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1. RESUMO

As contagens de microrganismos totais e de psicro
troficos foram comparadas com as estimativas das contaminagdes ob
tidas por meio de incrementc na absorbincia de nmeio de cultura
inoculado com a flora contaminante de carcagas de frango logo a
pds O processamento e apbs a estocagem a 4 -~ 5 “C por 48, 96 e
144 horas.

Para a estimativa da flora contaminante, as sus
pensoes microbianas obtidas da superflicie da carcaga foram ino
culadas em BHI e incubadas com agitagac a diversas temperaturas
na faixa de 26,5 °C até 43,0 “c, acompanhando-gse o  crescimento
microbiano pelo aumento de absorbancia.

Graficos de logaritmo da absorbincia contra tempo

foram construldos para as temperaturas de incubagdo estudadas e
das curvas tragadas foram calculados os valores de k (velocidade
de crescimento, h_l} e R, definido pela equagéo:

Ap
R = lIn

Ao

onde,
Ao & a absorbincia lida no tempo zero da incubacgao, e
Ap & a absorbancia obtida pelo prolongamento da tangente da
curva de crescimento at® tempo zero.

Atraves do grafico padrao construido com dados de
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absorbancia contra nimerce de microrganismos, foram calculadas as
absorbancias (Aop} correspondentes as contagens totais e de psi

crotroficos nas carcagas apds 0, 48, 96 e 144 horas de estocagen.

AG
Ap

cias corrigidas pelo grafico padrao.

Valores de Ry (Ry = In ) foram calculados para as absorbian

Baseando-se na eguagac de crescimento microbiano e
na equacgao da constante Rl, foi desenvelvida uma relagao matemd
tica para se avaliar a contaminagao das carcagas, utilizando-se
dos dados de crescimento a 28 °C e do grdfico padrio.

0s valores obtidos pele mEtodo proposto, quando
comparados com agueles do plagueamento em meio sdlido para conta
gem total ou de psicrotroficos, proporcionaram coeficientes de
| garrelagéo linear de 0,9%4; 0,91; 0,88 ¢ 0,64 para contagem total
apbs 0, 48, 96 e 144 horas de estocagem e valores de 0,94; 0,83;
0,82 e 0,86 para contagem de psicrotrdficos apds 0, 48, 96 e 144
horas de estocagem das carcagas.

0 método proposto no presente trabalho permite a
valiar as contagens microbianas num tempo maxime de 11 horas, o©
qual abre promisscoras perspectivas para a aplicagéo industrial do

metodo.
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2. SUMMARY

Total plate counts and psychrotrophics counts we
re compared with estimation of microbial load on chickens, obtai
ned by increase of the absorbance of culture mediun inoculated -
with the contaminant microflora of the carcasses immediatly after
processing and after 48, 26 and 144 h of storage at 4 - 5 e,

For estimating the contaminant microflora on the
carcasses, microbial suspensions obtalned by sampling the skin
were inoculated in BHI and incubated with agitation at different

© to 43.5 QC, measuring the

temperatures in the range of 26.5
microbial growth through absorbance {(A) increase.

Growth curves were constructed plotting In A vs.
time for each incubation temperature and from the curves drawn
there were calculated the k values {growth rate, h“l} and R va
lues which is definided by the equation

- Ap
Ao

B = ln

where,
Ao is the absorbance at time zerc of incubkation, and
Ap is the absorbance cobtained by extending the tangent of
the growth curve to zero time.

Using a standard curve constructed with absorban
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ce readings vs number of microorganisms, corrected absorbances
{Aop} were calculated for the total plate counts and psychro
trophics counts obtained on the carcasses after 0, 48, 96 and
Ap

(Rl = In ————j were ¢alculated -

144 h of storing. Values of R Rop

1
for the corrected absorbances using the standard curve.

For evaluation of microbial load on the carcasses,
a mathematical relation was developed using the growth and R, &
guations with growth data at 28 ®c and the standard curve.

The values obtained by this method, when compared
with those of plating, give correlation coefficients of 0.94,
0.91, 0.88 and 0.64 for total plate counts after 0, 48, 96 and
144 h storing and 0.94, 0.83, 0.82 and 0.86 for psychrotrophics-
counts after 0, 48, 96 and 144 h of cold storage.

