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RESUMO GERAL

7

A embalagem da carne bovina fresca em atmosfera modificada € um sistema
complexo e dindmico em que vdrios fatores interagem para a manuten¢do da qualidade do
produto. A concentragdo de gases ao redor do produto e as condi¢des de estocagem podem
decisivamente influenciar a estabilidade da cor e a qualidade microbiolégica da carne
acondicionada em atmosfera modificada. Portanto, a determinacdo de um sistema de
embalagem para a manuten¢do da qualidade da carne fresca envolve a otimizacdo de
multiplas varidveis: composi¢cdo gasosa, razdo entre volume do gds e massa do produto,
taxa de permeabilidade a gases da embalagem, tempo e temperatura de estocagem, entre

outras.

Através dos experimentos realizados foi possivel avaliar vdrios sistemas de
embalagens, institucionais e convencionais, € conhecer como importantes varidveis de

processo interagem durante a estocagem e a exposicdo da carne ao varejo.

A revisdo bibliogréfica apresentada no Capitulo 1 foi realizada para resumir de
forma compreensivel a literatura até a presente data, visando facilitar a aplicacdo
apropriada de misturas gasosas para fins comerciais especificos, e também para auxiliar os
profissionais da industria da carne na selecdo de sistemas de embalagem de forma a atender

efetivamente os seus interesses.

No Capitulo 2, bifes de alcatra e contrafilé foram acondicionados em bandejas
plasticas de alta barreira a gases em atmosfera contendo 30% de CO, e concentragdes
varidveis de CO (0,2-0,4%), O (0-21%) e N, (balango) com o objetivo de se determinar a
melhor mistura contendo CO capaz de controlar a estabilidade da cor e promover a inibi¢cao

do crescimento microbiano.

iX



No Capitulo 3 as relagdes entre descoloragdo e odor desagraddavel foram avaliadas
para se analisar os efeitos da concentracao residual de oxigénio combinado com altos teores
de CO; (30 e 100%) sobre a reoxigenacao e a qualidade microbioldgica da carne fresca

embalada com ou sem CO (0,2%).

No teste final, Capitulo 4, a menor concentracao de CO (0,2%) capaz de produzir
uma cor atrativa foi associada as altas concentracdes de CO, (60% e 99,8%) para aumentar
a vida util de bifes de trés musculos bovinos (longissimus dorsi, gluteus medium e psoas
major) e da carne moida (triceps brachii) que foram escolhidos devido ao fator econdmico

e por apresentarem diferencas intrinsecas de estabilidade de cor entre si.

Palavras-chave: carne bovina, atmosfera modificada, monédxido de carbono,

carboximioglobina, cor, microbiologia



SUMMARY

The packaging of fresh beef in a modified atmosphere is a complex and dynamic
system in which various factors interact for the maintenance of the quality of the product.
The concentration of gases surrounding the product and the storage conditions could
decisively influence the stability of the color and microbiological quality of the meat
conditioned under modified atmosphere. Therefore, the optimization of a packaging system
to maintain the quality of fresh meat involves or is determined by several variables: the
gaseous composition, the ratio between the gas volume and the product weight, the gas

permeability of the package, time and temperature of the storage, among others.

Through the experiments which were carried out, it was possible to evaluate various
packaging systems, institutional and conventional, and to understand how important

variables of the process interact during the storage and retail exposure of the meat.

The literature review presented in Chapter 1 was achieved by trying to summarize in
a comprehensive and readable form until the present date, looking for the easiest way to
apply the appropriate gaseous mixtures for a specific commercial purpose, and also to
support the professionals in the meat industry in the selection of most appropriate

packaging systems to effectively meet their interests and needs.

In Chapter 2 sirloin and rib eye steaks were conditioned to the primary packaging in
a modified atmosphere 30% of CO, and variable concentrations of CO (0.2-0.4%), O, (0-
21%) and Nj(balanced) with the goal of determining the best mixture containing CO with

the ability to match the optimum microbiological growth inhibition and color stability.

In Chapter 3 the interrelationship between the discoloration and off-odor were

evaluated by determining the concentrated residual effects of oxygen combined with high

xi



levels of CO; (30 and 100%) which results in the reoxygenation and microbiological

quality of fresh meat wrapped with or without CO (0.2%).

In the final experiment, Chapter 4, the lowest concentration of CO (0.2%) with the
ability to produce an attractive color, was associated with high concentrations of CO, (60%
and 99.8%) to extend the shelf life of the steaks from three types of beef muscles

(longissimus dorsi, gluteus medium and psoas major) and of ground meat (triceps brachii).

Keywords: beef, modified atmosphere packaging, carbon monoxide,

carboxymyoglobin, color
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INTRODUCAO GERAL

O Brasil encerrou 2006, pelo quarto ano consecutivo, como lider mundial nas
exportacdes de carne bovina, conseqiiéncia da adequagdo do mercado as exigéncias
internacionais, que obrigou o pais a fazer crescentes investimentos em qualidade e
estabelecer novos padrdes de producdo, industrializacdo e comercializagdo do produto

(ANUALPEC, 2007).

Apesar do aumento das exportacdes de carne, o que se registra no cendrio interno é
uma competitividade baseada exclusivamente no preco. Para as grandes redes varejistas,
que detém o maior poder de negociacdo, a carne fresca continua sendo um commodity, um
produto com baixo valor agregado e sem diferencia¢do, adquirida dos frigorificos com
baixo potencial competitivo nas exportacgdes. Isto pode ter como conseqiiéncia um produto
que chega ao consumidor com baixa qualidade, sem garantias de seguranga, oriundo de um
processo produtivo com inimeros pontos de falhas de controle nos diversos elos da cadeia

produtiva.

Grande parte dos problemas de qualidade da carne bovina comercializada no
mercado interno estd relacionada com a falta de inspec@o sanitdria e/ou fiscal (Felicio,
2001). Para ilustrar, vale dizer que o abate clandestino € responsdvel por aproximadamente
40% do mercado nacional, estabelecendo uma concorréncia desleal com o produto
fiscalizado (Pinatti, 2007). Esta situacdo se mantém em parte pelo oportunismo de todos os
agentes envolvidos, mas também pela impossibilidade do consumidor identificar a
existéncia de produtos diferenciados, ja que no balcao de um agougue “carne € carne”. Uma
das formas de se promover a diferenciac@o e garantir a qualidade da carne fresca que chega
ao consumidor € a centralizagdo das operacdes de corte e embalagem ao varejo em plantas

processadoras, localizadas préximas aos frigorificos, sob inspe¢do higi€nico-sanitéria.

O prévio acondicionamento em bandejas, pelo proprio frigorifico, permite que a
carne depois de embalada s6 seja reaberta pelo proprio consumidor. Além disso, o prévio

acondicionamento permite a rotulagem com informacdes a respeito do corte e a criagdo de



uma marca, como ferramenta para conquistar a confianca do consumidor e agregar valor ao

produto.

Atualmente, existem diversos sistemas de embalagens contendo atmosfera
modificada desenvolvidos para carne bovina acondicionada em bandeja, e pelo menos uma
dizia deles estdo sendo utilizados comercialmente nos Estados Unidos da América e na

Europa (Brody, 2002).

Novos formatos estdo sendo desenvolvidos especificamente para permitir a
centralizacdo das operagdes de embalagem e distribui¢do da carne fresca porcionada e
rotulada na bandeja pela industria da carne (Belcher, 2006). Comercialmente, o sistema de
embalagem em atmosfera modificada mais utilizado com a carne fresca emprega altas
concentracdoes de oxigénio (O;) em combinagdo com diéxido de carbono (CO,),

normalmente 60-80%0,/20-40%CO, (Eilert, 2005).

Em 2002 a Food and Drug Administration autorizou o uso de baixa concentragdo de
monéxido de carbono (0,4% CO) na embalagem secundéria da carne e posteriormente, em
2004, a sua aplicagdo direta em embalagens primdrias (FDA, 2004). Esses formatos j4 estao
disponiveis no mercado americano (Belcher, 2006) e, inevitavelmente, t€ém potencial para

alterar o mercado.

A principal desvantagem técnica do uso de CO € que se os produtos forem
estocados sob condi¢des inadequadas de temperatura, a persistente cor vermelha pode
mascarar evidéncias visuais de deterioracdo, ainda que o odor desagraddvel da carne
verdadeiramente deteriorada esteja alterado. No entanto, ndo ha um maior risco de bactérias
patogénicas associadas com a embalagem com CO do que com qualquer outra sistema de
embalagem utilizado para carne fresca. Vdrios trabalhos cientificos tém validado a
seguran¢a da aplicagdo do CO para a embalagem da carne fresca, demonstrando que a
presenca ou auséncia de bactérias patogénicas na carne independe da cor (Sebranek et al,

2006).



Embora vdrias pesquisas ja tenham sido desenvolvidas sobre o aspecto sensorial e
microbiolégico da carne em atmosfera de CO, os beneficios da aplicag¢do de niveis menores
do que 0,4%, na embalagem da carne fresca em atmosfera livre de oxigénio foram pouco

explorados.

O objetivo deste trabalho foi aumentar a vida ttil da carne fresca porcionada em
bandeja, na forma de bifes ou moida, utilizando um sistema de embalagem em atmosfera
modificada, combinando reduzido nivel de CO (0,2%) e elevadas concentragdes de CO..
Os musculos utilizados neste trabalho (Gluteus medius, Longissimus dorsi, Triceps brachii
e Psoas major) foram escolhidos por seu interesse econdmico € por apresentarem

diferencas intrinsecas de estabilidade de cor entre si.
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CAPITULO 1

USO DE MONOXIDO DE CARBONO EM EMBALAGEM DE CARNE FRESCA

1. Revisao Bibliografica

1.1. A quimica da cor da carne fresca

A aparéncia visual € o principal critério no qual o consumidor se baseia na hora da
compra de produtos carneos, sendo assim € extremamente importante manter a qualidade da

cor vermelha da carne fresca durante a sua distribui¢io, estocagem e comercializagao.

Ap6és a sangria, a mioglobina constitui 80-90% dos pigmentos totais da carne bovina.
A mioglobina é uma proteina globular complexa, formada por um polipeptideo, a globina e
por um grupo prostético, chamado heme, responsavel pela sua cor (Govindarajan, 1973).
Esse grupo heme consiste de um dtomo central de ferro e de um anel porfirinico plano

composto por quatro anéis pirrdlicos, unidos por pontes metilénicas.

Segundo Kropf (1980), na carne fresca, o principal pigmento responsdvel pela cor € a
forma oxigenada da mioglobina ferrosa, enquanto que uma fina camada de metamioglobina
oxidada, poderd ser observada a uma certa profundidade na carne seguida pela forma

reduzida da deoximioglobina, conforme pode ser observado na Figura 1.
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Figura 1. Ilustracdo esquematica das varias formas da mioglobina na carne fresca em

equilibrio com o oxigénio atmosférico (Mgller & Skibsted, 2006).

Considerando que a percepg¢do da cor da carne é devida principalmente a reflexao
difusa da luz incidente, qualquer tentativa para explicar a percepcao visual da carne deve
considerar também as caracteristicas de espalhamento e dispersao da luz pelo musculo.

O espalhamento da luz € influenciado por fatores estruturais e depende do grau de
expansio das miofibrilas. A carne pélida, mole e exsudativa (PSE), por exemplo, possui
uma alta capacidade de espalhar a luz, ou seja, a luz é espalhada antes que penetre na carne.
Ao contrdrio, a carne escura, firme e seca (DFD), formada quando o pH final € alto (>6,0)
espalha luz somente numa pequena extensdo. Neste caso, a luz incidente penetra na carne
numa substancial profundidade e é fortemente absorvida pela mioglobina. Essa carne,

portanto, aparece escura (Hutchings, 1994).

1.2. Sistemas de embalagens para carne fresca

No Brasil, a Portaria 145/98 do Ministério da Agricultura tornou obrigatéria a
distribuicdo refrigerada das pecas desossadas de carne em embalagens a vicuo. A
embalagem a vicuo, efetivamente retarda o crescimento microbiano e a oxidagdo da

mioglobina, estendendo a vida util da carne fresca por varias semanas (Gill & Jones,



1994a). Porém, a grande desvantagem na aceitagdo da carne a vacuo € a alta rejeicao da cor
arroxeada da deoximioglobina devido a auséncia de oxigénio, a despeito do consideravel
investimento comercial na educac¢ido dos consumidores para aceitagdo desta cor (Hood &
Mead, 1993). Dai, a necessidade de duas etapas de embalagem para a exposi¢ao de carne ao
varejo: a pré-embalagem das pecas a vicuo para manutencao da cor vermelha e a reabertura
dessas embalagens e re-embalagem em condi¢des aerdbicas que permita facil conversio da
cor arroxeada a atrativa cor vermelha resultante da oxigenagdo dos pigmentos superficiais
da carne (Sarantépoulos, 1991).

Assim, nos balcdes de auto-atendimento dos supermercados brasileiros € altamente
difundido o método convencional de acondicionamento da carne, que utiliza bandejas
plasticas envoltas em filmes de alta permeabilidade ao oxigénio como o policloreto de
vinila (PVC). Esse sistema combina alta permeabilidade ao oxigénio com baixa
permeabilidade ao vapor de dgua garantindo a cor vermelha-brilhante atrativa para o
consumidor no momento da compra. No entanto, a microbiota deteriorante composta
principalmente por Pseudomonas sp. e a oxidagdo da oximioglobina & metamioglobina,
limitam a vida util da carne na bandeja em cerca de 1 a 2 dias, dependendo da temperatura
de refrigeracdo e do tipo de corte (Sarantépoulos, 1991). Comercialmente, este periodo é
muito curto para permitir a centralizagdo das operacdes de embalagens em bandejas, uma
vez que o tempo estimado entre a embalagem nas plantas processadoras e sua exposi¢ao ao
varejo, considerando as flutuagdes de demanda € cerca de trés semanas, freqiientemente,
incluindo 7 dias para embalagem e distribui¢ao, 7 dias para exposi¢ao ao varejo e 7 dias de
estocagem na casa do consumidor (Jayasingh et al, 2001; Gill & Jones, 1994a).

Atualmente, existem vdrios sistemas comerciais que utilizam atmosfera modificada
para aumento da vida util da carne fresca acondicionada em bandejas. A chave para o
sucesso destes sistemas, envolve a introdu¢do de uma mistura gasosa capaz de retardar a
oxidacdo da cor vermelha além de inibir o desenvolvimento da microbiota deteriorante ou
patogénica.

Nas embalagens em atmosfera modificada normalmente sdo utilizadas misturas de

oxigénio (O»), diéxido de carbono (CO») e nitrogénio (N3). Cada gds desempenha um papel



especifico na extensdo da vida util da carne e na manutencao de sua aparéncia (Gill, 1996;
Sgrheim et al, 1999):
7?7 COy, inibi¢ao do crescimento bactérias aerdbicas deteriorantes e selecdao de bactérias
laticas;
?? O, manutencdo das caracteristicas de cor da carne;

7?7 N, inertizagao.

A possibilidade de aumento da vida ttil de carnes frescas pela utilizagdo de
atmosfera modificada, pode permitir a centralizacdo do processamento de moagem ou
cortes em bifes e a distribui¢do em larga escala. A centralizagdo destas operacdes promove
a substituicdo da forma tradicional de distribui¢do de pecas a vicuo pela comercializacao
de cortes previamente preparados e acondicionados em bandejas nas industrias
processadoras, sob inspecdo federal, em uma embalagem padronizada e de melhor
aparéncia que s6 serd reaberta pelo proprio consumidor.

Para os varejistas, por sua vez, a centralizagdo das operacdes de corte e embalagem
e a possibilidade de aumento do tempo de estocagem de bifes pré-embalados, oferece
considerdveis vantagens econdmicas, tais como (Sarantépoulos, 1991):

?? diminuigdo nos custos de mao-de-obra: menos funciondrios envolvidos em produgao e
embalagem, necessitando somente de repositor de mercadorias;

?? maior eficiéncia no gerenciamento dos estoques: permite manter em estoque sé 0s
produtos com maior potencial de venda e melhor lucratividade, sem o risco de
deterioracao, facilitando o gerenciamento de promogdes;

?? eliminacdo das perdas com recortes, sebo e 0sso, e as quebras de desidratagdo;

?? unitizacdo, que facilita a precificacdo das mercadorias

?7? aumenta o espago disponivel para venda, ndo sendo mais necessdria a sala de desossa
e a instalagdo de equipamentos especificos para o manuseio de carnes.

A principal desvantagem dos sistemas em atmosfera modificada é o maior volume

das embalagens ocupado pelo gas no espago-livre e o aumento da probabilidade de furos na



embalagem durante a distribuicdo, quando comparados com a embalagem a vicuo

(Jayasingh et al, 2001).

Nos Estados Unidos da América e na Europa a comercializacao tradicional da carne
fresca em bandejas de poliestireno expandido envoltas por filme de alta permeabilidade ao
oxigénio tem sido profundamente influenciada pela evolu¢dao dos métodos de embalagem
em atmosfera modificada. Novos formatos estdo sendo desenvolvidos especificamente para
permitir a centralizagdo das operagdes de embalagem para a distribuicdo da carne fresca

porcionada na bandeja pela industria da carne (Belcher, 2006).

Comercialmente, o sistema de embalagem em atmosfera modificada mais utilizado
para embalagem da carne fresca emprega altas concentracdes de O, em combinagdo com
CO,, normalmente 60-80%0,/20-40%CO, (Eilert, 2005). Nestes sistemas com altos niveis
de oxigénio, a carne € acondicionada em bandejas rigidas constituidas por uma estrutura
laminada de alta barreira a gases, termosseladas com filme de baixa permeabilidade ao
oxigénio, no interior da qual € feita a injecdo da mistura gasosa. Nas embalagens primadrias,
o oxigénio € importante, pois se combina com a mioglobina para manuten¢do da atrativa
cor vermelha da carne fresca, tdo apreciada pelo consumidor. A alta concentracdo de
oxigénio aumenta a profundidade de penetragdo do gds, aumentando a camada superficial

de oximioglobina (Hunt et al, 2004).

A profundidade da camada de oximioglobina é determinada pela pressao parcial do

oxigénio (pO») no espaco-livre da embalagem e pode ser calculada a partir da equagao:

1 2xCxD
bet-'u"G; & |4

onde Co € a concentracdo total de oxigénio determinada pela pO,, D € o coeficiente de
difusdo do O, e Ao € a taxa de consumo de oxigénio devido a atividade de enzimas

enddgenas (Mgller & Skibsted, 2006).



Sistemas com altas concentracdes de O, sdo utilizados, por exemplo, pela maior
rede de varejo americana, a rede de supermercados Wal-Mart, que gradualmente eliminou
de seus supermercados os agougues e salas de desossa em funcao da crescente preferéncia
dos consumidores pelas carnes previamente embaladas pelos frigorificos e expostas nos
balcdes de auto-servigo.

No entanto, esses sistemas com altos niveis de oxigénio, somente devem ser
praticados quando o tempo de vida util necessdrio for, seguramente, menor que duas
semanas, uma vez que a oximioglobina se oxida a metamioglobina, apds doze dias de
estocagem a temperatura de 2°C (Gill & Jones, 1994b). Em temperatura de 6-8°C, a vida
util da carne em atmosferas com altos niveis de O, diminui para aproximadamente sete
dias, sendo limitada neste caso, tanto pela deterioracdo microbiologica quanto pela
descoloragdo (Sgrheim et al, 1999). No caso da carne moida, este periodo de tempo pode
ser ainda menor. Conceigdo (2002) observou uma significativa redug¢do da cor vermelha da
carne moida bovina proveniente dos musculos Quadriceps femoris ou Semimembranosus,
Adductor femoris e Gracilis embalada em 80%0,/20%CO; a partir do 3° dia de estocagem
ade6°C.

Um periodo de estocagem 2 ou 3 vezes maior que o obtido com atmosferas com
altos niveis de O, pode ser obtido, dependendo da temperatura de estocagem, com o
sistema de embalagem de distribuicdo denominado comercialmente como masterpack em
atmosferas de 100% N, ou 100% CO, (Venturini, 2004; Isdell et al 1999; Gill &McGinnis,
1995, Gill &Jones, 1994a; Gill &Jones, 1994b).

O masterpack € o sistema de embalagem comercial mais econdmico disponivel
atualmente, mas deve ser combinado com um rigoroso controle de temperatura e a
manuten¢do de uma atmosfera completamente livre de oxigénio para otimizacdo da vida
util da carne (Jeremiah, 2001). Este sistema consiste de um saco confeccionado com filme
co-extrusado de alta barreira aos gases, onde um certo nimero de bandejas convencionais é
agrupado, e no interior do qual é feita a modificacdo da atmosfera. Nas embalagens de
distribuicdo a carne € acondicionada em atmosfera livre de oxigénio, até a exposi¢cdo ao

varejo, quando entdo as bandejas sdo retiradas dos sacos e expostas ao ar atmosférico,



readquirindo a coloracdo vermelha tipica de carne fresca, através da reoxigenacdo da
mioglobina, fendmeno este conhecido como reblooming.

O tempo médximo de estocagem € alcancado quando a carne é acondicionada em
atmosfera com 100% de di6éxido de carbono e em temperatura de -1,5°C (préxima do
congelamento), pois o efeito inibitério do di6xido de carbono ao crescimento microbiano
aumenta com a diminuicdo da temperatura da carne.

Porém, na prética, ¢ muito dificil obter uma atmosfera completamente livre de ar,
utilizando-se os equipamentos comercialmente disponiveis para modifica¢do da atmosfera.
A manutenc¢do de concentragdes residuais de oxigénio favorece uma rapida formacgao de
metamioglobina com cor marrom na superficie da carne (Gill, 1996). A formagdo de
metamioglobina em baixissimas concentracdes de oxigénio é um problema que afeta a
aparéncia da carne embalada sob CO,, porque a oxidacdo da deoximioglobina a
metamioglobina € mais rdpida que a oxidacdo da oximioglobina (Gill, 1996). Uma vez
produzida, a metamioglobina pode ser reconvertida a deoximioglobina através da atividade
de enzimas ou cofatores presentes no tecido muscular (O’Keeffe & Hood, 1982). No
entanto, a atividade redutora € limitada e diminui ao longo da estocagem. Quando o
potencial de oxi-reducdo € esgotado, a descoloracdo torna-se irreversivel. Portanto, do
ponto de vista prético, o ar deve ser eficientemente removido da embalagem e substituido
por um volume de CO, suficiente para saturar a carne e manter-se em equilibrio ao redor do
produto, otimizando assim o seu efeito antimicrobiano (Gill & Penney, 1988).

