACOMI, 1983).

Segundo BROWNLIE (1966); CANTONI et alii (1983) e PIERSON
et alii(197@) as Pseudomonas., por apresentarem a caracteristica
de crescimento rapido, tornam-se predominantes dentre a populac3o
deterioradora da carne rvefrigerada em condi¢Oes aerdbias.

Estes microrganismos deterioram a carne em 10 dias a 02C
ou 5 dias a 52C (TAYLOR, 1985).Quando a contagem de Pseudomonas
atinge 109 UFC/cm®, a carne apresenta odores putrefativos, resul-

tante do ataque aos aminodcidos presentes (NEWTON & RIGG, 1979)
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Este ataque comeca quando a glicose na carne ndo € mais suficien-
te para as necessidades da microbiota (BILL ,1983)

Os processos pelos quais @ carne desenvolve qualidades
inaceité&eis Para os consumidores est3o relacionados com fato-
res intrinsecos e extrinsecos, ligados as suas préprias caracte-
risticas ,& microbiota deterioradora e temperatura de armazena-
mento. Estes fatores influenciam decisivamente a vida de> pPrate-
teira. (DELAZARI 1981) Assim, sob condicBes normais de estocagem
e refrigerac3o, a superficie da carne exposta ao ar possibilita o
aumento da deteriorac3o microbiana, afetando sua vida de prate-
leira (CHRISTOPHER et alli, 198@) Outro fator que influencia na
vida de prateleira da carne & a carga microbiana inicial

0 efeito do oxigénio do ar sobre as alteracdes micro-
biologicas e moditicacBes Quimicas da carne refrigerada tem sido
intensamente estudado (CHISTOPHER et alii, 1980; GRAU, 1978; HAN-
NA, 1976,JAYE et alii, 1962;LEE et alii, 1981;PIERSON et alii,
197@; SHERIDAN & SHERINGTON, 1982;SIMMARD et alli, 1985;TAYLOR,
1985)

0 acondicionamento a vacuo Ou sob atmosfera modificada
ndo s60 reduz a proliferacio da microbiota, mas também opromove
uma se]ecﬁé de microrganismos presentes, devido & reducao do
teor de oxigénio no interior da embalagem, pelo consumo de Op
através da respirac3o tecidual e Producdo de COp, que se acumula
no interior da embalagem. (ROTH & CLARK .197é). Cria-se, assim,
condicdes anaerdbias que suprimem o Crescimento de bacteérias de-
terioradoras e seleciona o trescimento de bactérias laticas

(ROSSET, 1978;PIERSON et alii, 1970)



De acordo com DIXON & KELL (1989) ¢ DANTELS(1985) ,um
dos efeitos do COp € eprolongar fase de adaptacSo ("lag") e au-
mentar o tempo de gerac3o dos microrganismos deterioradores . Além
disso, as espécies Gram positivas 55Q mais resistentes que as
Gram negativas aos efeitos do COp (DIXON & KELL,1989) As hipote-
ses deste efeito sdo de que o COp se solubilize na fase liquida
do tecido, (HOTCHKISS, 1988) na forma de dcido carbénico (HpCO3)
inibindo a atividade microbiana (FINNE, 1982) ou que o CO0p promo-
va, na célula, efeitos negativos na fisiologia dos microrganismos
(TAN & GILL, 1982).GOLDWIN (1945) apud DANIELS (1985) afirmou que
0 aumento de inibicao de crebcimento de microrganismos a baixas
temperaturas estava correlacionado com o aumento da solubilidade
do gas carbbnico na fase liaquida.ROTH & CLARK (1972) sugevriram
que o COp pode ter um efeito controlador,inibindo de uma maneira
drastica o crescimento de acromobactérias e Pseudomonas, n3o poe-
suindo efeito no crescimento de lactobacilos.

Ao contrdrio da embalagem com filmes permedveis a gases,a
carne embalada a vdacuo pode apresentar uma contagem total de mi-
crorganismos na ordem de 107 UFC/cm® , apds S5 semanas a 19C, sem
aue o observem sinalis de alterac3o, como o aparecimento de odo-
res  pudtridos (GILL & NEWTON, 1980;NEWTON& RIGG, 1979; ROSSET,
1978)

A eredomindncia de bactérias ldticas foi ob-
servada em carne embalada a vacuo, apds 8 dias de estocagem sob
refrigerac3o (JAYE et alli, 1962; PIERSON et alli,1970; SEIDMAN

et alli, 1974&)



ORDAL (1962) apud (SEIDMAN & DURLAND, 1983 ) demostrou
que as bactérias ldticas representam uma pequena porc3o da conta-
gem inicial e que, apds .6 a B8 dias de armazenamento, apresentam-
e Como 56% da populagﬁo microbiana da carne refrigerada embalada
a vacuo

SEIDMAN et alii (1976c) estudando carne bovina embalada
a wvacuo drmazenadé sob refrigeracao (1 a 39C), durante 35 dias.

encontraram um aumento pronunciado na contagem total de aerdbios
no periodo compreendido entre 14 ¢ 21 dias de estocagem , compa-
rado aos outros dias.Apds 28 dias de estocagem a populac3o bacte-
riana pgicrotréfica consistia em sua maioria de Lactobacillus
(numa faixa de 85,7 a 99,4% da contagem total), enquanto que
Pseudomonas (@ a B8,6%) e Enterobacteriaceae (@ a 12%) representa-
vam apenas uma pequena porcentagem dessa microbiota. ZAMORA &
ZARITSKI, (1985) trabalhando com carne bovina embalada a vicuo
armazenada a 09C encontraram uma porcentagem de Lactobacillus spp
d> 91,1% , quando a contagem total atingiu 107UFC/cm€.

Varios wmicrorganismos foram identificados em contrafilé
embalado a vacuo apds 35 dias de estocagem sob refrigerac3o. En-~
tre @ ¢ 7 dias houve a predominancia de Moraxella-Acinetobacter e
Corsnebacterium; entre 21 e 28 dias houve o predominio comeleto
de Lactobacillus. Encontraram-se algumas Enterobacteriaceae que,
no entanto. representavam uma pequena propor¢ao da populac3o to-
tal As espeécies de enterobactérias presentes foram Enterobacter
liquefaciens, E. herbicola, E. aerogenes, Escherichia coli e Yer-

sinia enterocolitica (SEIDMAN et alli, 1976c) .



De acordo com BRAU (1978), ha diferencas na populaclo
de  microrganismos Gram negal ivos, durante o periodo de estocagem
da carne fresca embalada a vacuo. Nas primeiras 4 semanas, 0S mi-—
croganismos s30 do tipo oxidativo: Pseudomonas, Acinetobacter,Mo-
raxella Nas 7 semanas seguintes, quase a metade dos microrganis-
mos 3o Enterobacteriaceae fermentativas e, no final da eslocagem
(17 semanss), & maioria e Enterobacteriaceae, principalménte En-
terobacter .

KENNEDY Jr. et alii(1982) identificaram as seguintes es-—
peries predominantes, entre as Enterobacteriaceae, em carne fres-
ca embalada a vacuo: Erwinia herbicola, Citrobacter sp e Yersinia
enterocolitica, num periodo de estocagem de 14 a 21 dias, sob re-
frigeracao (@ a 1°9C) .

Em relacdao a enterobactérias. alguns pesquisadores ob-
servaram que, a presenca dessas ocorre em numero significativa-
mente maior em carne maturada em embalagem a vacuo do que em car-
ne maturada convencionalmente (NEWSOME et alli, 1984). Essas bac-
térias, além de causarem deteriora¢io, podem provocar danos a
saude, uma ver que algumas espécies s30 patovgénicas (HANNA et al-
1i 1974) SEIDMAN & DURLAND, (1983) concluiram que abuso de tem-
veratura da carne embalada a vacuo ¢ um fator importante que de-
ve ser controlado, uma vez que as condicOes anaerodbias criadas
epela embélagem, crombinadas ao o abuso de temperatura, epodem pro-
mover um ambiente favoradavel ao crescimento de bactérias patogéni-

(as

HANNA et alii (1974); SEELYE & YEARBURY (1976) isolaram

Yersinia enterocolitica de carne embalada a vacuo, armacenada
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snob  refrigeracdo e a deteccd3o desta foi verificada apds 4 dias
de armazenamento. Y. enterocolitica € um bastonete Gram negativo
anaercobio facultativo. Encontra-se no ambiente e, do ponto de
vista de saide piblica, uma de suas caracteristicas mais impor-
tantes é a capacidade de crescimento sob baixas temperaturas .Eg-
te microrganismo pode causar gastroenterite, linfadenite e ilei-
te( VANDERZANT et alli, 1980; SWANINATHAN et alli, 1982)  Segun-
do SEELEY & YEARBURY (1979),0 pH maior que & favorece o cresci-
mento de Y. enterocolitica.

HOLLAND (1977) apud (SEIDMAN & DURALAND , 1983) relatou
aue, apesar de algumas bacteérias potenciaImenfe toxigénicas como
Staphylococcus aureus ¢ Clostridium perfringens n3o apresentarem
problema devido a sua inibic30 de crescimento sob temperaturas de
refrigeracdo, estes dois microrganismos epodem sobreviver por até
6 semanas a 9-22C, em carne embalada a vdcuo.

SEIDMAN et alii(1976a) estudaram dois sistemas de emba-
ldagem de carne refrigerada, armazenada por 35 dias .Trabalharam
com trés niveis de vacuo, que forneciam 25,8 polHg (alto vacuo),
16.6 polHg (vacuo intermediario) e 11,2 polHg (baixo vacuo) 0Ob-
servaram gque a contagem total de anaerodbios no periodo entre @ e
35 dias de estocagem sob refrigera¢8o ( 1 a 32C), n3o apresentou
diferenca significativa entre os varios niveis de vdcuo, porém a
contagem entre 21 e 35 dias apresentou uma tendéncia a ser me-
nor nos cortes embalados sob alto vacuo do que nos de vdcuos bai-
x0 ¢ intermediario. E sugeriram que as baixas contagens micro-
bianas encontradas nos periodos entre 7 € 14 dias de armazenamen-

o poderiam ser devidas ao processo de imers3o das embalagens em

it



dgua  quente, fato que poderia destrulir e/ou causar 1njdrias su-
bletais aos microrganismos da superficie da carne embalada a va-
cuo

Além de bactérias ldaticas. alguns trabalhos citam a pre-
sencta de enterobactérias psicrotrdficas (GRAU, 1978; KENNEDY Jr
et alli, 1982;SEIDMAN et alii, 1976 ) e Brochothrix thermosphacta
(CANTONI et alli, 1983; CANTONI et alli, 1989; GARDNER, 1966;
GRAU, 1978; PIERSON et alli, 1970; TAYLOR, 1985) em carne vrefri-
gerada embalada a vdcuo. Este dl1timo microrganismo se apresenta
como um cocobacilo éram positivo, imovel,ndo esporulado, ewicro-
trdfico, anaerdbio facultativo, catalase positivo, com metabolis-
mo  fermentativo, apresentando pleomorfismo em culturas puras de
agar nulriente. Possui também baixa resistéﬁcia termica (DS0=2.,5
min )(DAVIDSON, 196B). Seu habitat natural ¢ a dgua,mas se adap-
ta secundariamente ao couro., tornando-se um contaminante em po-
tencial da carcaca. (SWANSON, 1982)

ROTH & CLARK (1975) demontraram aue a presenca de lacto-
bacilos 1nibia o crescimento de B. thermosphacta em carne embala-
da a vdcuo armazenada sob refrigerac3o, sugerindo aue esta inibi-
¢do poderia ser causada por uma substd@ncia produzida pelos Lacto-
bacillus e ndo por competic3o por espaco ou nutrientes.De acordo
com DAESCHEL (1989) as bactérias dcido ldaticas s30 capares de
produzir substdncias inibidoras. além do dcido acético e latico,
tais como perdxido de hidrogénio, diacetil,bacterocinas e hipo-
tiocianato. que s3o antagonistas de microrganismos. NEWTON & GILL
(1978) afirmaram que o crescimento de Lactobacillus n3o é inibido

por altas contagens de outras espécies, talvez devido a baixa



afinidade de Lactobacillus pela glicose pois Lactobacillus ata-
cam a arginina, que nao ¢ utilizada por outras espécies.Com isso
ha o favorecimento do crescimento deste microganismo em altas
densidades, similares aquelas conseguidas sem espécies competido-
ras., assegurando o dominio de Lactobacillus na carne armazenada
anaerobicamente sob refrigeracio NEWTON & RIGG (1979) verificaram
aue, com o sumento da permeabilidade do filme, B. thermosphacta
Ppassa a oxidar o glutamato,se tornando um competidor com os Lac-
tobacillus

Dentre as modificacles de odor aque podem ocorrver., na
carne embalada a vdacuo uma leva ao aparecimento de odor a quei-
Jo, aue € devido a flora Gram positiva fermentativa (CANTONI et
alli, 1989; GRAU, 1978). NEWTON & RIGG (1979) demonstraram que
B. thermosphacta ¢é o responsdavel pelo aparecimento deste aro-
ma CANTONI et alli (1989) citam que apenas parte do acido n-buti-
rico ¢ acético produzido € devido a ac3o de bactérias como B.
thermosphacta e Serratia liquefaciens.

A temperatura é um fator importante no aparecimento de
ndores estranhos. GRIFFIN et alii (1982) trabalhando com contra-
filé embalado a vacuo ¢ utilizando filmes de média e alta bar-
reira nas temperaturas de 22 C e 72 C, por diferentes periodos,
encontraram menor incidéncia de odores estranhos em embalagens de
média e alta barreira estocadas a 22C do que a 72C. Observaram
que  quanto malor o tempo de armazenamento do corte primario e
subsequente acondicionamentovdo corte secunddrio maior a inciden-—
t1a de odores estranhos, concluindo aue os cortes secunddrios a

serem embhalados a vdcuo devem ser obtidos de pecas que n3o foram

—
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estocadas por periodos superiores a 10 dias pds abate. Relatam
também que odores estranhos diminuiam apos 15 minutos da abertu-
ra da embalagem para a reavaliac3o. Os cortes com mais de 10
dias de armazenamento apresentaram tendéncia a maior incidéncia
de odores desagraddveis, n3o aceitos pelo consumidor .

Em relacdo ao pH final da carne, um fator importante na
manutencdo da qualidade quando embalada a vidcuo, € que este n3o
*ej)a malor do que 6,0, 0 que caracteriza uma carne DFD (“"dark,
firm and dry"”, escura, firme e seca) (DELAZARI, 1984; GREER,
1988; NEWTON & GILL, 1980). As carnes DFD quando embaladas a vd-
cuo se  tornam mals suscetiveis a deteriorac3o (GILL & NEWTON
1979) .

CAMPBELL et alli (1979) afirmaram aque B.thermosphacta
ndo cresce em condi¢bes anaerdbias se o pH da carne for menor ou
igual a 5,8

Uma das alteracdes que podem ocorrer em carnes com pH
maior que 6,0 embaladas a vdcuo é o esverdeamento, devido & pro-
ducdo de sulfomioglobina. Geralmente, esta alteraclo € causada
por bactérias aue podem se desenvolver sob baixas tensSes de Op
(Pseudomonas mephitica e Alteromonas putrefaciens) (NICOL et al-
i, 1970, SEELYE & YEARBURY, 1974; SEIDMAN & DURLAND, 1983). Es-
tas bactérias s8o produtoras de HpS a partir de aminodcidos sul-
furados da carne (NICOL et alli, 1970). Quando a carne & exposta
a0 ar, a sulfomioglobina sera oxigenada a oxisulfomioglobina que
POssul cor vermelha, pPorém a carne aprew-enta um odor modificado,
caracteristico de ovo podre (SEIDMAN & DURLAND, 1983). Para evi-

tar esta alteracdo ., n3u se deve utilizar carnes que possuam um



pH final elevado (acima de 6,0), GILL & NEWTON, 1979; TAYLOR,
1985; NICOL et alli, 197@0) CANTONI et alli (1989) citam o apa-
recimento de odor sulfidrico em carne embalada a vacuo e armaze-
nada a 59C em que o agente era Lactobacillus produtor de HpS.

Este pH também torna a carne mais susceptivel ao desen-
volvimento de Yersinia enterocolitica (SEELYE & YEARBURY, 1976)
GILL & NEWTON (1979) encontraram um numero de Y. enterocolitica
100 verves maior em carne DFD, embalada a vdcuo, do aue a mesma
com pH final normal. Jd SELEY & YEARBURY (1979) isolaram Y. ente-
rocolitica na 42 semana de estocagem a @ -29C ( em carne embalada
a vécuo). concluindou que um pH final elevado favorece o cresci-
mento deste wmicrorganismo

Outra alterac30 que a carne pode apresentar & a formag3o
de manchas castanhas em sua gordura da superficie . Esta mancha &
devida a concentrac3o do composto heme no interior dos lipdcitos
e estd associada & presenca de leveduras. Dessas manchas iso-
lou-se Bacharomycopsis lipolitica aque, introduzida em carne
fresca embalada a vacuo, produziu a mesma alterac3o (GRAU, 1978) .

LIEBICH et alii (1986), aplicando monogligerideos aceti-
lados ( DFG- Dermatex Food Grade) numa concentrac3o de 2% do pe-
so da carne ém embalagens com dois tipos de filme ( Cryovac e Po-
lietileno/Poliamida), wverificaram que havia reduc3o da perda de
PesSO Por exudacdo e prevenc3o da deteriorac3o. E relatam uma vi-
da de prateleira de 1@ semanas para carne embalada em Cryovac e

8 semanas para carne embalada em Polietileno/Poliamida.

15



3.2. EMBALAGEM A v4&CuO

3.2.1. FILMES PLASTICOS UTILIZADOS

A embalagem da carne em filmes flexiveis possui duas
funcoes priﬁcipais: proteger o produto de danos fisicos, modifi-
ra¢ies auimicas e deteriorac3o microbiana, e apresentar o produto
Para o consumidor da forma mais atrativa.

Normalmente,o processo a vacuo consiste. em linhaeo ge—
rais, na retirada do ar da embalagem e postgrior selagen, procu-
rando-se manter o ambiente anaerdbio. (RIZVI, 1984)

llma vez aque o objetivo deste processo ¢ manter um volu-
me  minimo de ar dentro da embalagem durante o armazenamento, os
laminados ou estrusados de filmes pldeticos maio comumente utili-
#ados devem possuir baixa permeabilidade ao oxig8nio e gds carbo-
nico (ROSSET.1978) .

As  propriedades de barreira de um material polimérico
s3o expressas em termos de permeabilidade ao oxigénio (RIZVI.
1984) Este autor apresentou uma classificac3o dos filmes polimé-

ricos de atordo com a sua permeabilidade a0 oxigénio (Tabela 1) .
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TABELA 1- CLASSIFICACXO DOS FILMES DE ACORDO COM A PERMEABTL IDADE
AD OXIGENIO

._...._.——_—.-.—_.-_.__——.—-__—-_._.....__._—..-._-—_—__.__———-____.._—_-.——_—_—_—_—_

PERMEABILIDADE A0 Op BARREIRA
(cc/m@ atm 90% U.R. 238C)

._._._____...___.__._-—_......_._._._____.__—____._.__._.._._..———_—_.___......__..._..._—.__—.._.__,

) 300 BAIXA
300 - 50 MeDIA
50 -~ 10 ALTA
< 10 ULTRA ALTA

._._.._—_.._—.——_-__._.___.____.....__—_.__—-.——___.______——————.———-.__..-_..—-__.._____._...__.

FONTE :RIZVI (1984)

De acordo com RIZVI (1981), a permeabilidade do +ilme
a0  oxigénio deve ser menor que 40 cm3 Op/m/dia/atm a 239C ¢ 0%
de U.R.,para retardar a convers3io de mioylobina em metamioglobi-
na.na carne embalada a vacuo.

Existem alguns fatores que afetam a permeabilidade co-
mo: a natureza do agente penetrante; espessura do filme;a nature-
za de barreira do material;a composic3o do filme assim como pos-
siveis danos mecanicos na embalagem e/ou na solda (GILBERT et
alii, 1983). O efeito da temperatura na vermeabilidade ao oxigé-
n1o € um imaortante fator a ser considerado na embalagem de car-
ne Hda uma relac3o direta entre o aumento de temperatura e au-
mento  da permeabilidade. Os filmes que contém cloreto de polivi-
nilideno s30 melhores barreiras aoc oxigénio em temperaturas de

refriveracio. (GEHRKE 1982) .