The proposed method in the present work allows -~

the evaluation of microbial load in no more than 11 h, which is

very promissing for industrial applications.
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3. INTRODUCACD

A produgac cada vez maior de alimentos conserva-
dos sob refrigeragao tem criado a necessidade de um melhor conhe
¢cimento dos microrganismos gue se desenvolvem a baixas tempsratu
yas € as suas interagoes com os produtos nos quals crescem. No
cago de frango frigorificade, conhecer o nimereo de microrganis -
mos psicrotréficos* presentes imediatamente apds o processamento,
seria 0til ndo sd como parfmetro para se avaliar as condigoes sa
nitérias do abatedouro mas também como un dadoe basico para se

prever a vida de prateleira da carcaga.

Wells (1959) e Walker et al (195%) desenvolveram
métodos rapidos para avaliar a carga microbiana de carcagas  de
frango; esses métodos baseiam-se na mudancga de cOr da resazurina,

pela reducao do meio de cultura gquando se atinge uma certa popu-

lacac microbiana.

Mallman et al (1958) usaram um meio seletivo para
a contagem de psicrotrdficos em frango, usando como inibidor de
mesdfilos Gram-positivo o Nacconol NRSF e o cloreto de trifenil
tetrazelioc para correlacionar o crescimento microbiano com a re-
ducdo do meic de cultura o gual & detectado pela mudanga de cor

& - .
) Microrganismos gue crescem bem ds temperaturas de refrigera -

cao {(Frazier, 1972}.



()
do indicador.

As desvantagens destes m&todos sao: a) nao ofere
cer, nos primeiros ., informagac sobre a proporgac de psicro
trdficos na populagac microblana avaliada; b) o resultado da a-
nAlise & obtido somente apds 8 horas no caso de contagem total
e 72 horas para contagem de psicrotrdficos, conseguindo-se tem-
pPOS mMenores {s6 na contagem total) guandc se trata de frango ja

em estado avancgado de deterioragao.

0 presente trabalho teve como objetivo estabele-
cer um método rapido para avaliar a quantidade de psicrotrofi -
cos em frango, usando para tal fim os parametros de crescimento
da flora tipica de carcagas, quando incubada em uma temperatu~
ra gque permita o crescimento predominante ou competitivo dos

psicrotréficos dessa flora mista.
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4, REVISAO BIBLIOGRAFICA

Existe uma relagao direta entre o tempo de incu-
bacao a temperatura constante e o aumento no nimero de microrga-
nismos {(Stumbo, 19%973) pela gual pode-se conhecer graficamente a
populacaoc microbiana inicial embora essa flora, heterogénea no
caso do frango, possua somente uns poucos microrganismos psicro-
trdficos gue, no final de contas, sa&c responsivels pela decompo-
sigdo da carcaga frigorificada. Uma idéia da proporgao de psicro
troficos pode ser obtida pelo cdlculo do valor R {(quociente en-
tre populacao inicial e populagao pseudo-inicial obtida pelo pro
longamento da tangente da curva de crescimento exponencial até
tempo zero), visto gque Yokoya e Peres—Canhos {1875}, acharam gue

o valor R de uma suspensao depende da espécie microbiana.

Para cada temperatura de incubacgac obtem—se uma
curva como a mostrada na Figura 1 gue nos permite conhecer a po-
pulagao inicial {Co} e calcular o valor R = In wggw com 0 qual
tem-se uma id@ia da proporcac de psicrotrdficos na suspensao mi

crobiana obtida de uma carcacga.

Este valor R guando calculado a partir de leitu-
ras de absorbincia, que sac diretamente proporcionais a concen -

i . , , \ A
tragac microbiana, ficaria expresso como R = In MX%_'



NQ microrganismos

tempo

1 05;:

FIGURA 1 - Curva de crescimento microbiano a temperatura

constante

(3R~
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4.1. Os microrganismos psicrotrdficos na decomposicac de frango

frigorificado

Apesar de gque muitas bactérias podem ser encon -
tradas numa carcaga de frango imediatamente apds © processamen-—
to, somente umas poucas sac potencialmente perigosas ao homem
€, na maioria dos casos, mencs de 10% da flora microbiana ini-
cial & deterioradora (Barnes, 1976; Barnes and Impey, 1975). As
bactérias patogénicas implicadas com envenenamento por ingestao
de carne de frango sac principalmente Salmonellae e Clostridium
perfringens €, menos freguentemente, Staphylococcus aureus. Se
estes microrganismos estiverem presentes depois 40 processamen-—
to e ocorrerem condigdoes higiénicas insatisfatdrias na cozinha
ou nos estabelecimentos de distribuicac, eles podem sobreviver
e havendo condigdes de temperatura e umidade favoraveis, multi-
plicam-se causande infecgao ou intoxicagic guando o alimento &
ingerido. Estas bactérias sao mesSfilas e ndo se reproduzem a
temperaturas da estocagem frigorificada, portanto guando se con
sidera a conservagao de frango sob refrigeracao, € importante -
considerar o nimeroc total de bactérias patogénicas presentes e

o efeito das condigoes de estocagem sobre a sua sobrevivéncia -

* _—— 2 -
) Agueles microrganismos cujas temperaturas Otimas de cresci -

mento estdo entre 25° a 40°C e minima de crescimento por vol
ta de 10°¢ {(Farrel and Rose, 1965).
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mais do que a sua possibilidade de reprodugaoc {Barnes and

Thornley, 1966; Barnes, 1376; Ayres et al, 13850},

Por outro lade, as bactériss psicretrdficas, ape
sar de nio serem patogénicas, sio mais importantes economicamen
te porque sac deterioradoras e limitam a vida de estocagem das
carcagag, aumentam os gastos no transporte dos alimentos & po-

dem produzir enormes perdas & indUstria.

Os estudos de Ayres et al {(1950); Nagel et al
(1960); Wells {(1961) e, Barncs e Impey {1975) tém demonstradoe
a presencga macigca de microrganismos psicrotrbficos (principal -
mente Pseudomonas, dcinetobacter e Flavobacterium) no momento
da decomposigio da carcaga frigorificada, embora imediatamente
apbs o processamento sejam minoria, como se pode observar ne

quadro abaixo {Barnes e Impey, 1975).

Condicgdes Bacteriolbgicas de Carcagas de Frango E-~
visceradas Imediatamente apds © Processamento

Contagem a (QC) Micrerganismos/cmz
37 7.9 x 10°
20 9,7 x 10°

4 1,6 x 10°
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A proporgao de psicrotrdfices aumenta com o tem—
po da estocagem frigorificada predominando no momento da decom-
posicao. O guadro seguinte (Barnes, 1976) mostra os diferentes
géneros de microrganismos psicrotrdficos frequentemente encon-

tradeos em carcacas de frango estocadas sob refrigeragao.

Principais Géneros de Microrganismos Psicrotrdficos

Encontrados em Carcacgas de Frango Estocadas a 1-4%¢

Percentagem de Psicrotrbficos

No  momento

Generos Inicio estocagem da decomposicao
(100-1000 No /cm®) (107-10% we som®)

Flavobacterium : 20 nao encontrados
Aeinetobacter 50 10
Peeundomonas 10 70-80
Aiﬁeromanas* 1 16
Aeromonas, leveduras, |
Chromobacterium, outros 19 0-10

* r -~ a -
} atualmente incluidas em Pseudomonas putrefaciens.

O aspecto mais importante da influéncia dos mi-
gorganismos psicrotréficos reflete-se na vida de prateleira da
carcaga frigorificada, ou seja, no tempp necessario para se a-
tingir a decomposigao do frango, manifestada pelo mal cheiro e

o desenvolvimento de uma camada branca gelatinosa scobre a pele.
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Esse tempo depende principalmente da temperatura de estocagem ,

mostrandeo—-se no gquadro abaixoe alguns dados relacionados com es—

te fator.
Vida de Prateleira de Frango Frigorificadoe
Temperatura Dias até

de esgocagem gec029051ga02 Referadncia
{7C) (10 °-10% N® /om™)
10 ' 2 -3 Ayres et al (1350}
10 3~ 4 Barnes e Thornley {19686)
10 3 -4 _ Barnes € Thornley{(l975)
4~5 6 - 7 Ayres et al (1350)

45 5~ 6 Barnes € Impey {1975)

£ esta vida de prateleira tzo relativamente cur
ta & o fato de que a maicria do frango s¢ comercializa sob re~
frigeragao o gue motiva grande volume de pesquisas a fim de se

encontrar métodos gue aumentem a sua vida de prateleira.
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4,2. B influéncia das condicbes de processamento na contaminagao

da carcaca e na sua vida de prateleira

Na atualidade sao comercializados dois tipos  de
frange frigorificado: eviscerado e nao eviscerado. No Brasil se
produz apenas o primeiro. O segundo & encontrade principalmente

na Inglaterra.