Como os tecidos musculares diferem em sua habilidade de seqiiestrar o oxigénio da
atmosfera e reduzir a metamioglobina formada na superficie da carne (Hunt et al, 2004), a
variabilidade intermuscular é o principal fator que determina a estabilidade da cor dos
sistemas de embalagem em atmosferas livres de oxigénio. A concentracdo de oxigénio e a
temperatura de estocagem também podem afetar a ocorréncia e a duragio da descoloracdo.
Gill e McGinnis (1995) observaram que bifes de contrafilé estocados sob residual de
oxigénio menor que 0,04% e a -1,5°C apresentaram menores fragdes de metamioglobina do
que quando estocados em temperaturas superiores. Em contrapartida, nos bifes de filé-
mignon que possui baixa estabilidade de cor, a mioglobina oxidou-se irreversivelmente

mesmo em concentragcdes de oxigénio relativamente menores (<0,01ppm), independente da
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temperatura de estocagem. Em geral, recomenda-se um residual de oxigénio de no maximo
0,1% e, preferencialmente, nao mais que 0,05% para prevenir a descoloragdo (Gill, 1996).

Uma possivel solu¢do para se evitar a rdpida descoloracdo que ocorre sob
concentracoes residuais de oxigénio € a inclusdo de sachés absorvedores de oxigénio, no
interior das embalagens secunddrias ou primdrias, capazes de manter a concentragio de
oxigénio abaixo dos limites criticos para a oxidagdo da mioglobina (Venturini, 2003;
Tewari et al, 2001; Gill, 1996).

No entanto, para que ndo ocorra a descoloragdo em sistemas livres de oxigénio, a
taxa de remog¢ao do oxigénio pelo agente oxidante presente no absorvedor, geralmente ferro
inorganico, deve ser mais rdpida do que a da absor¢do pela prépria carne (Gill, 1996).

Como a velocidade de seqiiestro do oxigénio pelos absorvedores disponiveis
comercialmente diminui exponencialmente com o decréscimo da concentragdo de oxigénio,
€ necessdrio o uso de um grande nimero de absorvedores de oxigénio por embalagem, para
se atingir um residual de O, de no maximo 0,1% imediatamente apds a termoselagem, o
que pode ser impraticidvel economicamente (Brandon, Butler & Allen, 2003; Tewari et al,
2001; Gill, 1996; Smith, Abe & Hoshino., 1995).

A adicdo de baixas concentracdes de monéxido de carbono (CO), pode eliminar os
problemas de descoloragdo da carne estocada em atmosfera livre de oxigénio, por periodos
prolongados, restaurando a cor vermelha através da formacao de uma forte ligacdo com
caracteristica parcialmente idnica com o fon ferroso da mioglobina (Mgller & Skibsted,
2006), conforme pode ser observado na Figura 2. Essa reacdo € limitada a uma fina camada

superficial que corresponde a profundidade da penetracdo do CO (Hunt et al, 2004).
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Figura 2. Distribuic¢ao eletronica simplificada para o complexo formado entre o estado

ferroso da mioglobina e monéxido de carbono (Mgller & Skibsted, 2006).

A principal funcdo do CO em baixas concentracdes € estabilizar a cor vermelha da
carne através da formacgdo da carboximioglobina (Hunt et al, 2004; Sgrheim, Nissen &
Nesbakken, 1999; Kropf, 1980). Este pigmento possui espectro de cor muito semelhante ao
da oximioglobina formada durante a exposicdo da carne fresca ao oxigénio do ar
atmosférico (Ramos, Fontes & Gomide, 2001). A diferenca entre a carboximioglobina e a
oximioglobina, é que a carboximioglobina € muito mais estdvel a oxidagcdo na presenca de
CO, que a oximioglobina (Sgrheim, Nissen & Nesbakken, 1999; Lufio, Béltran &
Roncalés, 1998).

Desde 1985 a industria de carne da Noruega vem utilizando uma mistura gasosa de
aproximadamente 0,3-0,5% CO, 60-70% CO, e 30-40% N, nas embalagens primdrias de
carne bovina, suina e de cordeiro (Sgrheim, Nissen & Nesbakken, 1999). As embalagens
com estas misturas gasosas representam cerca de 60% das vendas ao varejo de carne
vermelha naquele pais. Exemplos de diferentes misturas contendo CO para embalagem da

carne estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Exemplos de aplicagdes de monoéxido de carbono (CO) em embalagem de carne

fresca em atmosfera modificada (Sgrheim, Aune & Nesbakken, 1997).

Composicao da atmosfera modificada (%)

CcO CO, N, 0O, ar
2 98
1 50
0,5-10 90-99,5
1 51 18 30
1 50 25 24
1 20 9 70
2 20 78
1-5 95-99
100%
0,4 60 40
0,3-04 60-70 30-40

®Exposicdo antes da embalagem

Em 1997, Sgrheim, Aune & Nesbakken. publicaram uma detalhada revisdo sobre os
aspectos tecnoldgicos, higiénicos e toxicoldgicos do uso de CO em atmosfera modificada
para carne, e concluiram que o CO, em concentracdes de 0,5%, além de conferir uma série
de vantagens como o aumento da vida util, estabilidade da cor e redu¢do de custos, nio
representa nenhuma ameaga toxicoldgica para os consumidores. Esses mesmos autores
concluiram também que em niveis abaixo de 1% o CO ndo representa nenhum perigo para
o consumidor, porque o consumo do gis pela carne em tais concentragdes de CO resulta em
niveis despreziveis de carboximioglobina na corrente sanguinea dos consumidores. Por
exemplo, um adulto inala aproximadamente 15m’ de ar em 24h em atividade moderada, o
equivalente a 0,625m’/h (ou 5m’ em 8h). Para prevenir que o nivel maximo de COHb no
sangue nao exceda 1,5%, durante uma atividade fisica moderada por 1 hora, a concentragio
de CO no ambiente, ndo deve exceder 24mg/m3, ou 9,2mg/m3 em 8h. O consumo da carne

tratada com 1% CO produz cerca de 0,1mgCO/kg carne apds cocgdo (Tabela 2).

13



Tabela 2. Comparacdo entre a exposicdo ao CO atmosférico e o consumo de carne

embalada sob CO.

Estimativa dos niveis de CO no ambiente capaz de produzir 1,5% HbCO
incluindo producéo enddgena

Tempo de Concentracio de CO no ar (mg/m°)
exposicao Em repouso Atividade Trabalho
moderada intenso
15 min 170 80 52
30 min 86 42 29
1h 48 24 18
8h 11,5 9,2 9,2

Estimativa teorica de CO no sangue
Método de exposicao Consumo de CO em 1h Consumo de CO em 8h
Pulmdes (15m®/dia) 24mg x 0,625 = 15,1mg 9,2mg x5 = 46,0mg
Carne (2509) tratada com CO 0,025mg 0,025mg

No entanto, a inclus@do de CO na atmosfera modificada para carne € objeto de
controvérsia. Uma possivel desvantagem do uso do CO para a embalagem da carne é o
mascaramento das condi¢des microbiolégicas, uma vez que a cor vermelha da
carboximioglobina se mantém estdvel a despeito da pobre qualidade microbioldgica da
carne (Kropf, 1980).

O trabalho de Jayasingh et al (2001) reflete essa preocupacgdo. O autor concluiu que
a altissima estabilidade da cor da carne moida acondicionada sob 0,5% de CO pode exceder
a vida util microbioldgica, com risco de mascarar a deterioracdo da carne (>10° UFC/g)
ap6s 5 semanas de estocagem, a 2°C.

E importante ressaltar aqui que o CO em baixas concentragdes tem pouco ou
nenhum efeito sobre as condi¢des microbioldgicas da carne (Sgrheim et al, 1999). Portanto,
a combinacdo de baixos niveis de CO com um gis bacteriostatico como o CO,, é
fundamental para conservagdao microbioldgica da carne.

Quando a quantidade de CO; adicionada for suficiente para saturar a carne a pressao
atmosférica, as bactérias laticas tornam-se os microrganismos predominantes (Gill, 1988), e
uma extensa fase lag e um aumento no tempo de geragcdo sdo impostos aos fungos e outras
bactérias (Gill & Penney, 1988). Em concentra¢des entre 5 e 20%CO», o principal efeito é

sobre a fase lag. Em concentracdes superiores o grau da inibicdo aumenta com a
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diminuicdo da temperatura (Sgrheim et al, 1999; Nissen et al, 1996). Bifes de alcatra e
contrafilé acondicionados com absorvedores de oxigénio em atmosfera modificada com
100%CO; a 2°C apresentaram vida ttil de 35 e 42 dias, respectivamente (Venturini, 2003).

A microbiota da carne acondicionada sob uma mistura gasosa contendo
0,4%C0/60%C0,/40%N, a 2°C foi predominantemente dominada por bactérias laticas,
enquanto que a contagem de bactérias tipicamente deteriorantes, tais como Brochothrix
thermosphacta, bem como de pseudomonas foram consideravelmente reduzidas sob

condicdes anaerdbicas (Sgrheim, Nissen & Nesbakken, 1999).

Segundo Gill & Jones (1994b), o desenvolvimento de aroma levemente dcido
produzido pelas bactérias laticas, sob condi¢des anaerdbias, s6 € detectdvel quando a
contagem € proxima ou superior a 5 ciclos logaritmicos, enquanto que o odor putrido ou
azedo € observavel somente quando o numero de bactérias aerdbias € igual ou superior a 6

ciclos logaritimicos.

Lufio, Béltran & Roncalés (1998) mostraram que atmosfera contendo 50% de
diéxido de carbono, 1% de CO, na presenc¢a de baixas concentra¢des de oxigénio (24%) foi
capaz de prolongar a vida ttil de carne bovina por 29 dias a 1?1°C. Esses autores
concluiram que esta mistura gasosa combina uma série de efeitos desejdveis para a
estocagem prolongada da carne em atmosfera modificada como a inibicdo do crescimento
de bactérias aerdbias deteriorantes e patdgenos anaerdbios e a estabiliza¢ao da cor vermelha

tipica de carne fresca, além da manuten¢do do aroma.

Posteriormente Sgrheim et al (1999) reportaram que com o uso de CO na atmosfera
modificada, torna-se dispensdvel a adicdo de oxigénio. Segundo Seyfert et al. (2007) a
inclusao de 20 ou 80% de oxigénio ndo tem nenhum impacto sobre a cor da carne embalada
sob 0,4%CO. Acredita-se que o CO possa ser incapaz de dissociar o oxigénio ligado a
mioglobina e que, portanto, a carboximioglobina somente pode se formar quando o CO se

liga a mioglobina original (Mancini & Hunt, 2005).
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A autorizacdo do uso de mondxido de carbono (0,4%) na embalagem primdria pela
FDA foi considerada uma importante ruptura de paradigma a cerca da embalagem de carne
fresca (Eilbert, 2005).

Em fevereiro de 2002, a Food and Drug Administration (FDA) autorizou a Pactiv
Corporation, o uso de CO em um sistema para pré-tratamento da carne fresca, denominado
ActiveTech’ 2001. Neste sistema, uma mistura gasosa contendo <0,4%CO ¢ injetada no
interior de uma embalagem secunddria de alta barreira, tipo masterpack, contendo bandejas
com carne envoltas em filmes de altissima permeabilidade ao O, que sdo retiradas da
atmosfera contendo CO, imediatamente antes da exposicao para a venda no varejo. Um
absorvedor de oxigénio € adicionado no interior da embalagem secunddria para garantir a
remocgao do oxigénio residual. O ponto chave deste sistema, segundo Sgrheim (1999), € que
ainsignificante quantidade residual de CO presente no produto final ndo tem nenhum efeito
funcional na carne exposta para a venda. Este pesquisador afirma que, quando as bandejas
sdo removidas da embalagem secunddria e expostas ao ar atmosférico, a cor da carne se
altera numa taxa similar a da carne sem CO excluindo, portanto, o risco de mascarar a

deterioracdo microbioldgica.

A partir de 2003 a autorizagdo de uso de CO foi estendida para a embalagem
primdria (bandeja) a outras duas industrias de carne, a Precept Foods LLC: uma joint
venture entre Cargill Meat Solutions Corp. e Hormel Foods Corp.(pioneiras nesta
tecnologia) e a Tyson Foods, Inc,. Esta tltima empresa recentemente inaugurou uma planta
no Texas avaliada em 100 milhdes de ddlares para produzir carne fresca pré-embalada em
bandejas em atmosfera modificada, em larga escala (Weiss, 2006).

Recentemente, a Kalsec Foods, travou uma batalha comercial ao protocolar peti¢ao
junto ao FDA solicitando a proibicdo do uso de mondxido de carbono, alegando tratar-se de
um corante capaz de mascarar a deterioracdo da carne, enganando os consumidores, que
consideram a cor como principal critério para decisdo na hora da compra. O FDA se
defende afirmando que a prética € segura e que a carboximioglobina formada pela ligacao
entre o monoxido de carbono e a mioglobina ndo pode ser definida como corante (Sebranek

et al, 20006).
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Apesar da recente oposi¢do em relacao ao uso do CO, estima-se que o mercado de
carne fresca pré-embalada em atmosfera modificada continuard crescendo, prometendo
revolucionar a comercializagdo da carne fresca (Eilbert, 2005).

A adocdo de variagdes da tecnologia de embalagem da carne fresca em atmosfera
modificada demonstra a complexidade e a continua evolu¢do dentro da industria de carne.

Para beneficiar-se dos novos processos e desenvolvimento de produtos e assegurar
que mudancas futuras ndo comprometem a qualidade ou seguranca, a industria da carne

deve investir na pesquisa em ciéncia e tecnologia.
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CAPITULO 2

Microbiological, Color and Sensory Properties of Fresh Beef Steaks in Low Carbon
Monoxide Concentration with or without Oxygen

Abstract

Steaks from Gluteus medius (GM) and Longissimus dorsi (LD) were packaged in
atmospheres containing low levels of carbon monoxide (0.2 or 0.4%) in combination with
(21%) or without oxygen. The other components of the MAP systems were carbon dioxide
(30%) and nitrogen (balance). Steaks were evaluated on 0, 7, 14 and 21 days of retail
display at about 2°C. Steaks packaged without oxygen retained a desirable color and
practically did not present a visible discoloration or perceptive off-odor along the entire
display time, regardless the CO concentration. Browning was evident in the GM steaks
packaged aerobically in 0.2%CO, where an area around 10-20% became visible from the

14™ day of storage and reached ?60% of the steaks after 21 days. As to the GM or LD

samples storaged aerobically in 0.4%CO, discoloration became apparent (?20%) only after
21- day storage in MAP. The perception of a moderately bad odor only occurred in the
samples packaged in 21% oxygen, at the 21* day of display at 2°C, when the number of

aerobic psychrotrophic microorganisms was higher than 7 log UFC/g.

Keywords: Beef steaks, case-ready, modified atmosphere packaging, carbon

monoxide.
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1. Introduction

The addition of low concentrations of carbon monoxide (CO) can eliminate the problems
with the discoloration of beef stored in virtually oxygen-free atmospheres for lengthened
periods, restoring the bloomed color through the interaction of CO with myoglobin (Hunt et

al., 2004).

The main function of CO at low concentrations is to stabilize the bloom-red color of meat
by forming a strong bond with the ferric ion of the myoglobin and the carboxymyoglobin
formation (S¢rheim, Nissen & Nesbakken, 1999). This reaction is limited to a thin surface
layer that corresponds to the depth of CO penetration (Jayasingh et al. 2001; Hunt et al.,
2004). This pigment has an absoption spectra nearly identical to that of oxymyoglobin
formed during the exposure of the fresh beef to the oxygen of atmospheric air (Seyfert et
al.,2007). The difference between carboxymyoglobin and oxymyoglobin is that the former
is more stable to oxidation than the latter (Sgrheim, Nissen & Nesbakken, 1999; Luiio,

Béltran & Roncalés, 1998).

Since 1985, the beef industry of Norway has been using a gas mixture of about 0.3-0.5%
CO, 60-70% CO,, and 30-40% N, in the primary packages of beef, pork and lamb (Sgrheim
et al. 1999). The packages with this gas mixture represent around 60% of the beef retail

sold in that country.

Sgrheim, Aune & Nesbakken (1997) published a detailed review of the technological,
hygienic and toxicological aspects of the use of CO in modified atmosphere in beef and

concluded that 0,5%CO, not only provides several advantages, such as the increase of shelf
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life, color stability and cost reduction, but also does not represent any toxicological threat
for consumers. However, the use of carbon monoxide for MAP of meat was prohibited in
Norway since 2004, due implementation of European Union food regulations (John et al.,

2005).

On the other hand, the USDA and FDA approved in 2002 the use of 0.4% carbon monoxide
in an anaerobic MAP master packaging system with 30%CQO; and the balance as N, (Hunt
at al. 2004). Similar use has also been approved in New Zealand and Australia where CO is
considered a processing aid (Wilkinson et al., 2006). Further GRAS approval was
registered in the US in 2004 for the addition of CO to primary packaging systems, in which
the MAP mixture is flushed directly into the meat-containing tray (Seyfert et al., 2007,

Wilkinson et al., 2006).

A possible disadvantage of using CO in beef packaging is the masking of the
microbiological deterioration, since the red bloom color of carboxymyoglobin keeps stable
despite the poor microbiological quality of the beef (Hunt et al., 2004). The work of
Jayasingh et al. (2001) reflects this concern. The author concluded that the high color
stability of ground beef packed in 0.5% of CO could exceed the microbiological shelf life,

with the risk of masking the beef deterioration (>10° CFU/g) after 5-week storage at 2°C.

Oxygen is injected, not only to inhibit anaerobic growth, but also to obtain
carboxymyoglobin and oxymyoglobin mixtures in an attempt to maintain the natural color

of the beef (Lufio et al., 2000).
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Although previous researches have already been developed concerning the sensorial and
microbiological aspects of beef in low CO concentration, the benefits and the

disadvantages of packaging with or without oxygen have still not been sufficiently clear.

Lufio et al. (1998) used 1% CO with 24 and 70% oxygen to lengthen the shelf life of fresh
beef steaks and ground beef for 29 days at 1?1°C. Luifio et al. (2000) showed that in
atmospheres containing 24% oxygen and 50% CO,, at least 0.5% CO was needed to
associate color optimization and the microbiological safety of fresh steaks using modified
atmosphere packaging. On the other hand, Seyfert er al. (2007) showed that addition of
0.4% CO to package atmospheres with 20 or 80% oxygen had no impact on color stability

of fresh steaks storaged at 0.2?3°C.

The aim of this work was to investigate color, microbiology and off-odor interrelations in
order to increase the stability of fresh beef steaks by 21 days at 2°C, using a low level of

CO in primary packages with or without oxygen.

2. Materials and Methods

2.1.  Raw materials

M. Gluteus medium (GM) and M. Longissimus dorsi (LD) with normal pH (<5,8) were
randomly removed from twenty market-weight carcass of Nelore-cross bulls, at a
commercial abattoir (Marfrig Slaughterhouse, Promissdo, SP-Brazil). The muscles were
obtained 72h post-slaughter from castrated males raised in open Brachiaria brizantha

pasture at the age of 24 month old (with 2 incisive teeth and 1-3 mm fat layer).
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2.2.  Packaging

Two steaks of about 250g (1.5cm thickness) were placed into laminated thermoformed
polyester/polyethylene trays (24.2x171x45mm, Emplal Embalagens Plésticas Ltda.,
Carapicuiba, SP-Brazil). The steaks were placed on a pad with nominal absorbency of

100mL of liquid (Dri—loc? , Cryovac? , Sealed Air, Sdo Paulo, SP-Brasil).

The codified trays were placed in moulds of a thermosealing machine equipped with a
vacuum pump (Smart 500, ULMA Packaging Ltda., Sdo Paulo-SP) and automatic control

of the vacuum/injection/cutting cycle of the cover film.

The trays were sealed with a laminated film with a polyethylene (LLDPE) sealant layer,
polyamide (PA) outer layer and ethylene-vinyl alcohol (EVOH) barrier layer. The
laminated film has a total nominal thickness of 102?m, oxygen permeability of
3.0cm’/m?/24h at 23°C, 0% of related humidity (RH) and permeability rate to water vapour
of 7g/m2/24h at 38°C, 90% RH (T6140BA, Cryovac? , Sealed Air, Sio Paulo-SP).
Considering that the permeability of O,:CO; is around 1:4 (Jakobsen & Bertelsen, 2004),
the film permeability to CO, can be estimated at approximately 12 cm’/m*/24h at 23°C and

0% RH.

Altogether 224 trays were processed and were randomly divided into four experimental lots
of 28 units per cutting. In each lot, denominated T, T», T3 and T4 a gas mixture of 30%
CO, and variable concentrations of CO, O, and N,, were injected as Table 1. Two trays of

each lot remained unpackaged for initial analyses (0 d).
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Table 1
Modified atmosphere packaging (MAP) treatments

Headspace gas composition (%)

MAP treatment

CO 0, CO, N,
T, 0.2 0 30 69.8
T, 0.4 0 30 69.6
T, 0.2 21 30 48.8
T, 0.4 21 30 48.6

The gas composition of the cylinders was made and certificated by AGA (Linde Group).

A self-activated oxygen-absorbing sachet (FT200, O-Buster’ . Hsiao Sung Non-Oxygen
Chemical Co., Ltd., Taiwan) was placed in the trays with treatments T; and T, (without
oxygen). Each sachet had a nominal absorption capacity of 200cm’ of residual O, in the
head space of the package. This absorber was used to prevent an irreversible darkening of
the beef due to the quick formation of brown metmyoglobin that can occur on the surface of
the beef exposed to residual concentrations of oxygen (Tewari, Jayas, Jeremiah & Holley,
2001; Isdell, Allen, Doherty & Butler, 1999; Gill & McGinnis, 1995). The thermosealed
trays were placed in plastic distribution boxes and transported in refrigerated truck at 4°C to
the pilot meat plant of the Agroindustry, Food and Nutrition Department of ESALQ in
Piracicaba, where they were storaged under controlled temperature (2?2°C) for the

evaluation of the shelf life of the products.
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2.3. Analyses description

The following analyses were carried out on the day of the steaks processing (day=0), and

periodically after 7, 14 and 21-day storage in MAP at 2°C.
2.3.1. pH evaluation

The pH of the steaks was measured directly on the beef surface by a pulsing electrode
(DM2, Digimed, Sdo Paulo, SP-Brazil) coupled to a calibrated portable pH meter (Oakton®
Waterproof pH 300 Meter, Oakton’ Instruments, Vernon Hills, IL). The samples were

analyzed in replicates and the mean value was obtained from four measures per sample.
2.3.2. Gas composition

The carbon dioxide gas and oxygen concentrations in the head space of the trays were
evaluated after the sealing of the trays in the slaughterhouse (day=0) and at all storage
periods, immediately before the opening of the packages for the microbiological and color

(sensorial and instrumental) evaluations.

The gas concentration measures were carried out using a portable analyzer (CheckPoint®,
PBI Dansensor A/S, Ringsted, Denmark). The gas mixture of the head space was collected
with a hermetic syringe through a rubber septum attached to the surface of the top film of
the tray. The analyses were carried out in all the trays (four trays for each treatment) and

the mean values were expressed in percentages of CO; and O, (v/v).
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2.3.3. Microbiological analysis

The microbiological characterization of the raw material to be storaged in MAP was carried
out on the day of processing (LD and GM steaks production), before the packing in the
trays. Two samples were analyzed per beef cutting. Adequate serial decimal dilutions were
prepared and each sample was plated in replicates. The numbers of aerobic and anaerobic
psychrotrophic bacteria, enterobacteria, lactic acid bacteria, Salmonella sp., Listeria
monocytogenes, sulphite-reducing Clostridia and Brochothrix thermosphacta were
expressed in log CFU/cm® and were incubated according to the methos descriebed by

Downes & Ito (2001)

2.3.4. Sensory analysis

Twelve panelists familiarized with sensory tests were trained before the beginning of the
preliminary tests. Five training sections were carried out to make the panelists familiar with
the attributes and scales used according to the training method suggested by Meilgaard,

Civille & Carr (1987).