Outros reaquisitos s3o a baixa permeabilidade a odores
estranhos e vdrias propriedades fisicas incluindo flexibilidade,
transparéncia,resisténcia a gordura, n3o toxidez,resisténcia a
baixas temperaturas,alta resisténcia mecanica (particularmente
per furacao e abrasao), habilidade de formar selagens herméticas
mesmo na presenca de contaminantes (isto € suco da carne, gordura
etc ) (EUSTACE, 1981; COLE JR., 19865; excelente termossoldabili-
dade, awsim como ser passivel de 1mpressao e possuir estabilidade
em varias temperaturas (RIZVI, 1984).

Fotes materiais utilizados poudem ser laminados,coestru-
sados ou uma combinagdo de ambos Além disso podem ser de dois Li-
pos: encolhiveis e nao encolhiveis 0s filmes encolhiveis «30 com-
postos normalmente por Acetato de etil vinila (EVA)/Cloreto de
polivinilideno(PVUdC) /EVA, EVA/PUdC/IONGMERO ou Polipropile-
no(PP)/PUdC/EVA Os filmes n3o encolhiveis tém a poliamida(PA)
como  base tais como PA/Polietileno(PE); PA/EVA; PA/TONGMERO;
PE/PA/EVA; PA/PE/EVA; PA/IONOGMERO/EVA e PA/IONGMERO/PE.(RIZVI

1981;: SACHAROW.1974).
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3.2.2. SISTEMAS DE EMBALAGEM A VACUO

Existem trés sistemas basicos para se embalar a vacuo:

3.2.2.1 SISTEMA CRYOVAC

Utiliva—~se um estrusado de EUA/PUDC/EUA ou outras estru-
turas termoencolhiveis. Apds o acondicionamento,as embalagens sao
wubmetidas a vdcuo mecanico e seladas por calor ou grampeadas me-
canicamente Posteriormente o conjunto, ja fechado, € imerso em
agua, a temperatura de 80 a 902 C por 0,5 a 2 segundos (EFFEN-
BERGER & SCHOTTI, 1972)

Ultimamente tem—-se utilizado nesse sistema, embalagens
combinadas de poliamida ou ionOGmevo, que também podem ser seladas
POY calor ou grampo de metal . Em alguns casos, a permeabilidade
a0 OXiuénio nestas embalagens € maior do aue em embalagens Cryo-
vac ., meemo assim & suficientemente baixa epara se manter uma

carne embalada a wvacuo.



3.2.2.2 SISTEMA DE CAMARA

A tarne ¢ acondicionada em uma bolsa pré-formada e O
conjunto é colocado em uma camara que € entdo fechada,e se produz
um vacuo de 7@ mmHg, fazendo com gue o filme se colapse em torno
da carne (MADI et alli, 1980). Posteriormente, faz-se a termos-
soldagem da abertura da holsa, e finalmente se abre a camara.

Os Ffilmes wutilizados s30 laminados ou coextrusados de
varios polimeros. Entre eles est3o os de nylon e de poliester (na
parte externa), qQue proporcionam boa resisténcia mec8nica e boa
barreira ao 0Op. Na parte interna, usa-se polietileno de baixa
densidade, ionOmero ou EVA, que oferecem boa barreira ao vapor de
agua e boa termossoldabilidade.

A espessura dos componentes pode variar, sendo que 0%
filmes de wpoliamida e de poliester mais espessos s3ao melhores
harreiras a gases. Todavia, nio sio tao efetivos quanto aqueles
que possuem EVA em sua composicio (TAYLOR, 1985).

As embalagens utilizadas neste sistema n3o sdo termoen-
tolhiveis ¢ 0 exudato proveniente da carne tende a se acumular
nos cantos da embalagem, durante o armazeqamento. Porém,de acordo
com BOWLING et alii (1977), n3o existem diferencas significativas
entre os sistemas Cryovac e o de Camara, em termos de perda por

gotejamento



3.2.2.3 SISTEMA DE EMBALAGEM EM BANDEJAS TERMOFORMADAS

& utilizado para bifes, entretanto, ultimamente tem sido
aplicado para cortes secundarios.

0 processo pode ser resumido nas seguintes etapas:
~ Apds o0 aquecimento do filme este € colocado em moldes, Para
formar bandejas;
- o produto a ser embalado € colocado nesta bandeja;
- o conjunto (produto + bandeja) & entdo recoberto por um filme;
- um vdcuo € produzido para a remoc3ao de ar dentro da embalagem;
- posteriormente faz-se a termossoldagem da abertura da embala-
aem

Os filmes utilizados para a bandeja termoformada s3o de
poliamida, poliester ou cloreto de vinila e os filmes para a co-
bertura 30 de polietileno., EVA ou iondmero. Este sistema ¢ apli-
ravel, particularmente para carne obtida por desossa a aquente

(TAYLOR, 1983) .
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3.3. CARACTERISTICAS FiISICAS

3.3.1. PERDA DE PESO

A atividade de d9ua da carne resfriada € muito alta e,
portanto, a perda de pPes0O por evaporacido ¢ quase certa. Além dis-
S0, é perda de peso ocorre tambeém guando a carne € cortada. As
vroteinas miofibrilares 3o as principais responsaveis por liga-
¢do da dqua ao misculo. As varia¢Oes do perfil de pH e temperatu-
ra 3o fatores aue contribuem para a capacidade de retencio de
dgua . (RENERRE, 1988).

Uma das caracteristicas dos filmes plasticos utilizados
Para emhalagem a vacuo € a bhaixa permeabilidade ao vapor de dgua
® a umidade. purtanto a perda de peso POr evaporacao € minima A
temperatura € um outro importante fator no controle da verda de
PRGSO Uma desoussa realizada em ambiente com temperatura em torno
de 19C resulta em perdas significativamente menores do que a &2C.
A temperatura de armazenamento baixa (@ - 22C) também diminui a
verda de peso (BREIDSTEIN, 1982).

HODGES et alii (1974), estudando bifes embalados a va-
cuo  encontraram valores despreziveis de perda de peso ate o 282
dia de armazenamento, em rela¢do ao tempo decorrido entre o abate
¢ 0 acondicionamento em embalagem, o tipo de corte ou o tempo de
armazenamento.Ja GRIFFIN et alli (1982) verificaram que houve um
aumento de perda de peso com o aumento do tempo de estocagem,
sendo yue a permeabilidade do filme n3o afetou a perda de peso.

SEIDMAN et alli(1976b) observaram gue a perda de pPeso n3o era

)
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afetada pelo nivel de vdcuo da embalagem.

JOHNSON (1974) apud (SEIDMAN & DURLAND, 1983) conside-
Trou como aceitavel um volume de exudato entre 2 e 4% do peso da
carne embalada a vacuo. Contudo, gstes valores podem representar
perdas econdmicas substanciais se n3ao forem controlados.

A influéncia do tipro da embalagem e monoglicerideo ace-
tilado foi pesauisada por LIEBICH et alii (1986). 0 monogliceri-
deo (DFG) preveniu ou retardou no inicio da estocagem a perda de
peso, sendo que esta ocorreu em malor escala em embalagens com
laminados a base de polietileno do que nas do tipo “"Cryovac’”. A
perda de peso maxima encontrada foi de 6%.

BENSINK (31974) apud (SEIDMAN & DURLAND, 1983) estudou a
rerda de peso por exudacio em cortes carneos, encontrando valores
entre 0,3 e 6,0 % dependendo da quantidade de gordura presente,
fato tambem comprovado por SEIDMAN et alii (1976b).

SEIDMAN et alii (1979) observaram que as embalagens
Que possuaiam 100% de nitrogénio apresentaram menores perdas de
peso do que as embalagens a vacuo ou aquelas com 100% de gas car-
bonico. J«to sugere que 0 nitrogénio pode ser o responsavel pela
prevencao de grandes perdas de peso durante a armazenagem prolon-
aada.enquanto aque o gas carbonico ( adicionado ou produzido na
estocagem) pode se ligar as proteinas de uma maneira que allera
cua capacidade de retencao de umidade.

A fim de se detectar diferencas entre o método de sol-
dagem utilizados em embalagem a vacuo e perda de peso, BOWLING et
alii (1977) constataram que a perda de peso por exudacao em emba-

lagens weladas por grampos ou termossoldaveis nao apresentam di-
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ferencas significativas
Ja KEETON et alii(1988) trabalhando com embalagem
"Cryovac” e adicd3o de monoglicerideo acetilado observaram aue
houve uma tendéncia de menor perda de peso nas embalagens com

DFG durante toda a estocagem.

24



3.3.2. COR DA CARNE FRESCA

A cor da carne fresca € o indice de qualidade mais ob-
vio para due 0 consumidor a adquira, embora exista pouca correla-
cao entre a cor vermelho brilhante e sua qualidade.

A ror das carnes frescas esta associada a concentrac3o
relativa dos treés estédos Quimicos da mioglobina (pigmento heme)
presente: mioglobina reduzida (Mb) de colorac3o vermelho puUrpura;
mioglobina oxigenada (OpMb) de colorac3o vermelho brilhante; e
mioglobina oxidada ou metamiovglobina (MetMb) de colorac3o marrom.
(KROPF et alli, 1985; RIZVI, 1981).

A mioglaobina, também conhecida como deoximioglobina,
possui 0 fon Fe no estado ferroso (Fe2t). Este pigmento estd pre-
sente na carne imediatamente apds a desossa, e combina-se com o
oxigénio atmosférico, formando a oximioglobina.(KROPF et alli,
1985)

A OpMb s0 se forma se o Ton Fe estiver no estado ferro-
so (LIVINGSTON & BROWN, 1981) e & favorecida por uma pPressio par-
tial de oxigénio maior aque 40 mmHa (RIZVI, 1981).

Sob pressies rveduzidas de Op ( 1 a 4 mmHg) ocorre a
oxidacao dequ veduzido para a sua forma ?érfica (Fe3*), resul-
tando na formacao de metamioglobina.

As reacles entre Mb, OpMb e MetMb s3o reversiveis e es-
td3o em equilibrio din3mico, com constante interconvers3o entre as
trés formae.

Quando um corte de carne, que foli exposto ao ar, ¢ fa-

tiado perpendicularmente a4 suprerficie, trés diferentes camadas de
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cov podem ser visualizadas. A superficie mais externa é vermelho
brilhante devido a oxigenacSo da Mb a oxamioglobina. A camada
mais profunda apresentard coloracdo vermelho purpura da mioglobi-
na, devido a auséncia de Op. Uma fina camada marrom de metamio-
globina aparecerada entre as duas, pois a pressao parcial de Op na
quela porcao promove a sua formacao. (TAYLOR, 1982)

Segundo ROSSET (1978), os fatores que afetam a Formécﬁo
de metamioglobina s8o:
- «capacidade redutora da carne: a oxidac3o enzimatica dos subs-
tralos endogenos do misculo, particularmente a glicose, produz
coenzimas redutoras que continuaménte reduzem a metamioglobina a
mioglobina © 0 ciclo continua se o oxigénio estiver presente. As-
sim aue os substratos oxidaveis s3o esyotados. o poder rvedutor do
misculo € perdido. Ent3o, os ilons Fe do éigmento heme s3o oxida-
dos a metamioglobina.
-Temperatura: o aumento da temperatura aumenta o fenOmeno de oxi-
dac¢do.
-Composicao da atmosfera gasosa em contato com a carne (% de gas
carbonico e oxigénio): & um fator diretamente ligado ao tieo de
embalagem adotado

Jé- SACHAROW (1974) afirmou que a formac3do de metamio-

alobina depende da tewperatura, carga micvrobiana e pH.
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3.3.2.1 INFLUENCIA DA EMBALAGEM A VACUO NA COR DA CARNE FRESCA

A utilizac3o de embalagem a vacuo modifica a composicao
gasosa emlque a carne esta submetida, criando-um ambiente de bai-
xat tensOes de oxigénio. Também contribui para isso a baixa per-
meabilidade dos filmes plasticos utilizados neste processo. (RIZ-
Vi, 1981) Esta baixa permeabilidade restringe a entrada .dE
grandes quantidades de oxigénio e, por i%s0, a coloracao desta
carne € vermelho purpura (presenca de mioglobina)(TAYLOR, 1983).
A exposicao da carne ao oxigénio, antes da embalagem, permite que
este e ligue 3 superficie do muscule.0 vacuo remove o oxigénio
da embalagem, porém, n3o necessarviamente, da superficie do muscu-
1o (COLE JR, 1986) .

A carne pode possuir uma camada de oximioglobina em sua
superficie até que seja submetida ao vacuo Ha também uma fina ca-
mada de metamioglobina, todavia a maioria do courte possui o pPiy-
mento na forma de mioglobina. Com o tempo, 0 Op residual € consu-
mido pelos tecidos até uma concentracio de ©,1% ou menos(BREIDS-
TEIN, 1982) e ha a formac3o de gds carhdnico dentro da embalagem
pela a¢30 da respiracio bacteriana . Isto se traduz em uma dimi-
nuicido da oximioglobina e um aumento da metamioglobina. (KROPF et
alli, 1985). PIERSON et alii (1970) relataram aue esta formacdo
inicial de metamioglobina s6 acontece durante poucas horas apos a
smbalagem a vacuo = Posteriormente a melamioglobina € reduzida a
mioglobina. Esta redu¢io ocorre, em maioy Ou menor escala, depen-
dendo da capacidade redutora do mdisculo (KROPF et alli, 19835). A

embalagem a vidcuo deve ser feita, no maximo, 15 minutos apds o



corte, para minimizar a formac3o de metamioglobina. (COLE JR,
1986) Quando a embalagem a vdcuo & aberta, a cor purpura de mio-
olobina oxigena e, entlo,se torna vermelho vivo.(TAYLOR, 1985) .

-A temperatura de armazenamento pqssui efeito na desco-
lnracdo e na taxa de acumulo de mioglobina. O tiro de misculo
utilizado influi na estabilidade da cor e o efeito da luz na des-—
rcnloracﬁu € praueno. A permeablidade ao oxi1génio, como fator iso-
lado., ndo é um critério suficiente de qualidade, pois existem ou-
tros fatores ue interferem na cor da carne. 0 pH nio influencia
na descoloracio. (HOOD, 1980).

SEIDMAN et alii (1976b).utili?ando cortes de carne em-
hbalados a vacuo armazenados sob refrigeracio durante 35 dias, ndo
encontraram diferencas significativas em relagao a descoloracio
de carne submetida a niveis de vacuo baixo, intermediario e alto.
Entretanto os valores numéricos para os cortes submetidos a alto
vacuo se mostraram maiores, minimizando a descolorac3o superfi-
tial e realcando a aparéncia da cobertura de gordura. Eles suge-
rem aue este fato € devido ao maior espaco de ar residual nas em-
balagens submetidas a baixos niveis de vacuo. Estes espacos pode-
riam conter grandes quantidades de COp aue descolorem a superfi-
cie da carne.

A embalagem de cortes secunddrions difere do primario na
cor. Em grandes cortes a relac3o de ar residual/carne é baixa o
suficiente para assegurar a rapida deplecao de oxigénio. Porém,
com cortes menores, a relac3o € alta e a forma¢ao consequente de
metamioglobina pode descolorir a supevrficie do corte. € essen—

clal Que 0 processo de embalagem a vacuv de cortes secundarios
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seja imediatamente executado apds o corte e com o minimo de ar
residual, a fim de se obter uma cor desejavel. (SEIDMAN et alii
1976b)

‘.GILBERT (1981) apud GILBERT (1983) utilizou indculos
inicials de microrganismos para verificar a estabilidade da cor
na carne embalada a vdcuo. 0s indculos iniciais foram de
2.5«  10%/cmf e 2x 102/(w?, utilizando-se um filme de polietile-
no/polipropileno, com armazenamento a 32C, no escuro.Ele consta-
tou aue a pega que possuia maior contagem inicial comecou a apre-
sentar uma coloracdo insatisfatoria apds 3 dias de estocagem. en-
auanto aue aquela com baixa contagem manteve uma cor satisfatodria
ap6s 7 dias. A carga microbiana neste periodo era de 3x10°
UFC/cmf (para indculo inicial alto) e 7 x 103UFC/cmf( para indcu-
1o inicial baixo).

0 efeito do 9as carbdnico na descoloracio foi verifi-
cado por SEIDMAN et alii (1979) atraves do uso de carne bovina
embalada em atmosfera moudificada de 100% de gas carbbnico, compa-
rada a embalagem a vacuo. As amostras embaladas com atmosfera mo-
dificada apresentaram maior descolorac3o de superficie. Fato se-
melhante @ relatado por FINNE (1982).

0 intervalo de tempo entre a desossa e a embalagem a
vacuo influi na cor da carne. Quanto maior o tempo, maior a desco-
loracdo. (PAGLIARO et alii, 1972). Os mesmos autores wutilizaram
carne embalada a vacuo em filmes termoencolhiveis, que foram sub-
metidos a um banho em dgua a.90-9690 durante 1 a 3 segundos . Veri-
ficaram «que quanto maior o tempo de banho, maior a descoloracSo.

GRIFFIN et alii (1982) revelaram quase completa reoxigenac3o e



desenvolvimento da cor vermelho-vivo apds 15 minutos da abertura
da embalagem. N3o foram encontradas diferencas, em relac3o a cor,
entre tipo de embalagem, temperatura de estocagem ou aumento do
tempo e e¢stocagem.

LIEBICH et alii (1986) utilizando monoglicerideos ace-
tilados observaram que apenas as amostras tratadas com DFG retor-
narvam a sua coloracdo normal . Ja KEETON et alli (1988) n3o obseva-
ram diferencas significativas entre amostras de carne bovina em-
halada a vacuo, adicionadas ou n3o de monoglicerideo acetilado,

em relag3o a descoloragio.

3¢



3.4. ADITIVOS COMESTIiVEIS DE COBERTURA DA CARNE

("EDIBLE COATINGS')

A fim de prolongar a vida de prateleira,reduzir a per-
da de peso e melhorar as caracteristicas sensoriais da carne,
foram prsquisados muitose aditivos de cobertura comestiveis (“edi-
ble «coatings'”). MOLLINS (1987), adicionando polifosfatos a 1% em
pernil  suino (“"butte™), armazenado de 2 a 49C, indicou aue houve
ma reduglo da contagem de mesdfilos e psicrotrdficos apds 6 dias
em relaglo ao controle.

RAO & SREENIVASAMURTHY (1986), utilizando cortes de
biceps femoris de carneiro embalados em polietileno e adicionados
de wuréia em concentracdes de 5,8 e 10% (p/p), ndo observaram
efeito bactericida.

Monoglicerideos acetilados ja foram utilizados em
carne bovina, suina e de aves e visceras, a fim de protegé-las
contra a desidratag3o durante a estocagem (STEMMLER & STEMMLER
1974 apud KESTER 1986; BARTELS et alii, 1973; KEETON et alii,
1988). 0Os monglicerideos acetilados consistem de glicerina par-
cialmente ou completamente esterificada com uma mistura de acido
acetico e dcidos graxos comestiveis( “fat-forming fatty
aci1des") (LUCE, 1967)

Monoglicerideos completamente acetilados contém dois
radicais acetil mais um radical de dcido graxo de cadeia longa.QOs
monoglicerideos parcialmente acetilados 80 misturas de molécu-

las,cada uma contendo um radical de acido 9raxo de cadeia longa
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ou @ a 2 radicais acetil e 2 a nenhum grupo hidroxilg,Por exem-
plo, em um monoglicerideo 5@0% acetilado metade dos grupos hidro-
xila foram substituidos por radicais acetila, enquanto que um
monoglicerideo 70% acetilado, 70% dos grupos hidroxila foram
substituidos por radicais acetila.(LUCE, 1967).