A decomposicdo do frango frigorificade nac evisce
rado & produzida por bactérias intestinais formadoras de sulfeto
de hidrogénic gue se difunde através dos intestinos e musculos.
Na pele, essa substancia, em presenga de ar, se combina com pig
mentos sangtineos, formando sulfahemoglobina de cor verde {Bar
nes, 1976) sendo, portanto, o esverdeamento da pele um indicador

da decomposigido deste tipo de frango.

J3 no frango eviscerado frigorificado a decomposi
cao se manifesta pelo mal cheiro que & ocasionado peleos produtos
metabdlicos resultantes do crescimento de microrganismos psicro-

tr&ficos sobre a pele (Barnes and Shrimpton, 1957; Barnes, 1976).

A produgio industrial de frango eviscerado envol-

ve as operag&es mostradas no diagrama seguinte,
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Principais Operagoes ne Processamento de Frango Eviscerado

ReCepgac Lbate »  Sangria
Evisceragao DEPenagen Escaldamenteg
Resfriamento e ——x Embalagem pe—e— = Consumo

?
|

Estocagem

As etapas sobre as guails tem-se felto muitas pes
guisas sao o escaldamento, o rasfriamentc, a embalagem & a esto
cagem frigorificada. SA0 raros oS estudos sobre os outros pas-—
sos, como a remogao das penas, das visceras e outras partes da
carcaga, durante o©s guais ogorre o espalhamento de microrganis-
mos que contaminam o produto, dispendendo-se muitos esforgos pa

ra se diminuir essa contaminagac.

Clark (1968) estudou o sfeito do escaldamento no
crescimento de psicrotrdficos inoculados em pele de frango pré-
viamente tirada da carcaga. Ele experimentou trés alternativas:
escaldamento durante 2 minutos em agua a 54DC; durante 1 minuto
em &gua a 59°C e sem escaldamento. Observou que Pseudomonas -

cresceu melhor que Adchromobacter guando a pele fol escaldada,
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sobretudo na agua a 59°C. Porém dchromobacter crascew mais na
pele nao escaldada. Este fato sugere, portanto, gue as Ccarcagas
escaldadas a 59°C poden ter vida de prateleira mais curta gue
aquelas tratﬁ&as a 5400, o gue explica a vida de prateleira ma-
ior mencionada por Ziegler and Stadelman (1955 a} guando usaram

agua a 54°C no escaldamento das CaArcagas.

Essary et al (1958} estudaram ¢ efeitc de diferen
tes temperaturas e tempos de escaldamento na vida de prateleira
de frango frigorificade e acharam gque © tratamento a 539C duran-
te 60 segundos aumentava em mais um dia a vida de prateleira do
que gquando £€ usava agua a 59YC durante o mesmo tempo. Neste es—
tudo também observou-se gue a vida de prateleira era 3 & 8 dias
maior gquande as carcacas eram resfriadas durante 4 horas compara

‘das com as resfriadas por 16 horas e processadas nas mesmas con

digoes.

Clark and Lentz (1969}, num trabalho sobre o.efel
to das condigdes de operagao na gualidade microbioldgica das car
cagas, concluiram que a contagem de psicrotroficos aumentava a~
pds o resfriamento, apesar da contagem total microbiana ter dimi
nuido. Pensa-se, portanto, gue a etapa de resfriamento & decisi-
va na determinacac da vida de prateleira de frango frigorificado,
j& gue, segundo os autores acima, © porcentual de psicrotrdficos

presentes na carcaga cresce nesta fase.

Mead (1975) classifica os métodos de resfriamento

de frango em "Gmidos™, que envolvem ¢ usc de agua com ou sem ge—
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lo, e "secos", gue usam ar frio ou outros gases como agentes res
friadores. Algumas vantagens e desvantagens dos diferentes méto
dos de resfriamento sao apontados nos trabalhos de Mead {(1975) e

Thomson et al (1974).