In the beginning, the sensory attributes were evaluated using the scales suggested by
AMSA (1991), but during the sections the scales were adjusted according to the panelists
suggestions. At the end of each storage period, the trays were randomly removed from the
cold chamber for the sensory evaluation. Replicates were carried out by sampling the trays.
The visual color of the steaks was evaluated on a unstructured 9-cm scale as follow: 0 cm =

brown; 5.0 cm = dark red; 9.0 cm = bright red. Surface discoloration was scored on a five-
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point scale, where 1 = 61-100%, 2 = 21-60% discoloration, 3 = 11-20% discoloration, 4 =
1-10% discoloration and 5 = 0% discoloration. The panelists were asked to categorize the
immediate off-odor as: 1 = extreme off-odor; 2 = moderate off-odor; 3 = small off-odor; 4
= slight off-odor and 5 = no off-odor. Fat appearance were also evaluated in LD steaks: 1 =

very strongly disagree; 2 = disagree; 3 = no opinion; 4 = agree; 5 = very strongly agree
2.3.5. Instrumental color

The instrumental color was measured on the beef surface immediately after the opening of
the tray, using a portable MiniScan’ XE Plus spectrophotometer (Hunter Associates
Laboratory Inc., Reston, VA) connected to a computer equipped with the Universal
Software V4.10 system. The spectrophotometer was calibrated according to the
manufacturer’s recommendations and standardized to operate with the following
specifications: optical geometry 45/0, 25mm opening diameter, observation angle of 10°
and illuminant D65. The CIE L*a*b* coordinates, chrome values (C*) = [(a*2+b*2)” ?] and
hue angle (h*) = tg”(b*/a*) of the samples were obtained by the machine movement, in
four adjacent positions, so that the whole available surface of the steaks was sampled. The

spots found were visually described.

The measures determination were carried out directly on the beef surface, avoiding an
excessive compression that would project the sample surface out of the detector plan used

for calibration.
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2.3.6. Statistical analysis

The experiment was a 4 x 4 x 2 x 2 factorial design with four packaging treatments (T}:
69.8 %N, / 30%CO, / 0.2%CO; Tz 69.6 %N> / 30%CO;, / 0.4%CO; Ts: 48.8 %N, /
30%CO; / 0.2%CO / 21%0x; T4: 48.6 %N / 30%CO, / 0.4%CO / 21%0,), four storage
times at 2°C (0, 7, 14 and 21 days), two muscles (M. Gluteus medium and M. Longissimus
dorsi) and two replications of entire experiment. Means of the treatments were calculated
by the analysis of variance (ANOVA) using Statistica? software (Statsoft Inc., Tulsa, OK,
USA). Significant differences among the means were determined by calculation of Tukey

Test, when appropriate. The significance level used for all statistic analyses was 5%.

3. Results and Discussion

Table 2 summarizes the results of the analysis of variance (ANOVA) of the GM and LD

steaks, respectively.
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Table 2
Main and interaction effects of packaging atmosphere with different % O,, % CO and
storage time on pH, gas composition, instrumental color and sensory panel scores of

fresh steaks storaged at 2? 1°C.

visual 9 f
Effect Steaks pH %0, %CO,  L* c* h* sual % ff-odor a

color discolor appearance
02 * * * * * * * * * nd
CcO * ns * ns ns ns * * * nd
time M * ns * * * * * * * nd
O, x time * ns ns ns * * * * * nd
CO x time * ns ns ns ns ns ns * ns nd
O, x CO x time * ns ns ns ns ns * * ns nd
02 * * * * * nS * * * *
CcO ns * ns * * ns * ns ns ns
time LD * * nS * * * nS * * *
O, x time ns * * ns * * * * * *
CO x time * * ns ns ns ns * * ns *
O,x CO x time ns * * ns ns ns ns ns ns ns

*significant at p<0.05. ns = not significant. nd=not determined

L*=lightness; C* = (a** + b**)"?; h*: arc tan(b*/a*)

0 cm = brown; 5.0 cm = dark red; 9.0 cm = bright red.

1=61-100%, 2 = 21-60% discoloration, 3 = 11-20% discoloration, 4 = 1-10% discoloration and 5 = 0%
discoloration.

1 = extreme off-odor; 2 = moderate off-odor; 3 = small off-odor; 4 = slight off-odor and 5 = no off-odor.

1 = very strongly disagree; 2 = disagree; 3 = no opinion; 4 = agree; 5 = very strongly agree

3.1 pH

Initially, the GM and LD steaks presented initial pH of 5.50?0.14 and 5.5470.06,

respectively.

Although all products had a normal pH (5.5-5.8) over the entire storage time (21 days), the
pH values were significantly affected by oxygen concentration and storage time (p<0.05).
On average, the samples storaged without oxygen (T;: 69.8%N, / 30%CO, / 0.2%CO and

T»: 69.6%N, / 30%CO, / 0.4%CO) presented pH values lower than the samples storaged
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with oxygen (T3: 48.8 %N, / 30%CO, / 0.2%CO / 21%0, and T4: 48.6 %N, / 30%CO, /

0.4%CO / 21%0,).

These slight differences in the pH can be related to the concentration of CO; in the head
space of the packages, once the samples with the lowest pH values presented the lowest
CO, concentrations in the headspace. This effect can be related to the dissolution of CO; in

the water of meat and/or activity of Lactobacilli bacteria (Rousset & Renerre, 1991).

3.2 Gas composition

During the beef storage in modified atmosphere, O, and CO, concentrations were
progressively altered. O, and CO, were dissolved in the meat (Jayasingh et al., 2001) or

reduced due to measurable permeability of package materials used in this experiment.

The presense of oxygen in modified atmosphere affected significantly the CO,
concentration (p<0.05). The samples storaged in 21% oxygen such as T3: 48.8 %N, /
30%CO; / 0.2%CO / 21%0, and T4: 48.6 %N, / 30%CO, / 0.4%CO / 21%0,, presented
higher CO, concentrations after the 14™ day of storage than the samples in anoxic
atmospheres, T1: 69.8 %N,/ 30%CO, / 0.2%CO or T2:69.6 %N, / 30%CO, / 0.4%CO. On
the 21" day of storage, the mean content of CO, in the head space of the trays under 21%
O, was similar to the one injected on the processing day of the experimental lot (28.3%),
whereas, in the samples storaged in anoxic atmosphere, the mean content of CO, was

significantly lower, reaching 19.91% on the 21% day of storage (p<0.05).
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Considering that the absorption of O, by the beef is stabilized along the first days of storage
(Jakobsen, 2003), the most pronounced microbiological metabolism in the final period of
storage was supposed to be the main reason for the changes in O, and CO, concentrations
observed between the 14™ and 21" day of storage when a slight increase in the CO,
concentration and a decrease in the O, content was observed. Thus, oxygen consumption
and CO; production by aerobic psychrotrophic microorganisms affected the results in this

period when the numbers reached about 10’ CFU/g.

Although there is a controversy about an optimal CO, amount for the maximum microbial
inhibition, many studies agree that a concentration of 20-30% in the headspace is enough to
reduce significantly the growth of deteriorating aerobic bacteria (Sgrheim, Ofstad & Lea,

2004; Luiio, Béltran & Roncalés, 1998; Gill, 1996).

However, it is important to point out that the bacteriostatic effect of CO; is related
to the gas absorption capacity of the meat, and not to its concentration in the headspace of
the package. Adopting a practical point of view, the optimization of the bacteriostatic effect
is reached when the amount of injected CO, is higher than that requested to saturate the
beef and keep CO, in balance in the head space of the package. The optimum level of CO,
has been reported to be 2 L/kg of meat (Jeremiah, Gibson & Arganosa, 1996; Penney &
Bell, 1993), 1-2 L/kg of meat (Gill & Penney, 1988) and 1-1.5 L/kg of meat (Shay &
Egan, 1987). The saturation is necessary to keep the gas concentration in balance and

optimize the bacteriostactic effect (Jakobsen & Bertelsen, 2004).

33



In this experiment this ratio varied from 1.21 to 0.85 L/kg of meat in the samples without
oxygen and from 1.21 to 1.01 L/kg of meat in samples stored with oxygen, evidencing that
a balance in pressure was not achieved. Sorheim et al (1999) achieved an initial gas volume
to meat weight ratio in the trays of approximately 1.5 to 1. The need for a relatively large
volume of atmosphere in sealed trays conflicts with storage requeriments, as a small piece
of meat in a large pack reduces the amount of product that can be exposed in a given
display area and gives the appearance of over-packaging. Thus, in practice, sealed trays are
often formed with a headspace far less than that required for optimum preservation of the

product (Gill, 1996).

The atmosphere in the headspace of the packages placed in virtually oxygen-free
atmosphere (T; and T,) presented variable fractions of residual oxygen (0.1 to 0.9%)
immediately after the thermosealing of the packages, showing the practical impossibility of

performing a complete evacuation of the system with commercially available equipment.

The formation of metmyoglobin (brown) in residual concentrations of oxygen is a problem
that affects the beef appearance in anoxic atmospheres, due to the quick oxidation of
deoxymyoglobin to metmyoglobin (Venturini et al., 2006; Hunt et al., 2004; Jayasingh et
al.,2001). At sealing, the pack atmosphere can have a residual oxygen concentration of no
more than 0.1 per cent, and preferably no more than 0.05 per cent to minimize such

discoloration (Gill, 1996).

To eliminate residual oxygen, fast-action oxygen-absorber sachets were added to the trays

where oxygen-free mixtures were injected. Thus, along the storage period, the residual
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concentration of oxygen decreased and reached zero between the 2™ and the 7™ day,
remaining stable throughout all the subsequent periods. Hence, the residual oxygen may
have been ‘kidnapped’ by the action of the oxygen absorbers associated to these mixtures,

or by the bacterial activity evidenced in the final periods of storage.

3.3 Microbial evaluation

3.3.1. Microbial quality of GM and LD pieces used for the steaks processing

The Figures 1-4 show the results of the microbial analysis of the GM and LD steaks after
conventional deboning (0 day) and the storage time effect in MAP on the microbiota. The

results were satisfactory, according to the legal standards concerning fresh beef determined

by Brazilian National Health Surveillance Agency (ANVISA, 2001).
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Figure 1. Logio of CFU/g of enterobacteria, B. thermosphacta, lactic acid bacteria,
psychrotrophic (psy) aerobic and anaerobic bacteria in GM and LD steaks packaged
under T;: 69.8%N,/30% CO,/0.2% CO at 2+1°C.
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Figure 2. Logio of CFU/g of enterobacteria, B. thermosphacta, lactic acid bacteria,
psychrotrophic (psy) aerobic and anaerobic bacteria in GM and LD steaks packaged
under T»: 69.6%N,/30% CO,/ 0.4% CO at 2+1°C.
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Figure 3. Logio of CFU/g of enterobacteria, B. thermosphacta, lactic acid bacteria,
psychrotrophic (psy) aerobic and anaerobic bacteria in GM and LD steaks packaged
under T3: 48.8 %N,/ 30% CO,/0.2% CO / 21% 0, at 2+1°C.
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Figure 4. Logio of CFU/g of enterobacteria, B. thermosphacta, lactic acid bacteria,
psychrotrophic (psy) aerobic and anaerobic bacteria in GM and LD steaks packaged
under Ty: 48.6 %N,/ 30% CO,/0.4% CO / 21% 0, at 2+1°C.

Initially, the GM and LD cuts presented low numbers of aerobic and anaerobic
psychrotrophic microorganisms, whereas the other deteriorating and pathogenic
microorganisms investigated were not found, allowing predicting a relatively longe shelf

life in MAP.

The different levels of CO (0.2 or 0.4%) and O, (0 or 21%) in the atmosphere did not affect
significantly the microbiota development in the samples. However, the counts increased

significantly as the period of storage in MAP increased (p<0.05), except for Salmonella,
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Listeria monocytogenes and sulphite-reducing Clostridia, which remained absent along the

whole experiment.

The aerobic and anaerobic psychrotrophic counts reached approximately 7 log CFU/g after
14 days of storage in MAP at 2°C, the threshold for spoilage. The samples presented
considerable counts of facultative anaerobics, such as enterobacterium and/or B.
thermosphacta, which granted an unpleasant odor to some samples on the 21* day of
storage. The similarity in the growth curves of aerobic and anaerobic psychrotrophic
microorganisms, regardless the oxygen concentration in the atmosphere, reinforces the
hypothesis that facultative anaerobics were probably the predominant microorganisms
during the storage in MAP at 2?2°C. Such findings were also reported by Viana, Gomide &
Vanetti (2005) in pork loins stored using different anoxic atmospheres with or without CO

at 4°C.

The growth of facultative anaerobics can be attributed to the residual concentration of
oxygen in the tray during the first days of anoxic storage (T and T,), whereas in aerobic
packaging (T3 and T4) the development of these microorganisms was favored by the

presence of 21% oxygen in the gas mixture.

The increase of 0.2 to 0.4% CO had no effect on the microbiological growth on beef steaks.
The presence of bacteriostatic CO, in our experiments apparently reduced the importance

of the effect of CO on the odor shelf life of the meat.
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However, the growth of psychrotropic bacteria on beef stored in MAP containing 0.5-10%
CO in N, was reduced and the odor shelf life increased (Clark, Lentz & Roth, 1976). Thus,

the inhibitory ability can be the result of the sum of effects of these two gases.

3.4. Sensory analysis

The discoloration (%) and off-odor of the GM and LD steaks were affected (p<0,05) by the
oxygen concentration (0 or 21%), the storage time (0, 7, 14 and 21 days) and the interaction
between the oxygen concentration versus the storage time (Table 3). Panel scores indicated
increased browning, discoloration and off-odor with increase in storage time at higher
oxygen concentration, probably due to preferencial formation of oxymyoglobin at these
oxygen level (Seyfert et al, 2006) associate to psychrotrophic counts, higher than 7.5 log

CFU/g, considerated the point at which off-odors appear (Lufo, Beltrdn & Roncalés, 1998).
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Table 3
Means and standard error for % O; x display time interaction on instrumental color

(n=10) and sensory panel scores (n=18) of GM and LD steaks.

CO without O, CO with O,

Muscle Trait 5 = 2 57 5 = ) o SE
Chroma 2340 2953 3323 3382 209% 2602 261 208° 47

Hue 3612 321° 323° 299° 3672 3692 389% 416° 10.1

GM  visual score 6.5° 73%  gq? 852 g2? 41°¢ 41° 259 3.4
% discoloration 45 %° 472 492 492 45 48?2 41 ° 26 ° 0.5
Off-odor 482 502 482 482 482 482 462 22° 0.3
Chroma 224° 2062 3202 3252  212° 250% 246° 230° 58

Hue 3532  327% 3242 2997 411°  386° 396° 398P° 1.1

| Vsualscore  69% 80 b ggP  g7P 48° 329 329  33¢ 3.0
% discoloration 4.8 & 48° 492 472 452 462 472 26° 03
Off-odor 49% 502 502 492 483 49 4P 28° 0.2

Fat appearance 5.0 a 50 2 45 b 44 b 50° 50° 29° 1.9 d 0.2

SE = standard error

Means in a row with a different letter differ (»<0.05)

Chroma = (at>l<2 + b*2)”2;

Hue = arc tan(b*/a*)

Visual score: 0 = brown; 5.0 = dark red; 9.0 = bright red.

% discoloration: 1 = 61-100%, 2 = 21-60% discoloration, 3 = 11-20% discoloration, 4 = 1-10% discoloration
and 5 = 0% discoloration.

Off-odor: 1 = extreme off-odor; 2 = moderate off-odor; 3 = small off-odor; 4 = slight off-odor and 5 = no off-
odor.

Fat appearance: 1 = very strongly disagree; 2 = disagree; 3 = no opinion; 4 = agree; 5 = very strongly agree.

The GM steaks packaged in CO without oxygen presented a bloomed color that was similar
or higher than the initial color of the fresh beef (0 d) and practically did not present a
visible discoloration or perceptive off-odor along the 21 days of storage time. The visual
color of the GM or LD steaks in oxygen-free atmosphere was statistically affected by the

increase of the CO concentration. The LD steaks storaged in 0.4% CO and without oxygen
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presented a stable pinkish tonality, after 21 days of storage, which was regarded as

‘artificial’ by some panelists.

These data suggest that an increase in the CO concentration can change significantly the
natural color of fresh beef with inherent color stability, such as LD. Luifio et al. (2000)
showed that the amount of CO fixed by meat myoglobin decreased linearly with reducing
CO concentration in the gas mixtures, as was previously noted by Sgrheim et al. (1997).
Thus, there might be an optimal concentration of CO for each muscle, that is, there might
be a concentration from which the maximum stability of the typical color of fresh beef is

achieved.

In the samples packed in CO with 21%0O, (T3 and T4) the change from red to dark-red

generally coincided with the beginning of the formation of visible brown spots.

In the GM steak samples of treatments Tz and T4, the formation of brown spots depended
on the CO concentration. In the steaks packed in 0.2%CO, an area around 11-20% became
visible from the 14" day of storage and reached ?60% of the steaks after 21 days. As to the
samples storaged in 0.4%CO, discoloration became apparent (?20%) only after 21 days of
storage in MAP. The formation of perceptive brown spots in the LD steaks storaged in 21%
O, only occurred after 21 days of storage, regardless the CO concentration as shown in

Figure 5.
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Figure 5. Interaction effects of % O, ,% CO and display time on discoloration of fresh

steaks storaged at 2? 1°C.
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Previous results reported that increasing concentrations of CO above 0.5% extended the

odor shelf life of meat over than that achieved with 50% CO, (Lufio et al., 2000).

In this experiment, the perception of a moderately off-odor (?2.0) occurred only for the
samples storaged in oxygen (T3 and Ty), after the 21" day of storage at 2°C, when the score
of aerobic psychrotrophic microorganisms was higher than 7.5 log CFU/g. After 21 days of
storage at 2°C, the samples packaged under anoxic conditions still presented an excellent
fresh meat odor irrespective of the CO concentration. Previous results reported that
increasing concentrations of CO above 0.5% extended the odor shelf life of meat over than
that achieved with 50% CO; (Lufio et al., 2000). According to Gill & Jones (1994), the
development of slightly acid odors produced by lactic bacteria under anaerobic conditions
is only observed when the count is near or higher than 5 10gCFU/g, whereas the putrid odor

is only observed when the number of aerobic bacteria is equal or higher than 6 logCFU/g.

3.5 Instrumental evaluation of color

The oxygen concentration (0% or 21%) significantly affected the color of samples, except
hue angle (h*) for LD steaks. The interaction of oxygen concentration (0% or 21%) versus
time storage did not affect L* values for LD steaks but significantly affected all other color
measurements. Initially (0 d) all the samples had similar C* values, but after 7 days of
storage the GM steaks packaged in virtually oxygen-free atmosphere had higher chroma
(>C*) and lower hue angle (<h*) than initial color of product, whereas LD steaks in anoxic
atmospheres had similar C* and h* at all storage times, except at 21 days when the C*

values were inferior than fresh steaks (0 d). The means for the main and two-way
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interactions effects of oxygen and storage time on chroma values (C*) = [(a**+b*?*)"*] and
hue angle (h*) = tg”'(b*/a*) are shown in Table 3. LD steaks storaged in 0.4% CO had
higher L* than those storaged in 0.2%. The lighter color for LD steaks in 0.4% may be due
to a deeper layer of COMb, which reached about 0.5 cm from the steaks surface reaching
1.5cm of thickness, after 21 days in MAP. These findings agree with the results reported by
Jayasing et al. (2001) and Hunt et al. (2004) which shown that CO penetration increase

with CO concentration and storage time.

The higher C* on the surface of LD steak storaged in 0.4% CO without O, than those
packaged containing 21% oxygen could be attributed to the inability of CO to displace
oxygen bound to myoglobin for promoting color stability (Seyfert et al., 2007). Although
previous research has demonstrated the ability of oxygen to stabilize meat color (Lufio et
al., 1998; Luiio et al. 2000), this study showed that addition of 21% oxygen to primary
packages with CO had a negative impact on color stability. According to Seyfert et al.
(2007), the 0.4% CO with 20% or 80% oxygen may not have impacted color, due to
preferential formation of oxymyoglobin rather than carboxymioglobin at 20% or 80%

oxygen.

The ratios of 630:580 nm approach 1.0 for metmyoglobin and >4.0 for oxymyoglobin
(AMSA, 1991). Therefore, the oxidation of oxymyoglobin to metmyoglobin during storage
time can be followed by monitoring the shape of the reflectance curves as shown in Figure

6.
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Figure 6. Interaction effects of % O, and display time on ratios of reflectance ( R630

nm : R580 nm) of fresh steaks storaged at 22 1°C.

47



The GM samples storaged without oxygen had R630 : R580 values similar to or greater
than (p < 0.05) those obtained on the day the steaks were processed (0 d), irrespective of
carbon monoxide concentration. The development of brownish-red color in the LD steaks
storaged with oxygen for 21 days was followed by a decrease in the ratio of oxymyoglobin
to metmyoglobin, which caused a significantly (p<0.05) decrease in the rations R630nm :
R580 nm. The GM steaks storaged with oxygen were not affected detrimentally. At 21 days
of storage with oxygen, the GM steaks were redder (p<0.05) than steaks storaged at 7 or 14
days, that were similar to the product initial color. It is important to point out that the very
small brown color spots were avoided during the instrumental readings of reflectance in
this experiment. In these cases, the spots of the samples were determined only visually
during the sensory analysis. Therefore, the CIEL*a*b* values and the reflectance spectra
do not represent such discoloration, which would certainly make the values of L* and C*
decrease even more and raise the h* values of the samples storaged with oxygen, due to the
increase in the metmyoglobin rate.