0 aumento da acetilagdo aumenta as propriedades de
barreira e a resisténcia destes i passagem de umidade, uma vez
qQue esta € altamente dependente do gradiente de pressio de va-
por de agua através do filme (KESTER, 1986). De acordo com KEETON
et alii (1988), outros monoglicerideos acetilados semelhantes a
6leo sdo disponiveis e foram testados em cortes de carne bovina e
de carneiro.Um tipo de monogligerideo - “Dermatex Food Grade*
(EASTMAN KODAK) reduziu a "purga", aumentou a vida de prateleira,
retardou a descoloracdo e protegeu contra a queima pelo frio.
(BARTELS et alli, 1972; LIEBICH et alii,1984) .Estes idltimos au-
tores (LIEBICH et alii,1986), utilizando microscopia de varredura
sobre a carne adicionada de DFG, verificaram que este aditivo
forma um filme ou pelicula protetora sobre a carne, que iria se

desfazendo-se com o aumento da estocagem.
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4. MATERIAIS E METODOS

Foram adquiridas pecas de contrafilé (Longissimus dor
si),as «quais foram subdivididas em porcdes de peso medio de
23,10 9 em um matadouro- frigorifico no estado de S3o0 Paulo.

0 pH de cada corte foi determinado com medidor de pH por
tatil. Os cortés que apresentaram pH maior que 5,B foram rejeita-
dos .

4.1 ACONDICIONAMENTO DOS CORTES

Os cortes,apos pesagem, foram embalados em estrusados
comerciais BARRIER BAG e BAG VAC com as seguintes dimens8es 22
cm de largura e 30 cm de altura com solda lateral.

Os tratamentos aplicados foram os seguintes

Iratamento A - "BARRIER BAG" controle

Iratamento B - "BARRIER BAG" + 2 % de "Dermatex Food Grade”
Tratamento C - "BAG VAC" controle

Jratamento D - "BAG VAC" + 2% de"Dermatex Food Grade” (DFG)

Em cada embalagem, de acordo com os tratamentos, foi co-
locado um corte de carne.Adicionou-se o DFG, na proporc¢do de
E%(p/v) do peso meédio da peca de carne , com O auxilio de uma se-
ringa graduada, devidamente dimensionada para a adic3o do mesmo
em cada embalagem.

Todas as embalagens foram seladas,duas a duas em embala-
dora a vacuo SELOVAC ,ateé se obter um vicuo de 27 pol Hg, medido

no Vacuometro da mesma.



Posteriormente, o0s cortes ja embalados foram submersos
em um banho de agua a B822C por 3 segundos, para se permitir o en-
colhimento do filme ("Barrier Bag"”) ou a soldagem das paredes da
embalagem ('"Bag Vac™).

As amostras de carne foram colocadas em caixas de pape-
130 e ent3o lacradac.

O transporte destas caixkas do Frigorifico até a UNICAMP,
foi feito em caminh3do frigorifico, equipado com “"Termoking”, com
temperatura ajustada entre 0 e 29 C.

As caixas, contendo as amostras, foram armazenadas em
refrigerador com temperatura controlada entre @ e 2C, ate o fim

do experimento.



4.2. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL
No planejamento experimental foram alocadas ,aleatoria-
mente, 3 unidades experimentais(amostras de contrafilé) para
cada um dos 4 tratamentos e realizadas analises em 7 periodos de-
finidos. Foi atribuido um ndmero, de 1 a B4,para cada uma das
amostras .

TABELA 2 -DESENHO EXPERIMENTAL UTILIZADO

i — ———  — —_— - — — v —— O —— " —— = G- ———— ———— — —— T —— —_ T — ———— — ———————— = - ——

TRATAMENTO

PERIODO | Al I B ! C ! D
0 dias | 14% 49 401 32 84 211 43 17 41 | 82 04 39
12 dias | 37 77 711 73 6@ 691 @05 65 70 | 02 55 35
24 dias | 09 01 10! 06 S3 21! 30 42 31 | 15 59 79
36 dias | 29 72 781 56 66 071 16 36 68 | 67 58 50
44 dias | 34 48 451 08 20 11l S4 76 52 | 13 75 33
S2 dias | 47 03 431 51 44 381 23 19 83 | 62 22 64
60 dias | 46 37 241 74 26 281 27 18 25 | 81 461 8@
1 A= “Barrier Bag" controle * n2 das amostras sorteadas

B= "Barrier Bag" + 2% de DFG

C= "Bag Vac" controle

D= "Bag Vac" + 2% de DFG

4.3. ANALISE ESTATiISTICA

A andlise de variancia foi feita utilizando-se o 1loga-
ritmo da contagem das amostras individuais. Quando as médias das
contagens foram diferentes ( P< 9,05),utilizou-se a TESTE de DUN-

CAN para separa-las.



4.4. AVALIACXD MICROBIOLAGICA

As determingcﬁes microbioldgicas foram feitas a cada 12
dias,até o 342 dia e a cada B8 dias até o 602 dia de armazenamen-
to, visando observar possiveis mudancas na microbiota.

Devido a impossibilidade fisica de realizar todas as de-
terminacdes microbioldgicas de nosso interesse em apenas uma eta-
Pa experimental,a pesquisa foi conduzida em duas etapas. Na pri-
meira, foram avaliados o0s microrganismos deterioradores e na se-
gunda etapa 05 microrganismos patogénicos seguindo o planejamento
experimental indicado em 4.2. em ambas etapas. 0 acondicionamento
das por¢Oes para a segunda etapa também foi realizado de acordo

com o item 4.1



4.4.1. MICRORGANISMOS DETERIORADORES

As embalagens foram abertas assepticamente e foi feita
a contagem da superficie da carne , utilizando-se zaragatoas
("swabs”) de algod3o ( LEE & FUNG, 1986) em uma area de 25cm?,
medida com um molde de sluminio.

Os “swabs"” foram colocados em tubos contendo dgua pep-
tonada 0,1% (p/v) e foram homogeneizados em Ciclomixer. Esta sus-

pensao foi utilizada como indculo nas determinagdes que seguem.

4.4.1.1 DETERMINACOES

A. CONTAGEM TOTAL DE AEROGBIOS (SPECK, 1976}
Meio utilizado:. PCA- Agar Padrio de Contagem (DIFCO)

Incubac¢d0:.309C por 48 horas

B. CONTAGEM TOTAL DE ANAEROBIOS (LANARA, 1981).
Meio utilizado:. PCA —-Agar Padr3o de Contagem (DIFCO)

Incubag3o: 79C por 48 horas em jarra de anaerobiose



C. CONTAGEM TOTAL DE PSICROTRSFICOS (LANARA, 1981).
Meio utilizado: PCA - Agar Padr3o de Contagem (DIFCO)
Incubac8o: 5 a 72C por 7 a 10 dias
Identificac3o: Foram coletadas 3 coldnias de cada placa,refe-
ventes a cada amostra e foram transferidas para caldo Trypticase
Suy (DIFCO) e incubadas a 302C por 2 a 3 dias. Eslas culturas fou-
ram transferidas para o meio de agar Trypticase Soy (DIFCO) e in-
cubadas a 302C pov 24 horas
A partir deste meio foram feitos testes de coloracao de
Gram, metabolismo oxidativo/fermentativo, oxidase, catalase, fer-
mentacao de glicose, arginina deidrolase, motilidade e crescimen-
to em Agar Mac Conkey. Foram utilizados os esquemas de identifca-
¢a0 propostos por VANDERZANT & NICKELSON(1969) . (Figuras 1,2 e 3).
A wmetodologia por nds utilizada para a determinac3do da
porcentagem da distribuic3o desta microbiota se baseou na provor-
«au entre o numero total de isolados e a freaiuéncia do microrga-

nismo identificado.

D.CONTAGEM DE BOLORES E LEVEDURAS (LANARA, 1981).
Meio utilizado: PDA - Potato Dextrose Ayar (Merck) acidificado
com a&ac. tartarico 10%, pH 3,5.

Incubac3o: 302 C por 3 a 5 dias
F. CONTAGEM DE BACTERTIAS LATICAS (SPECK, 19764).

Meio utilizado: MRS Broth (MERCK) +1,5% de &dgar

Incubac3do: 308C por 48 a 72 horas

3&



G. CONTAGEM DE Brochothrix thermosfacta (GARDNER, 1966).

Meio utilizado.Estreptomicina—-Acetato taloso-actidiona (STAA)

Incuba¢3o: 229C por 48 horas

Apos contagem das colbnias em placa, foi feito o teste de
oxidase. GARDNER (1966) indicou que apesar do carater seletivo do
STAA,pode haver crescimento de Pseudomonas. € necessario entdo
realizar prova de oxidase (por meio de papel de filtro embebido

na solug3o teste ) e subtrair o valor obtido no teste positivo da
contagem total, no meio utilizado (S5TARAA). A diferenca foi compu-

tada como contagem de B. thermosphacta.



GRAM POSITIVO ( ou wvariavel)
CRESCIMENTO EM MC CONKEY (-)

| ) i ]
BASTONETES PIGMENTO LARANJA cocos
em tétrade
CATAHASE Sarcina
—
(+) (1).
Anaerobioiesporos)
(L) (1)
Clostridium Lactobacillus
Cafalase
4y LR
Streptococus
O{F
I O
Ferm. 0 ou NR
Staphylococcus Micrococccus
Esporos %isiveis
(1) (])
Bacillus Pleomorfismo
(65 C/10 min.)
u ' 1
(+) (=)
Coryneiformes
(80 C/}O min . )
I I
(i) (+)
Microbacterium Bacillus
FIGURA 1 - CHAVE PARA A IDENTIFICACXO DE MICRORGANISMOS GRAM

POSITIVOS
Fonte: VANDERZANT & NICKELSON (196%9)
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GRAM NEGATIVO
CRESCIMENTO EM MC CONKEY (+)
Oxidase (+)

Pﬁgmento amarelo

- .
(+) : (=)
|
Flavobacterium 0O/F
Cytophaga l
I ! I
NR ? FERM
NH3 ARG Pseudomonas

[NH3 ARG (+))

gas de glicose
resisténcia a

—— e

Pseudomonas Mot%lidade pteridina 0129
— | P .
+ i - 'i'
Moraxella Vibrio Aeromonas
Flag?lo
v )
polar peritriquio lofotriquio
Pseudomonas Alcaligenes Commomonas

0/F- Teste de Hughdeifson(metabolismo oxidativo
ou fermentativo)
0- Oxidativo
FERM- Fermentativo
NR- Nao reativo
NH3 ARG- Arginina deidrolase

FIGURA 2 - CHAVE PARA IDENTIFICACAO DE MICRORGANISMOS GRAM
NEGATIVOS, OXIDASE POSITIVOS
Fonte: VANDERZANT & NICKELSON (1969)
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GRAM NEGATIVO
CRESCIMENTO EM MC CONKEY (+)
oxidase (-)

0/F
0 ou NR “Ferm
Pigmengo amarelo Enterobacteriaceae
! |
+ -
Flavobacterium
Flagelo
| I
- +
Acinetobacter Achromobacter

0/F- Teste de Hugh4eifson(metabolismo oxidativo
ou fermentativo)
0- Oxidativo
FERM- Fermentativo
NR- N3o reativeo

FIGURA 3 - CHAVE PARA A IDENTIFICACXO DE MICRORGANISMOS GRAM
NEGATIVOS OXIDASE NEGATIVOS
Fonte: VANDERZANT & NICKELSON (1969)



4.4.2. MICRORGANISMOS PATOGENICOS

Em uma segunda etapa as amostras foram abertas assepti-
camente e foi feita a contagem de superficie da carne em uma
area de 25 cm®, utilizando um molde de aluminio e "swabs' .

Os “swabs"” foram homogeneizados com agua peptonada
0,1%(p/v), em ciclomixer,para todas as determinacdes.Foram feitas

dilui¢Oes decimais e estas foram utilizadas como os inoculos.

4.4.2.1 DETERMINACOES

A CONTAGEM DE Clostridium perfringens (SPECK, 1976&)

Meio utilizado. Triptose Cicloserina Gema de Ovo-TSC

Incubag¢do: 37 2C por 48 horas em jarra de anaerobiose.

Confirmagao. Foram contadas as placas que apresentaram colo-
nias tipicas (negras com halo claro). Foram selecionadas todas
coldnias com estas caracteristicas e transferidas para tubos de
ticglicolato fluido e incubadas por 24 horas a 379C, gquando entac
a colora¢ao de Gram foi feita. A partir dos tubos de tioglicolato
fluido que apresentaram crescimento, foram feitos testes de ni-

trato motilidade e lactose gelatina Para o teste de nitrato mo-

ti1lidade os tubos foram incubados a 35 - 372C por 24 horas. Para
o teste de lactose gelatina os tubos foram incubados a 35 - 379C
por 24 a 44 horas.Também foi realizado o teste de reagiao de Na-
gler



B.CONTAGEM DE ENTEROBACTRERIAS (KENNEDY Jr. et alli, 1982).

Meio utilizado. VRBA -Violet Red Bile Agar (DIFCO) + 1,0% de
glicose

Incubag¢3o: 302C por 48 horas

Identificagdo: Foram escolhidas 3 colfnias ao acaso de placas
representando cada amostra e estas foram transferidas para Trip-
ticase soy agar e incubadas a 378C por 24 horas.Foram feitos, en-
tdo, os seguintes testes (EDWARDS & EWING, 1972).

TSI, wurease, indol, vermelho de metila, Vogues Proskauer, ci
trato de Simmon’'s; fenilalanina deaminase, motilidade; 1lisina
descarboxilase; DNase a 252C e gelatinase. 0Os esquemas de identi -

ficacao se encontram nas figuras 4 e 5.

C.DETERMINACAO DE COLIFORMES TOTAIS E FECAIS (SPECK, 1976)

Utilizou-se a tecnica do Nuimero Mais Provavel,empregando-se
uma serie de trés tubos. As dilui¢Oes utilizadas foram ©,1, 0,01;

0,001 ou ©,01, 0,001 e ©,0001, em func3o do tempo de estocagem.
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{ (+) Proteus
' .

{--(+)----GELI
| ! | (-) Enterobacter sakazakii
l | j—=(+)-——-INDOL |
| == {=)==elIT---] |=—== (4} Providencia
! |
| [—-(-) Horganella morganii
I .
| .
| [=—=(+) Salwmonella LILIITE TV
[l I-——{$)—-L15— |
| ! f====(-) Citrobacter freundii
} |=~{+)----H25 —~|
! 1 |
! | | {==—=(4) : Serratia
! i }~==-(~)--DNase-| 1--(+) Enterobacter
{ | I==—{(-)-—-VP— |
i i | {-{+)—Citrobacter
i {--mm- (+)-——-HOTIL-1 1-={-)—~-INDOL--1
| | | {-{-)--Serratia fonticola
] ] |
! | | {—==(+) Klebsiella oxytoca
| ] ] Jm—- {+)---INDOL—1
| | I | {-—(-) K. pneumoniae subsp pneumonia
! | |--{=)---UREA-~1
|==(-)----CITI | }—-(4) Escherichia blattae
| {====m(=)---HALON.-1
{ f---(-) K. pneumoniae subse azaenae
|
|
|
{=----(-)--CHAVE 11
PHE = FENTLALANINA DEAMINASE CIT = UTILIZACXD DE CITRATO
H2S = PRODUCXO EM TSI URE = UREASE
GEL = GELATINASE 4 2ol HOT = HOTILIBADE
UH = TESTE DE VERHELHD DE METILA IND = INDOL
VP = TESTE DE VUDGES PROSKAUER DNAse = FRODUCED A 250l
118 = LISINA TESCARBOXILASE BG4S DF SACARDSE = PRODUCKO A PARTIR NE SACAROSE

FIGURA 4 - CHAVE PARA A IDENTIFICACXO DE BASTONETES GRAM

NEGATIVOS, OXIDASE NEGATIVOS



CHAVE 1I1I

|=-==(4) Escherichia spp
{
|-=(4)=-—mmmmem INDOL-—~-1 GAS BE 1--~(+)---Fdwardsiella hoshinae
1=={-)--KOTIL .~--1 | fomm—- (+)~--SACAROSE-1
| | |—===(=)=-LI§-~==memmemen} |——-(-)---Hafnia alvei
i | | |
: ! | (-) Salmonella paratyphi
|
| i | (+) Edwardsiella ictaluri
| ! fm=m={-) ~LI§~=m==memme]
| ] | |- {-) - Shigella
PHE --(-)- i | PRODUCXD DE i
HOT --(-)-/--H25-~1 {-=={-)--GAS A PARTIR----1
{ DE SACAROSE } { (+) Yersinia
| }=—--(+) -HOT A 25:C --—-1|
: . | {-) Klebsiella
!
{
: 1--(4) tdwardsiella tarda
!
| |
[--{+)---INDOL~-1
|
[==(=) Calmonella cholerae-sui
5. gallinarum
S. pullorus
5. tuehi
PHE - FENTLALAWINA DEAMINASE £IT = UTILIZACXD BE CITRATO
HPS = PRODUCKD EM TS1 URE = UREASE
HEL = BELATINASE A 220l KOT = MOTILIDADE
UH = TESTE DE VERMELHD LF HETILA IND = TNDOL
UP = TESTE DE VOGES FROSKAUER DNAse = PRODUCAD A 2500
LIS = LISINA DESCARBOXILASE GAS DE SATAROSE = PRODUCAG A PARTIR DE SACAROS

FIGURA S5 - CHAVE PARA A IDENTIFICACAOD DE BASTONETES GRAM NEGATI-

V0S,O0XIDASE,FENILALANINA E CITRATO NEGATIVOS



D. DETERMINACAO DE Salmonella (LANARA, 1981).

Para esta determinac3o, tomou-se uma porcio de 259 de cads
amostra de carne da area adjacente a area onde se fez a amostra-
gem por ‘“swab”, colocando-se esta porgao em 225ml de caldo te-
trationato.Este meio foi incubado a 439C por 24 horas.

Tomando-se uma algada deste meio, se fez um indculo por
esgotamento em agar verde brilhante e agar bismuto sulfito, incu-
bando-se a 37 2C por 24 e 48 horas respectivamente.

As colonias tipicas foram inoculadas em TSI (triple Su-
gar Iron Agar) e LIA (Lisine Iron Agav) e incubados a 352C por
24 h.

Nos tubos de testes anteriores gue deram resultados ca-
racteristicos para o microrganismo, foram feitos testes de urease;
degrada¢ao do malonato e desaminac3o de fenilalanina e indol.N3o

foram feitos testes sorolodgicos.



E . DETERMINACADO DE Yersinia enterocolitica (MEHLMAN et alli,

1978) .

Foi1 transferido 1 ml do tubo de agua peptonada ©,1%
(p/v) que continha o "swap” para 10 ml da caldo de enriquecimento
(solugdo salina tamponada contendo 1% (p/v) de sorbitol e
0,15%(p/v) de sais biliares). Este foi incubado a 42C por 21
dias.

Foi tomada 1 algada deste meio de enriquecimento, fazen-
do-se um tratamento alcalino, em um tubo estéril contendo @,1 ml
de solu¢3o de NaCl ©,5% (p/v) e 0,5% (p/v) de KOH, através de
agitaglio por 30 segundos (AULISIO et alli, 1980), sendo esgotads
em Agar MacConkey e incubando-se a 262C por 48 horas.Foram iso-
ladas 3 coldnias referentes a cada amostra (num total de @52
isolados) , que apresentaram diametro de 1 a 1,5 mm sem colorac3o
e transparentes Foram posteriormente transferidas para Trypticase
Soy Agar e submetidas aos seguintecs testes bioquimicos. fermen-
tagcdo de acucares (TSI - 379C por 24h) e ureia ( 379C por 24 ho-
ras). As culturas que se apresentaram como ure€ia positive e T3]
com fundo e superficie acidos e auséncia de gas foram posterior-
mente submetidas aos testes de motilidade a 259C e 372C, utiliza
¢3o de citrato a 259C ,teste de Voges Proskauer a 259C, indol a

372C e produc3o de acido de rafinose a 372C.



F.CONTAGEM DE Staphylococcus aureus (LANARA, 1981).
Meio utilizado:. Agar Baird-Parker (DIFCO)
Incuba¢do: 379C por 3@ a 48 horas
Foram contadas as col6nias que se apresentaram negras
com halo claro transparente.