4. Conclusion

The preservation of color and odor of GM and LD steaks packaged under low carbon
monoxide was best achieved using atmospheres virtually without oxygen. Anoxic
atmospheres with 0.2%CO produced a satisfactory color stabilization, showing a clear
advantage from the toxicological. The packaging of the fresh beef in atmosphere
containing 69.8% N,/ 30% CO,/0.2% CO showed to be the most suitable technique for
the maintenance of the color stability for 21 d at 2°C, although results were improved by

using 0.4%CO. Color stabilisation using low CO with or without oxygen did not result in
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an increased microbial risk following storage up to 21 days at 2°C. However, the shelf-life
was limited by a modification of odor that occurred at 21 days of storage. Nevertheless, the
results showed that 30% of CO; is not enough to inhibit the growth of deteriorating
microbiota in periods of up to 21 days. The optimization of factors, which increased the
absorption of CO, by the beef, such as permeability, temperature, partial CO; pressure and
relation of the head space volume to the amount of beef became crucial to obtain a
maximum antimicrobial effect. However, the principles of Good Manufacturing Practice
(GMP) and Hazard Analysis Critical Control Point (HACCP) must be used to reduce the

initial contamination of the meat.
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ANEXOS

Ll g o RN s

Figura 1 — Contrafilé ap6s 21 dias de estocagem em 0,2% CO/30%C02/69,8%N, a 2°C.
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Figura 2 — Alcatra apés 21 dias de estocagem em 0,2%C0/30%C0,/69,8%N, a 2°C.
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Figura 3 — Contrafilé apés 21 dias de estocagem em 0,4%C0O/30%C0,/69,6%N, a 2°C.
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Figura 5 — Contrafilé apds 21 dias em 48,8 %N»/30%CO, /0,2%C0O/21%0, a 2°C.
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Figura 6 — Alcatra ap6s 21 dias em 48,8 %N»/30%CO; /0,2%C0O/21%0, a 2°C.
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Figura 7 — Contrafilé apGs 21 dias em 48,6 %N, / 30%CO, / 0,4%CO / 21%0, a 2°C.
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Figura 8 — Alcatra ap6s 21 dias em 48,6 %N,/ 30%CO,/ 0,4%CO / 21%0, a 2°C.
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CAPITULO 3

INFLUENCIA DA APLICACAO DE MONOXIDO DE CARBONO EM
DIFERENTES SISTEMAS DE EMBALAGENS PARA CARNE BOVINA FRESCA

RESUMO

Bifes de miolo de alcatra (gluteus medius) e contrafilé (longissimus dorsi) foram
acondicionados em embalagem priméria contendo 0,2%C0O/30%C0,/69,8%N,, com e sem
absorvedores de oxigénio, e em embalagem de distribuicdo (masterpack) em 100% de
diéxido de carbono e com absorvedores de oxigénio. Cor instrumental e sensorial, aroma e
qualidade microbioldgica, entre outros parametros de qualidade, foram avaliados ap6s 0, 7,
14 e 21 dias de estocagem a 2°C. A aplicacdo de 0,2 % CO minimizou os efeitos da
concentracdo residual de oxigénio sobre a cor dos bifes de alcatra e contrafilé, que
mantiveram cor e aroma similares ou superiores ao da carne fresca durante os 21 dias de
estocagem em AM, independente do uso de absorvedores de oxigénio. A conservacio da
carne estocada em embalagem de distribuicdo com 100% CO,; foi limitada pela intensa
descoloragdo observada desde os periodos iniciais de estocagem, devido ao aciumulo de
metamioglobina que ocorreu sob concentracdes residuais de oxigénio, mesmo com o uso de
absorvedores de oxigénio. Salmonella, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e
Clostridium sulfito redutor nao foram detectados em nenhuma das amostras e a contagem
de bactérias psicrotréficas foram inferiores a 7,5 log UFC/g. Esses resultados mostram que
a carboximioglobina formada a partir da adi¢do de 0,2%CO associado a 30% CO, nao

mascarou a deteriora¢do microbiolégica da carne acondicionada a 2°C por 21 dias.

Palavras-chave: mondxido de carbono, atmosfera modificada, carne bovina, cor,

microbiologia.
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SUMMARY

Sirloin (gluteus medius) and striploin (longissimus dorsi) steaks were packaged
adding 0,2%C0/30%C0,/69,8%N, to primary packages (with or without oxygen
scavenger) or 100%CO; in masterpacks (with oxygen scavenger). Steaks were evaluated on
0, 7, 14 and 21 days of MAP at 2°C for instrumental and visual colour, odour and
microbiology counts, among others quality parameters. The 0.2 %CO mixture minimized
the effects of residual oxygen on colour stability of sirloin and striploin steaks, compared
with products stored with 100% CO,. The color stability of steaks stored for up to 21 days
in MAP containing CO was similar to or superior to fresh steaks, independent of oxygen
scavenger use. The instrumental analysis confirmed these results. The preservation of
steaks stored in masterpack under 100%CO, was limited by rapid discoloration due the rate
of metmyoglobin accumulation in meat exposed to residual oxygen, despite the use of
oxygen scavenger. Salmonella, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes and
sulphite-reducing Clostridium were not detected in any samples tested and no steaks had
pathogenic bacteria or levels of psychrotrophic counts >7,5 log UFC/g. These results
showed that carboxymioglobin formed from 0,2% CO with 30% CO, did not mask

microbial spoilage of beef steaks stored during 21 days at 2°C.

Keywords: carbon monoxide, modified atmosphere, beef, colour, odour, microbiology
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1-INTRODUCAO

A formacgdo de metamioglobina em baixissimas concentracdes de oxigénio € um problema
que afeta a aparéncia da carne embalada sob essas condi¢des, porque a oxidagdo da
deoximioglobina a metamioglobina é mais rdpida que a oxida¢dao da oximioglobina (Gill,
1996). Uma vez produzida, a metamioglobina pode ser reconvertida a deoximioglobina
através da atividade de enzimas ou cofatores presentes no tecido muscular (O 'Keeffe &
Hood, 1982). No entanto, alguns musculos apresentam dificuldade para a reducdo da
metamioglobina a deoximioglobina, bem como para converter a deoximioglobina puirpura a
oximioglobina vermelha, apds longos periodos de estocagem sob concentragdes residuais de
oxigénio. Uma descoloragdo transitéria pode ocorrer se a concentragdo de oxigénio for
?0,04% para Longissimus dorsi ou ?70,01% para Psoas major ou carne moida quando
estocados a—1,5 °C (Gill & Jones, 1994a, 1994b; Gill & McGinnis, 1995), podendo tornar-se
irreversivel se a concentracao de oxigénio for suficientemente alta para exaurir a atividade
enzimdtica e de cofatores responsdveis pela redu¢cdo da metamioglobina no musculo
(O'Keeffe & Hood, 1980-81a; 1980-81b; 1982). Por este motivo, sistemas de embalagem
livres de oxigénio tém tido aplicacdo limitada pelos frigorificos que centralizam a operagao

de pré-embalagem da carne em bandeja.

O masterpack ou embalagem de distribuicao consiste de um saco confeccionado com filme
co-extrusado de alta barreira aos gases, onde um certo nimero de bandejas € agrupado, € no
interior do qual € feita a modifica¢do da atmosfera. Nesse sistema de embalagem, a carne é
geralmente acondicionada em atmosfera livre de oxigénio, geralmente 100%N, ou CO», até a
exposi¢cdo ao varejo, quando entdo as bandejas sdo retiradas dos sacos e expostas ao ar
atmosférico, readquirindo a coloragdo vermelha tipica de carne fresca, através da
reoxigenacdo da deoximioglobina, fendmeno este conhecido na literatura cientifica como
reblooming. Em embalagens de distribuicao termoseladas em atmosfera virtualmente anxica
pode haver oxigénio residual originalmente ocluso na prépria bandeja, por permeagao através
da prépria embalagem barreira, por falhas na regido de termoselagem ou ainda em

conseqiiéncia de evacuagdo incompleta do ar existente na embalagem e/ou injecdo
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insuficiente da nova mistura gasosa apds a evacuacdo, durante a operagao do equipamento.
Alguns destes fatores sdo inevitdveis em situacdes comerciais € por este motivo o uso de
absorvedores de oxigénio parece ser imperativo para a embalagem da carne em atmosfera
teoricamente livre de oxigénio, como comumente utiliza-se nos sistemas de embalagem de
distribui¢do (Tewari et al, 2002). Outra alternativa € a aplicacdo de uma mistura gasosa
dentro da embalagem capaz de minimizar a influéncia da variabilidade intermuscular na
estabilidade da cor da carne (Hunt et al 2004). Lanier et al (1978) concluiram que redugdo da
metamioglobina em Semitendinosus oxidado com ferrocianeto foi aumentada na presenca de
mondxido de carbono. Portanto, a aprovagdo da Food and Drug Administration para o uso do
CO em embalagem de distribui¢cao (FDA, 2002) e em embalagem primaria (FDA, 2004)
pode representar uma oportunidade Unica para minimizar os problemas de reoxigenagao,
particularmente em produtos mais sensiveis a oxidacdo como o filé mignon e a carne moida,

por exemplo.

A adi¢do de baixas concentragdes de CO pode eliminar os problemas de
reoxigenacdo da carne estocada em atmosfera livre de oxigénio (Hunt et al 2004). Mas o
CO € um gés téxico e, portanto, seu uso nao € permitido na maioria dos paises. Em 1997,
Sgrheim, Aune & Nesbakken. publicaram uma detalhada revisdo sobre os aspectos
tecnolégicos, higiénicos e toxicoldgicos do uso de CO em atmosfera modificada para carne,
e concluiram que o CO em concentrac¢ao de 0,5%, além de conferir uma série de vantagens
como o aumento da vida util, estabilidade da cor e reducdo de custos, ndo representa
nenhuma ameaga toxicoldgica aos consumidores. O monoéxido de carbono estabiliza a cor
vermelha da carne estocada por periodos prolongados, através da interacdo do CO com o
ion ferroso da mioglobina (Hunt et al, 2004). Essa reagcdo € limitada a uma fina camada
superficial que corresponde a profundidade da penetracao do CO (Jayasingh et al, 2001). A
carboximioglobina possui espectro de cor muito semelhante ao da oximioglobina formada
durante a exposicdo da carne fresca ao oxigénio do ar atmosférico (Viana, Gomide &
Vanetti, 2005). A diferenca entre a carboximioglobina e a oximioglobina, € que a primeira
¢ muito mais estdvel a oxidagdo sob condi¢des anaerdbicas (Sgrheim, Nissen & Nesbakken,

1999; Luiio, Béltran & Roncalés, 1998).
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O objetivo deste experimento foi comparar o efeito da concentracdo residual de

oxigénio sobre a carne fresca acondicionada sob 0,2% de monéxido de carbono.

2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 - Porcionamento dos bifes e embalagem em atmosfera modificada (AM)

Para o porcionamento da carne na forma de bifes (15mm de espessura) foram
utilizadas quinze pecas de miolo de alcatra sem gordura (Gluteus medius) e quinze pecas de
contrafilé (Longissimus dorsi) contendo gordura externa (1-3mm). Os musculos foram
oriundos de carcacas de novilhos cruzados com zebuinos, castrados e com cerca de 20
meses de idade. A desossa ocorreu 24 h postmortem no Frigorifico Marfrig, localizado na
cidade de Promissao - Sdo Paulo. O processamento dos bifes e a embalagem em atmosfera

modificada aconteceram 48h apds a desossa.

Ao todo foram processadas 40 bandejas de cada corte para cada tratamento,
contendo cerca de 250g de bifes. As bandejas foram aleatoriamente acondicionados em trés

diferentes atmosferas denominadas Ty, T» e Ts:

T:0,2% CO + 30% CO, + 69,8% N,
T>:0,2% CO + 30% CO; + 69,8% N, + absorvedor de O,
T3: 100% CO, + absorvedor de O»

A composi¢do gasosa dos cilindros foi produzida e certificada pela empresa AGA

(Linde Group).
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Figura 1 — Ajuste na vdlvula de pressdo do cilindro contendo a mistura gasosa.

Nos tratamentos T e T» a mistura gasosa foi modificada diretamente na embalagem
primdria, composta de bandejas termoformadas laminadas do tipo poliéster/PEAD (Emplal
Embalagens Plasticas Ltda.), seladas com filme co-extrusado de alta barreira
(PA/JEVOH/PELBD, Cryovac? , Sealed Air) com espessura nominal total de 457 ?7m,
permeabilidade ao oxigénio de 5,0cm*/m?%/24h a 23°C e 0% de umidade relativa (UR) e taxa
de permeabilidade ao vapor de dgua de 14g/m2/24h a 38°C e 90%UR. As bandejas
codificadas foram colocadas nos moldes de uma maquina termoseladora equipada com
camara de vacuo (Smart 500, ULMA Packaging Ltda.) que opera com controle automatico
programavel do ciclo de vicuo/injecao/fechamento do filme tampa. Em cada bandeja do
tratamento T, foi colocado um saché absorvedor de oxigénio com capacidade nominal de
absorcao de 200cm’ de O, (FT200, O-Buster’ . Hsiao Sung Non-Oxygen Chemical Co.,
Ltd., Taiwan).

No tratamento T3 o CO, puro foi injetado no interior de sacos co-extrusados de alta

barreira  aos  gases  (PEAD/poliamida/copolimero de etileno e  dlcool
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vinilico/poliamida/PEBD) denominados comercialmente como masterpack (Unipac
Embalagens Ltda.). A taxa de permeabilidade ao oxigénio do masterpack foi de 0,17
mL/m?*/24h a 25°C e 1 atm. Quatro bandejas convencionais (poliestireno expandido)
envoltas com filme de alta permeabilidade ao oxigénio, o policloreto de vinila (PVC) foram
colocadas em cada saco (50cm x 40cm = 0,20m” de drea). A modificagdo da atmosfera no
masterpack foi feita em maquina equipada com camera de vicuo (marca Selovac, modelo
300B, Sao Paulo, SP), operando com um ciclo de vacuo e inje¢ao de atmosfera a 0,97 atm

de pressdao de CO; puro.

Antes da selagem dos sacos foi adicionado um saché absorvedor de oxigénio com
capacidade nominal de absorcdo de 500cm’ de O, (HV500, ATCO’, Standa Industrie,

France).

As bandejas de todos os tratamentos continham um absorvedor de liquido com
capacidade de absorver um volume de100mL de exsudado (Dri—loc? , Cryovac? , Sealed Air,

Sédo Paulo, SP-Brasil).

Todos os produtos foram estocados sob temperatura controlada (2°C) e avaliados

periodicamente apds 7, 14 e 21 dias de estocagem em AM.
2.2 - Avaliacao de pH

O pH dos bifes de alcatra e contrafilé foi avaliado através de um eletrodo de vidro

(Ingold, WTWpHO91) colocado diretamente sobre a carne.
2.3 - Composic¢ao gasosa

Os niveis de gds carbdnico e de oxigénio no espago-livre das embalagens em
atmosfera modificada foram avaliados no dia do processamento (0 d) imediatamente apds a
selagem e, periodicamente, apds 7, 14 e 21 dias de estocagem. As andlises foram realizadas
utilizando um analisador de gases portatil (CheckPoint®, PBI Dansensor A/S, Ringsted,

Denmark). A mistura gasosa do espaco-livre foi coletada com uma seringa hermética,
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através de um septo de silicone colado na superficie das embalagens. As andlises foram
realizadas em quatro embalagens por tratamento selecionadas aleatoriamente a cada
periodo de estocagem e os valores médios foram expressos em porcentagem de CO; e O»

viv).

2.4 - Avaliacao sensorial

Antes do inicio dos testes sensoriais, foram realizadas cinco sessoes de treinamento
para familiarizar os provadores com os atributos e as escalas utilizadas, de acordo com a
metodologia sugerida por Meilgaard, Civille & Carr (1987). Imagens fotograficas foram
utilizadas como referéncias. Durante as sessOes de treinamento foram recrutados doze

provadores com motivacao e disponibilidade para participar de todo o experimento.

Em principio os atributos sensoriais foram avaliados utilizando as escalas sugeridas
pela AMSA (1991), mas ao longo das sessdes as escalas sofreram varios ajustes sugeridos

pela equipe de provadores.

O atributo “cor da carne” foi avaliado através de uma escala ndo-estruturada de 9cm,
ancorada nos extremos com os seguintes termos descritivos: Ocm = marrom e 9cm =
vermelho tipico de carne fresca. Para “% de mancha” da carne foi utilizada uma escala
mista de cinco pontos onde: 5 = nenhuma (0%); 4 = leve (1-10%); 3 = pequena (11-20%); 2
= moderada (21-60%); 5 = intensa (61-100%). O “odor desagraddvel” da carne foi avaliado
através de uma escala estruturada de cinco pontos onde 5 = nenhum odor/aroma normal; 4
= ligeiramente agraddvel; 3 = pouco agraddvel; 2 = moderadamente desagraddvel e 1 =
extremamente desagraddvel. A “aparéncia da gordura” dos bifes de contrafilé foi avaliada
como 5 = muito agraddvel; 4 = ligeiramente agraddvel; 3 = pouco agradavel; 2 =
moderadamente desagraddvel e 1 = extremamente desagraddvel. Durante as sessdes de
treinamento estabeleceu-se que o ponto mediano de cada escala seria considerado o limite
para a venda do produto em relagdo ao atributo avaliado, ou seja, apds atingir esta nota o

produto ndo se encontrava atrativo, tendo perdido seu valor comercial.
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2.5 - Cor instrumental

A cor instrumental foi medida sobre a superficie da carne imediatamente apds a
abertura da bandeja utilizando um espectrofotometro portétil (MiniScan’ XE Plus, Hunter
Associates Laboratory Inc., Reston, VA) conectado a um computador equipado com o
Software Universal, versao 4.10. O espectrofotometro foi calibrado de acordo com as
recomendagdes do fabricante e padronizado para operar com as seguintes especificagoes:
diametro de abertura de 2 cm, angulo de observagdo 10° e iluminante D65. As coordenadas
CIE L*a*b*, o indice de saturacdo da cor (C*) = [(a>l<2 + b*z)”z] e angulo-hue (h*) = tg
'(b*/a*) das amostras foram obtidos pela movimentacdo do aparelho, em quatro posicdes
diferentes, de tal forma que toda a superficie disponivel da carne fosse amostrada. As
amostras foram avaliadas em duplicata (n=2). A porcentagem de metamioglobina na
superficie da carne foi estimada pelo método simplificado de reflectancia (Re30nm:Rsg0nm)
através das curvas espectrais obtidas (AMSA, 1991; Strange et al, 1974). As medidas foram
realizadas sobre a superficie da carne coberta com filme de PVC transparente, 30 minutos

apos a abertura das bandejas e exposi¢ao da carne ao ar.
2.6 - Analises microbioldgicas

A caracterizacdo microbiolégica da matéria-prima foi realizada no dia do
processamento dos bifes (0 d) e durante a estocagem em atmosfera modificada (14 e 21
dias) através da contagem de bactérias psicrotréficas aerdbias e anaerdbias, enterobactérias,
bactérias laticas, Salmonella sp., Clostridium Sulfito Redutor, Listeria monocytogenes e
Brochothrix thermosphacta. Foram analisadas duas amostras por corte de carne. Dilui¢des
decimais seriadas apropriadas foram preparadas e cada amostra foi plaqueada em duplicata
(n=4) conforme as metodologias de Downes & Ito (2001). As contagens foram expressas

como log UFC/g.
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2.7 - Avaliacao estatistica

O experimento foi um delineamento fatorial com trés tratamentos (T: 69.8 %N, /
30% CO,/0.2% CO; Ta: 69.8% N,/ 30% CO, / 0.2% CO + absorvedor de oxigénio e Ts:
100% CO,), quatro periodos de estocagem a 2°C (0, 7, 14 e 21 dias), dois misculos (M.
Gluteus medius and M. Longissimus dorsi) e duas repeti¢cdes de todo o experimento. As
médias foram calculadas por anédlise de variancia (ANOVA) usando o programa Statistica?
(Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA). Diferencas significativas entre as médias foram
determinadas pelo cdlculo do Teste de Tukey, quando apropriado. O nivel de significincia

usado para todas as andlises estatisticas foi 5% (p<0,05).
3 - RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 - Avaliaciao do pH

O pH inicial de todas as amostras foi menor que 5,8. O tratamento nao influenciou
os valores de pH dos produtos que se manteve normal ao longo de todos os periodos
avaliados. Em geral, os bifes de alcatra apresentaram uma significante elevacdao do pH apds
7 dias de estocagem em 0,2%CO com absorvedores de oxigénio (T2) e em 100%CO, (T5).
Nos periodos subseqiientes, os valores de pH dos bifes de alcatra foram compardveis ao da
carne fresca. Os bifes de contrafilé apresentaram uma continua redu¢ao do pH ao longo da

estocagem em AM, atingindo valor maximo de 5,58 apés 21 d de estocagem.

Segundo Jakobsen & Bertelsen (2004) quando altas concentracdes de CO, sdo
utilizadas, pode ocorrer uma diminuicdo do pH dependendo da capacidade tampdo da

carne.
3.2 - Composic¢ao gasosa

A Tabela 1 apresenta a concentracdo residual de O; e a concentragdo de CO; no

espago-livre das embalagens durante todo o periodo de 21 dias de estocagem a 2°C. O tipo
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de produto ndo influenciou significativamente a concentragdo de O, e CO; no espago-livre

das embalagens em nenhum dos periodos avaliados (dados ndo apresentados).

Tabela 1 — Concentragdo de oxigénio residual e de diéxido de carbono (v/v) no interior das
embalagens primdrias sob 0,2%CO/30%CO; (N, balan¢o) sem e com absorvedores de

oxigénio (T e T,, respectivamente) e das embalagens de distribuicdo sob 100%CO> (T53).

0, Co,
Trat dias m + dp m + dp
0 06+ 03 * 286 « 06 ©
. 7 01 %0l > 227 + 08 “
1
14 00+00 ° 225 + 05 “
21 01«01 ° 208 + 34 ¢
0 0603 * 288 + 04 °
. 7 00%00 > 249 + 12 ™
2
14 00+ 00 ° 247 + 0,8 ¢
21 0,0 £ 00 ° 246 + 05
06 + 02 * 996 + 02 °©
. 7 1201 ° 856 £ 29 f
3
14 02+ 02 ® 833 + 1,1 ®
21 01+ 00 ° 812 + 2,1 ¢
m=média

dp=desvio-padrao

A concentracdo residual média de oxigénio imediatamente apds a selagem das
embalagens foi 0,6% para os trés tratamentos. A remog¢do completa de oxigénio residual
deve ocorrer o mais rdpido possivel nas embalagens injetadas com misturas gasosas
contendo CO e altas concentragdes de diéxido de carbono para evitar a formacdo de

metamioglobina (Sgrheim, Nissen & Nesbakken, 1999).

No espago-livre das bandejas sob 0,2% CO + 30% COz + 69,8% N, (T1e T») a
concentragdo de O, diminuiu significativamente (p<0,05) a partir do 7° dia de estocagem

(0,6% para 0,1-0,0%), mantendo-se praticamente constante nos periodos subseqiientes,
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independente do uso de absorvedores de oxigénio. Baixas concentracdoes de oxigénio
residual (0,1% em carne bovina e 0,5 em carne suina), sdo necessdrias para evitar o rapido
escurecimento da carne (Gill, 1996, Sgrheim et al, 1997b). Esses dados indicam que o uso
de absorvedores de oxigénio nas embalagens primdrias ndo facilitou a remog¢ao de oxigénio
residual e a manutengao da atmosfera livre de oxigénio nos periodos iniciais de estocagem.
No entanto, diferencgas significativas foram observadas na cor sensorial das amostras de
alcatra acondicionadas sem absorvedor de oxigénio (T) até o 3° dia de estocagem que foi
revertida nos periodos seguintes quando a cor dos bifes de alcatra foi compardvel ao da
carne fresca. Essa descoloragdo transitoria ocorrida nas amostras acondicionadas sem
absorvedor de oxigénio indica que houve pequenas diferencgas na concentracao de oxigénio
do espaco-livre das bandejas rigidas (PET/PEAD) utilizadas nos tratamentos T; e T, que o
método de andlise utilizado ndo foi suficientemente sensivel para detectar. Beggan, Allen &
Butler (2006) mostraram que os métodos cromatograficos, também podem apresentar
limitacdes quanto a deteccdo de concentracdes residuais de oxigénio (concentracdo de

oxigénio < 0,1%).