Confirmac&o:Foram selecionadas coldnias tipicas e foi feita a
coloragao de Gram. As culturas que se apresentaram como cocos
Gram positivos foram transferidas para caldo BHI e foram incuba-
das a 378C por 24 horas. Foram feitos testes confirmativos de
coagulase e termonuclease.

Coagulase. plasma de coelho oxalatado. Incubagio a 379C
por 4 horas.
Termonuclease: placas contendo agar azul de toluidina

DNA. Incuba¢3o a 372C por 4 horas em camara umida.



4.5 DETERMINACGES FiSICAS

4.5.1. DETERMINACXO DE PERDA DE PESO

As  amostras,antes de serem embaladas, foram pesadas no
frigorifico e o seu peso anotado.

ApOos a amostragem microbioldgica de cada periodo, e em

todos os tratamentos, as embalagens foram totalmente retiradas,

e as amostras foram pesadas novamente apds 0 excesso de suco

ter sido retirado com papel absorvente. A diferenca entre o peso

inicial e o peso quando da amostragem foi computada como a perda

de peso.

4.5.2. DETERMINACXO DO pH

0 eH foi determinado em cada amostra de carne em todos
os tratamentos, durante os periodos de amostragem.

Faram pesados 39 de amostra e homogeneizados com @27ml
de agua destilada.Desta mistura determinou-se o pH, utilizando-se

um phmetro da marca Micronal.
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4.5.3. AVALIACAO DO ODOR

b odor foi avaliado pelos pesqu%sadores,no momento da
abertura da embalagem para a amostragem microbioldgica.Esta ana-
lise subjetiva consistiu em se caracterizar o odor como aceitdvel
ou nao para carne bovina maturada, sob o ponto de vista do consu-
midor. O experimento foi encerrado quando todas as amostras apre-

sentaram odores n8o caracteristicos do produto.

4.5.4. DETERMINACAO DA PERMEABILIDADE DO FILME A0 OXIGENIO

A fim de se caracterizar os filmes pldsticos utilizados
neste trabalho, a permeabilidade ao oxigeénio foi determinada pelo
método de sensor Coulométrico (OXTRAN 100 TWIN) (ASTM D3985-81).

A drea efetiva de permeac3o foi de 100 cm2 . Durante o
teste o fluxo de oxigénio foi de S ml/minuto e do gdas de arraste
(Ng/Hp) ¥oi‘de S5 ml/minuto.0 condicionamento das amostras secas
foi realizado durante 2 dias a 262C a 0% de umidade relativa (ob-
tida pela utilizac3o de silica/solucio supersaturada de NaCl).
Para as amostras umidas o condicionamento foi feito durante 15

dias a 232C em um ambiente com umidade relativa de 75%.



4.5.5. REGENERACX0O DE COR

Apds a determina¢3o da perda de peso das amostras, fo-
ram realizados cortes nas pecas e 0 seu interior foi exposto ao
ar frio (10 ©C) durante 20 minutos ( FELiCIO¥, comunicac3o pes-
soal). Apds esse tempo foi realizada uma avaliac3o subjetiva da

-

cor, através de notas que variaram entre © (muito ruim) e 5 (mui-

to boa).

#Dr . Pedro Eduardo de Felicio. Departamento de Tecnologia de Alimentos, Faculdade de Engenharia de

Alimentas. Unicamp.
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S . RESULTADOS E DISCUSSAO

S.1. DETERMINACGES MICROBIOLASGICAS

5.1.1. MICRORGANISMOS DETERIORADORES EM CONTRAFILE EMBALADO A
VACUO

Nas tabelas 3 a 9 <30 apresentados os resultados obti-
dos das contagens de microrganismos deterioradores,especificados
no 1tem 4.4 1.

Para verificar a qualidade higiénico-sanitdria da carne
utilizada foram coletadas amostras de contra-fileé (sem embala-
gem) no mesmo dia do inicio do experimento (24 horas pds-abate) e
submet idas a contagem de microrganismos deterioradores, sendo os
resultados apresentados na tabela 3. As contagens obtidas Fforam
baixas (variando de ¢ 1,0 até 2,53 log UFC/cm€ ),indicando boas
praticas higiénicas durante o abate e a desossa, conforme LEE &

FUNG 1986 e KEETON et alii 1988

TABELA 3 - CONTAGENS DE MICRORGANISMOS DETERIORADORES EM

CONTRAFILE (SEM EMBALAGEM) . (pH (5,8)

DETERMINACAD Log UFC/cm€l
contagem total de aerdbios mesofilos 2,42
contagem total de anaerodbios 2,07
contagem de bactérias laticas 2,23
contagem de psicrotroficos 2,53
contagem de bolores e leveduras ( 1,00
contagem total de Brochothrix thermosphacta { 2,00

1 - Média de lres amostras
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TABELA 4 - CONTAGEM! (LOG UFC/cm2) DE AERGBIOS MESGFILOS
EM CONTRAFILE EMBALADO A VA4CUD

PERiODD -----———=- TRATAMENTOSC - — e ORDEM DAS
(DIAS) MEDIASS
A B C D
) 2. 7ebc 2,54bc 2,e1b 2,3ab ABDC
12 1,63¢ 2,21¢ 1,95b 1,89b BCDaA
24 4,48ab 3, 95abc 4,51ab 3,633b A Cc B D
36 5,372ab 5,08ab 5,652 5,443 CDAB
44 5,784 5,224b 5,603 5,594 ACDSB
52 5,973 5,882 5,793 5,714 ABCOD
60 5,51ab 5,683 5,744 5,722 CDBA

e > o e —————————— ————— ————_—— ——— _— — f— ft ot —— ————— - — - = - —— e s e -

1- média de 3 amostras por tratamento
2- A-"Barrier Bag"
B-"Barrier Bag" + 2% DFG

C-"Bag Vac"
D-"Bag Vac"'" + 2% DFG
a,b,c -~ médias na mesma coluna com a mesma letra nio diferem
(P>0,05)

3- Médias na mesma linha que possuem traco continuo comum n3o di-

ferem (P>0,03)

Na tabela 4 s3ao apresentados os resultados da contagem
total de microrganismos aerodbios mesdfilos para os 4 tratamentos
durante o periodo de estocagem (zero a 60 dias).

Conforme observa-se na tabela 4, as maiores contagens
de aerdbios mesofilos ocorreram apds 52 dias de armazenamento
sendo 05,97; 5,88 e 5.79(109UFC/cm8) para os tratamentos A,B e C.
Para o tratamento D a maior contagem ocorreu aos 60 dias.N3o foi
observado, entretanto,aparecimento de odores putridos em nenhum

dos 4 tratamentos ate o final do periodo de armazenamento.Contu-



do, a partir de 44 dias de armazenamento houve aparecimento de
odores acidos ( butirico, aceético), conforme indicado na tabela
37 N3ao se observou, ate 60 dias de armazenamento contagens aci-
ma de 6,00 log UFC/cm€ LEE & FUNG (1986) indicam que, de uma ma-
neira geral, contagens em superficie de carnes maiores que log 7
UFC/cmf s30 inaceitaveis sob o ponto de vista de deteriorac3o;
valores entre 5 e & log UFC/cmE <30 considerados questionavels,
quanto a qualidade do produto. Ja SEIDMAN et alii(197éa), traba-
lhando com carne bovina embalada a vacuo e armazenada por 35 dias
sob refrigeragi3o, obtiveram contagem de mesofilos de 6,82 1log
UFC/cm®, valor que €& superior aqueles obtidos neste trabalho Es-
ta diferenca pode estar relacionada com a baixa contagem inicia)
das amostras utilizadas neste experimento.

0O maior aumento de contagem entre periodos foi verifi-
cado entre o deécimo segundo e o vigesimo quarto dia de armazena-
mento, para todos os tratamentos, resultado este que esta de
acordo com os citados por SEIDMAN et alii (1976c) que observaram
um aumento na contagem de aerdbios mescfilos no periodo inicial
do experimento (14 a 21 dias de estocagem). No entanto JAYE et
alii (1962) observaram uma diminui¢3o de contagem entre o deci-
mo e décimo segundo dia de estocagem a 1,12C. SUTHERLAND et alii
(1975) ,utilizando contrafilé embalado a vacuo e estocado por no-
ve semanas,encontraram uma fase "lag” na 12 semana para a con-
tagem total de aerdbios.Em nosso experimento, esta fase se esten-
deu por 12 dias.

Aos 24,346,444 e 52 dias os tratamentos que wutilizaram

DFG apresentaram contagens menores de aercbios mesofilos do que

e



' 0s respectivos controles, sendo que houve diferenca significati-
va (p(0,05) apenas nos periodos de 24 e 52 dias de armazenamento,
onde o tratamento A apresentou as maiores contagens. Estes dados
concordam,em parte, com os obtidos por KEETON et alii (1988) que
trabalharam com bifes bovinos armazenados durante 7 semanas a
29C, a fim de analisar o efeito do DFG.Eles obtiveram, aos 35
dias de estocagem,contagens menores (©,5 unidade de log UFC/cm®)
nas embalagens que continham o monoglicerideo acetilado,nio sendo
porém esta diferenca significativa (p) ©,05) .

Ha wuma relacdo direta entre o tempo de estocagem € o au-
mento das contagens de aerobios mesofilos em todos os tratamen-
tos,porem os dados s3ao inconsistentes para se poder afirmar, de
forma conclusiva, qualquer efeito do DFG quanto aos resultados
das contagens de aerobios.

Comparando-se o0s 7 periodos dentro de cada tratamento, ni3o
se detectaram diferencas significativas(p)®,@5) nas contagens de
aerobios mesofilos a partir de 24 dias de armazenamento.

Na figura 6 s3o representados em grafico os dados da ta-
bela 4.
Pode-se observar que ha um decréscimo de contagem no periodo de
12 dias,devido possivelmente,a adaptac3o dos microrganismos ao
ambiente refrigerado e ao efeito restritivo da atmosfera propor-
cionada pela embalagem.Este fenOmeno acontece também com as de-
terminacOes de microrganismos psicrotroficos e bactérias laticas
(figuras 8 e 9). SEIDMAN et alii(1976c Jencontraram resultados
semelhantes e sugeriram que poderia ser causado pela imersdo das

embalagens em agua quente, processo este que poderia destruir ou

1)
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causar injurias subletais aos microrganismos, estendendo,portan-
to,seu periodo de adapta¢3o.Acreditamos que o decreéscimo. inicial
€ devido principalmente 3 redu¢3o da disponibilidade de oxigenio

do ambiente, na embalagem.



LOG DE UFC/7CMR

A TRATAMENTO &
A TRATAMENTO B
0 TRATAMENTO C
J TRATAMENTO D

T
) & 24 -§ & 65 ()
TEMPO DE ARMAZENAMENTO (DIAS)

FIGURA 6 - CONTAGEM DE AERAGBIOS EM CONTRAFILE

EMBALADO A VACUO ARMAZENADO SOB REFRIGERACAD.
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TABELA 5 - CONTAGEM! (LOG UFC/cm@) DE ANAERSBIOS EM CONTRAFILE
EMBALADO A VACUO

PERFODO -~---———=—=—- TRATAMENTOSC —~— e e ORDEM DAS

(DIAS) MEDIASS
A B c ” D

3 0,20b 1,11bc 0.99¢ e,77b BCDaA

12 1,58b 0,76¢ 1,33bc 0,83b ACDB
24 3,32ab 2,71abc 3, 14abc 2,563b A C B D

36 2,11ab 4,58ab 3, 48abc 3,843b B pC A

44 5,372 4, 643b S,@bab 4,64a ACBOD
52 5,852 5,702 5,563 S,57a ABDC

60 5,922 5,683 5,593 5,543 A BCOD

1- média de 3 amostras por tratamento
2- A-"Barrier Bag"
B-"Barrier Bag'" + 2% DFG

C-"Bag Vac’
D-"Bag Vac' + 2% DFG
a,b,c - médias na mesma coluna com a mesma letra n3o diferem
(P>0,05)

3- Médias na mesma linha que possuem traco continuo comum n3o di-

ferem (P>0,03)

Na tabela S s3o apresentados resultados da contagem de
anaerobios. Observa-se o aumento de 3,26 ciclos logaritmicos no
tratamento A no periodo compreendido entre o 362 e 442 dia de ar-
mazenamento, enquanto que para os outros 3 tratamentos (B,C e D)
a maior diferenca foi verificada no periodo entre 12 e 24 dias,
com uma varia¢ao de 1,95;1,98 e 1,7@ ciclos log para cada trata-

mento,respectivamente.
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Observou-se também um decréscimo acentuado desta populagio
entre 24 e 36 dias para o tratamento A,o0 qual n3o acompanhou a
tendéncia de .aumento da popul¢do apresentada pelos tratamentos
B,C e D.No entanto n3ao foi possivel detectar a causa desta dimi-
nuigcao.

N3o houve diferenca significativa, a nivel de S%, entre os
tratamentos na contagem de anaerdbios, em um mesmo periodo de ar-
mazenamento, exceto no periodo de 44 dias, quando os tratamentos

B e D apresentaram as menores contagens(4,44 log UFC/cmE). O
tratamento A apresentou as maiores contagens em 5 periodos
(12,24, ,44,52 e 60 dias) sendo que, de todas as contagens desta
determinac3o a maior foi observada aos 60 dias (5,92 log
UFC/cm®) Cabe indicar que, conforme apresentado na tabela 34, a
permeabilidade do filme ao oxigénio utilizado no tratamento A foi
inferior a permeabilidade do filme do tratamento C (em condicio-
namento umido). Este fator pode ter contribuido para favorecer o
desenvolvimento de microrganismos anaercbios e/ou microaerofilos
no tratamento A

Para todos os tratamentos , o aumento do tempo de armazena-
mento levou a um aumento numérico das contagens.SIMMARD et alii

(1982), SEIDMAN et alli (1976a) e HODGES et alii (1974) traba-
lhando com a carne bovina embalada a vdcuo e armazenamento sob
refrigeraci3o, obtiveram resultados semelhantes.

Notou-se que a partir do 242 dia n3o ha diferenca signifi-
cativa, a nivel de 5%,comparando-se todos os periodos dentro de

um mesmo tratamento.
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Pode-se observar na figura 7 que n3o existe decréscimo na
contagem de microrganismos anaerdbios, exceto no tratamento B,
aos 12 dias.Isto se explica pelo fato de que a embalagem cria
um ambiénte propicio para o desenvolvimento destes microrganis-
mos, ocorrendo ent3do um aumento de contagem até o final da esto-
cagem & portanto importante que a carga de microrganismos anaero-
bios 1nicial seja baixa, particularmente em carnes déstinadas a

embalagem a vacuo.

7
A TRATAMENTO A
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6] [ TRATAMENTO C Y
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FIGURA 7- CONTAGEM DE ANAERGBIOS EM CONTRAFILE

EMBAL.ADO A VACUO ARMAZENADO SOB REFRIGERACAO



TABELA 6 - CONTAGEM! (L0OG UFC/cm©) DE PSICROTRGFICOS EM CONTRA-
FIILé EMBALADO A VaCUO

PERiODO ---—------ TRATAMENTOSC ~—————— e ORDEM DAS
DIAS) MEDIAS3
A B C D
) 3,34ab 2,92ab 3,14ab 2,68°¢ A CBD
12 1,82b 2,26b 1,26b 1,39¢ BADC
24 3,75ab 3,89ab 4,413 3,674b¢ £ B A D
36 5,332 5,124 5,613 5,232b Cc A D B
44 5,813 5,142 5,592 5,52ab A Cc D B
52 5,863 5,493 5,783 5,433 ACBD
40 5,663 5,563 5,404 5,383b A B C D

1- média de 3 amostras por tratamento
- A- "Barrier Bag"”
B- "Barrier Bag'" + 2% DFG
C- "Bag Vac”
D- “Bag Vac" + 2% DFG
a,b,c- médias na mesma coluna com a mesma letra ni3o diferem

(P>e,05)

3- Médias na mesma linha que possuem trago continuo comum n3o

diferem (P)0,03)

A tabela 6 apresenta os dados da contagem de esicrotrofi-
cos . Tambéem, nesta determinacio, n3o foram observadas diferencas
significativas entre as médias de contagem para os 4 tratamentos
em  um mesmo Periodo. 0 maipr aumento na contagem foi verificado
no periodo entre 12 e 24 dias de armazenamento. resultado este

similar a0 encontrado por CHRISTOPHER et alii (1989) que obser-
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varam dentro da contagem de psicrotroficos, um maior incremento
entre 14 e 21 dias de estocagem.

Apesar de n3o haver diferenca significativa (p)90,05) o tra-
tamento D foi o que apresentou as menores contagens nos periodos
zero,24,052 e 60 dias e o tratamento A as maiores contagens (pe-
riodos @,44,52 e 60 dias), sendo que, aos 52 dias, este tratamen-
to apresentou a maior contagem entre todas, desta determinacio.

Neste experimento,no inicio da estocagem, a contagem era de
2,68 a 3,34 log UFC/cm® e aons 36 dias 5,12 a 5,61 log UFC/cm®. Jad
SEIDMAN et alii (1976a) encontraram no inicio de armazenamento
0,59 log/cm? e aos 35 dias 6,08 log/cm® .

Para todos os tratamentos houve diminui¢3o numérica da con-
tagem entre @ e 12 dias e 52 e 6@ dias.Também CHRISTOPHER et alli
(1980), trabalhando com carne bovina embalada a vacuo, armazena-
da por 21 dias, encontraram contagens ao zero dia de 2,79 loug de
UFC/in? e aos 21 dias 5,02 109/in2, observando também um aumento
das contagens durante o armazenamento.

0 comportamento dos microrganismos mostrado na figura 8
indica que, a partir de 362 dia ha uma estabilizac3o nas conta-

gens, com tendéncia a um decréscimo apos 52 dias.
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TABELA 7 - CONTAGEM! (LOG UFC/cm®) DE BACTERIAS LATICAS EM
CONTRAFILE EMBALADO A VACUO

PERIODO -----———un TRATAMENTOSE ~——— e ORDEM DAS
(DIAS) MEDIAS3
A B c D

) 1,30b 2,04b 1,71b 1,81b BDCA
12 1,31b 1,8¢9b 1,23b 1,00b BACD
24 4,433 3,19ab 3,49ab 3,643b A pc B
36 4,94a 4,90ab 5,594 5,418 DCAB
44 5,073 4,72ab 5,173 5,604 DCAGB
52 5,498 5,694 6,293 5,632 CABD
60 S5, 604 5,463 5,373 5,453 ABDC

1- média de 3 amostras por tratamento
- A- "Barrier Bag"
B- "Barrier Bag" + 2% DFG
C- "Bag Vac”
D- "Bag Vac" + 2% DFG
a.b - médias na mesma coluna com a mesma letra nio diferem

(P>0,05)

3- Médias na mesma linha que possuem traco continuo comum n3o

diferem (P)0,03)

Da andlise estatistica dos dados da tabela 7, que apre-
senta as médias de contagens de bactévias laticas, n3o se verifi-
cam diferencas significativas entre os tratamentos, em um mesmo
periodo de arﬁazenamento. Ao contrario, KEETON et alii (1988) en-
contraram diferen¢a significativa,(p ¢ 0,05),entre o contrafile
#mbalado a vdcuo e aquele adicionado de DFG, nos periodos de 35 e

49 dias de armazenamento sob refrigeraclo.
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Como para todas as determinacBGes anteriores, o maior au-
ment o dabcontagem entre periodos foi verificado entre 122 e 249
dia de armazenamento. CHRISTOPHER et alii (1?80) encontraram um
decréscimo na contagem de Lactobacillus aos 7 dias de estocagem.
Apos o trigésimo sexto dia de armazenamento as conta-
géns se tornaram aproximadamente constantes em torno de 109
UFC/cmf Estes resultados estB3o0 de acordo com LIEBICH et alii
(1986) que encontraram contagens de 10€/yg no inicio da estocagem
e aos 21/28 dias encontraram 104/g.