No interior das embalagens de distribui¢@o a concentracao residual de O, aumentou
significativamente de 0,6 para 1,2% durante a primeira semana de estocagem em 100%CO,
(T3), apesar do uso de absorvedor de oxigénio, mas diminuiu consideravelmente nos
periodos subseqiientes para 0,2% (14 dias) e 0,1% (21 dias). A descoloragao irreversivel
das amostras estocada em 100%CO; contrasta com os resultados anteriores obtidos por
Venturini (2003). A presente descoloragido provavelmente foi ocasionada pelo excesso de
oxigénio residual no interior das embalagens ao longo da estocagem. Um nimero maior de

absorvedores de oxigénio poderia ter evitado tal descoloragao.

O significativo aumento de O, residual no espaco-livre das embalagens secundérias
nos periodos iniciais de estocagem pode ser atribuido aos processos de difusdo e dessorcao
do oxigénio ocluso nas bandejas de poliestireno expandido devido a a¢do de um gradiente
de concentracdo (Tewari et al 2002). Foram usadas bandejas de poliestireno expandido para

a embalagem primdria da carne, pois sdo as embalagens predominantes na rede varejista,
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para a qual se destina a tecnologia de embalagens estudada. Para estas empresas, a carne
fresca continua sendo uma commodity, um produto com baixo valor agregado e sem
diferenciacdo, sendo importante usar-se embalagens de baixo custo. Buscou-se, portanto,
aplicar a nova tecnologia a um sistema de embalagens ja largamente utilizado e familiar aos
consumidores e varejistas, de baixo custo e disponivel no mercado brasileiro pelos
fabricantes de embalagens, o que ndo ocorre com as bandejas co-extrusadas, que
certamente seriam as mais adequadas para a embalagem da carne em atmosfera livre de
oxigénio. Assim, resultados melhores poderiam ter sido obtidos utilizando bandejas
pléasticas confeccionadas com outros tipos de polimeros, com melhores propriedades de
barreira ou equipamentos capazes de efetuar mais de um ciclo de evacuagio e injecdo de

gases.

Ja a concentragio de CO, nas embalagens de distribui¢io diminuiu
significativamente (p<0,05) ao longo do tempo. O volume de CO, diminuiu até 37,5 % nas
bandejas PET/PEAD seladas com filme co-extrusado contendo EVOH (T; e T»). Nas
embalagens de distribuicdo (T3) diminui¢do do nivel de CO, foi comparativamente menor,
cerca de 23,0 % ap6s 21 dias de estocagem em AM a 2°C. Do ponto de vista préitico é
importante ressaltar que o efeito bacteriostatico do CO; estd relacionado a sua saturagdo na

carne, € ndo a sua concentragdo no espago-livre da embalagem.

Comercialmente, os equipamentos com dispositivos circulares do tipo snorkel
especialmente desenvolvidos para executar varios ciclos de evacuagio e injecdo de gases e
reduzir a0 maximo a concentragdo de O, (<0,03%) no espago-livre da embalagem parecem
ser as melhores opcdes de escolha para saturar a carne com CO, e otimizar o efeito
bacteriostatico das misturas contendo CO; (Holley & Gill, 2005). O sistema CAPTECH

(Captron, Secure Fresh Pacific, Auckland, New Zeland) é um exemplo.
3.3 - Avaliacao sensorial e instrumental da cor

A Tabela 2 resume os resultados da analise de varidncia (ANOVA) de

caracteristicas sensoriais ¢ instrumentais dos bifes de alcatra (GM) e contrafilé (LD).

74



Tabela 2 — Analise de variancia (ANOVA) sobre as caracteristicas da cor e aroma da carne

estocada sob diferentes sistemas de embalagem sob AM livre de oxigénio a 2°C.

Produto Efeito .cor % odor dparencia L* Cc* h*
visual desc da gordura

Trat * * * nd ns * *

GM Tempo * * * nd ns ns ns

Trat x tempo * * * nd ns * *

Trat * * * * * * ns

LD Tempo * * * ns * * ns

Trat x tempo * * * * ns ns ns

GM= Gluteus medius; LD=Longissimus dorsi
L* = Luminosidade;

C* = indice de saturagdo = (a*> + b**
h* = angulo hue = (b*/a*)tg’]
*diferenca significativa a p<0,05

ns = nao signficativo

nd = ndo determinado

172
)

A cor visual dos bifes de alcatra e contrafilé foi afetada pelo tratamento, pelo tempo

de estocagem e pela interagdo entre tratamento e tempo.

A cor visual e instrumental das amostras acondicionadas nas embalagens primarias
em 0,2% CO (T, e T») foi estatisticamente superior a cor das amostras acondicionadas em
100% CO; (p<0,05) durante todo o periodo de 21 dias de estocagem em AM a 2°C. A
intensidade de vermelho (C*) na superficie dos bifes de alcatra e de contrafilé estocados em
0,2%CO foi superior (p<0,05) ou similar ao da carne fresca em todos os periodos avaliados,

independente do uso de absorvedores de oxigénio.

Nas amostras de alcatra acondicionadas em 0,2%CO (T; e T») a cor visual foi
estatisticamente afetada por um curto periodo de tempo. Na Figura 2 pode-se observar uma
significante (p<0,05) diminui¢do da cor vermelha até o 3° dia de estocagem que foi
revertido nos periodos seguintes quando a cor dos bifes de alcatra foi comparavel (p<0,05)

ao da carne fresca.
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Figura 2 - Efeito do tempo de estocagem vs. cor sensorial dos bifes de alcatra
acondicionados em embalagens primdrias em 0,2%C0O/30%C0,/69,8 %N, independente do

uso de absorvedores de oxigénio.

Este escurecimento inicial ocorreu, muito provavelmente, porque o oxigénio
residual reagiu com a mioglobina da carne, com conseqiiente formag¢do de uma camada
superficial contendo uma mistura de metamioglobina, carboximioglobina e oximioglobina
que conferiu aos bifes de alcatra uma tonalidade vermelha levemente mais amarronzada do

que a da carne fresca.

No entanto, decorridos trés dias de estocagem em AM, a metamioglobina formada
nos bifes de alcatra acondicionados sem absorvedor de oxigénio foi reduzida pela acdo de
enzimas e cofatores originalmente presentes na carne, conferindo aos bifes uma cor
vermelha tipica de carne fresca em toda a superficie dos bifes (0% de descoloracdo). Esses
resultados mostram que um periodo superior a trés dias de estocagem pode ser requerido

para a exposi¢ao da carne ao varejo com cor tipica de carne fresca. Este periodo de tempo
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pode ser inconveniente em circunstancias comerciais, onde uma rdpida distribui¢do da
carne pré-embalada possa ser requerida, mas pode ter pouco efeito na pratica, quando o

produto for estocado por periodos maiores.

Esta descoloragdo transitoria ndo foi observada nos bifes de contrafilé estocados sob
CO (T; e T»), mais estdveis a oxidacdo quando comparado com bifes de alcatra. O
escurecimento da cor nao foi evidente nos bifes de contrafilé durante a estocagem (0% de
descoloracdo), muito provavelmente, porque a taxa de formacdo de metamioglobina sob
concentracdes residuais de oxigénio foi inferior a taxa de reducao intermediada por enzimas
e co-fatores necessdrios para reconverter a metamioglobina a deoximioglobina. A atividade
de redugdo da metamioglobina varia bastante entre musculos (O“Keeffe & Hood, 1982).
Aqueles que possuem uma alta atividade como o Longissimus dorsi (LD) sdo relativamente
mais estdveis a oxidacdo do que os muisculos que apresentam atividade intermedidria como

o Gluteus medius (alcatra).

Nos bifes de contrafilé acondicionados em 0,2% CO e com absorvedores de
oxigénio (T,), a cor visual aumentou continuamente e foi superior (p<0,05) ao da carne
fresca ao longo dos 21 dias de estocagem (Figura 3). Nas amostras acondicionadas sem
absorvedor de oxigénio (T;) a cor visual dos bifes de contrafilé se manteve similar ao da

carne fresca até o final da estocagem.

A luminosidade (L*) dos bifes de contrafilé aumentou significativamente (p<0,05)
com o tempo de estocagem. Este aumento foi mais pronunciado nas amostras em 0,2% CO,
onde a luminosidade foi significativamente superior a da carne fresca apds 7 dias de
estocagem, independente da presenca de absorvedores de oxigénio. Hunt et al (2004)
também observaram um aumento de luminosidade nos bifes de contrafilé e de coxdo mole
estocados em masterpack sob 0,4% CO ap6s 21 dias de estocagem, e atribuiram a cor mais
clara a maior profundidade da camada de carboximioglobina formada durante a estocagem
em AM, bem como ao aumento da camada de oximioglobina que se formou, quando as
embalagens primdrias foram removidas da AM contendo CO para exposicdo ao oxigénio

atmosférico. Essa suposicdo foi baseada no trabalho de Jayasingh et al (2001) que
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observaram um aumento da profundidade de penetragdo do CO com o aumento do tempo

de estocagem.
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Figura 3 — Efeito da interacdo tratamento vs. tempo de estocagem sobre a cor sensorial dos
bifes de contrafilé acondicionados em 0,2%CO/30%C0,/69,8%N>, sem e com

absorvedores de oxigénio (T; e T», respectivamente).

A gordura do contrafilé acondicionado em 0,2% CO foi infiltrada pelo pigmento
exsudado da carne, conferindo-lhe uma tonalidade résea que influenciou positivamente na
aceitacdo dos produtos. Mancini & Hunt (2005) ressaltaram que poucas pesquisas
cientificas avaliam a cor da gordura e do osso da carne bovina e suina, mesmo sabendo-se
que esses dois atributos contribuem significativamente para a aparéncia global e defini¢ao

da decisdao de compra pelo consumidor.

Ja a avaliacao da cor visual dos bifes de alcatra e contrafilé estocados em 100%CO,

foi prejudicada pela intensa formacao de metamioglobina na superficie dos bifes (Figura 4).
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Figura 4 — Efeito do tempo de estocagem sobre a formag¢do de metamioglobina (% de
descoloracdo) dos bifes de alcatra e contrafilé estocados em diferentes atmosferas livre de

oxigénio a 2°C.
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Nas amostras de alcatra e de contrafilé estocadas em 100%CO; a porcentagem de
metamioglobina marrom aumentou continuamente durante a estocagem, chegando a atingir
mais que 60% da area superficial, apés 14 dias de estocagem. Os bifes de contrafilé
apresentaram tendéncia similar até o 14° dia de estocagem, quando entdo se observou uma
significativa (p<0,05) redu¢ao da metamioglobina formada (Figura 4). A descoloragiao pode
ser transitéria, se a concentragdo residual de oxigénio for maior ou igual a 0,4% com
Longissimus dorsi (LD) estocado em CO, a 1,5 °C (Gill & Jones, 1994a, 1994b; Gill &
McGinnis, 1995), mas pode tornar-se permanente se o oxigénio residual for
suficientemente alto para esgotar a atividade de redu¢do da metamioglobina do musculo

(O'Keeffe & Hood,1980-81a; 1980-81b; 1982).

Na superficie dos bifes de alcatra estocados em 100%CO,, onde a oxidacdo da
mioglobina foi mais pronunciada, a mudanca de cor foi acompanhada por uma redu¢do dos
valores de C* (menor intensidade de vermelho) com concomitante aumento de h* (maior
intensidade de marrom) que foi estatisticamente significante (p<0,05). Nos bifes de
contrafilé, mais estdveis a oxidacdo, apenas os valores de L* foram afetados

estatisticamente (p<0,05) pela formagdo de metamioglobina.

Os valores de reflectancia entre 400 e 700nm, confirmaram esta descoloracao mais
evidente observada nas amostras de alcatra estocadas em CO,. As curvas de reflectancia
das amostras ndo foram afetadas pelo tempo de estocagem, com exce¢do das amostras de
alcatra que apresentaram uma dimiui¢do na reflectancia entre 580 e 630 nm quando
estocadas em 100%CO, (Figura 5), que € tipica da convers@do da oximioglobina a
metamioglobina (AMSA, 1991). Comparando-se a curva de reflectincia dos bifes de
alcatra estocados em 100% CO; por 21 dias com as demais, € possivel observar um plato
entre 610nm e 630 nm, tipico da oxidacdo da mioglobina, que ndo foi observado na carne
fresca e nem nos produtos estocados sob CO. A razdo da reflectincia a 630 nm e 580 nm

(630/580 nm) diminuiu significativamente de 5,4 para 1,7 apds 28 dias de estocagem em

100%CO; (p<0,05). A diminui¢do dos valores 630/580 nm com o tempo de estocagem que
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¢ um outro claro indicativo da oxida¢cdo da mioglobina (Mancini & Hunt, 2005; AMSA,

1991).
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Figura 5 - Curvas de reflectancia dos bifes de alcatra e contrafilé expostos somente ao ar
(carne fresca) ou estocados por 21 d em 0,2%CO sem (T;) e com (T,) absorvedor de

oxigénio e 100% CO, com absorvedor de oxigénio (T3) a 1°C.

Embora haja evidéncias de que atmosferas contendo altas concentragdes de CO,

sejam prooxidantes podendo ocasionar a deterioracdo da cor e do aroma (Jakobsen &
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Bertelsen, 2002), a intensa formacdo de metamioglobina nas amostras estocadas em
100%CO, provavelmente ocorreu devido a concentracdo de oxigénio residual (>0,1%)
observado nos periodos iniciais de estocagem oriundo da bandeja de poliestireno
expandido. O oxigénio residual no espaco-livre da embalagem secunddria pode ter sido
rapidamente absorvido pela carne antes de ser ‘seqiiestrado’ pelos absorvedores de
oxigénio, ocasionando o aparecimento de cor marrom a partir do 7° dia de estocagem em
decorréncia da formagdo de fracdes considerdveis de metamioglobina sobre a superficie da
carne conforme pode ser observado nas Figuras 3 e 4. Além disso, o liquido exsudado da
carne conferiu uma tonalidade marrom de aparéncia muito desagraddvel a gordura dos bifes

de contrafilé em funcdo da oxidag¢do dos pigmentos da carne.
3.4 - Avaliacao microbiolégica dos bifes de alcatra e contrafilé

As contagens das bactérias psicrotréficas anaerdbicas e aerdbicas antes da
embalagem da carne em AM (3 d postmortem) foram 3,8 log UFC/g e 3,4 log UFC/g para
bifes de alcatra, respectivamente, e 3,8 log UFC/g e 3,3 log UFC/g para os bifes de

contrafilé.

Os diferentes niveis de CO (0,2 ou 0,0%) ou CO, (30 ou 100%) das trés misturas
gasosas avaliadas ndo afetaram significativamente o desenvolvimento da microbiota nas
amostras. Nenhum dos resultados apresentados em trabalhos anteriores (Lufio et al, 2000;
Lufio, Béltran & Roncalés, 1998) apresentou qualquer diferenca nas contagens de
psicrotréficos aerébicos em funcdo da concentragdo de CO da atmosfera, com excegdo de

pequenas diferencgas no crescimento de B. thermosphacta.

Neste trabalho, as contagens de psicrotréficos aerdbios e anaerébios atingiram cerca
de 7 log UFC/g, ap6s 21 d de estocagem, independente da concentracdo de CO; na
atmosfera (Tabela 3).
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Tabela 3 — Qualidade microbioldgica de alcatra sob T;: 69,8 %N,/ 30%CO,/ 0,2%CO; Th:
69,8 % N, / 30%CO, /0,2% CO + absorvedor de O, € T3: 100% CO, + absorvedor de O,

durante o experimento.

Microrganismo

Staphylococcus aureus
Clostridium sulfito redutor
Enterobactérias
Brochotrix termosphacta
Bactérias ldticas
Psicrotréficos aerobios
Psicrotréficos anaerobios
Salmonella

log UFC/g

GM LD

14 dias 21dias 14 dias 21 dias

T T, T, T, T, T, T, T, T3 T, T, T;

<10<1,0<1,0 <10<1,0<1,0 <1,0<1,0<1,0 <1,0<1,0<1,0
<10<1,0<1,0 <10<1,0<1,0 <1,0<1,0<1,0 <1,0<1,0<1,0
1,5 <1,0 1,2 1,7 1,5 1,3 1,6 1,1 14 33 27 25
<10<1,0<10 <1,0<1,0 19 <10 1,7 <1,0 22 51 14
51 45 39 49 49 46 48 52 45 45 42 56
62 58 57 66 73 68 63 61 56 74 68 73
57 56 56 65 72 68 60 56 56 74 68 72

aus aus aus aus aus aus aus aus aus aus aus aus

GM= Gluteus medius; LD=Longissimus dorsi

aus=ausente

Os produtos estocados em 0,2%C0O-30%CO, com ou sem absorvedores de oxigénio

apresentaram aroma normal, tipico de carne fresca em todos os periodos de estocagem

avaliados (T; e T», respectivamente) (Figura 6).
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Figura 6 — Efeito da interacdo tratamento vs. tempo de estocagem (0, 7, 14 e 21 dias) sobre

as notas de aroma dos bifes de alcatra e contrafilé.

O crescimento de psicrotréficos aerdbios e anaer6bios nas amostras de todos os
tratamentos indica o desenvolvimento de uma microbiota mista composta de psicrotréficos
estritos e facultativos. A presenca de concentracdes residuais de oxigénio em todos os
tratamentos reforca esta hipétese. De acordo com Viana, Gomide & Vannetti (2005), a
mensurdvel permeabilidade ao oxigénio através das embalagens barreira, que neste
experimento foi de 0,17 mL/m?/24h a 25°C e 1 atm, pode favorecer o crescimento de

anaerdbios facultativos.

Ja a carne acondicionada em 100% CO; (T5) apresentou um odor moderadamente
desagraddvel apds 14 dias de estocagem a 2°C (Figura 6). Segundo Gill & Jones (1994) a
microbiota latica somente confere odor desagraddvel a carne apds atingir contagens
maiores que >7 log UFC/g. Neste experimento a contagem de bactérias laticas foi inferior a
6 log UFC/g em todos os tratamentos. B. thermosphacta pode alterar o aroma da carne
quando seu crescimento atinge 6 log UFC/g (Gill & Harrison, 1989) e a contagem desses
microrganismos ndo excedeu 2 log UFC/g sob 100% CO,. Esta alteragdo organoléptica se

deve, possivelmente, a formacao de substancias derivadas do crescimento de Pseudomonas,
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favorecida pelas maiores concentragdes residuais de oxigénio observadas ao redor destas

amostras, imediatamente antes do inicio das analises.

Um efeito bacteriostdtico adicional poderia ter sido obtido com o aumento da
pressdo parcial de CO,, utilizando-se temperatura proxima de 0°C (Sgrheim, Nissen &
Nesbakken, 1999). Isto é devido ao fato de que a solubilidade do CO, aumenta a medida
que a carne ¢ resfriada, até a temperatura limite para evitar o seu congelamento, ou seja,

?1,5?0,5°C. (Gill & Penney, 1988).

Salmonella, Listeria, Clostridium sulfito redutor e Staphylococcus aureus coagulase-
positivo ndo foram detectadas nas amostras de nenhum dos tratamentos testados. Esses
resultados estdo de acordo com a Resolu¢do RDC n°12/ANVISA que estabelece o padrdo
microbioldgico para cortes de carne bovina resfriada in natura e determina apenas a
auséncia para Salmonella em 25g de carne. No entanto, o trabalho de Nissen et al (2000)
reforca a importancia do controle da temperatura para garantir a seguran¢a microbioldgica
da carne fresca embalada sob AM em condic¢des anaerdbicas. Esses autores compararam o
crescimento de vdrias bactérias patogénicas inoculadas em carne moida acondicionada sob
trés diferentes sistemas de embalagem e observaram que a 10°C algumas cepas de
Salmonella apresentaram um crescimento relativamente superior a
0,4%C0O/60%C0,/39,6%N, quando comparada com a estocagem sob alta concentragio de
oxigénio (70%02/30%CO; ou ar).
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4. CONCLUSAO

Embora 2°C ndo seja a temperatura recomendada para otimizar a vida ttil da carne
fresca foi mais pr6xima da temperatura 6tima (? 1,5°C) do que a comercialmente praticada
(4°C). Portanto, melhores resultados poderiam ter sido obtidos, diminuindo-se a

temperatura de estocagem.

No entanto, mesmo sob tais condi¢des, nenhum dos produtos avaliados atingiu
contagens microbioldgicas acima de 7,5 log UFC/g, considerada critica para a detec¢do de

odores indesejaveis.

A presenga de aproximadamente 0,6% de oxigénio residual, imediatamente apds a
termoselagem das bandejas, ndo afetou a avaliacdo sensorial e instrumental da cor e da
aparéncia global dos produtos estocados sob CO. A aplicagdo de 0,2 % CO nas embalagens
primdrias minimizou os efeitos da concentragdo residual de oxigénio sobre a cor dos bifes
de alcatra e contrafilé, que mantiveram aparéncia e aroma similares ou superiores ao da
carne fresca durante os 21 dias de estocagem em AM, independente do uso de absorvedores
de oxigénio. Portanto, o uso de CO eliminou a necessidade de uso de absorvedores de

oxigénio nos sistemas de embalagem anaerdbica utilizados neste experimento.

A vida util da carne estocada em embalagem de distribuicdo em 100% CO, foi
limitada pela rapida descolorag@o observada desde os periodos iniciais de estocagem. Neste
sistema de embalagem a excessiva concentracao residual de oxigénio, devido ao oxigénio
ocluso na bandeja de poliestireno expandido, acelerou a formacdo de metamioglobina
marrom na superficie da carne e a percep¢ao de odores desagraddveis, a despeito do uso de
absorvedores de oxigénio. Os absorvedores de oxigénio t€ém potencial para prevenir a
descoloracdo irreversivel da carne estocada em 100% CO», mas fatores tais como tipo de
embalagem primadria, tipo e capacidade do absorvedor, concentrag¢do inicial de oxigénio

podem afetar os resultados.
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Os resultados deste experimento mostraram que o uso de 0,2% CO associado a 30%
CO, foi capaz de eliminar os problemas de reoxigenagdo, que podem ocorrer sobre
concentragdes residuais de oxigénio e manter a qualidade microbioldgica por 21 dias a 2°C.
Portanto, este periodo de tempo possibilita a centralizacao das opera¢des de embalagem da
carne fresca em bandejas com identificagdo de origem e agregar valor ao produto, sem

diminuir a seguranca ao consumidor.