No periodo de 52 dias todqs os tratamentos apresentaram as
maiores contagens, sendo que a maior entre todas correspondeu ao
tratamento C ( 6,29 log UFC/cm€). Neste periodo os tratamentos
A,B e D apresentaram contagens de 5,69;5,69 e 5,63 1(1log UFC/cm®)
respectivamente Para KEETON et alii (1988) a maior contagem obti-
da para o controle ¥foi aos 49 dias, enquanto qQue para a carne

adicionada de DFG fol aos 33 dias.
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BELA 8 - CONTAGEM! (LOG UFC/cm©) DE Brochothrix thermosphacta
EM CONTRAFILE EMBALADO A& VvaCuO

RiODO --~==—=——-- TRATAMENTOSC ———~~—— oo ORDEM DAS

1AS) . MEDIAS3
A B c D

0 (2,00% (2,00 (2,00 (2,00

12 «<2,00 (2,00 (2,00 2,00

24 0,222 0,832 1,7%9a ©,41b L B D A

36 0,382 0,432 1,212 0,922 C DB A

44 2,163 0,992 0,832 1,162 A DBC

52 1,229 1,502 1,612 0,743 C B AD

60 0,332 0,763 1,363 0,602 C B D A

média de 3 amostras por tratamento

A- "Barrier Bag"

B- "Barrier Bag"” + 2% DFG

C- "Bag Vac"™

D- “Bag Vac"” + 2% DFG

Medias na mesma coluna com a mesma letra n3o diferem

(P>0,053)

Logaritmo da contagem estimada

Médias na mesma linha que possuem trago continuo comum n3o

diferem (P)>0,05)

A tabela B apresenta os dados da contagem de B. thermosphac-
N3ao foram observadas diferencas significativas (p) ©,05) en-
e os tratamentos ou por periodos de estocagem. Os valores

ntagem apresentados permaneceram numa faixa de ©,22 a 2,16 (log

C/cm2) Nota-se que no final da estocagem as contagens diminui-

m em todos os tratamentos. Estes resultados encontram-se
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acordo com o0s dados relatados por CAMPBELL et alii (1979) que
estudando o crescimento de B. thermosphacta inoculado artificial-
mente em carne bovina embalada a vdacuo, verificaram que n3o ocor-
ria crescimento, uando o pH era inferior a 5,8 e a permeabili-
dade da embalagem ao oxigénio era baixa. Através desses dados po-
demos sugerir aue, nessa pesquisa, houve uma asso0Ciacao entre eo-—
Se5 doié fatores o que levou as baixas contagens observadas. Ja
SIMMARD et alii (1983) observaram um aumento no numero de B.
thermosphacta de 3% para 24% a 49 dias de estocagem sob refrige-
racao.

Quando se compara as medias dg contayem de B. thermosp-
hacta e de bacteérias laticas, verifica-se que no periodo entre 12
# 24 dias. hda a maior diminui¢3o de contagem do erimeiro e o
walor aumento do segundo,sugerindo uma inibi¢do de crescimento do
B. thermosphacta pelas bactérias laticas. Este antagonismo também
foi wverificado epor ROTH & CLARK (1975) que supbem que este fato
ocorra devido & produc3o de um agente antimicrobiano pelos lacto-

bacilos, e n3o por competic3o por espaco ou nutriente.
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Na determinacdo de bolores e leveduras em contrafilé embala-
do a vacuo foram obtidas contagens inferiores a 1,0 loyg UFC/cme,
em todos os periodos e todos os tratamentos. Este fato era espe—
vado, uma vez que o ambiente criadq nas embalagens a wvicuo é
anaerobio/microaerdfilo n3o favorecendo o desenvolvimento destes

microrganismos

Nao foi observada nenhuma contagem maior ou igual a 7 (log
UFC/cm®) em todos os resultados da quantificac3o da microbiota
deterioradora realizada ateé o 602 dia de armazenamento sob refri-

geracao.
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S5.1.2. IDENTIFICACXO DA MICROBIOTA PSICROTRGFICA

As. colonias isoladas das placas de contagem de pPsicro-
troficos foram identificadas através dos testes especificados em
4.4.1.1.C. 0s resultados dos testes ‘bioquimicos est3o nas

tabelas de 10 a 14, para cada periodo de armazenamento.
A distribui¢3o da populacio microbiana ( expressa em
porcentagem dos microrganismos isolados) esta apresentada na ta-

bela 9. Estes dados est3o representados na figura 10.

TABELA 9 - DISTRIBUICX0O! DA POPULACXO MICROBIANA PSICROTRSFICA
EM CONTRAFILE EMBALADO A VACUO ARMAZENADO SOB REFRI-
GERACAD (@ - 2°C).

Género/Familia/ PERIODO (DIAS)

grupo 0 i2 24 34 ae
Pseudomonas spp 33,3 16,6 - —-—— ———
Enterobacteriaceae ce.,2 20,8 -—— -——- —_——

Micrococcus spp 13,6 —_— _— _— ———

Levedura 5.7 4,3 - S _———

Acinetobacter spp 5,7 —_—— _— S _—
Staphylococcus sep 11,1 -——— ——— —_—— _———
Streptococcus spp 3,6 - _—— _ —_———
Lactobacillus spp 5,8 58,3 100,90 100.0 100,0
Total de isolados 36 c4 36 36 36

1- Expressa em porcentagem dos microrganismos isolados por perio-

do,independente do tratamento utilizado.
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Observa-se na tabela anterior que a partir do 2492 até
o 522 dia de armazenamento, todas as culturas isoladas foram
identificadas como Lactobacillus spp. Neste experimento a micro-
biota inicialmente apresentou uma maior diversidade e no decorrer
do periodo de estocagem tornou-se essencialmente compreendida POy
Lactobacillus sepp. O predominio de Lactobacillus ocorreu a partir
do 129 dia de armazenamento. Estes resultados s3o bastante coin-
cidentes com os relatados por diversos autores, JAYE et alii
(1962), PIERSON et alii (1970) ¢ SEIDMAN et alii (1976b) verifi-
caram que a predominancia de bactérias 13dticas ocorre a partir do
B2 dia de armazenamento. Ja KENNEDY Jr. et alli (1982) <6 observa-
ram esta predominancia nas amostras armazenadas no periodo de
28-42 dias

KEETON et alii (1988) encontraram, dentro da distribui-
¢ao da flora esicrotrdfica,ao zero dia de armazenamento de carne
bovina embalada a vdcuo, uma maior diversidade de populacio nas
amostras adicionadas de DFG. Aos 49 dias de estocagem a populaclo
era compreendida de 99,9% de Lactobacillus celobiosus e @,1% de
Hafnia alvei para as amostras adicionadas de DFG e para as amos-
tras controle 88,1% de Lactobacillus plantarum ¢ 11,9% de Hafina
alvei KENNEDY Jr. et alii (1982) também trabalhando com carne bo-
vina embalada a vacuo, encontraram dentro da populaclo psicrotro-
fica wuma proporcdo de 12% de levedura ao zZero dia de estocagem e

entre 14 e 21 dias, 10%.
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TABELA 10 - PERFIL DA MICROBIOTA PSICROTROFICA EM CONTRAFILE IMEDIATAMENTE

APSS A EMBALAGEM A VACUD ( ZERO DIA DE ARMAZENAMENTO)

1S0LADD N? morfo OGram Oxi. Cresc. O/F NH3 Pig. Flag. Esp. Cata-
(tratamentos 1) logia HC Arg lase
14-1(A) B - - 4 F - - NE NE NE
14-2(A) c + + - r NC NC N NC 4
14-3(8) B - - - 0 - - NE NC NC
49 -1(A) B - + + r - - NE NC NC
49-2(A) B - + + NR 4 - NE NE NC
49-3(&) L + NE NE NE NE KNE NC NC NC
10- 1(A) C + NE - F NE NE NE NE +
40-2(Q) B - - + F N - - NE NC
46 -3(R) C + NEC - 0 NE - NC HE [
321D B + HE - 0 NE HNC NE - -
3z2-2(B) B - - + r - - NC NC NC
32-3(B) B - + + 0 + - NE NE NE
84-1(B) B - + 4 0 + - NE NE NE
84-2(B) B - - + F - - - NE NE
84-3(B) B - - + NR 4 - NE NE NE
21-1(B) B NE - NE NE NC NC - -
2i-2(B) B - + + 0 + - NE NE NE
21-3(3) B - b + 0 + - NE NE NE
£3-1(0) ¢ + NE - 0 N - RC NC +
63-2(0) B - - + F - - NC NC NE
63-3(0) B - - + NR NE - NE NE NC
17 -1(C) B - - + F - - NE NE NE
17 -2(C) B - + + 0 + - NE NE NE
17-3(0) B - + + 0 + - NE NE NL
4-1(0 B - - + F - - NE NE NC
41-2(C) B - + + 0 + - NE NE NE
41-3(0) B - + + 0 + - NC NC NE
gz-1(h C + NE - F NE - NE NE +
B2 -2(D) B - - + F - - NE NE NE
g2-3(h C + NE - NE NE KE NE NE -
84-1(D) - C + + - 0 NE NE NC NE +
04-2(D) C + ¢ - 0 HE N NC NC +
04-3(D) C + NE - F NE NE NE NE +
39-1(D C + + - 0 NE NE NE NC +
39-2(D) B - + + 0 + - NE NE NE
392-3(D) L NE  KE NE NE NE NE NE NE NE
+. POSITIVO 0. OXIDATIVO B:BASTONETES

-. NEGATIVD F.FERMENTATIVO C.cocos

NR NX0O REATIVO L LEVEDURA

1 LETRAS ENTRE PARENTESES INDICAM 0 TRATAMENTO QUE 0 ISOLADO PERTENCE

Oxi. REACXO DE OXIDASE Esp :PRESENCA DE ESPOROS
Cresc. MC. CRESCIMENTO EM AGAR MAC CONKEY Catalase REACXO DE CATALASE
0/F . METABOLISMO OXIDATIVO/ FERMENTATIVO
NH3 Arg. ARGININA DEIDROLASE Flag .PRESENCA DE FLAGELO
Pig.. PIGMENTACZO AMARELA NE _TESTE NXO EXECUTADO
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Identificacdo

presuntiva
Enterobateriaceae
Micrococcus
Enterobactericeae
Pseudomonas
Pseudomonas
Levedura
Staphylococcus
Acinetobacter
Staphylococcus
Lactobacillus
Enterobacteriaceae
Pseudomonas
Pseudomonas
Enterobacteriaceae
Pseudomonas
Lactobacillus
Pseudomonas
Pseudomonas
Micrococcus
Enterobacteriaceae
Acinetobacter
Enterobacteriaceae
Pseudomonas
Pseudomonas
Enterobacteriaecae
Pseudomonas
Pseudomonas
Staphylococcus
Enterobacteriaceae
Streptococcus
Micrococcus
Micrococcus
Staphylococcus
Micrococcus
Pseudomonas
Levedura



TABELA 11~ PERFIL DA MICROBIOTA PSICROTROFICA EM CONTRAFILE EMBALADD A VACUO

APGS 12 DIAS DE ARMAZENAMENTO

1S0LADOD NO mor fo Gram Oxi. Cresc. O/F NH3 Pig. Flag. Esp Cata- Identificagdo
(tratamentos!) logia MC Arg lase presuntiva
57-1 (&) B - - + F NE NE NE NE NE Enterobacteriaceae
57-2 (A) B + NE - NE NE NE NE - - Lactobacillus
57-3 (A) B + NE - NE NE NE NE - - Lactobacillus
77-1 (A) B + NE - NC NE NC NE - - Lactobacillus
77-2 (&) B + NE - NE NE I - - Lactobacillus
77-3 (A) B - + + 0 + - NE NE NE Pseudomonas
7% (A) :
731 (B) B - - + FNE NE Ne NE NE Enterobacteriaceae
73-2 (B) B - - + FONE NE NE NE NE Enterobacteriaceae
73-3 (B) B NE - NE NE NL  NE - - Lactobacillus
48-1 (B) B + NE - NE NE NE NE - - Lactobacillus
68-2 (B) L NE NE  RWE NE HNE NE NE Levedura
£0-3 (B) B + NE - NE NE NE NE - - Lactobacillus
69-1 (B) B - + 4 0 + - NE HNE NE Pseudomonas
69-2 (B) Perdida
69-3 (B) Perdida
031 (O) B + NE - NE KE NE  NE - - Lactobacillus
05-2 (D) B - 4 + 0 + - NE NE NE Pseudomonas
95-3 (C) B + NE - NE NE NE NC - - Lactobacillus
65-1 (D) B - 4 + g + - NE NE NE Pseudomonas
é5-2 (D) B + - NE NE NE NE - - Lactobacillus
65-3 (C) B + - NE NE NE NE - - Lactobacillus
708 (C)
02x (D)
35-1 (D B + - NE NE NE NE - - Lactobacillus
35-2 (D) B - - + F NE NE NE NE NC Enterobacteriaceae
35-3 (M B 4 - NE  NE N NE - - Lactobacillus
351 (D B - - + FNE NE NE NE NC Enterobacteriaceae
95-2 (D) B + - NE NE NE NC - - Lactobacillus
+  POSITIVO 0. OXIDATIVO B BASTONETES
-. NEGATIVO F FERMENTATIVO C.CoCos
NR. NXO REATIVO L .LEVEDURA
Ox1: REACXO DE OXIDASC Esp PRESENCA DE ESFOROS
Cresc. MC CRESCIMENTO EM AGAR MAC CONKEY Catalase REACXD DE CATALASE
0/F METABOLISMO OXIDATIVO/ FERMENTATIVO
NH3 Arg. ARGININA DEIDROLASE Flag PRESENCA DE FLAGELO
Fi1g = PIGMENTACXD AMARELA NE . TESTE NXO EXECUTADO

% Amostras ausentes - Auséncia de crescimento de colonias
1. LETRAS ENTRE PARENTESES INDICAM O TRATAMENTO QUE O ISOLADO PERTENCE



TABELA 12 - PERFIL DA MICROBIOTA PSICROTRGFICA EM CONTRAFILE EMBALADO A VACUO
APOS 24 DIAS DE ARMAZENAMENTO

1S0LADO N9 mor fo Gram Cresc. Esp.  Catalase -Identificacao
(tratamentol) logia MC presuntiva

09-1(A) B + - - - Lactobacillus
09-2(A) B + - - - Lactobacillus
09-3(A) B + - - - Lactobacillus
o1-1(A) B + - - - Lactobacillus
01 -2(A) B + - - - Lactobacillus
01 -3(A) B + - - - Lactobacillus
10-1(A) B + - - - Lactobacillus
{0-2(A) B + - - - Lactobacillus
10-3(A) B * - - - Lactobacillus
06-1(B) B + - - - - Lactobacillus
046-2(B) i ¢ - ~ - Lactobacillus
86-3(B) B i+ - - - Lactobacillus
53-1(B) B + - - - Lactobacillus
53-2(B) B + - - - Lactobacillus
53-3(B) B + - - - Lactobacillus
12-1(B) B + - - - Lactobacillus
12-2(B) B + - - - Lactobacillus
12-3(B) B + - - - Lactobacillus
41D B + - - - Lactobacillus
34-2(0) B + - - - Lactobacillus
34-3(0) B + - - - Lactobacillus
42-1(0) B + - - - Lactobacillus
42-2(0) B + - - - Lactobacillus
42-3(0Y B + - - - Lactobacillus
3-1(C) B + - - - Lactobacillus
31-2(0) B + - - - Lactobacillus
31-3(0) B + - - - Lactobacillus
15-1(D) B ¢ - - - Lactobacillus
15-2(D) B k - - - Lactobacillus
15-3(D) B + - - - Lactobacillus
59-1(DY B + - - - Lactobacillus
99-2(D B + - - - Lactobacillus
99-3(D) B + - - - Lactobacillus
79-1(D) B 4 - - - Lactobacillus
79-2(D) B + - - - Lactobacillus
79-3(D) B + - - - Lactobacillus

+ POSITIVO B. BASTONETE

-. NEGATIVD
Oxi. REACX0 DE OXIDASE

Cresc .MC. CRESCIMENTO EM AGAR .M'C CONKEY
Esp.  PRESENCA DE ESPOROS

Catalase. REACAD DE CATALASE
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TABELA 13 - PERFIL DA MICROBIOTA PSICROTROFICA EM CONTRAFILE EMBALADO A VACUO

APOS ARMAZENAMENTO POR 36 DIAS

ISOLADO NC morfo Gram Oxi. Cresc. Esp. Catalase Identificacao
(tratamentol) logia HC presuntiva

29-1(A) B + - - - Lactobacillus
29-2(f) B + - - . Lactobacillus
c9-3(&) B + - - - Lactobacillus
72 -1(A) B + - - - Lactobacillus
72-2(4) B + - - - Lactobacillus
72-3(A) B + B - - Lactobacillus
78-1(A) B + - - - Lactobacillus
78-2(A) B + - - - Lactobacillus
78-3(A) B + - - - Lactobacillus
S56-1(B) B + - - - Lactobacillus
56-2(B) B + - - - Lactobacillus
96-3(B) B + - - - Lactobacillus
66-1(B) B + - - - Lactobacillus
66-2(B) B + - - - Lactobacillus
66-3(B) B + - - - Lactobacillus
07 -1(B) i + - - - Lactobacillus
07-2(B) B 4 - - - Lactobacillus
07-3(B) B + - - - Lactobacillus
14-1(0) B + - - - Lactobacillus
16-2(0) B b - - - Lactobacillus
16-3(C) B + - - - Lactobacillus
36-1(0) B + - - - Lactobacillus
34-2(0) B + - - - Lactobacillus
36~-3(DY B + - - - Lactobacillus
£8-1(0) B + - - - Lactobacillus
68-2(D) B + - - - Lactobacillus
68-3(0) B + - - - Lactobacillus
67-1(D) B + - - - Lactobacillus
67-2(D) B + - - - Lactobacillus
&7-3(h) B ¢ - - - Lactobacillus
28-1(D) B + - - - Lactobacillus
58-2(D) B + - - - Lactobacillus
58-3(D B + - - - Lactobacillus
50-1(D) B 4 - - - Lactobacillus
50-2(D) B + - - - Lactobacillus
56-3(D) B + - - - Lactobacillus

+. POSITIVO B: BASTONETE
-. NEGATIVD

Cresc .MC CRESCIMENTO EM AGAR MAC CONKEY
Esp. PRESENCA DE ESPOROS
Catalase: REACXO DE CATALASE
{: LETRAS ENTRE PARENTESES INDICAM O TRATAMENTD QUE O ISOLADO PERTENCE



TABELA 14 - PERFIL DA MICROBIOTA PSICROTROFICA EM CONTRAFILE EMBALADO A VACUO

APOS 52 DIAS DE ARMAZENAMENTO

1SOLADD NO morfo Gram  Cresc. Esp Catalase Identificacio
(tratamentos!) 1logia MC presuntiva

47-1(A) B + - - - Lactobacillus
47-2(/) B + - - - Lactobacillus
47-3(A) B + - - - Lactobacillus
03-1(A) B + - - - Lactobacillus
93-2(A) B + - - - Lactobacillus
03-3(A) B + - - - Lactobacillus
43-1(&) B + - - - Lactobacillus
43-2(A) B + - - - Lactobacillus
43-3(A) B + - - - Lactobacillus
54-1(B) B + - - - Lactobacillus
51-2(B) B + - - - Lactobacillus
91 -3 B + - - - _Lactobacillus
44-1(B) B + - - - Lactobacillus
44-2(B) B + - - - Lactobacillus
44-3(B) B + - - - Lactobacillus
38-1(B) B + - - - Lactobacillus
38-2(B) B + - - - Lactobacillus
38-3(B) B + - - - Lactobacillus
23-1(0) ) + - - - Lactobacillus
23-2(Cy B k - - - Lactobacillus
23-3(0y B + - - - Lactobacillus
19-1(C) B + - - - Lactobacillus
19-2(C) B ¢ - - - Lactobacillus
19-3(0) B + - - - Lactobacillus
83-1(0) B + - - - Lactobacillus
83-2(0) B + - - - Lactobacillus
83-3(0)Y B + - - - Lactobacillus
é2-1(D) B b - - - Lactobacillus
é2-2(D) B + - - - Lactobacillus
62-3(D) B : - - - Lactobacillus
ce-1(m B ¢ - - - Lactobacillus
2e-2(D) B + - - - Lactobacillus
22 -3(D) B 4 - - - Lactobacillus
64-1(D) B + - - - Lactobacillus
4-2(D B + - - - Lactobacillus
44-3(D B + - - - Lactobacillus

+ POSITIVO B. BASTONETE
- NEGATIVO

Cresc . MC. CRESCIMENTO EM AGAR MAC CONKEY
Esp.. PRESENCA DE ESPOROS

Catalase. REACXD DE CATALASE :
1. LETRAS ENTRE PARENTESES INDICAM O TRATAMENTO QUE O ISOLADD PERTENCE
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5.1.3. DETERMINACAO DE MICRORGANISMOS PATOGENICOS EM CONTRAFILE

EMBALADD A VACUO

Nas tabelas seguintes s3o apresentados os resultados
obtidos das determinacOes de microrganismos patogénicos, especi-
ficados no item 4.4.2.

A tabela 15 apresenta os resultados das contagens de

Enterobactérias.

TABELA 15 - CONTAGEM! (LOG UFC/cm€) DE ENTEROBACTERIAS EM
CONTRAFILE EMBALADD A VACUO

PERiODO ----=—--—-—- TRATAMENTO0S8-—--————emm ORDEM DAS
(DIAS) MEDIAS3
A B c D

) 1,06b e, s62b 0,96C 0,67b ACDEB
12 4,492 3,473 3,52ab 3,393 ACBOD
24 2,93ab 3,092 4,602 2,19ab CBATD
36 2,943b 2,882 4,452 2,823ab CABD
44 1,81b 2,663b 3,262b 2,022b CBDA
52 2,3%b 2,49ab 3, 443b 2,59ab CDBA
60 2,31b 1,93ab 2,17bc e,77b ACBD

—— ——— ———— ———————— - M Gam Ve S TMP R W Cue e - Wm S e - — e R W W W M . m G G Gm v . G = - s G - ————————

1~ Média de 3 amostras por tratamento
2- A —-"Barrier Bag"
B-"Barrier Bag"” + 2% DFG
C -"Bag Vac"”
D- "Bag Vac" + 2% DFG
a,b- Médias na mesma coluna, com a mesma letra n3o diferem
(P>0,05)
3- Meédias na mesma linha que possuem tragco continuo em comum n3o
diferem (P>0,035)



Pode-se observar na tabela 15, que as maiores contagens (log
ufc/cme) foram obtidas no 122 dia para os tratamentos A, B e D
(log UFC/cmB= 4,69, 3,47 e 3,39 respectivamente). Para o trata-
mento C .a maior contagem obtida foi ao 242 dia (4,40 UFC/cm) .
Houve diferencas significativas entre tratamentos nos periodos
12,24,36 e 44 dias. Aos 24 e 36 dias houve diferenca significa-
tiva (p<0,05) entre C e D,sendo que este coméortamento nao foi
observado para os outros dois tratamentos. Aos 44 dias houve dife-
renca entre os tratamentos A e C ,n30 se observando o mesmo para
0s dois outros.0 tratamento A foi o que apresentou a maior conta-
gem de todas as determinacBes no periodo de 12 dias.Neste expe-
rimento n3o se observou um comportamento regular de crescimento,
como ocorreu nas determinacdes de aerdbios mesdfilos e psicro-
troficos Esta grande variabilidade também foi relatada por KEN-
NEDY Jr. et alii (1982), que trabalharam com carne bovina embala-
da a vacuo armazenada por é semanas a 192C.

Apesar de ndo existir diferenca significativa (p) 0,05)
entre os tratamentos, nota-se que as médias para o tratamento com
aplicacdo de DFG (B e D) apresentaram contagens numericamente
menores Que as do tratamento sem DFG (A e C) .

Du;ante o periodo inicial de armazenamento, houve um
aumento da populacao microbiana indicando aue as Enterobacterias
se adaptaram muito bem ao ambiente anaerdbio aumentando a popula-
c3o continuamente até os 12 dias de armazenagem. Apds esse perio-
do houve um decréscimo marcante nas contaagens de enterobactérias
coincidindo com o aumento da populac3o de bactérias laticas. NEW-

TON & GILL (1978), comparando o crescimento competitivo entre En~
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terobacter e Lactobacillus em carne sob condi¢cBes anaerdbias es-
tocada a 102C indicaram que os Lactobacillus superam rapidamente
as espécies competidoras, inibindo-as. Esses mesmos autores de-
terminaram o tempo de gera;ﬁo de Enterobacter, Lactobacillus ¢ B.
thermosphacta,indicando que o valor de tempo de gerac3o a 22C foi
de 55.7 horas para o primeiro enquanto que para Lactobacillus e

B. thermosphacta foi de 8,4 e 33,8 horas respectivamente

7
A TRATAMENTO #
A TRATAMENTO B
6] [ TRATAMENTO €
§ TRATAMENTO D

LOG DE urcroma

1& Zh 3% 4% 65 78

TEMPO DE ARMAZENAMENTO

FIGURA 11 - CONTAGEM DE ENTEROBACTERIAS EM CONTRAFILE EMBALADO A

VaCUO

[ss}
[N



Em relac3o a determinacio de Clostridium perfringens
foram detectadas contagens menores que 1,00 log UFC/cm®, nXo so-
frendo,portanto, nenhuma alterac3o durante todos os periodos de
armazenamenpo e em todos os tratamentos. No entanto, foram iso-
ladas duas coldnias da placas de diluic3o 10~1 das amostras de n®
21 e B4, pertencentes ao tratamento B, referentes a0 periodo zero
de armazenamento. Para estes isolados foram realizados testes de
confirmac3o de C. perfringens, especificados em 4.4.2.1. A . Adi-
cionalmente +foi realizado o teste de produclio de lecitinase e
inibic3o de produ¢io da mesma por antitoxina (reac30 de Nagler),
que corrobora os resultados dos testes bioquimicos anteriores. A
confirmacdo revelou que as cepas isoladas eram de C. perfringens.
Nos periodos posteriores de armazenamento n3o foram isoladas ce-
Pas que os¢ apresentassem como C. perfringens. Pode-se concluir
que a incidéncia deste microrganismo foi baixa em todas as amos-—
tras examinadas, € 0o ambiente anaerdbio n3o estimulou o seu de-
senvolvimento, possivelmente devido a temperatura de estocagem.
Ao contrdrio, NEWSOME et alli (1984), trabalhando com carne bovi-
na embalada a vdcuo e armazenada a 49C durante 5 semanas, encon-
trvaram, dentre a microbiota mesdfila, uma propor¢io de 3% de C.
perfringens na 52 semana. Porém a temperatura utilizada por estes
pesadisadores foli mais alta do que aquela utilizada neste experi-

mento
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Os resultados da determinacio de coliformes totais e fecais,
por periodo de armazenamento e amostras individuais, s30 apresen-

tados na tabela 16 a P2, para cada periodo separadamente .

TABELA 16 - NMP! (por ¢m®) DE COLIFORMES TOTAIS E - FECAIS EM
CONTRAFILE EMBALADO A VACUG( ZERO DIAS DE ARMAZE-
NAMENTO

AMOSTRA N2 TRATAMENTO COLIFORMES TOTAIS COLIFORMES FECAIS

14 A 4 4

49 A 23 9

40 A 4 4

32 B 4

84 B 7 7

21 B 43 43

63 C < 3 < 3

17 C < 3 ¢ 3

a1 C 93 9

87 D 23 < 3

04 D < 3 ¢ 3

39 D ¢ 3 < 3

T A e s e i e e e e S e T e > - - — — . e - . . e - —— - — . _ e G emn te= . - — - ——— i —

1- Nidmero Mais Provavel

2- A - "Barrievy Bag"
B - "Barrier Bag" + 2% DFG
C - '""Bag Vac"”

=
i

“Bag VAc" + 2% DFG

a3



TABELA 17- NMP! (por cm?) DE COLIFORMES TOTAIS E FECAIS EM
CONTRAFILE EMBALADO A VACUO(12 DIAS DE ARMAZENAMENTO)

AMOSTRA N2 TRATAMENTO COLIFORMES TOTAIS COLIFORMES FECAIS
57 ' A 1100 23
77 A 35 9
71 A 210 93
73 B 43 ¢ 3
60 B 1100 23
69 B 93 23
05 cC 240 < 3
65 c 1100 < 3
70 c 1100 23
o2 n < 3 ¢ 3
55 D < 3 < 3
35 D 460 < 3

1- Nidmero Mais Provdvel

2- A -"Barcier Bag"
B~ "Barrier Bag" + 2% DFG
€ -"Bag Vac"
D- "“Bag VAc" + 2% DFG

84



TABELA 18- NMP1 (por cm@) DE COLIFORMES TOTAIS E FECAIS EM
CONTRAFILE EMBALADO A VACUO (24 DIAS DE ARMAZENAMENTO)

T T T T T o e e e e e e e e = e e = e = = ———————— ———— — o e = — - = — = ———

AMOSTRA N2 TRATAMENTO COLIFORMES TOTAIS COLIFORMES FECAIS
09 A 750 { 30
01 A 40 ( 30
10 A 11000 < 30
04 B > 24000 { 30
n3 B 70 40
ie B 230 < 30
34 C ) 24000 ¢ 30
42 c > 24000 { 30
31 c c400 62
15 D ( 30 { 30
a9 D 4600 { 30
79 D ( 30 < 30

1- Ndmero Mais Provdvel
£- A —"Barrier Bag"

B- "Barrier Bag" + 2% DFG
C -"Bag Vac"”

D- "Bag VAc" + 2% DFG



TABELA 19 - NMP! (por cw®) DE COLIFORMES TOTAIS E FECAIS EM
CONTRAFILE EMBALADO A VACUO(36 DIAS DE ARMAZENAMENTO)

AMOSTRA N2 TRATAMENTO2  COLIFORMES TOTAIS COLIFORMES FECAIS
29 ' A 230 < 30
79 A 90 ¢ 30
78 A 230 ¢ 30
56 B 230 < 30
b6 B 430 < 30
07 B 90 < 30
16 C 230 < 30
36 C 210 < 30
68 c < 30 ¢ 30
67 D < 30 < 30
58 D ¢ 30 < 30
50 D 90 < 30

- Numero Mais Provavel

2- A -"Barrier Bag”
B- “Barrier Bag'" + 2% DFG
C -"Bag Vac"
D- "Bag VAc" + 2% DFG

34



TABELA 20 -NMP! (por cm2) DE COLTFORMES TOTAIS E FECAIS EM
CONTRAFILE EMBALADO A VACUO(44 DIAS DE ARMAZENAMENTO)

———————————_-—_..__.___._.__———————————-_—_—_——————-——-—__.__-._._-.——.__...-

AMOSTRA N© TRATAMENTOZ COLIFORMES TOTAIS COLIFORMES FECAIS

30 : A -4 (¢ 3
48 A > 2400 (¢ 3
45 A 93 ¢ 3
08 B ? 2400 23
2o B 290 ¢ 3
11 B 93 ( 3
o4 c 240 ( 3
76 c 1100 23
52 C 460 23
13 D ( 3 { 3
7 D < 3 < 3
33 D 9 < 3

t— Ndmero Mais Provavel

2- A -"Barrier Bag"
B~ "Barrier Bag™” + 2% DFG
€C -"Bag Vac"
D- "Bag VAc"” + 2% DFG



TABELA 21 -NMP! (por cm®) DE COLIFORMES TOTAIS E FECAIS EM
CONTRAFILE EMBALADD A VACUO( 52 DIAS DE ARMAZENAMENTO)

T e S T L e e e e e e e e G e - = - - ——— ————— —— — — — ———— = — = . ———— — - — —

AMOSTRA N© TRATAMENTOZ  COLIFORMES TOTAIS COLIFORMES FECAIS
47 ' A 23 4
03 A Y 2400 <
43 A 240 < 3
51 B 4460 9
44 B 4 ¢« 3
38 B 43 3
23 c 240 4
19 C 240 < 3
83 c 240 < 3
42 D Y 2400 ¢ 3
22 D 43 < 3
64 D 23 3

1- Numero Mais Provavel

2- A -"Barvier Bag"
B~ "Barrier Bag" + 2% DFG
€C -"Bag Vac"
D- “"Bag VAc" + 2% DFG

38



TABELA 22- NMP! (por «<m@) DE COI IFORMES TOTAIS E FECAIS EM
CONTRAFILE EMBALADO A VUACUO( 60 DIAS DE ARMAZENAMENTO)

T T o T o T e o o o o o o e o o e o e e s e~~~ ——————— i~ ———— — T - —— ———_ — —— - ——

AMOSTRA N2 TRATAMENTO? COLIFORMES TOTAIS COLIFORMES FECAIS
44 A 4 ( 3
37 A 240 ¢ 3
24 A ( 3 ¢ 3
74 B 93 ¢ 3
26 B 240 23
o8 B 4 4
27 c 4 < 3
18 C 43 < 3
25 Cc ( 3 ¢ 3
81 D ( 3 { 3
61 D ?3 ( 3
80 D 23 < 3

1- Ndwero Mais Provavel

2- A —-"Barrier Bag"
B~ "Barrier Bag" + 2% DFG
C -"Bag Vac"”
D- "Bag VAc" + 2% DFG

By



Observa-se que as maiores contagens de Coliformes to-
tais e fecais foram obtidas no 242 dia de armazenamento, para to-
dos o0s tratamentos sendo que o tratamento C registrou as conta-
gens wmais elevadas . Os coliformes fecais aumentargm a partir do
369 dia, enquanto que os totais n3o apresentaram um comportamento
muito homogéneon

Nossos resultados ndo confirmam os de KEETON et alii
(1988) que observaram aumento na contagem de coliformes fecais
durante o periodo de estocagem de 49 dias Estes mesmos autores
observaram que as contagens nas amostras gque foram adicionadas de
DFG Foram numericamente bem mais baigas aos 35 e 49 dias do aue
as do controle e que aos 28 dias a contagem foi maior para as

amostvras com DFG



TABELA 23 - CONTAGEM! (LOG UFC/cm©) DE Staphylococcus aureus
EM CONTRAFILE EMBALADO A V4&CUO

PERIODD -~--------- TRATAMENTOSZ -~ ———~————- ORDEM DAS
(DIAS) MEDIAS3
A B c D
"] 0,753 1,432 1,57a 1,12a CBDA
12 2,053 1,292 2,122 0,972 CABD
24 1,262 1,433 1,602 1,362 CBDA
36 (2,00 (2,00 (2,00 (2,00
44 (2,00 (2,00 2,00 (2,00
52 (2,00 (2,00 (2,00 (2,00
60 (2,00 (2,00 (2,00 (2,00
i- Média de 3 amostras por tratamento
2- A - "Barrier Bag"
B - "Barrier Bag"” + 2% DFG
€ - "Bag Vac"
D - "Bag Vac"” + 2% DFG
a - Médias na mesma coluna com a mesma letra nd3o diferem
(p)0,05)

3- Médias na mesma linha que possuem tra¢co continuo em comum n3o

diferem (P)@,05)

Os resultados da contagem de Staphylococcus aureus es-
tdo representados na tabela 23.

N3o se observou diferenca significativa (P) 0,035) entre
tratamentos por periodo, nem entre periodos dentre de um mesmo
tratamento. As cepas isoladas das placas de contagem foram subme-

tidas aos testes confirmativos especificados no item 4.4.2.1 F.
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Das 55 cepas isoladas, 48 cepas apresentaram a carac-—
teristica de produc3o de coagulase e DNAse termo-resistente, con-
firmando sua patogenicidade. .

A partir do 362 dia de armazenamento n3o se isolaram
coldnias caracteristicas de S. aureus, mesmo na menor diluicao
Verificou~-se que o tempo de armazenamento bem como a utilizacao
do monoglicerideo acetilado (DFB) n3o apresentaram efeito sobre a
proliferacdo deste microrganismo

Podemos supor que, diante dos resultados obtidos no
nosso experimento, a baixa temperatura aliada a presenca de dci-
do latico podem ter sido um dos fatores que contribuiram para o
n3ao desenvolvimento de S. aureus. KENNEDY et alii (1980) obtive-
vam um declinio na contagem de S. aureus durante 0s primeiros se-—
te dias de estocagem a 1,72C, seguindo de um constante decréscimo

na recuperacao aos 21 dias e um declinio marcante durante a dl-
tima semana (28 dias). De acordo com os autores, este declinio
foi resultado de injuria letal ou sub-letal das células, devido a
estocagem sob baixas temperaturas. Os autores concluiram que a
embalagem a vacuo nao proporciona um ambiente mais favoravel do
que a embalagem em condicOes aerdbias para a sobrevivéncia de
patogénicos facultativos como S. aureus, durante o armazenamento
prolongado sob refrigeracdo.

Portanto. podemos supor que um abuso de temperatura du-
rante o0 armazenamento, a carne bovina embalada a vacuo pode se

tornar um alimento de risco 3 saude.

Qe



Quanto a determinac3o de Salmonella, foi verificada a
auséncia deste microrganismo nas B84 amostras analisadas . Este re-—"
sultado estd de acordo com a legislac3o brasileira, que exige au-
séncia deste patdgeno em 250 de produto. DAVIDSON & WITHY (1974)
estudando carne moida embalada a vdcuo e inoculada com Salmonella
observaram um aumento de 4 ciclos log/9 ,apds uma semana a 122C.

Porém estas condi¢8es 30 abusivas, diferentes daquelas estudadas

neste experimento -



5.1.4. TDENTIFICACZO DE ENTEROBACTERIAS

De acordo com o proposto em 4.4.2.1 item b, foi realizada a

identificac3o das enterobacterias e os resultados s3o apresenta-

dos na tabela 24,podendo ser visualizados nas figuras 12,13 e
14
TABELA 24 - DISTRIBUICX0! DA MICROBIOTA DE ENTEROBACTERIAS EM

CONTRAFILE EMBALADO A VACUO

T T e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e = . e e = - ——— o~ — — —— - - — ———— — s o ao—

PERIODOS
MICRORGANISMO ] 12 24 36 44 52 60
Hafnia alvei 10,5 8,3 13,7 12,5 17,6 5,9 11,1
Enterobacter spp 26,3 44,4 24,1 15,46 11,8 20,6 27,8
Escherichia spp 15,8 2.8 -- - -- -- 2,8
Morganella morganii - -- 3.5 -- -- -- --
Proteus spp - 2,8 3,5 -- -- -- --
Serratia spp 47,4 41,7 55,2 71.9 76,6 73,5 58,3

1~ Expressa em porcentagem dos microrganismos isolados por perio-

do, independente do tratamento utilizado.
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Pode-se observar que houve predominancia de Serratia
spp em todos os periodos de armazenagem, exceto aos 12 dias. Estes
resultados est3o de acordo com os encontrados por AHMAD & MAR-
CHELLO (1989). Ja GRAU (1978) observou a predominidncia de Entero-
bacter spp, entre as enterobactérias, na 72 semana de estocagem
KENNEDY et alii (1982) observaram que a porcentagem de Serratia
spp era de 224 da polulagdo de enterobactérias entre 28 e 42 dias
de armazenagem. Em nosso caso’ Serratia spp atingiu porcentagem
de 3353 a 73,5 % entre 24 e 44 dias de estocagem.

Nio se detectou a presenca de Escherichia spp nos pe-
riodos de 24, 36, 44 e 52 dias. KENNEDY et alii (1980) e HANNA et
alii (1979) detectaram um aumento significativo de Hafia alvei
dentre as enterobactérias durante a estocagem de carne embalada a
vacuo. Neste experimento foi observada apenas uma flutua¢3o da
porcentagem entre 10,5 a 13,7 % da populacio isolada deste mi-
crorganismo n3o havendo, portanto, um aumento deste durante o ar-

mazenamento.