Estudos complementares sdo necessdrios para verificar o efeito da aplicacdo de
0,2% de mono6xido de carbono sobre outros produtos, menos estdveis a oxidagao, tais como

a carne moida ou bifes de filé mignon.
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ANEXOS

Figura 1 — Bifes de alcatra estocados sob T;: 69,8 %N, / 30%C2 / 0,2%CO se
absorvedor de oxigénio por 21 dias a 2°C.
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Figur 2 — Bifes de lcatr estados sb Ty .8 %Nz / 30%CO, / 0.0 e com
absorvedor de oxigénio por 21 dias a 2°C.
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Figura 3 — Bifes de contrafilé estocados sob Ti: 69.8 %N, / 30%CO; / 0.2%CO e sem
absorvedor de oxigénio por 21 dias a 2°C.
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Figura 4 — Bifes de contrafilé estocados sob Ti: 69.8 %N, / 30%CO, / 0.2%CO e com
absorvedor de oxigénio por 21 dias a 2°C.
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Figra9 Bifes de alcatra estocados sob T3: 100%CO, e com absorvedor de xigénio por
21 dias a 2°C.
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Figura 10 — Bifes de contrafilé estocados sob T3z: 100%CO, e com absorvedor de oxigénio.
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CAPITULO 4

EMBALAGEM DE DISTRIBUICAO COM ATMOSFERA MODIFICADA PARA
CARNE BOVINA FRESCA CONTENDO 0,2% DE MONOXIDO DE CARBONO
(CO) E ALTAS CONCENTRACOES DE DIOXIDO DE CARBONO (CO»)

Bifes de miolo de alcatra (gluteus medius), contrafilé (longissimus dorsi), filé
mignon (psoas major) e carne moida (triceps brachii) foram porcionados em bandeja de
poliestireno expandido que foram envoltas por filme de policloreto de vinila. Um conjunto
de quatro bandejas de cada corte foi acondicionado em embalagem de distribuicdo em
atmosfera anaerdbica contendo 0,2%CO / 60,0%C0O,/ 39,8% N> e 0,2%CO / 99,8%CO,. As
embalagens de distribui¢do foram estocadas por 7, 14, 21 e 28 dias a 1°C. A cada periodo
de estocagem, quatro bandejas do mesmo produto foram retiradas aleatoriamente de duas
embalagens de distribuicdo contendo a mesma atmosfera para andlise de composi¢io
gasosa, pH, cor instrumental e sensorial, aroma, aparéncia global, determinagdo de
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) e desenvolvimento da microbiota.
Uma descolorag@o transitéria entre o 7° e 0 21° dia de estocagem foi observada nos bifes de
filé mignon, mais sensiveis a oxidacdo sob concentragdes residuais de oxigénio. Apds 28
dias de estocagem sob 0,2%C0O/60%C0,/39,8%N., a cor sensorial e instrumental de todo
os bifes e da carne moida foi superior ou similar ao da carne fresca. Aparéncia e odor
menos agraddveis foram perceptiveis na carne moida e nos bifes de filé mignon no periodo
final de estocagem em AM, mas somente apds 48h de exposi¢do aerdbica a 4°C.
Salmonella, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Clostridium sulfito redutor
ndo foram detectados em nenhuma das amostras e a contagem de bactérias psicrotréficas

foi inferior a 7,5 log UFC/g.

Palavras-chave: carne bovina, embalagem em atmosfera modificada, monéxido de

carbono, carboximioglobina, cor.

98



SUMMARY

Steaks from gluteus medius m., longissimus dorsi m., psoas major m., and ground
beef (triceps brachii) were packed on expanded polystyrene tray and overwrappped with
polyvinyl chloride film. Four trays of each product were placed in masterpack under anoxic
atmosphere containing 0,2%CO / 60,0%CO; / 39,8%N;, e 0,2%CO / 99,8%CO,. All
masterpacks were stored for 28 days at 1°C. Each seven days, four trays for each product
were removed randomly from two masterpacks containing the same atmosphere for
analysis of gas composition, pH, visual and instrumental colour, odour, global appearance,
odour, thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) determination and microbiota.
Steaks from psoas major of low colour stability at low concentrations of oxygen,
underwent one cycle of transient discolouration from 7 to 21 days of storage. After storage
for 28 days, visual and instrumental colour of beef steaks and ground beef were similar or
superior (p<0,05) to fresh meat. The display of the ground beef and the steaks from psoas
major was limited by off-odour 48 h after air exposure at 4°C. Pathogenic bacteria such as
Salmonella, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes and sulphite-reducing
Clostridium were not detected in any samples tested and the levels of psychrotrophic counts

were lower than 7,5 log UFC/g.

Keywords: beef, modified atmosphere packaging, carbon monoxide, carboxymyoglobin,

colour, odour.
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1-INTRODUCAO

A vida 1til da carne bovina fresca acondicionada em embalagens tradicionais
(bandejas de poliestireno expandido envoltas por filme de PVC) € limitada por processos
oxidativos e microbioldgicos que alteram a aparéncia e a qualidade da carne refrigerada a

poucos dias, dependendo do tipo de corte e da temperatura de estocagem.

A variabilidade intermuscular € o fator isolado mais importante na estabilidade da
cor da carne, excluindo-se a possibilidade de contaminag¢do bacteriana (Hood, 1980).
Tecidos musculares deficientes em enzimas ou cofatores necessdrios para a redugdo da
forma oxidada sdo incapazes de reconverter a metamioglobina, que persiste uma vez
formada. Diferentes tecidos musculares podem apresentar diferentes capacidades de
reducdo da metamioglobina. Musculos com maior capacidade de redugdo apresentam

coloracao relativamente mais estavel, quando expostos ao ar (O’Keefe & Hood, 1980-81a).

Segundo Ledward (1971), a susceptibilidade quanto a formac¢do de MetMb no
musculo € dada por: Bicepis femoris (picanha) > Semimembranosus (coxao mole) >
Longissimus dorsi (contrafilé) = Semitendinosus (lagarto). Similarmente, O’Keeffe & Hood
(1982) observaram que a variabilidade intermuscular foi o fator mais importante na
instabilidade da cor de carne bovina pré-embalada e encontraram a seguinte ordem de
estabilidade para os musculos estocados em temperaturas entre 0 e 10°C: 1°) Longissimus
dorsi (contrafilé), 2°) Semimembranosus (coxdo mole), 3°) Gluteus medius (alcatra), 4°)
Psoas major (filé mignon), sendo este dltimo, o misculo mais susceptivel a oxidagdo do

pigmento.

Embalagens de distribuicdo em atmosfera anaerébica contendo altas concentracdes
de didxido de carbono € usada para estender a vida util da carne fresca, principalmente
antes da exposicao ao varejo, ja que a cor purpura da carne estocada em atmosfera livre de
oxigénio ndao € tdo bem aceita pelo consumidor que associa a cor vermelha da

oximioglobina ao frescor e a qualidade do produto (Hunt et al, 2004).
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O CO, possui efeito bacteriostatico e fungistatico. No entanto, a aplicacdo de altas
concentracdes de CO, pode afetar negativamente a qualidade quimica da carne. Apds a
absor¢do, o CO, € solubilizado com formacgdo de dcido carbdnico que pode provocar a
acidificacdo da carne. A diminui¢cdo do pH pode tanto aumentar a velocidade dos
processos de oxidagdo de pigmentos e lipidica como também diminuir a capacidade de

retencdo da dgua (Jakobsen & Bertelsen, 2002).

Os equipamentos disponiveis comercialmente para modificacdo de atmosfera podem
reduzir a concentragdo de oxigénio a 0,5% (Belcher, 2006). E a taxa de oxidacdo da
deoximioglobina a metamioglobina aumenta exponencialmente com a diminuicdo da
pressao de oxigénio (Renerre, 1990). Niveis de oxigénio residual acima de 0,1% para carne
bovina e 0,5 % para carne suina, sdo capazes de oxidar a cor da carne irreversivelmente
(Gill, 1996; Sgrheim et al 1999). Para estabilizar a cor da carne embalada em atmosferas
livres de oxigénio € necessdrio atingir rapidamente concentragdes de oxigénio menores do

que 0,1% utilizando absorvedores de oxigénio.

A adi¢do de absorvedores de oxigénio associados as baixas concentragdes de
mondéxido de carbono pode eliminar os problemas de descoloragdo que ocorrem sob
concentracdes residuais de oxigé€nio, particularmente em musculos que apresentam
dificuldade em reduzir a metamioglobina (marrom) a deoximioglobina, bem como a de

oxigenar a deoximioglobina (Hunt et al, 2004; Sgrheim et al, 1999).

Lufio et al (2000) mostraram que 0,75% CO foi o limite critico para prevenir a
formacdo de metamioglobina de Longissimus lumborum acondicionado em embalagens

primdrias contendo 50%CO, + 24%0O, por 29 dias a 1?C.

Sgrheim et al (1999) reportaram que o uso de CO torna dispensdvel a adi¢do de
oxigénio a embalagem primdria. Esses autores mostraram que a mistura gasosa contendo
0,4% CO + 60%CO; + 39,6N, adicionada na embalagem primadria foi capaz de estender a

cor da carne moida e de bifes de Longissimus dorsi refrigerados a 4?C que tiveram a vida
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util limitada por uma evidente alteracdo de odor que ocorreu apds 11 e 14 dias,

respectivamente.

Segundo Seyfert et al (2007), a inclusdo de 0,4% CO com 20 ou 80% de oxigénio
ndo tem nenhum impacto sobre a cor. Acredita-se que o CO possa ser incapaz de dissociar
o oxigénio ligado a mioglobina e que, portanto, a carboximioglobina somente pode se
formar quando o CO se liga a mioglobina nativa (Mancini & Hunt, 2005). O trabalho de
Hunt et al (2004) reforca esta hipdtese. Segundo esses autores a cor da carne estocada em
0,4%CO + 30%CO, + 69,6%N, em embalagens de distribui¢do e exposta ao varejo em
embalagens convencionais, permedveis ao ar, se deteriora na mesma velocidade que a carne
fresca exposta somente ao ar. O ponto chave deste sistema, segundo Sgrheim et al (1999), é
que a insignificante quantidade residual de CO presente no produto exposto ao ar ndo tem

nenhum efeito funcional na carne exposta para a venda.

Uma possivel desvantagem do uso do CO para a embalagem da carne é o
mascaramento das condi¢cdes microbiolégicas, uma vez que a cor vermelha da
carboximioglobina se mantém estdvel a despeito da baixa qualidade microbiolégica da carne
(Kropf et al, 1985). O trabalho de Jayasingh et al (2001) reflete essa preocupagdo. Os
autores concluiram que a alta estabilidade da cor da carne moida acondicionada sob 0,5% de
CO pode exceder a vida util microbioldgica, com risco de mascarar a deterioragdo da carne

(>10°UFC/g) apé6s 5 semanas de estocagem a 2°C.

A contaminagdo microbiolégica da carne fresca sempre foi uma importante
preocupacgdo para a seguranca alimentar. Nao somente a contamina¢ao por microrganismos
patogénicos que, potencialmente, podem oferecer risco a saide humana, mas também a
contaminacdo por microrganismos deteriorantes, que podem alterar as caracteristicas
sensoriais da carne, podendo causar enormes perdas econdmicas, tanto para produtores como
para os consumidores. B. thermosphacta ¢ o microrganismo deteriorante predominante da
carne embalada sob condi¢gdes anaerdbicas (Grau, 1980), e a presenca de Salmonella é o

microrganismo de maior preocupagio para a saide publica (CDC, 2007).
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Portanto, o objetivo desta pesquisa foi avaliar se a embalagem de distribui¢do sob
altas concentragdes de CO, associado a 0,2% CO é capaz de estender a qualidade
microbioldgica e a estabilidade da cor de vérios cortes de carne bovina por 28 dias a 1?1?C.
Os musculos Gluteus medius (GM), Longissimus dorsi (LD), Triceps brachii (TB) e Psoas
major (PM) foram escolhidos por seu interesse econdmico e por apresentarem diferencas

intrinsecas de estabilidade de cor entre si.
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2 - MATERIAIS E METODOS
2.1 — Matéria-prima

Os musculos Gluteus medius (GM), Longissimus dorsi (LD), Triceps brachii (TB)e
Psoas major (PM) com pH normal (<5,8) foram desossados 72h apds o abate convencional
no Frigorifico Angelelli Ltda localizado na cidade de Piracicaba - Sdo Paulo. Os musculos
foram removidos de meias carcagas (n=12) de touros jovens da raca Nelore, criados em
pasto com até dois dentes incisivos e gordura de cobertura entre 1 ¢ 3 mm de espessura.
Bifes (1,5 cm de espessura) de alcatra (GM), contrafilé (LD) e filé mignon (PM) foram
cortados transversalmente, enquanto que a paleta (TB) com 5% de gordura foi moida em
discos de 4 mm na planta piloto do Departamento de Agroindustria e Nutri¢do da ESALQ,

Piracicaba — Sao Paulo .
2.2 — Sistema de embalagem

Por¢des de aproximadamente 300 g de carne foram acondicionadas em bandejas
rasas de poliestireno expandido (modelo 3RR, Cryovac?, Sealed Air, Sao Paulo, SP)
contendo um absorvente de liquido (Dri—loc?, Cryovac?, Sealed Air, Sdao Paulo, SP). As
bandejas foram envoltas por filme de policloreto de vinila (Vitafilm, Goodyear?, Sao
Paulo, SP) de alta permeabilidade ao oxigénio (TPO, = 10.255 cm® O, / m* * 24 h) e
espessura nominal de 12?m.

Um conjunto de quatro bandejas do mesmo corte foi colocado aleatoriamente em
sacos co-extrusados de alta barreira ao oxigénio, denominados comercialmente como
masterpack (polietileno/poliamida/copolimero de etileno e dlcool
vinilico/poliamida/polietileno), TPO, = 0,17 cm® O, / m* * 24h, Unipac Embalagens Ltda,
Sao Paulo, SP). Antes da termoselagem, dez sacos de cada produto foram evacuados e
preenchidos com aproximadamente 2 L das seguintes misturas gasosas: (1) 0,2% CO, 60%
COz e 39,8% Nz ou (2) 0,2% CO e 99,8% CO,. A composi¢do gasosa dos cilindros foi
certificada pela AGA (Linde Group, Sao Paulo, SP).
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Cinco sachés absorvedores de oxigénio (FT200, O-Buster’. Hsiao Sung Non-
Oxygen Chemical Co., Ltd., Taiwan) foram colocados em cada saco. Cada saché tinha a
capacidade nominal de absorver 200cm’ de oxigénio residual do espaco-livre da
embalagem. Os absorvedores foram utilizados para prevenir o escurecimento da carne que
poderia ocorrer devido a rdpida formacao de metamioglobina marrom sobre a superficie da
carne bovina exposta as concentragdes de oxigénio maiores que 0,1% (Tewari, Jayas,

Jeremiah & Holley, 2001; Isdell, Allen, Doherty & Butler, 1999; Gill & McGinnis, 1995).

Quatro bandejas de cada produto permaneceram expostas ao oxigénio atmosférico

para a andlise da carne fresca.

As embalagens de distribuicdo contendo os produtos em atmosfera modificada
foram estocados a 1,0°C ? 0,5°C por 7, 14, 21 e 28 dias. Apés cada periodo de estocagem,
as bandejas foram removidas dos sacos e colocadas em um expositor a 4'C + 2'C por até
48h. As bandejas foram iluminadas por 12h com lampadas fluorescentes que emitiam uma
luminosidade média de 1237 lux, que foi medida utilizando-se um fotometro portatil digital

(MLM 1332, Minipa Indistria e Comércio Ltda, Sao Paulo, SP).
2.3 - Composic¢ao gasosa

As concentragdes de diéxido de carbono e oxigénio no espaco-livre dos sacos foram
avaliadas durante o processamento e apds cada periodo de estocagem, imediatamente antes

da sua abertura para a retirada das bandejas.

As avaliacdes foram realizadas utilizando-se um analisador de gases portatil
(CheckPoint®, PBI Dansensor A/S, Ringsted, Denmark). A mistura gasosa do espago-livre
foi coletada com uma seringa hermética através de um septo de silicone colado a superficie
da embalagem de distribui¢do. Os valores médios foram expressos em porcentagens de

dioxido de carbono e oxigénio (v/v).
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2.4 - Avaliacao do pH

O pH foi medido diretamente na superficie da carne através de um eletrodo de
puncdo (DM2, Digimed, Sdo Paulo, SP-Brazil) acoplado a um potencidmetro portatil

(Oakton’ Instruments, Vernon Hills, IL). Foram realizadas quatro medidas por bandeja.
2.5 - Analise microbiolégica

A caracterizagdo microbioldgica da matéria-prima foi realizada antes da embalagem
dos produtos (t = 0d) e durante a estocagem em atmosfera modificada através da contagem
de bactérias psicrotréficas aerdbias, bactérias ldticas, enterobactérias, Salmonella sp.,
Clostridium Sulfito Redutor, Listeria monocytogenes € Brochothrix thermosphacta.
Dilui¢des decimais seriadas apropriadas foram preparadas e cada amostra foi plaqueada em
duplicata. Todas as placas foram incubadas segundo as metodologias Downes & Ito (2001).

As contagens foram expressas como log UFC/g.
2.6 - Analise sensorial

Antes do inicio dos testes sensoriais, foram realizadas cinco sessdes de treinamento
para familiarizar os provadores com os atributos e as escalas utilizadas, de acordo com a
metodologia sugerida por Meilgaard, Civille & Carr (1987). Imagens fotogrédficas da carne
bovina estocada sob AM foram utilizadas como referéncias. Durante as sessdes de
treinamento foram recrutados doze provadores com motivagdo e disponibilidade para

participar de todo o experimento.

A luz fluorescente foi padronizada para iluminar as amostras em todas as sessdes de
andlise, para ndo mascarar a aparéncia e minimizar a fotoxidacao. A luz incandescente pode
aumentar a aceitabilidade da cor da carne bovina e suina porque seu espectro possui mais
energia nos comprimentos de onda do vermelho, considerando-se que a luz fluorescente

ndo emite radiagdo luminosa mensurdvel na regiao do vermelho. (Mancini & Hunt, 2005).
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Em principio os atributos sensoriais foram avaliados utilizando as escalas sugeridas
pela AMSA (1991), mas ao longo das sessdes as escalas sofreram alguns ajustes sugeridos
pela equipe de provadores. O atributo “cor da carne” foi avaliado através de uma escala
nao-estruturada de 9cm, ancorada nos extremos com os seguintes termos descritivos: Ocm =
marrom acinzentado; 4,5cm = vermelha amarronzada; 9cm = vermelha tipica de carne
fresca. Para ‘“Porcentagem de mancha” da carne foi utilizada uma escala mista de cinco
pontos onde: 5 = nenhuma (0%); 4 = leve (1-10%); 3 = pequena (11-20%); 2 = moderada
(21-60%); 1 = intensa (61-100%). O “odor desagraddvel” da carne foi avaliado através de
uma escala estruturada de cinco pontos onde 5 = nenhum odor/aroma normal; 4 =
ligeiramente agraddvel; 3 = pouco agraddvel; 2 = moderadamente desagraddvel e 1 =
extremamente desagradavel’. O ponto mediano de cada escala foi considerado o limite para
a aceitabilidade do produto em relagdo ao atributo avaliado, ou seja, apds atingir esta nota o

produto nao se encontrava atrativo, tendo perdido seu valor comercial.
2.7 - Cor instrumental

As medidas foram realizadas na superficie da carne coberta com filme PVC
transparente, 30 minutos apds a abertura das bandejas e exposi¢do da carne ao ar, utilizando
um espectrofotdmetro portétil (MiniScan’ XE Plus, Hunter Associates Laboratory Inc.,
Reston, VA) conectado a um computador equipado com o Software Universal, versao 4.10.
O espectrofotdometro foi calibrado de acordo com as recomendag¢des do fabricante e
padronizado para operar com as seguintes especificagdes: diametro de abertura de 2 cm,
angulo de observacdo 10° e iluminante D65. As coordenadas CIE L*a*b*, o indice de
saturacdo da cor (C*) = [(a”‘2 + b*z)m] e angulo-hue (h*) = tg"(b*/a*) das amostras foram
obtidos pela movimentagdo do aparelho, em quatro posi¢des diferentes, de tal forma que
toda a superficie disponivel da carne fosse amostrada. As amostras foram avaliadas em

duplicata.
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2.8 - Oxidacao lipidica

O método de extragdo usado para a determinacdo de TBARS na carne foi o proposto
por Vyncke (1970, 1975) com as modificagdes sugeridas por Sgrensen and Jgrgensen
(1996). O método da extracao foi o escolhido para estimar a oxidacgdo lipidica nas amostras
de carne, porque além de ndo expor a carne ao aquecimento, € mais rdpido e facil que os
métodos de destilacdo, e o método recomendado quando um grande nimero de amostras

precisa ser analisado rapidamente (Ulu, 2004).

Para a extracdo, 10 g de cada amostra foi homogeinizada (13.500 rpm, 30 s, 20 °C)
com 15 mL de uma solugdo aquosa de dcido tricloroacético a 7,5%, com adi¢ao de 0.1% de
propil galato e 0,1% EDTA (solu¢do de TCA) em um homogeinizador Ultra-Turrax T-25
(Janke & Kunkel, Staufen, Germany). Apés filtragdo, 5,0 mL do extrato foi misturado com
5,0 mL da solu¢do aquosa de TBA (0,02 M) em tubos rosqueados colocados em banho-
maria a 100 °C por 40 min e resfriados em dgua fria por 10 minutos. A concentracdo de
TBARS foi calculada a partir da diferenca de absorbancia, medida a A532 nm e A600 nm
(HP 8452A Diode Array Spectrophotometer; Hewlett-Packard, Palo Alto, CA). Os
resultados foram expressos como mg malonaldeido por quilo de carne e calculados a partir
das curvas de calibragdo construidas com concentragdes conhecidas de malonaldeido. O

padrdo utilizado foi o 1,1,3,3-tetractoxipropano (TEP).
2.9 - Analise estatistica

Apés cada periodo de estocagem foram abertos dois sacos por tratamento contendo
ao todo oito bandejas do mesmo produto. Entdo as bandejas envoltas por PVC foram
expostas aleatoriamente ao oxigénio atmosférico em um expositor refrigerado a
temperatura 4 ? 2°C. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com
arranjo fatorial 2 x 4 x 4 x 2: duas bandejas por tratamento (T;: 39.8 %N, / 60%CO, /
0.2%CO; Ta: 99,8 %CO, / 0.2%CO0O), quatro produtos (bifes de alcatra, contrafilé, filé
mignon e carne moida de paleta) e duas replicagdes de todo o experimento. As médias dos

tratamentos foram calculadas por andlise de varidncia (ANOVA) utilizando Statistica?
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software (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA). Diferencas significativas entre as médias foram
determinadas pelo cdlculo do Teste de Tukey. O nivel de significancia usado para todas as

analises estatisticas foi 5%.

3 -RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Composicao gasosa no espaco-livre das embalagens de distribuicao

Apesar do uso de absorvedores de oxigénio, a concentracdo residual de oxigénio foi
mensuravel durante os 28 dias de estocagem a 1°C, conforme pode ser observado na Tabela

1.

Tabela 1 — Composicdo gasosa média (%) no espacgo-livre das embalagens de distribui¢do
imediatamente antes da abertura dos sacos, apds cada periodo de estocagem em atmosfera

modificada a 1°C.