25
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FIGURA 12 - PORCENTAGEM RELATIVA DE ENTEROBACTERIAS EM CONTRAFILE
EMBAL.ADD A VACUO DURANTE TRES PERIODOS DE ARMAZENA-
MENTO (ZERO, 12 E 24 DIAS)
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PERIODO 36 DIAS Enterobacter spp
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FIGURA 13 - PORCENTAGEM RELATIVA DE ENTEROBACTERIAS EM CONTRAFILE
EMBALADO A VACUO DURANTE TRES PERIODOS DE ARMAZENA-
MENTO ( 36,44 E 52 DIAS)
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PERIODO 60 DIAS
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FIGURA 14 - PORCENTAGEM RELATIVA DE ENTEROBACTERIAS EM CONTRAFILE
EMBALADO A VACUO DURANTE 6@ DIAS DE ARMAZENEMENTO.
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TABELA 25 - PERFIL DA MICROBIOTA DE  ENTEROBACTERIAS EM  CONTRAFILE
IHEDIATAHENTE APGS EMBALAGEM A VACUO (ZERD DIAS DE ARMAZENAMENTO)

1501 ADO (1S1) GEL FROD. GAS IDENTIFICACKO
NE TRAT PHE HES 220C WH VP LIS CIT URE MOT IND DNAse  SACAROSE PRESUNTIVA

14 ]
49-1 A - - - + - - - - + + - NE Escherichia
49-7 A - - - - - - - + + - NE Escherichia
49-3 A - -+ + o+ o+ - NE Serratia
49 * A
32-1 B - - - t - - - - + + - e Escherichia
3-8 E - - 4 -+ o+ o+ - + - - NE Enterobacter
32-3 B - -+ -+ 4. 0+ - + - - NE Enterobacter
B4-1 R - - - L I - - - - Hafnia alvei
B4-7 B - - 4 -+ - 3 - + - + NE Serratia
84-3 B - -+ - + - o+ - + - + NE Serratia
2i-{ B - -+ + + + - + - + NE Serratia
2i-¢ R - - 4 -+ o+ - - - + KE Serratia
ci-3 R - - % - + + o+ - + - + NE Serratia
63 # C NE
i7-1 * £
17-2 C - - - -+ o+ & - + - - HE Enterobacter
{7-3 % ¢ NE
-~ C - - % S + - + NE Serratia
4i-2 ¢ - -+ -+ o+ - + - + NE Serratia
4-3 € - - - - + 4 + - + - - NFE Enterobacter
Rr- - - 4 -+ o+ o+ -+ - + NE Serratia
f2-¢ B - - - - o+ o+ o+ - + - - NE Enterobacter
87-3 b - - - - - % - - - - - Hafnia alvei
84 3 it
39 # il
TRAT = A ~ "BARRIER BAG" % Amnstras que nao apresentaram crescimento

B - "BARRIER RAG" + 2X DFG NE - TESTE HAD EXECUTALO

C - "BAG VAC”

§ - "BAG VAC" + 2% DFG
FHE = FENILALANINA DEAMINASE CIT = UTILIZACRG DE CITRATO
RPS = FRODUCXD EM TSI URE = UREASE
GEL = GELATINASE A 2ol HOT = HOTILIDADE
UK = TESTE DE VERMELHO DE METILA IND = INDOL
VP = TESTE DE VOGES PROSKAUER DNAse = PROTUICKD A 2500
115 = LISINA DESCARBOXILASE GAS DE SACARDSE = PRODUCXD A PARTIR DE SACAROSE

9%



TABELA 26 - PERFIL DA HICROBIOTA DE  ENTEROBACTERIAS EX  CONTRAFILE

EMBALADD A VACUD APGS 12 DIAS DE ARMAZENAMENTO.

BEL PROD. GAS IDENTIFICACAD
ISOLADD Ne  TRAT PHE HPS 220C UM WP LIS CIT URE MOT IND DNAse SACAROSE PRESUNTIVA
57-1 A - - - -+ o+ ¢ - + - - NE Enterobacter
57-¢2 A - - - R S A + - - - Hatnia alvei
97-3 A - - - -+ 4 + - + - NE Enterobacter
774 A - - -+ o+ - + - NE Serratia
77-7 A - - - -+ + o+ - + - - NE Enterobacter
77-3 [ - - - + - - - - + - NE Escherichia
71-4 A - - 4 -+ o+ ¢ - + - + NE Serratia
71-2 A - - 4 -+ o+ 4 - + - + NE Serratia
71-3 A - - ¢ -+ o+ ¢ - + - + RE Serratia
73-1 B - - 4 -+ + & - + - - NE Enterobacter
73-2 R - - ¢ -+ o+ ¢ - + - + NE Serratia
73-3 B - - - + - o+ o+ - + - - NE Serratia fonticola
&0-1 R - - - - 4 + 4 - + - - NE Enterobarcter
40-2 B - - - + -+ o+ - + - - NE Serratia fonticola
£6-3 B - - - -+ 4 + - + - - NE Enterobacter
69-1 B - - - -+ o+ - + - - NE Enterobacter
49-¢2 B - - 4 + + o+ o+ - + - + NE Serratia
49-3 B - - 4 - - + - + - + NE Serratia
51 C - - - -+ 4 + - + - - NE Enterobacter
o5-7 o + - 4 + + o+ ¢ - + - - NE Proteus
05-3 n - - 4 -+ o+ - + - + NE Serratia
45-1 € - - 4 + 0+ o+ - + - + NE Serratia
65-2 r - - % -+ o+ o+ - + - + NE Serratia
45-3 C - - 4 -+ o+ o+ - + - - NE Enterobacter
78-1 ¢ - - - -+ 4 & - + - - NE Enterobacter
T4~F ¢ - - 4 -+ o+ ¢ - + - - NE Enterobacter
78-3 C - - ¢ -+ + ¢+ - + - - NE Enterobacter
021 ) - - 4 -+ o+ o+ - + - + NE Serratia
#2-¢ b - - - + 4+ 0+ o+ - + - - NE Enterobacter
82-3 h - - 4 LR T T S + - + NE Serratia
55-4 n - - - + + 0+ - - + - - - Hafnia alvei
So-f 1] - - - + o+ 0+ - - + - - - Hafnia alvei
o5-3 B - - -+ 4 + - + - - NE Enterchacter
35-1 i - - - + 4 + + - + - - RE Serratia fonticola
35-2 )] - - - + o+ o+ ¢ - + - - NE Enterohacter
35-3 i} - - - + 4 + + - + - - KE Enterobacter
TRAT = A - "BARRIER BAG" NE - TESTE NAD EXECUTARD

PHE = FENILALAHINA DEANINASE

B - "BARRIER BAG" + 2% DFG

C - "RAG VAC”

D - "BAG VAC" + 2% DFG

HeS = PRODUCED EM TST
GEL = GELATINASE A 220C

UM = TESTE DE VERMELHD DE HETILA

VP = TESTE DE VOGES PROSKALER
LIS = LISINA RESCARRNXTLASE

CIT = UTILIZACXD DE CITRATO
URE = UREASF

MOT = HOTILIDADE

IND = INDOL

DNAse = PRODUCKD & 25aC
BAS DE SACARDSE -
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TABELA 77 - PERFIL DA MICROBIOTA DF  FNTEROBACTERIAS EM  CONTRAFILE
EHBALADO A VACUD APGS 24 DIAS DE ARHAZENAHENTD.

I50LADD GEL PROD. GAS IDENTIFICACKD

NE TRAT PHE HPS 220C UM VP LIS CIT URE MOT IND DNAse  SACAROSE PRESUNTIVA

99-1 A - - + + + - + - + NE Serratia

09-2 A - - + - ¢+ + - + - + NE Serratia

09-3 A ] AKOSTRA PERDIDA
0i-1 A - - -+ - + o+ - + - + NE Serratia fonticola
8i-2 A - - -+ + - + - + - - NE Enterobacter
01-3 A - - - -+ - 4 - + - - NE Enterobacter
f0-1 A - - - -+ + o+ - + - - NE tnterobacter
{o-2 A - - -+ + o+ - + - NE Serratia

10-3 A - - -+ + + - - + - - - Hafnia alvei
046-1 B - - - + ¢ 4+ 4+ - + - - NE Enterobacter
04-2 B - - - + + + o+ - + - - NE Enterobacter
04-3 B - - -+ -+ o+ - + - + NE Serratia fonticola
51 B

ie-1 B - - + + - + + - + - + NE Serratia

j2-2 B - - + - -+ o+ - + - + NE Serratia

i2-3 B - - + - + + T+ - + - + NE Zerratia

34-1 C - - + - ¢ - - + + NE Serratia

34-2 C + - - ¢ - - - 4 + NE Horoanella

34-3 C - ~ + + + - 4+ - + - + NE Serratia

42-1 C + - + o+ - - - % + - NE Proteus

42-2 ¢ - - + -+ + + - + - + NE Serratia

42-3 C - - - - + 4 + - + - - NE tnterobacter
31-1 C - - I R - - + NE Serratia

3i-2 C - - - - + + + - + - - NE Enterobacter
31-3 £ - - + -~ + -+ - + - + NE Servatia

15-1 b - - + - -+ o+ - + - + NE Serratia

i5-2 i - - -+ o+ o+ - - + - - - Hafnia alvei
39-1 n - - - 4+ ¢+ ¢+ - - + - - - Hatnia alvei
29-2 b - - -+ -+ ¢+ - + - + NE Serratia fonticola
39-3 b - - + + + - - + - - - Hafnia alvei
79-1 D - - -+ -+ - + - + NE Serratia

TRAT = A - "BARRIER BAG" ¥ #mostra 53 nHo apresentou crescimento

B - "BARRIER BAG" + 2% DFG
C - “BAG VAC"
D ~ "BAG VAC™ + 2X DFG

PHE = FENILALANINA DEAMINASE

H2S = PRODUCXO EM TSI

GEL = GELATINASE & 220C

UK = TESTE BE VERHELHO DE WETILA
VP = TESTE DE VOGES PROSKAUER
LIS = LISINA DESCARBOXILASE

NE - TESTE NAO EXECUTADD

CIT = UTILIZACXO DE CITRATO

URE = UREASE

HOT = HOTILIDADE

IND = INDOL

DNAse = PRODUCXO A 250C

GKS DE SACAROSE = PRODUCKD A PARTIR DE SACAROSE
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TABELA 28 - PERFIL DA MICROBIOTA DE  ENTEROBACTERIAS EM  CONTRAFILE
EMBALADO A VACUD APGS 34 DIAS DE ARHAZENAMENTO.

1S0LADO BEL PROD. GAS  IDENTIFICACXO
We  TRAT PHE H2S P2%C W WP LIS CIT URE MHOT IND DNAse SACAROSE  PRESUNTIVA

29-1 A - S S I + - + NE Serratia
29-2 4 - - 4+ - - & + - + - + NE Serratia
29-3 A - -+ - -+ 4+ - + - + NE Serratia
72-4 A - -+ - + o+ - + - + NE Serratia
77-2 ] - -+ - + o+ - + - - NE Enterobacter
72-3 A - SRR S S + - + NE Serratia
78-1 A - -+ - -+ 4 - + - + NE Serratia
78-¢ A - -+ o+ -+ 4 - + - + NE Serratia
78-3 ] - -+ o+ - o+ - + - + NE Serratia
56-1 B - - - 4+ - 4 - - + - - - Hafnia alvei
S54-2 B - -+ - o+ 4+ - + - - NE Enterobacter
36-3 k - -+ -+ v+ - + - - RE Enterobacter
hé-1 B - -+ - - - + -+ NE Serratia
667 R - -+ - - & 4 - + - + NE Serratia
46-3 B - S -+ o+ - + - + NE Serratia
87-1 B - - - -+ - - + - - - Hatnia alvei
97-¢ B - - 4 ~  + % - + - + NE Servatia
87-3 B - -+ - - 4+ ¢ - + - + NE Serratia
16-1 C - -+ - - + + - + - + NE Serratia
14-7 L - - % - 4 - 4 - + - + NE Serratia
16-3 r - -+ - % - + - + - + NE Serratia
36-1 C - - - + - + - - + - - - Hafnia alvei
34-2 C - - - ¢ - & + - + - - NE Serratia fonticola
36-3 C - -+ - % -+ - - - - NE Enterobacter
68-1 L - -+ - - - % - + - + NE Serratia
48-2 £ - -+ - - - % - + - + NE Serratia
68-3 £ - - 4 + ¢ - + - + - + NE Serratia
67-1 i - - - + - ¢+ % - + - - NE Serratia forticola
67-7 b - T + - + - - NE Enterobacter
58-% B
5e-1 D - - - - - - - + - - Hafnia alvei
539-7 i} - -+ o+ ¢ - o+ - + - + NE Serratia
50-3 I - - ¢ + 0+ - + - + - + - Serratia
TRAT = A -"BARRIER RAG" # Awostra 5B ndo apresentou crescimento

R -"BARRIER BAG"+ 2% UFG NE - TESTE NAD EXECUTARD

C -"BaG vaC”

D -"RAG VAC™+ 2% DFG
PHE = FENTLALANINA DEANINASE CIT = UTILIZACKD DE CITRATO
HPS = PROTUCKD EK TSI URE = UREASE
BEL = GELATINASE A 220C ¥DT = HOTILINADE
UM = TESTE RE VERHELHO DE METILA IND = INDOL
VP = TESTE DE VOGES FROSKAUER DNAse = PRODUCKG & 250C
LIS = LISINA DESTARBOXTLASF 45 DE SACAROSE = PROGUCKD A PARTIR DE SACAROSE



TABELA 29 - PERFIL DA MICROBIOTA DF  ENTEROBACTERTAS EW  CONTRAFILE
EMBALADD A VACUD APGS 44 DIAS IF ARHAZENAMENTO.

150L.AD0 BEL PROD. GAS  IDENTIFICACRD
Ne TRAT FHE HPS 220C VK VP LIS CIT URE HOT IND DNAe SACAROSE ~ PRESUNTIVA

30-1 A - - ¢ + - ¢+ 4+ - + - + NE Serratia
30-2 A - - ¢ + - + ¢+ - + - + NE Serratia
48-1 A I A + -+ - + NE Serratia -
48-2 A e S 2 T + NE Serratia
48-3 A - - ¢ + - - 4+ - + - + NE Serratia
A5-1 A - - 4 + - - ¢ - + - + NE Serratia
45-2 A - - - -+ o+ o+ - + - - NE Enterobacter
45-3 A - - - -+ + + - + - - NE Enterobacter
08-1 B - - - -+ + ¢+ - + - - NE Enterobacter
88-2 B - - - + - + - - + - - - Hafnia alvei
03-3 B - R T S + - - NE Serratia fonticola
2e-1 B - - - + - - + - + - - NE Serratia fonticola
2e-2 B - - - + - - - + - - - Hafnia alvel
20-3 B - - 4 - - + - + - + NE Serratia
11-1 B - - ¢ - - - 4 - + - + NE Serratia
1i-2 B - - 4 - - - ¢ - + - + NE Serratia
11-3 B - - 4 - - - % - + - + " NE Serratia
54-1 ¢ - - - + - 4 - - + - - - Hafnia alvei
-2 C - - 4 + - + + - + - + NE Serratia
94-3 C - - ¢ + - + o+ - + - + NE Serratia
746-4 C - - - -+ o+ o+ - + - - NE tnterobacter
76-2 (X - - 4 + - ¢ o+ - + - + NE Servatia
76-3 C - - 4 + - o+ o+ - + - + NE Serratia
Se-4 C - - - N + - - - Hafnia alvei
Se-2 T - - 4 + - + o+ - + - + NE Servatia
5e-3 C - - - N + - - - Hatnia alvei
13-4 i} - - 4 + - + ¢+ - + - + NE Serrvatia
i3-2 b - - + - + o+ - + - + NE Serratia
13-3 B - -+ + - + ¢+ - + - + NE Serratia
79-1 i - - ¢ + - - + - + - + NE Serratia
75-2 b - - 4 + - - 3 - + - + NE Serratia
75-3 D - - - + - - - - + - - - Hafnia alvei
33~ b - -+ + - - + - + - + NE Serratia
33-2 D - - 4 + - - o+ - + - + NE Servatia
33-3# D
TRAT = A - "BARRIER BAG" ¥ Amostra 33-3 foi perdida

B - “BARRIER BAG" + 2% DFG NE - TESTE NAD EXECUTADO

C - “BAG VAC"

D - “BAG VAC" + 2% DFG
PHE = FENILALANINA DEAMINASE CIT = UTILIZACXD BE CITRATO
H2S = PRODUCKD EM YSI URE = UREASE
GEL = GELATINASE A 220C HOT = HOTILIDADE
UK = TESTE DE VERHELHD DE METILA IND = INDOL
VP = TESTE DE VOGES PROSKAUER . DNAse = PRODUCAD A 250C
LIS = LISINA DESCARBOXTLASE 645 DE SACAROSE = PRODUCAD A PARTIR DE SACARDSE
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TABELA 30 - PERFIL DA  MICROBIOTA DE  ENTEROBACTERIAS EM  CONTRAFILE

EMBALADD A VACUD APGS 52 DIAS DE ARMAZENAMENTO.

No.da GEL. PROD  GAS  IDENTIFICACXD
amostra TRAT PHE H2S PP2oC UM VP LIS CIT URE MOT IND DNAse SACAROSE  PRESUNTIVA

47-1 [ - - 4+ o+ -+ - + - + NE Serratia
47-2 A - - - 4+ - & - - + - - - Hafnia alvei
47-3 A - -+ -+ - % - + - - Ne Enterobacter
03-1 t - - ¢+ + - + ¢+ - + - + NE Serratia
#3-¢ ] - -+ + - + + - + - + NE Serratia
03-3 A - - 4+ o+ -+ o+ - + - + NE Serratia
43-4 A - - -+ - + + - + - - NE Serratia fonticola
43-2 A - -+ o+ -+ - + - + NF Serratia
43-3 A - - -+ =+ 4 - + - - NE Serratia fonticola
9i-1 B - -+ 4+ -+ - + - + NE Serratia
- B - -+ o+ - + o+ - + - + NE Serratia
54-3 B - -+ 4+ - o+ o+ - + - + NE Serratia
43-1 B - -+ 4+ -+ o+ - + - + NE Serratia
3B-1 B - - -~ 4+ - - o+ - - - - Hafnia alvei
3R-7 B - -+ o+ - 4+ o+ - + - + 3 Serratia
38-3 B - -+ - + o+ - + - + NE Serratia
23-4 £ - - + -+ -+ - + - - NE Entercbacter
23-2 £ - - + + - + + - + - + NFE Serratia
73-3 L - -+ + - + + - + - + NE Serratia
191 L - - - - %+ 4 - + - - KE Enterobacter
19-7 C - - + + - + + - + - + i3 Serratia
{9-4 r - -+ - + o+ - + - + NE Serratia
831 N - -+ o+ -+ o+ - + - + NP Serratia
83-f I - - + + - + + - + - + NT Serratia
83-3 r -~ - -+ + + - + - - NE Enterobacter
62-1 n - - % + - + + - + - + NE Serratia
b2-2 B - - = -+ o+ - + - - NE Enterabacter
42-3 B - -+ 4+ -+ o+ - + - + NE Serratia
2r-1 b - -+ o+ -+ o+ - + - + NE Serratia
2p-p ] - -+ o+ -4+ - + - + KE Serratia
e-3 i - -+ + - & o+ - + - + NE Serratia
44-1 It - - + + - t + - + - + NE Serratia
b4-¢ i - - - - 4 -4 - + - - NE Enterobacter
44-3 I - - - - 4 - + - + - - NE Enterobacter
TRAT = & - “BARRIFR BAG" NE - TESTE NAD EXECUTAND

"RARRIER BAR" + 2§ DFG
“BAG VALY
“BAG VAC" + 24 TFG

FHE = FENILALANTNA TEANINASE CIT = UTILIZACAD DE CITRATO
BFL = GELATINASE A 2°P0C MOT = MOTILIDADE
YW = TESTE GE VERWELHD DE KFTILA IKD = INDOL

TiNAse = PRODUCAD & 25af
64S BE SACAROSE = FRODUCKD A PARTIR DE SACARDSE

UF = TESTE DE VNGFS PROSKAUFR
115 = LISINA DESCARBOXILASE
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TARELA 31 - PERFIL DA HWICKOBIOTA DE  ENTEROBACTERIAS EH  CONTRAFILE

EHBALADO A VACUD APGS 68 DIAS DF ARMAZENAMENTD.

ISOLADO BEL PROD. GAS  IDENTIFICACRD
Ne TRAT PHE HPS 220C VK WP LIS CIT URE MOT IND [DWAse SACARDSE  PRESUNTIVA
44-1 A - -+ -+ - 4 - - - - NE Enterobacter
46-2 A - -+ - & - ¢ - + - - NE Enterobacter
44-3 A - ST S SR SR + - + NE Serratia
37-1 A - -+ -+ o+ 4 - + - + NE Serratia
37-2 A - - -+ - 4 - - + - - - Hafnia alvei
37-3 A - S + - NE Escherichia
24-1 A - -+ - ¢ + + - + + NE Servatia
24-2 A - - - o+ -~ ¢ - + - - NE Serratia fonticola
24-3 A - -+ - 4+ o+ - + - + NE Serratia
74-4 B - -+ - 4+ + o+ - + - + NE Serratia
74-2 B - -+ - + o+ o+ - + - + NE Serratia
74-3 B - -+ - + + + - + - + NE Serratia
26-1 B - - -+ - + - - + - - - Hatnia alvei
26-2 B - - -+ - - 3 - + - - NE Serratia fonticola
246-3 B - - - - -+ - + - + NE Serratia
o8- B - - -+ - + + - + - - NE Serratia fonticola
28-2 B - = -+ - & + - + - - NE Serratia fonticola
28-3 B - - - 4+ -+ - + - - NE Serratia fonticoia
27-1 C - -+ - 4 - o+ - + - - NE Enterobacter
27-2 C - -+ - 4 + + - + - - NE Enterobacter
27-3 I - -+ o+ - % + - + - + NE Serratia
18-1 C - - + - + - + - + - - NE Enterobacter
i8-2 c - -+ -+ -+ - + - - NE Entevobacter
18-3 C - - - - - - + - + - - NE Serratia forticola
25-1 C - -+ - - 3 - + - - NE Enterobacter
25-2 C - - + 4 - + + - + - + NE Serratia
25-3 c - -+ o+ -+ o+ - + - + NE Serratia
Bi-1 b - - - - 4+ -~ % - + - - NE Enterobacter
81-2 i - -+ - & - 4 - + - - NE Enterobacter
81-3 )] - -+ + - ¢+ o+ - + - + NE Serratia
&1 i - -+ -+ o+ o+ - + - + NE Serratia
41-2 ] - - -+ - o+ o+ - + - - - Hafnia alvei
61-3 )] - - = = + + + - + - - NE Enterohacter
8o-1 b - - + - + + s + - + NE Serratia
ge-2 B - - 4+ - + o+ o+ - + - + NE Servatia
80-3 D - - - 4 - + - - + - - - Hafuia alvel
TRAT = A - “BARRIER BAG" NE - TESTE NAD €XECUTARD
B ~ "BARRIER BAG" + 2% TFG
T - “BAB VAC"
L - "BAG VAC" + 2% DFG
PHE = FENILALANINA DEAMINASE CIT = UTILIZACKD DF CITRATO
HAS = FRODUCKG EW 7S URE = URFASE
Btl = GELATINASE A 22oC KOT = KOTILIDARE
U4 = TEGTE DF VFRHELHD TE HETILA JHD = INBOL
UF = TESTE BE VYGGES PROSKALER DNAse = PRODUCXD & 2500
118 = {TSINA DESCARBOXILAST GAS DE SACAROSE = FROLUCAD A FARTIR DE SACARDSE

100G



5.1.5. DETERMINACAD DE Yersinia enterocolitica

Na tabela 32 s3o0 apresentados os ndmeros de cepas
isnladas de Yersinia spp, de acordo com o especificado em

4 42 1. item E

TABELA 32 - NUMERO DE CEPAS ISOLADAS DE Yersinia spp em
CONTRAFILE EMBALADOD A VAaCUO

TRATAMENTO!
PERIODO A B C D
0 - - - _
12 1 1 -- -
24 2 - 1 --
36 1 -- é 2
44 1 ? 4 -
52 3 7 S 3
60 3 5 S --
TOTAL 11 ee 21 5
1i- A - "Barrier Bag"
B - "Barrier Bag" + 2% DFG
C - "Bag Vac"”
D - "Bag Vac" + 2% DFG



No periodo zero de armazemamento n3o foram encontradas cold-
nias com caracteristicas de Yersinia sep.

0 maior ndmero de isolados de Yersinia spp foi encontrado no
tratamento B. Houve um aumento do nuimero de isolados com o avanco
do tempo de armazenamento, sugerindo que a estocagem possa favo-
recer o0 crescimento deste microrganismo, independentemente do
tipo de tratamento utilizado. & fato conhecido que a Yersinia spp
tolera bem as baixas temperaturas (32 C). Neste experimento n3o
foram encontradas cepas de Yersinia enterocolitica.Contudo encon-
trou-<se Y. intermedia e Y. kristensenii, sendo aQue o numero de
cepas isoladas destas espécies estao apresentados an tabela 33.

HANNA et alii (1976) n3o isolaram Y. enterocolitica nas amostras
armazenadas entre zero, 7 e 14 dias.De acordo com estes autores,
entretanto,as amostras se apresentaram positivas aos 21 (1 amos-
tra),2e8 (7 amostras) e 35 dias (2 amostras), num total de 10

amostras para este microrganismo.



TABELA 33 - ESPECLTES! DE Yersinia spp IDENTIFICADAS EM
CONTRAFILE EMBALADO A VACUO.

s . o - —— T G — A — . o —— — —— " T - ———————— ————— - —— - " - ——f———— - ————— ——— —_ p—

ESPeCIE
PERIODO TRATAMENTOZ2 Y.intermedia Y. kristensenii
A e— -
ZERO B -- -
C - -
D -—— —
A 1 -
12 B 1 -
C - - -— -
D [Ru———, -
A e --
B - — -
24 C 1 -
D —_— —_—
A -— 1
B - -_—
36 c é -
D e --
A 1 --
44 B 8 1
C 3 1
D -—— —-——
A 3 -—
52 B 4 3
Cc 4 i
D 1 e
A e 1
60 B 4 1
C S --
D —-—— ——

1- ndmero de cepas isoladas
2- A - "Barrier Bag"
B - "Barrier Bag" + 2% DFG
C - "Bag Vac"”

D - "Bag Vac" + 2% DFG
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FEELEY & SCHIEMANN (1980) afirmaram que Y. frederickse-
nii, Y. kristensenii e Y. intermedia parecem pertencer ao ambien-
te e nao s3o causadoras de doencas em seres humanos.

0 isolamento destas espécies ndo possui um padri3o con-
sistente que se possa correlaciona-10 a utilizac3o0 de monoglice-

rideo acetilado
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5.2. DETERMINACAO DA PERDA DE PESO

A perda de peso foi determinada como especificado em
4.5.1. Os dados obtidos s3o apresentados na tabela 34 , repre-
sentam a média da porcentagem de perda de peso de trés amostras
por tratamento, em cada periodo.0s dados da tabela est3o repre-

sentados na figura 14.

TABELA 34 - PORCENTAGEM DA PERDA DE PESO EM CONTRAFILE
EMBALADO A VACUO

PER{OD0 —------=~- TRATAMENTO! -~ ORDEM DAS
MEDIASE
(DIAS) A B C D
0 1,46c 0, 34c 1,9%c 9.7%9b CADB
12 3,02a 1,57bc 3,23bc 2,62ab CADB
24 4,1%9a 2,76ab 4,13ab 3.53a A CDB
36 a,28a 2,83ab 4,94ab  3,35ab CAaDB
44 4,88a 3,27a 5,32a 3,97a CADB
ae 4,25a 3.82a 5.,02ab 4,8%a CDAB
60 4,42a 3,%4a 5,9%a 4,6%a CDAB
i- A - “Barrier Bag"
B - "Barrier Bag" + 2% DE DFG
C - "Bag Vac”
D - ““Bag Vac'" + 2% DE DFG
a,b,c - Médias na mesma coluna com a mesma letra n3o diferem
(p>0,03)

2 - Médias na mesma linha que possuam traco continuo em comum

ndao diferem (p)0,05)



Houve diferenca significativa a nivel de 5 % nas médias
de porcentagem de perda de peso entre os tratamentos por perio-
do, nos .dias @ e P24 de armazenamento . A partir do 362 dia n3o
houve diferenca significativa (p)0,05) entre tratamentos por pe-
riodo Observou-se um aumento de perda de peso com o avango dos
dias de estocagem . Este fato corrobora os resultados encontrados
por BOWLING et alli (1977), SEIDMAN et alli (1979), GRIFFINS et
alli (1982), LIEBICH et alli (1986), KEETON et alli (1988).

Em todos os periodos as menares porcentagens de perda
de peso foram observadas para o tratamento B . KEETON et al-
1i(1988) observaram que a perda de peso tendeu a ser menor com
DFG durante a estocagem, por 7 semanas e foi significativamente
menor (P <(@,05) na 4 e 6 2 semanas

As maiores diferencas de perda de peso ocorreram entre
os periodos @ e 12 2 dias sendo estes valores de 1,23; 1,24; 1,56
e 1,83 para os tratamentos B, C, A e D respectivamente.

Comparando-se as médias de perda de peso entre os tra-
tamentos nota-se que, em todos os periodos, a maior perda de peso
foi observada entre as amostras que nd3o foram adicionadas de DFG
Nibservou-se,portanto, que houve um efeito de diminuicio da perda
de peso pelo DFG, apesar dos resultados ndao apresentarem diferen-
ta estatistica significativa

A perda de peso maxima ocorreu em periodos distintos
para cada um dos tratamentos, sendo que para A aos 44 dias, D aos
52 dias ¢ B e C aos 6@ dias

No inicio da estocagem obteve-se uma perda de peso que

variou entre 0,34 % e 1,99 % e ao final a perda foi de 3,94 a
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5,79%. Ja SEIDMAN et alli (1979) observaram uma perda no inicio
do armazenamento de é % (7 dias) e ao final (28 dias) 8,37 ¥%.
LIEBICH et alli (19865 detectaram a preven¢cdao da perda de peso
por DFG no inicio do periodo de estocagem. Eles obtiveram uma re-
ducio de perda de 75 a 60 % para embalagem "CRYOVAC" nos dias 35

e 42 de estocagem. Para us laminados de polietileno a reducio

foi de 85 a 42 % nos dias 14 e 42 de estocagem.
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PERDA DE PESO

PORCENTAGEM

TMO>~HZMOIDOT

0 12 24 36 44 62 60
PERIODO (DIAS)

A =~ BARRIER BAG B =~ BARRIER BAG + 2% DFG
C+BAG VAC D ~BAG VAC + 2% DFG

FIGURA 14 - PORCENTAGEM DE PERDA DE PESO EM CONTRAFILE

EMBALADO A VACUO ARMAZENADO SOB REFRIGERACXZO.



5.3 DETERMINACZ0 DE pH

A tabela 35 apresenta a media dos valores de pH final
de trés amostras por tratamento, durante o periodo de estocagem,

obtidos de acordo com o item 4.5.2.

TABELA 35 - MeéDIAl DDOS VALORES DE pH EM CONTRAFILE EMBALADO A
VACUD
PERIONO —--=—=—c——memm TRATATAMENT0SZ ———~—=———— e — ORDEM DAS
(DIAS) MeEDIAS3
A B C D
) 5,57 % S, 63% S5, 55% 5,57 %
12 5,663 5,682 5,588 5,523ab BACHD
24 5,39¢ 5, 404 5,41b 5,3%¢ CBAD
36 5,45b¢ 5,47¢€ 5,47ab 5,493bc p B C A
44 5,51b 5,56b 5,51ab 5,572 DBAC
52 5, 46bc 5,44¢d 5,45ab s, 4pbc ACBD
40 5, 48bc 5, 46¢€d 5,43b 5, 44bc ABDC

1-Média de trés amostras por tratamento

2- A - "Barrier Bag" :
B - "Barrvrier Bag”™ + 2% DFG
C - "Bag UaC"
D - "Bag Vac" + 2% DFG
abcd - Médias na mesma coluna com a mesma letra nao diferem
(P>0,05)

3- Médias na mesma linha que possuem trac¢o continuo comum n3o
diferem (P) @,05)

% - Valores médios, obtidos no frigorifico, com pHmetro portatil
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De acordo com a tabela 35, n3o houve diferenca signifi-
cativa (p)> 0,05) nos 4 tratamentos em todos os periodos. Conside-
rando o0s tratamentos isoladamente, houve um ligeiro aumento no
pPH, entre zero e 12 dias de armazenamento, exceto no tratamento
I Contudo.de uma maneira geral, houve um ligeiro decréscimo no pH
com o avanco da estocayem. LIEBICH et alli (19864), ao contridrio,
ndo observaram queda de pH em embalagem Cryovac adicionada de DFG
ate aos 21 dias de estocagem sob refrigerac3o0, que permaneceu no
valor de 5,9. Em laminado de polietileno, estes mesmos autores
observaram uma queda de 5,9 para 5,5. KEETON et alii (1988) nio
observaram variac3do de pH (apenas 0,1 unidades de pH) sendo sig-
nificativa apenas no 72 dia de estocagem.

No periodo compreendido entre 12 e 24 dias deste ex-
perimento hbuve uma maior diminuic3o do pH em todos os tratamen-
tos, fato que este que coincide com o0 maior incremento da popu-
lacao de bactérias laticas, neste mesmo intervalo de tempo. Veri-
fica-se, assim, que houve uma relacdo inversa entre a contagem
destes microganismos e o pH, neste periodo.Estes resultados su-
gerem que esta microbiota possa contribuir para a diminuig3o do
pH. LEDWARD et alli (1970) afirmaram que a queda de pH em carnes
armazenadas em atmosferas ricas em gas carbonico & atribuida a

atividade de lactobacilos e/ou dissolu¢gao do gas carblnico nos

tecidos.



5.4 DETERMINACAO DA PERMEABILIDADE A0 OXIGENIO

As amostras dos dois tipos de embalagem ("Barrier Bag"
e "Bag Vac") foram submetidas aos tratamentos previos de condi-
cionamento a seco e a umido indicados em 4.5 4 .

Os resultados obtidos para as duas embalagens e dois

condicionamentos est3o apresentados na tabela 36.

TABELA 36 - PERMEABTLIDADE A0 OXIGENIO (cc CNTP/M2/DIA/7&@mmHg)
EMBALAGEM CONDICIONAMENTO A SECO CONDICIONAMENTO UMIDO
“BARRIER BAG" 20,0 7,3
"BAG VAC" 8,0 10,4

De acordo com RIVZI (1981), o0s resultados obtidos est3o
dentro de valores de permeabilidade ao Op requerido para embala-
gem a vacuo, que deve ser menor que 40 cc/mE/dia atm., indicando
aue ambas as estruturas dos filmes utilizados neste experimento

se encaixa na classificacdo de alta barreira.  (Tabela 1).
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5.5. AVALIACXD DA REGENERACXO DE COR E ANALISE DE ODOR

A avaliacdo da regenerac3o de cor foi feita de acordo

» € as analises de odor especificadas no item

8]

com o item 4.5,

4.5 .3 Estes dados s3o0 apresentados na tabela 37

TABELA 37- AVALTACX0! DA REGENERACXO DE COR2 E ANALISE DE
ODOR EM CONTRAFILE EMBALADD A V&CUOC.

PERTIODO TRATAMENTOSS ODOR*4
(dias) A B c D

) 5,00a S, 00a 5,00a 5,00a NORMAL
12 4,.47a 4,47a 4,50a 4,30a NORMAL
P4 4,83a 4,467a 4,83a 4,83a NORMAL.
36 4,50a 4,50a 4,67a 5, 00a NORMAL
44 4,67a 4,67a 4,467a 4,83a ACIDO
52 4,50a 4,17a 4,50a 4,17a ACIDO
460 4,47a 5,00a 4,67a 4,67a ACIDO

1- AVALTACAD: Apds exposicio ao ar frio por 20 minutos.
® (zero)- muito ruim

5 (cicno) - muito boa
2- Média de trés amostras por tratamento
3- A - "Barrier Bag"
B - "Barrier Bag" + 2% DFG
C - "Bag Vac"
D - "Bag Vac" + 2% DFG
a~ Médias na mesma linha que possuem a mesma letra nao diferem

(p)0,05)

4- Avaliacao feita pelos pesquisadores, logo apds a amostvragem

microbioldgica.
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Durante a armazenamento nao se observou diferenca sig-
nicativa (P)@,05) comparando-se os quatro tratamentos em um mes-
mo periodo.Esfes resultados ndo est3o de acordo com os dados
apresentados por KEETON et alli (1988). Estes autores, trabalhan-
do com carne bovina embalada a vacuo e estudando o efeito do DFG
durante a armazenagem de 45 dias, observaram que as amostras com
DFG recuperaram moderamente a cor vermelho brilkhante, enquanto
que o0s controles apresentaram cor vermelho escuro, tendo encon-
trado diferenca significativa (p<{(®,05S) somente aos 28 dias de es-
tocagem, com vantagem para os tratamentos com DFG na recuperacao
da cor

GRIFFIN et alli (1982) observaram completa regeneracio
de cor na carne, apos 15 minutos da abertura da embalagem. Estes
autores tambem n3o0 detectaram diferencas significativas entre os
diferentes tipos de embalagem.

A partir de 44 dias de estocagem algumas amostras
apresentaram odores acidos, descritos como acres ou a "queijo".
Estes odores n3o sao caracteristicos de carne, levando portanto a
limitacdo da vida de prateleira deste produto. Aos 60 dias de es-
tocagem ,todas as amostras avaliadas apresentaram odores altera-
dos. Esta alteracdao € descrita por CANTONI et alli (1989). Eles
isolaram cepas de microrganismos produtores deste odor em carne
bovina embalada a vacuo, determinando sua a natureza quimica. Os
responsaveis por este odor sao microrganismos de incertae sedis,
que podem se multiplicar em temperaturas de refrigeracao, produ-
zindo 3acidos graxos de cadeia curta (acético, propifnico e buti-

rico).
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6 . CONCLUSSES

Ni&o houve diferenca significativa (p ) 0,05) em relacio aos
dois tipos de embalagem estudados e a adicdo de DFG,com pou-
cas exceches, entre médias de contagens de microrganismos

deterioradores e patogénicos

A microbiota psicrotrdofica isolada e identificada do contra-
filé embalado a vdcuo foi dominada por Lactobacillus SPPp,

a partir 129 dia de armazenamento.

Nio foram detectadas Salmonella ou Yersinia enterocolitica
em qualquer dos tratamentos,durante todos os periodos de es-

tocagem sob refrigeracio

Observou-se um efeito antagdnico entre B. thermosphacta e
bhactérias ldticas no periondo de 12 dias de armazenamento s0b
refrigeracdo, indicando uma possivel inibi¢cao do primeiro pe-

10 segqundo
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Entre os microrganismos patogénicos, Staphylococcus aureus
desenvolveu-se, atingindo populacSes de 1,6 log UFC/cm no
periodo de 24 dias ,observando-se posteriormente um rapido

um decrescimo

As popula¢cBes microbianas deterioradoras n3p atingiram ni-
veis maiores ou iguais a 7 1og UFC/cm®, durante todo o pe-

riodo de estocagem

Dentre os microrganismos patogénicos, apenas 2 cepas de
Clostridium perfringens foram isoladas no periodo zevo de

armazenamento,ndo sendo isolado nos periodos subsequentes .

Entre as enterobacterias isoladas e identicadas houve predo-
mindncia de Serratia spp durante todos periodos de estocagem,
com excecao do 122 dia de armazenamento, quando predominou

Enterobacter spp

Apesar do contrafilé embalado a vdcuo ter apresentado um
bom perfil microbiano, a vida de pratelvira do produto foi
limitada pela alteracao de odor , percebida a partir dos 44

dias de armazenamento.



10-

11-

Em relacdo as porcentagens de perda de peso, a adicio de DFG
nao causou diferencas significativas (p ) 0,05), embora
os tratamentos adicionados de DFG tenham apresentado perdas

de peso numericamente inferiores aos demais.

Apesar de ter-se conseqguido apenas reduc3o numérica da perda
de peso com a utilizacio de DFG, em termos econbmicos esta
reducio pode ser significativa, porém devem ser avaliadas as
relacdbes custo/beneficio na introduc3o de uma nova etapa den-

tro de um processamento industrial
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