0,(%) CO,(%)

Tratamento Tempo de estocagem (dias) média dp m dp
0 1,20 0,23 60,10 0,58

7 0,75 0,61 38,19 0,79

T, 14 0,37 0,45 38,06 0,88
21 0,03 0,05 37,40 0,75

28 1,04 0,09 44,44 0,09

0 2,40 0,19 94,00 0,11

7 2,53 0,49 60,72 0,40

T, 14 0,77 0,70 66,10 0,35
21 0,93 0,17 63,72 0,85

28 2,82 0,87 63,08 0,72

A concentra¢do de oxigénio em T, foi estatisticamente superior a de T; (p<0,05)
desde a selagem das embalagens (t = 0 dia). Apds 7 dias de estocagem a concentragdo de
oxigénio aumentou no sistema de embalagem T, e oscilou nos periodos subseqiientes
atingindo valores médximos apds 28 dias de estocagem. Esta variacdo foi, provavelmente,

conseqiiéncia da acdo de um gradiente de concentragdo entre o espago-livre e a estrutura de
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espuma das bandejas de poliestireno expandido. A descoloracdo transitéria observada na
carne moida e nos bifes de filé mignon nos trés primeiros dias de estocagem, independente

do tratamento, provavelmente ocorreu em funcao do oxigénio residual excessivo.

A concentracao de CO; nos sacos de ambos os tratamentos diminuiu cerca de 35%
em relagdo ao valor inicial ap6s 7 dias de estocagem. A atmosfera de estocagem foi
reduzida de 60% para aproximadamente 40% de CO, em T e de 99,8 para cerca de 60% de
CO; para T, até o 21° dia de estocagem. Sorheim et al (1999) observaram uma redugio
relativamente menor, em torno de 15% apds 2-3 dias de estocagem Um efeito
bacteriostdtico maior poderia ter sido obtido neste experimento se o volume de CO;
injetado tivesse sido suficiente para saturar a carne € manter a composi¢ao gasosa em
equilibrio no espaco-livre (Gill & Penney, 1988, Penney & Bell, 1993). A relacdo entre
volume de gds e massa de carne poderia ter sido otimizada utilizando equipamentos
capazes de efetuar mais de um ciclo de evacuagao/inje¢do, o que ndo foi possivel com o
equipamento utilizado neste experimento que opera com um Unico ciclo, e que sé permitiu

ajustes na pressao e no tempo de injecdo dos gases.
3.2 - Cor inicial e pH

Inicialmente (t = 0 dia) todos os produtos apresentaram aparéncia agraddvel e sem
sinais evidentes de descolora¢do. A carne moida e bifes de filé mignon receberam notas
sensoriais estatisticamente inferiores ao dos bifes de alcatra e contrafilé que apresentaram
cor vermelha tipica de carne fresca. As notas sensoriais recebidas pelas amostras de carne
moida e filé mignon indicaram que a cor superficial dessas amostras se situava entre o
vermelho tipico da carne fresca e o vermelho amarronzado (considerado o limite da

aceitabilidade pela equipe sensorial).

Os valores de pH dos bifes de alcatra, contrafilé e filé mignon expostos ao ar (antes
da embalagem em AM) variaram de 5,6 a 5,7, o que indica que o pH nao deve ter exercido

nenhum efeito sobre a cor dos bifes. A paleta, no entanto, apresentou pH médio de 5,9. A
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cor vermelha escura deste muisculo foi provavelmente resultado do pH>5,8, caracteristico

de carne seca, dura e escura (DFD).

O tratamento influenciou os valores de pH: nos produtos acondicionados em
0,2%C0O-60%CO, o pH foi geralmente inferior (p < 0.05) ao dos produtos acondicionados
em 0,2%C0-99,8%CO; .

Durante a estocagem sob AM o pH médio de todos os produtos foi normal (<5,8)
exceto o do filé mignon que apresentou valores de pH superiores a 5,8 apds 21 dias de
estocagem sob 0,2%C0-99,8 %CO,. O pH do filé mignon deve ter sido afetado pelo
crescimento significativo de psicrotréficos aerébios, bactérias laticas e B. thermosphacta ao
longo da estocagem (p < 0.05). J4 o pH da carne moida sofreu um rapido declinio durante
AM, chegando a atingir 5,2 apds 28 d de estocagem sob 0,2%C0O-60%CO,. Os bifes de
alcatra e contrafilé ndo sofreram variacao significativa do pH em funcao do tratamento ou
do tempo de estocagem em AM. Segundo Jakobsen & Bertelsen (2002) quando altas
concentracdes de CO, sdo utilizadas, pode ocorrer uma diminui¢do do pH dependendo da
capacidade tampao da carne. Neste experimento a acidificacdo somente foi significativa na
carne moida que em média apresentou valores de pH mais altos do que as demais amostras.
Isto provavelmente ocorreu devido a maior solubilidade do CO, na carne com pH elevado,
como observado também por Rousset & Renerre (1991). Anteriormente, Gill (1988) ja
havia relatado que a solubilidade do CO, em pH 5,5 (950 mL.kg_') foi relativamente menor
do que em pH 6,2 (1150 mL kg ™).

3.3 - Analise microbiolégica

A andlise microbioldgica da carne fresca, antes da embalagem, mostrou que as
bactérias psicrotréficas aerdbicas dominavam a microbiota dos produtos (4,2-4,9 log
UFC/g). A contagem de bactérias laticas da carne moida (3,9 log UFC/g) e do filé mignon
(3.4 log UFC/g) foram relativamente maiores que a dos bifes de alcatra e contrafilé (2,4 log
UFC/g). O nimero de B. thermosphacta nos produtos foi menor que 2,7 log UFC/g,

enquanto que o nimero de enterobactérias ndo excedeu a 3,5 log UFC/g.
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Durante a estocagem em AM, as bactérias psicrotroficas aerébicas continuaram
predominando a microbiota de todos os produtos. Na primeira semana de estocagem, a
carne moida sob 0,2%C0-99,8%CO, apresentou cerca de 4,0 log UFC/g de
microrganismos psicrotréficos aerébios, quantidade compardvel a da carne fresca (t = 0
dia), enquanto que as amostras estocadas em 0,2%CO-60%CO, apresentaram contagens
proximas a 6,0 log UFC/g (p < 0.05). Este maior efeito bacteriostdtico observado na carne
moida em 99,8% de CO, deve estar relacionado a maior velocidade de absor¢do do CO,
obtida através da moagem da carne, resultando em maior drea superficial de absorcao
(Jakobsen & Bertelsen, 2004). No entanto, a estocagem em 99,8% CO, ndo resultou em
qualquer extensdo da vida util da carne moida. J4 na segunda semana em 99,8% de CO,, a
contagem de psicrotréficos aerébios aumentou dois ciclos logaritmicos, atingindo
contagens maximas proximas a 7,0 log UFC/g, compardveis as das amostras submetidas a
60%. De acordo com Luiio, Béltran & Roncalés (1998), log 7,5 UFC/g € o ponto para que

haja percepg¢do de odores desagradaveis.

Ja as amostras de filé mignon apresentaram um crescimento de psicrotréficos
aerébios significativamente superior ao da carne fresca, desde a primeira semana de
estocagem, e atingiram contagens proximas de 7,5 log UFC/g apds 28 dias de estocagem,
independente do tratamento. Estes resultados coincidem com o limiar para a percepg¢ao de
odores desagradaveis, o que foi confirmado pela andlise sensorial, onde o odor do produto

foi considerado pouco agradavel.

Os bifes de alcatra e contrafilé apresentaram contagens de psicrotréficos aerébicos
similares ao da carne fresca durante todo o tempo de estocagem avaliado, independente da

concentracdo de CO, presente na mistura gasosa durante a estocagem em AM.

De maneira geral, a concentragdo de CO, na atmosfera das embalagens ndo afetou o
crescimento das bactérias laticas. Nas amostras de carne moida e filé mignon o nimero de
bactérias laticas foi cerca de 2 ciclos logaritimicos superior ao da carne fresca, e atingiram
valores proximos de 6,0 log UFC/g ao final da estocagem. J4 nas amostras de alcatra e

contrafilé, as contagens de bactérias l4ticas foram geralmente similares a da carne fresca em
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ambos os tratamentos, com excec¢do dos bifes alcatra estocados em 0,2%C0-99,8%CO,,
que chegaram a alcangar 4,3 log UFC/g. Apesar da aparente insensibilidade das bactérias
laticas ao CO,, esta microbiota ldtica, provavelmente ndo conferiu odor desagraddvel a
carne, nem mesmo nas amostras de carne moida e nos bifes de filé mignon, onde seu
crescimento foi mais expressivo. As bactérias ldticas sé conferem odor desagradavel a

carne algum tempo apds terem excedido 7 log UFC/g (Gill & Jones, 1994).

Gill & Harrison (1989) descreveram que B. thermosphacta produz um aroma
ligeiramente dcido a carne embalada a vdcuo quando o crescimento desta bactéria atinge 6
log UFC/g. Neste experimento somente os bifes de filé mignon atingiram contagens
proximas a esse valor (5,5 UFC/g) durante a estocagem em altas concentragdes de CO, (60
ou 99,8%). Nas amostras de carne moida o nimero de B. thermosphacta foi sempre inferior
a 5,0 log UFC/g, enquanto que nos bifes de alcatra e contrafilé ndo ultrapassou 3,0 log

UFC/g.

Teoricamente, atmosferas livres de oxigénio deveriam favorecer o desenvolvimento
de uma microbiota composta exclusivamente por bactérias laticas (Gill 1996). No entanto, a
concentracdo residual de oxigénio durante a estocagem aparentemente favoreceu o
desenvolvimento de uma microbiota mista, composta por bactérias psicrotroficas
anaerdbias facultativas ou microaeréfilas, tais como B. thermosphacta, bactérias laticas e as

enterobactérias, como pode ser observado nas Figuras 1-4.

Salmonella, Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes nao foram detectadas
em nenhuma das amostras ao longo de todo o tempo de 28 dias de estocagem anaerdbica a
1°C. No entanto, o trabalho de Nissen et al (2000) refor¢a a importancia do controle da
temperatura para garantir a seguranga microbioldgica da carne fresca embalada em AM em
condi¢des anaerdbicas. Esses autores compararam o crescimento de vdrias bactérias
patogénicas inoculadas em carne moida acondicionada em trés diferentes sistemas de
embalagem e observaram que a 10°C algumas cepas de Salmonella apresentaram um
crescimento relativamente superior a 0,4%C0O/60%C0,/39,6%N,quando comparada com a

estocagem aerdbica (70%02/30%CO; ou ar).
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Bifes de alcatra
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Figura 1 — Valores médios para a contagem de microrganismos (log UFC/g) presentes nos
bifes de alcatra estocados em Ti: 39,8 %N, / 60%CO, / 0,2%CO e T,: 99,80%CO, /
0,2%CO.
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Bifes de contrafilé
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Figura 2 - Valores médios para a contagem de microrganismos (log UFC/g) presentes nos
bifes de contrafilé estocados em T;: 39,8 %N,/ 60%CO, / 0,2%CO e T»: 99,80%CO, /
0,2%CO.
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Carne moida
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Figura 3 - Valores médios para a contagem de microrganismos (log UFC/g) presentes na

carne moida estocados em Ti: 39,8 %N,/ 60%CO,/ 0,2%CO e T2: 99,80%C0O, / 0,2%CO.
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Bifes de filé mignon
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Figura 4 - Valores médios para a contagem de microrganismos (log UFC/g) presentes nos
bifes de filé mignon estocados em T: 39,8 %N,/ 60%CO; / 0,2%CO e T2: 99,80%CO, /
0,2%CO.
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3.4 - Analise sensorial
3.4.1 - Interacio misculo x tratamento

Na Tabela 2 pode-se observar que a cor visual inicial dos bifes de alcatra e
contrafilé foi relativamente superior a dos bifes de filé mignon e carne moida que

apresentaram menor intensidade de cor vermelha (C*).

Tabela 2 - Médias para cor instrumental e sensorial (interagdo musculo x tratamento) dos

produtos acondicionados em atmosfera modificada por 28 dias a 1°C.

Variaveis Tratamento' —odutos
ralamento 3 catra contrafilé carne moida filé mignon EP

L* inicial 41,85 aw 38,72 aw 47,55 bw 40,87 aw 0,25-0,21
T1 38,18 ax 39,63 aw 43,11 bx 40,49 abw
T2 38,54 awx 40,68 acw 45,00 bwx 4175 cw

Chroma® inicial 17,89 aw 21,14 aw 16,25 aw 17,55 aw 0,21-0,24
T1 25,10 ax 25,28 ax 20,63 bx 17,55 cw
T2 21,19 aw 23,77 awx 18,96 bwx 16,43 bw

hue* inicial 35,23 aw 34,72 aw 38,37 aw 38,20 aw 0,13-0,56
T1 36,79 aw 36,44 aw 32,30 aw 31,14 aw
T2 40,30 aw 37,15 aw 32,81 aw 34,69 aw

cor visual® inicial 9,00 aw 8,67 aw 759 bw 6,85 bw 0,04-0,08
T1 8,50 aw 8,67 aw 6,60 bx 593 c¢x
T2 6,02 ax 7,30 bx 6,67 cx 560 dx

Mancha marr0n6 inicial 4,94 aw 4,94 aw 4,81 aw 4,81 aw 0,02'0,02
T1 495 aw 488 aw 423 bx 3,86 cx
T2 431 ax 457 ax 4,16 ax 3,42 by

Aparéncia globa|7 inicial 4,50 aw 4,50 aw 4,1 9 aw 4,25 aw 0,04'0,03
T1 444 aw 410 aw 3,58 cx 2,92 dx
T2 3,20 ax 3,18 ax 3,53 bx 2,58 cy

Odor desagradavel® inicial 494 aw 494 aw 494 aw 500 aw 0,01-0,09
T1 419 ax 467 bw 422 ax 3,68 cx
T2 3,85 ax 445 bw 4,09 abx 3,61 ax

'T,=0.2% CO + 60%CO, + 39.8%N, ; To= 0.2% CO + 99.8%CO,; > Erro padrio; > Chroma = (a** + b**)"”%; *Hue angle
= (b*/a*)tg'l; 3Cor visual = Ocm = marrom acinzentado; 4,5cm = vermelha amarronzada; 9cm = vermelha tipico de carne
fresca; ®Mancha marrom (%) = 5 = nenhuma (0%); 4 = leve (1-10%); 3 = pequena (11-20%); 2 = moderada (21-60%); 1 =
intensa (61-100%); ’Aparéncia global = 5 = muito agraddvel; 4 = ligeiramente agradédvel; 3 = pouco agraddvel; 2 =
moderadamente desagradavel e 1 = extremamente desagradavel; *Odor desagradével: 5 = nenhum odor/aroma normal; 4 =
ligeiramente agradavel; 3 = pouco agraddvel; 2 = moderadamente desagradavel e 1 = extremamente desagradavel”.

a-d Médias na mesma linha com letras diferentes sdo estatisticamente diferentes (p < 0.05).
w-z Médias na mesma coluna com letras diferentes sdo estatisticamente diferentes (p < 0.05).
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A razdo da reflectiancia entre 630 nm e 580 nm (630/580 nm) foi relativamente
menor nas amostras de filé mignon, indicando que estas amostras apresentavam maior

oxidacdo dos pigmentos que as demais amostras desde o inicio da estocagem.

Em geral, a cor visual e a aparéncia das amostras em 0,2%CO+60%CO, foi superior
(p<0,05) ao das amostras em 0,2%C0+99,8%CO,, provavelmente devido a maior
porcentagem de descolora¢do observadas nestas amostras. O aumento da concentragdo de
CO, de 60 para 99,8% foi mais prejudicial para a cor e a aparéncia global dos bifes de
alcatra e contrafilé do que para os bifes de filé mignon ou carne moida. Estas diferencas,
embora estatisticamente significativas, tiveram pouca importincia pritica porque, em
ambos os tratamentos, todos produtos apresentavam cor predominantemente vermelha (nota
> 4.5), aparéncia aceitdvel (notas >3) e cor instrumental (L*,C* h*) similar ao da carne

fresca.

Os bifes de alcatra e contrafilé estocados em 0,2%CO+60%CO, apresentaram cor
homogénea em toda sua superficie (cerca de 0% de descoloragdo) e aparéncia global
similar a da carne fresca, enquanto que as amostras estocadas em 0,2%C0+99,8%CO,
apresentaram pequenas fracdes de metamioglobina (1-10%) que, no entanto, ndo foram

suficientes para tornar a aparéncia desagraddvel (notas<3).

A embalagem em 0,2%CO+60%CO, aumentou as notas sensoriais de cor dos bifes
de alcatra e da carne moida (p<0,05), enquanto que a cor visual dos bifes de contrafilé se
manteve similar ao da carne fresca. O pronunciado aumento da intensidade de cor vermelha
(C*) influenciou positivamente a aparéncia dos bifes de alcatra que nesta atmosfera foi
geralmente superior (p<0,05) a da carne fresca. Esses resultados concordam com os dados
encontrados por Hunt et al (2004) que sugerem que a aplicagdo de CO seja mais benéfica
para cortes com menor estabilidade de cor, como o alcatra, do que para cortes com alta

estabilidade como o contrafilé.

Ja a cor visual e a aparéncia dos bifes de filé mignon foram inferiores ao da carne

fresca em ambos os tratamentos, embora os valores de luminosidade (L*), intensidade de
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vermelho (C*) e intensidade de marrom (h*) ndo tenham apresentado qualquer alteracio
significativa com relagdo aos valores medidos na matéria-prima. As maiores porcentagens
de descoloracdao encontradas nos bifes de filé mignon (11-20%) influenciaram
negativamente a avaliagdo da aparéncia global, principalmente das amostras estocadas em
0,2%C0+99,8%CO,. Portanto, a adicdo de 0,2% CO nao foi suficiente para eliminar os
problemas de reoxigenacdo (re-blomming) tipicamente associados com musculos mais

susceptiveis a oxidagdo como psoas major.

Muito provavelmente, a instabilidade da cor vermelha do filé mignon foi afetada
pela concentragdo residual de oxigénio, que foi sempre maior que o limite considerado
critico para a descoloragdo durante a estocagem em AM. Gill & McGinnis (1995)
mostraram que a carne bovina com baixa estabilidade da cor como o filé mignon se oxida

mesmo quando em baixas concentragdes de oxigénio residual (<0,1%).

Resultados melhores foram obtidos por Hunt et al (2004) utilizando uma atmosfera
contendo 0,4%C0O/30%C0,/69,6%N, em conjun¢do com absorvedores de oxigénio de
maior capacidade do que os usados neste experimento. Maiores niveis de CO associados a
completa exclusdao de oxigénio residual desde o inicio do experimento, eliminaram o0s
problemas de reoxigenacdo em psoas major, semimembranosus € em carne moida que
geralmente apresentam maior dificuldade em restaurar a cor vermelha tipica de carne
fresca, apds estocagem anaerdbica contendo concentracdes extremamente baixas de

oxigénio.

A mistura gasosa nao afetou a avaliacdo do aroma da carne estocada em AM que foi
considerado normal ou ligeiramente agraddvel em todos os produtos de todos os
tratamentos (notas > 3), apesar das notas terem sido estatisticamente inferiores ao da carne

fresca (p<0,05).
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3.4.2 - Interacao corte x tempo de estocagem em AM

A aparéncia global dos bifes de alcatra, contrafilé e carne moida foi similar a da
carne fresca até o 14° dia de estocagem em AM, independente da concentra¢do de CO,
(Tabela 3). Nos periodos subseqiientes, a aparéncia foi inferior a da carne fresca (p<0,05),
mas ndo o suficiente para tornar o produto desagraddvel. A diminui¢cdo da aparéncia foi
resultado do inicio da formacdo de metamioglobina na superficie da carne (1-10%).
Segundo Renerre & Mazuel (1985) o consumidor rejeita a carne fresca, antes mesmo que
sua seguranga seja comprometida, quando cerca de 20% de metamioglobina recobre a sua

superficie.

Os bifes de filé mignon apresentaram um ciclo de descoloragdo transitéria entre o 7°
e 21° dia de estocagem em AM, quando as amostras apresentaram as maiores fragdes de
descoloracdo (11-20%) (Tabela 3). Essas manchas mais escuras na superficie da carne
afetaram negativamente a avaliacdo visual da cor e a aparéncia dessas amostras. Tal
descoloracgdo se resolveu somente apds 28 dias de estocagem, quando a cor visual atingiu

valores similares ao da carne fresca e a aparéncia tornou-se mais agradavel.
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Tabela 3 - Médias para cor instrumental e sensorial (interagdo musculo x tempo de

estocagem) dos produtos acondicionados em atmosfera modificada por 28 dias a 1°C.

Estocabem Produtos

Vardavel

(ddas) alcatra contraadlé carne moida adlé mdbnon EP1
L* 0 41,85 aw 38,72 aw 47,55 bw 40,87 aw 0,24
7 37,04 ax 38,15 aw 43,37 bx 39,31 ax
14 37,97 ax 40,72 awx 44,31 bwx 38,97 ax
21 38,40 ax 38,67 aw 43,11 bx 39,76 abx
28 40,03 awx 43,08 abx 45,42 bw 46,44 bx
Ccroma2 0 17,89 abw 21,14 ax 16,25 bx 17,55 abwx 0,28
7 20,60 awx 23,05 awx 19,16 awx 13,60 bx
14 22,37 ax 24,30 awx 22,61 aw 17,13 bwx
21 23,06 axy 23,96 awx 20,20 abwx 18,65 bw
28 26,56 ay 26,80 aw 17,21 bx 18,58 bw
cuel3 0 35,23 aw 34,72 aw 38,37 a 38,20 awx 0,56
7 40,31 aw 37,83 abw 28,82 bx 29,93 bxy
14 39,34 aw 38,00 aw 35,66 awx 37,96 ax
21 39,82 aw 36,09 aw 41,22 aw 42,77 aw
28 34,71 aw 35,26 aw 24,53 bx 21,01 by
Cor vdsual6 0 9,00 aw 8,67 abw 7,59 bw 6,85 bw 0,05
7 7,54 abx 8,40 aw 6,93 bw 5,34 cx
14 7,36 abx 8,08 aw 7,01 bw 5,39 cx
21 6,41 ay 7,72 bw 6,00 acx 5,27 cx
28 7,72 ax 7,74 aw 6,60 bwx 7,06 abw
Mancca marrom7 0 494 aw 494 aw 4,81 aw 4,81 aw 0,03
7 485 aw 4,80 awx 4,45 awx 3,69 bxy
14 491 aw 493 aw 4,48 awx 3,31 by
21 4,23 ax 4,74  bwx 3,77 acy 3,49 cy
28 453 awx 4,43 abx 4,08 abxy 4,06 bx
Aparéncda8 0 450 aw 450 aw 419 aw 4,25 aw 0,03
7 4,20 awy 4,04 aw 3,82 aw 2,60 bx
14 3,97 awy 3,92 awy 3,75 aw 2,40 bx
21 3,27 ax 3,20 ab 3,03 aby 2,69 bx
28 3,84 ay 3,42 aby 3,63 abw 3,32 by
Odor® 0 494 aw 494 aw 494 aw 5,00 aw 0,03
7 4,30 awx 4,77 aw 4,79 aw 4,03 ay
14 4,11 abx 452 aw 4,49 aw 3,86 ayz
21 3,92 ax 463 bw 3,41 ay 2,72 cx
28 3,75 abx 433 aw 3,67 aby 3,65 by

"Erro padrio; >Chroma = (a** + b**)""% * Hue angle = (b*/a*)tg’]

*Cor visual = Ocm = marrom acinzentado; 4,5cm = vermelha amarronzada; 9cm = vermelha tipico de carne fresca;
SMancha marrom (%) = 5 = nenhuma (0%); 4 = leve (1-10%); 3 = pequena (11-20%); 2 = moderada (21-60%); 1 =
intensa (61-100%);

SAparéncia global = 5 = muito agraddvel; 4 = ligeiramente agradével; 3 = pouco agraddvel; 2 = moderadamente
desagraddvel e 1 = extremamente desagradavel;

’Odor desagradavel: 5 = nenhum odor/aroma normal; 4 = ligeiramente agradével; 3 = pouco agradével; 2 =
moderadamente desagradavel e 1 = extremamente desagradavel”.

a-d Médias na mesma linha com letras diferentes sdo estatisticamente diferentes (p < 0.05).
w-z Médias na mesma coluna com letras diferentes sdo estatisticamente diferentes (p < 0.05).
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A descoloragdo transitéria observada nos bifes de filé mignon entre 0 7° e 0 21° dia
de estocagem poderia ter sido evitada se a capacidade de redu¢cdo da metamioglobina da
carne tivesse sido preservada durante a estocagem em AM. Hunt et al (2004) conseguiram
evitar a descoloracdo de bifes de contrafilé, coxdo mole, filé mignon e carne moida por 35
dias em 0,4%CO/30%C0,/69,6%N, seguidos de aproximadamente trés dias de exposi¢ao
atmosférica, utilizando absorvedores do mesmo tipo (pré-ativado) que os usado neste
experimento e com uma capacidade menor de seqiiestro. Gill e McGinnis (1995), Tewari et
al (2002) observaram que os absorvedores de oxigénio de rdpida a¢cdo de diferentes marcas

comerciais apresentam uma significativa variagdo na taxa de absorcao de oxigénio.

Resultados obtidos em experimento preliminar (Capitulo 3) mostraram que o uso de
absorvedores de oxigénio € dispensdvel na estocagem com 0,2% CO de cortes mais estaveis
a oxidagdo, como no caso dos bifes de alcatra e contrafilé. Por outro lado, em cortes com
menor capacidade de reducdo da metamioglobina como na carne moida e nos bifes de filé
mignon, os absorvedores de oxigénio ndo sdo apenas indispensdveis como também exigem
uma capacidade de absor¢do maior do que a estimada neste experimento. Tewari et al
(2001) recomendam colocar o absorvedor de oxigénio na prépria bandeja para reduzir o

nimero de absorvedores requeridos.

Odor desagraddvel somente foi evidente nos bifes de filé mignon que receberam
notas inferiores a 3 (considerado o limite da aceitabilidade pela equipe sensorial), a partir
do 21° dia de estocagem em AM, coincidindo com a obtengdo de altas contagens de
bactérias psicrotroficas aerdbias e B. thermosphacta que atingiram valores préximos do
limite para a detec¢ao de odores desagraddveis. Pseudomonas provavelmente contribuiram
para a alteracao organoléptica dos bifes de mignon. O odor desagradavel foi detectado de 4
a 7 dias mais cedo em carne estocada a 8°C do que a 4°C (Sgrheim et al, 1999).
Conseqiientemente, a vida util da carne estocada em AM estd fortemente associada a

manutencao de baixas temperaturas na cadeia do frio.
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3.4.3 - Interacao corte x tempo de exposicao ao oxigénio atmosférico

As notas para cor sensorial da carne moida e dos bifes de filé mignon diminuiram
significativamente (p<0,05) apds a retirada das bandejas dos sacos de distribuicdo para
simulagdo das condi¢des de varejo, independente da concentragdo de CO; na atmosfera.
Ap6s 48 h de exposicdo ao ar, a cor visual dessas amostras variou de vermelho a marrom,
ocorrendo misturas de oximioglobina, carboximioglobina e metamioglobina (Tabela 4).
Embora a deoximioglobina tenha alta afinidade pelo CO, a mudanga de cor ocorreu em
condicdes atmosféricas devido a perda do CO ligante, reoxigenacdo, e subseqiiente
oxidacdo do ferro.

Nas amostras de filé mignon esta alteracdo de cor foi mais acelerada do que na
carne moida, o que tornou a aparéncia do produto inaceitdvel (notas < 3) apds 24 h de
exposicdo aerébica. Na carne moida o aumento da metamioglobina (porcentagem de
descoloracdo), a diminuicdo da cor vermelha instrumental e sensorial e aparéncia global
inaceitdvel foram mais evidentes (p<0,05) somente apds 48 h de exposicado aerdbica.

Hunt et al (2004) sugeriram que a oximioglobina formada a partir da
carboximioglobina exposta ao oxigénio atmosférico é mais sensivel a oxidagdo do que a
oximioglobina formada na carne exposta somente ao ar atmosférico através das embalagens
convencionais.

Esses resultados demonstram que a cor da carne acondicionada em embalagens de
distribui¢do contendo CO, e posteriormente exposta ao oxigénio atmosférico, se deteriora
numa taxa similar ou menor aquela observada em bandejas convencionais. O que nao
ocorre necessariamente quando o CO € aplicado diretamente nas embalagens primdrias.
Este foi o ponto chave para a aprovacdo do uso de CO na embalagem secunddria da carne
pelo FDA em 2002 (FDA, 2002).

Odor desagraddvel somente foi perceptivel nos bifes de filé mignon apds 48 h de
exposicdo aerdbica, provavelmente, devido ao aumento do ndmero de psicrotréficos

aerdbicos, favorecidos pela exposicdo ao ar.
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Tabela 4 - Médias para cor instrumental e sensorial (musculo x tempo de exposicdo ao
oxigénio atmosférico) dos produtos acondicionados em atmosfera modificada por 28 dias a

1°C.

Vardavel Exp,osdgao Produtos : : : :
aerobdca (c) alcatra contraadlé carne moida adlé mdbnon EP

L* 1 39,58 aw 40,17 aw 46,01 bw 41,95 aw 0,24
24 39,38 aw 39,98 aw 44,61 bw 41,23 aw
48 38,21 aw 39,45 aw 43,63 bw 40,03 aw

c* 1 20,64 abw 21,89 aw 19,08 abw 17,32 bw 0,28
24 22,43 aw 24,45 aw 19,75 abw 17,48 bw
48 23,21 aw 25,21 aw 18,42 bw 16,51 bw

c*3 1 37,16 aw 35,87 aw 27,15 bw 26,21 bw 0,56
24 37,76 aw 36,26 aw 32,84 aw 33,72 aw
48 38,72 aw 37,02 aw 41,17 ax 42,00 ax

cor vdsual4 1 7,39 aw 8,02 aw 7,12 ab 6,46 b 0,05
24 7,46 awb 8,05 aw 7,15Db 6,17 ¢
48 7,50 aw 8,12 ax 595 b 502b

Mancca marrom5 1 4,73 aw 4,78 aw 4,53 aw 4,54 aw 0,03
24 4,66 aw 4,83 aw 4,61 aw 3,88 bx
48 4,60 aw 4,63 aw 3,65 bx 2,88 cy

Aparéncda blobalé 1 3,92 aw 3,89 aw 3,91 aw 3,56 aw 0,03
24 3,88 aw 3,69 aw 4,06 aw 2,97 bx
48 3,89 aw 3,63 aw 2,92 bx 2,23 ¢y

odor’ 1 4,10 aw 4,63 bw 4,48 bcw 4,27 cw 0,03
24 4,94 ax 4,94 aw 4,81 aw 4,79 ax
48 4,14 aw 4,58 bw 3,57 cx 2,57 dy

" Erro padrio.

2Chroma = (a** + b*%)!?
*Hue angle = (b*/a*)tg—l

“Cor visual = Ocm = marrom acinzentado; 4,5cm = vermelha amarronzada; 9cm = vermelha tipico de carne

fresca.

>Mancha marrom (%) = 5 = nenhuma (0%); 4 = leve (1-10%); 3 = pequena (11-20%); 2 = moderada (21-

60%); 1 = intensa (61-100%).

SAparéncia global

= 5 = muito agradavel; 4

ligeiramente agradavel; 3
moderadamente desagradavel e 1 = extremamente desagradavel.
"Odor desagraddvel: 5 = nenhum odor/aroma normal; 4 = ligeiramente agraddvel; 3 = pouco agradéavel; 2 =
moderadamente desagradavel e 1 = extremamente desagradavel.

a-d Médias na mesma linha com letras diferentes sdo estatisticamente diferentes (p < 0.05).
w-z Médias na mesma coluna com letras diferentes sdo estatisticamente diferentes (p < 0.05).

pouco agradavel; 2 =
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Ja os bifes de alcatra e contrafilé mantiveram cor vermelha atrativa e homogénea
(praticamente nenhuma descoloragdo), e odor agraddvel durante todo o periodo de 48 h de

exposi¢do aerdbica.

3.5 - Analise instrumental

Em geral, os valores de cor instrumental confirmaram as mudancas de cor visual
devido ao tratamento, tempo de estocagem em AM e tempo de exposi¢do ao ar. No sistema
CIEL*a*b*, a principal mudanca de cor observada na carne embalada com 0,2% CO foi o
aumento do valor de C* (maiores valores indicam maior intensidade de vermelho) que foi
significativamente superior ou similar ao da carne fresca em todos os produtos avaliados
(Tabela 2). De acordo com McDougall (1994), na forma¢do da metamioglobina (marrom),
o indice de saturagdo da cor (C*) diminui a medida que a cor muda de vermelho brilhante
(C*=20) para vermelho escuro (C*=18), marrom (C*=14) ou marrom acinzentado (C*=12),

enquanto que o aumento do angulo hue (h*) indica maior intensidade de marrom.

Ap6s 28 dias de estocagem o significativo (p<0,05) aumento da saturagdo da cor
vermelha (C*) foi acompanhado de concomitante reducdo de h* nas amostras de carne
moida e nos bifes de filé mignon, indicando um aumento na intensidade de vermelho e
diminui¢do na intensidade de marrom em relacdo ao observado na carne fresca,
independente do tratamento. Na avaliacdo inicial da carne fresca (t = 0 dia), somente os bifes
de contrafilé apresentaram indices de saturac@o considerados tipicos de carne fresca, ou seja,
maiores que 20 (Tabela 3). Os bifes de alcatra e de filé mignon e a carne moida
apresentaram saturacdo da cor menor que 18, antes da embalagem em AM, caracteristico da
carne com cor vermelha levemente amarronzada, segundo os critérios de McDougall citados

acima.

O aumento da saturacdo da cor ao longo da estocagem foi mais pronunciado nos
cortes que tiveram maior estabilidade da cor, como o alcatra e o contrafilé, que aumentaram
continuamente os valores de C*, atingindo valores maximos em torno de 26, apds 28 dias

em AM, independente do tratamento (Tabela 3). A carne moida apresentou saturacdo da cor
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similar ou superior ao da carne fresca, atingindo valores maximos de cerca de 22 apéds 14
dias de estocagem. A maior variagdo de C* foi observada nos bifes de filé mignon que
atingiram valores minimos em torno de 13 ap6ds 7 dias de estocagem e valores similares ao
da carne fresca nos periodos subseqiientes (Tabela 3). Este escurecimento transitério pode
ocorrer nos cortes que apresentam menor estabilidade a oxidag@o da cor, nos primeiros dias
de estocagem em AM contendo concentragdes residuais de oxigénio ?100ppm (Gill &
Jones, 1994a e 1994b, Gill & McGinnis, 1995). Tewari et al (2001) observaram dois ciclos
de descoloragdo transitdria nos bifes de filé mignon embalados em sacos de distribuicdo com
CO», ap6s 4 e 7 dias de estocagem, devido a presenca de oxigénio residual. Hunt et al (2004)
também observaram um leve escurecimento da cor da carne bovina estocada em 0,4%
CO/30%C0,/69,5%N, apés 7 dias de estocagem a 2°C, mas ndo suficiente para

descaracterizar a cor vermelha brilhante tipica de carne fresca.

Infelizmente os absorvedores de oxigénio empregados neste experimento nao foram
eficientes para eliminar todo o oxigénio residual nas primeiras horas apds a selagem como
recomendado por Gill (1996), apesar de terem sido superdimensionados. E que a taxa de
‘seqiiestro’ pelos absorvedores de oxigénio comerciais declina exponencialmente com a
diminuicdo da concentracdo de oxigénio para valores abaixo de 1% (Gill & McGinnis,
1995). Concentragdes residuais menores poderiam ter sido obtidas utilizando-se bandejas
plésticas co-extrusadas ao invés da bandeja convencional de poliestireno expandido (Tewari,
Jeremiah, Jayas & Holley, 2002). No entanto, buscou-se, aplicar esta nova tecnologia a um
sistema de embalagem j4 largamente utilizado e familiar aos consumidores e varejistas, de
baixo custo e disponivel no mercado brasileiro pelos fabricantes de embalagens, o que nao
ocorre com as bandejas co-extrusadas, que certamente seriam as mais adequadas para a

embalagem da carne em atmosfera livre de oxigénio.

O aumento da estabilidade da cor da carne moida e dos bifes de filé mignon apéds 28
dias de estocagem em 0,2% CO também pdde ser monitorado pelo formato das curvas de

reflectancia (Figura 5).

127



60

50 -

40 -

30 - Filé mignon

20 -

10

400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700

60

50 -

40 A Carne moida

30 -

20 -

Reflectancia

10 4

0
400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700

Comprimento de onda (nm)

—e— To (carne fresca) —@— T128d —a— T2 28d

Figura 5 — Curvas de reflectancia dos bifes de filé mignon e da carne moida expostos
somente ao ar (To) ou estocados por 28 dias a 1°C em 0,2%C0O/60% CO, (T) ou 0,2%CO
199,8% CO; (T»).
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A diminui¢ao da intensidade de cor marrom (h*) e o aumento da intensidade de cor
vermelha (C*) apds estocagem em 0,2%CO por 28 dias foi acompanhada pelo aumento na

porcentagem de reflectincia a 630 nm (regido do vermelho).

Nos bifes de alcatra e de contrafilé, onde a variacdo de h* ndo foi significativa, as
curvas de reflectincia foram similares ao longo de todo o tempo de 28 d de estocagem

(dados nao apresentados).

Esses resultados permitem concluir que 0,2% CO foi suficiente para estabilizar a cor
tanto de cortes com maior estabilidade a oxidagdo tais como o contrafilé e o alcatra, como
também aumentar a intensidade da cor de produtos mais sensiveis a descoloragdo, como a
carne moida e o filé mignon. Todavia, trabalhos anteriores conseguiram aumentar e
estabilizar a cor da carne bovina utilizando misturas gasosas contendo concentragdes de

0,4-0,5 %CO.

Luifio et al (2000) examinaram vérios niveis de CO em misturas gasosas contendo
24%0, e 50% CO; e concluiram que a estabilizacdo da cor e do aroma de Longissiums
lumborum acondicionados em embalagens primdrias requer um minimo de 0,5% CO,
embora fragdes menores de metamioglobina tenham sido obtidas utilizando 0,75%CO. Em
trabalho anterior, Sgrheim et al (1999) conseguiram estabilizar a cor e 0 aroma da carne
moida e de L. lumborum utilizando misturas livres de oxigénio contendo 0,4%CO e 60%
CO,. Hunt et al (2004) e Seyfert et al (2007) obtiveram resultados semelhantes utilizando
0,4%CO e 30% CO, em embalagens de distribuicao.

A estabilidade alcancada neste trabalho, utilizando concentracio de CO
relativamente menor (0,2%) do que a dos trabalhos citados pode ser resultado da maior
estabilidade da cor dos bovinos oriundos de cruzamento industrial. Um estudo realizado
para predizer a maciez da carne através da cor concluiu que a cor da carne bovina oriunda
das racas taurinas apresentava maiores valores de luminosidade (L*) e menores valores de
vermelho (a*) (p<0,05) comparados com os valores obtidos de animais cruzados com

zebuinos (Wulf et al, 1997).
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O efeito do tempo de exposicdo aerdbica sobre a cor instrumental confirmou os
resultados obtidos na avaliagdo sensorial. O reconhecimento da cor marrom avermelhada na
superficie da carne moida e dos bifes de filé mignon pela equipe de provadores, apds 48h de
exposi¢do ao oxigénio atmosférico, foi acompanhado pelo aumento de h* (p<0,05) e com o
inicio da redu¢do de C* (Tabela 4). A dimiui¢do na reflectancia entre 630 e 580 nm, revela
que essa mudanca da cor vermelha para marrom, tipica da formac¢do de metamioglobina,

ocorreu ap6s 28 dias de estocagem e somente apds 48h de exposi¢do aerdbica (Figura 6).
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Figura 6 - Curvas de reflectancia da carne moida e dos bifes de filé mignon expostos por 1,
24 e 48 h ao oxigénio atmosférico, apds 28 dias de estocagem em 0,2%CO/60% CO, (T;) ou
0,2%C0 /99,8% CO, (T>) a 1°C.
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3.6 - Oxidacao lipidica

Neste experimento os valores de TBARS ndo excederam 0,3 mg de malonaldeido /
kg em nenhum dos produtos avaliados. Lufio et al (2000) obtiveram valores pouco maiores
durante a estocagem em 0,25%-1% CO associado a 24% de oxigénio e 50%CO,. Esses
autores observaram valores mdximos de TBARS em torno de 0,7 mg de malonaldeido / kg
apo6s 29 dias de estocagem em 0,25%, que diminuiram significativamente com o aumento
da concentracdo de CO até 1%. Com relagdo a oxidagdo lipidica, Greene & Cumuze (1981)
concluiram que TBARS de pelo menos 2,0 mg de malonaldeido/ kg sdo necessdrias para

que haja percepcao de odor de rango.

Estes dados permitem predizer que a alteragio organoléptica observada nos bifes de
filé mignon estd mais relacionada com o desenvolvimento das bactérias psicrotroficas,

estritas ou facultativas, do que com processos oxidativos.

4 - CONCLUSAO

A embalagem da carne fresca em sacos de distribui¢cao contendo 0,2% CO e pelo
menos 40% CO, pode ser uma alternativa para estabilizar a cor e manter a qualidade
microbioldgica da carne bovina por até 28 dias a 1° C, mesmo em concentragio residual de
oxigénio considerada excessiva para sistemas de embalagem anaerébica (>0,1). Apds 28
dias de estocagem em AM e 24h de exposi¢do aerdbica, os bifes de alcatra, contrafilé, filé
mignon e a carne moida apresentaram aparéncia aceitdvel e cor visual similar ou superior a
da carne fresca. Além disso, nenhum desses produtos apresentaram contagens superiores a
7,5 log UFC/g, considerado o limite critico para a deteriora¢cao microbioldgica. No entanto,
apo6s 24h de exposicao aerdbica, tanto a aparéncia como o odor dos bifes de filé mignon e
da carne moida foram julgados ‘ligeiramente desagraddvel’. Assim, a adi¢do de 0,2% de
CO nas condicdes deste experimento ndo foi suficiente para mascarar a qualidade

microbioldgica.
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ANEXOS

(5=

Figura 1 — Bifes de alcatra estocados sob T = 0.2% CO + 60%CO; + 39.8%N, por 28 dias
al1°C.
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Figura 2 — Bifes de contrafilé estocados sob T1=0.2% CO + 60%CO, +39.8%N, por 28
dias a 1°C.
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i:igura 3 — Bifes de filé mignon estocados sob T1=0.2% CO + 60%CO, + 39.8%N, por 28
dias a 1°C.
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Figura 4 — Carne moida de paleta estocada sob T1=0.2% CO + 60%CO: + 39.8%N por 28
dias a 1°C.
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Figura 5 - Bifes de alcatra estocados sob T = .2% CO +99,8%CO; por 28 dias a 1°C.
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. .
Figura 6 - Bifes de contrafilé estocados sob T,=0.2% CO + 99,8%CO, por 28 dias a 1°C.
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.Figura 7 - Bifes de filé mignon estocados sob To=0.2% CO + 99,8%CO, por 28 dias a 1°C.
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Figura 8 - Carne moida de paleta sob T2= 0.2% CO + 99,8%CO; por 28 dias a 1°C.
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CONCLUSAO GERAL

A manutenc¢io da cor vermelha da carne bovina embalada em 0,2% CO foi melhor

alcancada utilizando atmosferas livres de oxigénio.

As misturas livres de oxigénio contendo a 0,2%CO produziram uma estabilidade
satisfatoria a cor, compardvel ou superior ao da carne fresca, o que é uma clara vantagem
do ponto de vista toxicolégico. O aumento da concentragdo de CO de 0,2 para 0,4%
aumentou significativamente a saturagdo da cor da carne, que foi considerada muito

‘artificial’ por alguns provadores.

A presenca de cerca de 0,6% de oxigénio residual nas embalagens primadrias,
imediatamente apds a selagem das bandejas, ndo afetou a avaliagdo sensorial e instrumental
da cor e da aparéncia global dos produtos estocados sob 0,2% CO. A aplicacdo de 0,2 %
CO nas embalagens primdrias minimizou os efeitos da concentracdo residual de oxigénio
sobre a cor dos bifes de alcatra e contrafilé, que mantiveram aparéncia e aroma similares ou
superiores ao da carne fresca durante os 21 dias de estocagem em AM, independente do uso
de absorvedores de oxigénio. No entanto, o uso de 0,2% CO ndo eliminou a necessidade de
uso de absorvedores de oxigénio nos sistemas de embalagem de distribuicdo, onde a
concentracao residual de oxigénio foi relativamente superior a alcancada nas embalagens
primdrias devido a utilizagdo de bandejas plasticas convencionais de poliestireno

expandido.

A embalagem da carne em 39,8% N, / 60% CO, / 0,2% CO mostrou ser a melhor
técnica para a manutengdo da estabilidade da cor de bifes de alcatra, contrafilé, file mignon
e carne moida por 28 dias a 1°C. Melhores resultados poderiam ter sido obtidos utilizando-
se absorvedores de oxigénio com maior taxa de absor¢do ou bandejas pldsticas co-

extrusadas ao invés da bandeja convencional de poliestireno expandido.
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De acordo com os resultados obtidos nestes experimentos, verificou-se que a
manuten¢do de 40% CO, ao longo de todo o periodo de estocagem a 1°C possibilita

garantir a qualidade e a seguranca microbioldgica ao consumidor.

A estabilizacdo da cor utilizando 0,2% CO associado a altas concentracdes de CO,
ndo apresentou risco microbiolégico, mas fatores tais como permeabilidade, temperatura e
a relagcdo entre volume de gds e quantidade de carne s@o cruciais para obten¢do do maximo

efeito antimicrobiano.
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