-

Casale et al (1965) estudaram o efeito dos trésmd
todos de resfriamento de carcagas na contaminagao microbiana e
na sua vida de prateleiras. A contaminagio menor se obteve na-
guelas carcagas tratadas com aguatgelo, seguidas daquelas resfri
adas com Agua a 0,6°C e, finalmente, a contaminag3o maior apre -
sentou~se naquelas resfriadas com ar a 4,406. As contagens ime-
diatamente épés o resfriamento variaram de menos de 100 a 72.000
micrarganismos/cmz. A decomposicao se apresentou aos 7 dias de
estocagem a G,BQC nas carcag¢as resiriadas pelos métodos Gmidos e,

nas resfriadas com ar a vida de prateleira foi um pouce menor.

Bssary et al (1960) fizeram uma pesquisa socbre o
efeito do tempo de resfriamento com Agua adicionada cu nao de
clorotetraciclina, na qualidade microbioldgica das carcagas e de
monstraram gue tempos maiores resultavam numa contagem mais al~-
ta. Também observaram gque o uso de tetraciclina na dgua de res-
friamento abalxava a contagem microbiana, sendc gue a mendr con-—
tagem foi obtida quando as carcagas eram resfiriadas durante 2 ho
ras com agua com clorotetraciclina, mas nao fagem mengac ao ni

vel de antibidtico usade na aAgua.

Num trabalho feito por MeVicker et al (1958}, com
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parocu-se 0 efeito microbicida de clorotetyraciclina ou oxitetraci
clina em concentragCes de 10 ppm cada na &gua de resfriamento -
que, por sua vez, continha 20 ppm de cloroe. As carcagas foram ©o
locvadas em gelo e estocadas na geladeira a ?,2QC. 0 maior efeito
hactericida se obteve com clorotetraciclina e, no caso de oxite-
tracicliina, as contagens microbianas foram ligeiramente inferio-
res Aguelas de frangos nao tratados com antibidticos. Os frangos
tratados com clorotetraciclina se estragaram apds 16 dias de es-—

tocagem, enguanto que 0s nao tratados, aos 10 dias.

Kohler et al (1955) resfriaram carcagas inteiras
e retalhadas, em agua contendo 0, 3, 10 ou 30 ppm de clorotetra-
ciclina, variandc o tempo de resfriamento de 5 minutos a 24 ho-
ras & estocando a carne a B,OOC. Eles conclulram gue o tempo ne-
cessdrio para as carcagas atingirem 107 microrganismos/g foi 7
dias para o caso das nao tratadas e de 14 a 21 dias para os fran

gos tratados com 10 ou 30 ppm de clorotetraciclina.

Num outro estudo scobre o usc de antibidticos no
processamento de frango, Ayres et al (1356} usaram clorotetraci-
¢lina em conaentrag&es de 0, 1, 3, 10, 30, 90 e 270 ppm assim CO
me 3, 10 e 30 ppm de, respechtivamente, oxitetraciclina, tetraci-
clina ou estreptomicina na dgua de resfriamento a l,?OC e resfria

menta durante 2 horas em todos 08 CasSO0Ss.

As contagens totais nos frangos tratados com 30

ppm de clorotetraciclina mantiveram-se em volta de 105 microrga
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nismos/cm nes primeiros 4 dias de estocagem, enguanto gue, nos

frangos nao tratados, foram de quase 1 milhécjcmz.

Apds 4 dias de estocagem das carcagas, a agao
bactericida da clorotetraciclina em fungac das concentragoes usa
das apresentou-se em ordem decrescente da manelra sequinte: 30
270 90 10 3 1 0. Apds sete dias de estocagem o comportamento fol

30 90 270 3 10 1 ©.

A conclusao principal tirada deste trakalho & gue
concentragoes de 3 ou 10 ppm de clorotetraciclina foram as mais
eficientes no prolongamento da vida de prateleira das garcagas.
Semelhante observagac fol feita por Wells et al (1957) e Vaughn

et al {1957) usando antibidticos do grupo das tetraciclinas,

walkery and Ayres {1958} guantificaram os residuosw
de clorotetraciclina, oxitetraciclina e tetraciclina em carcagas
resfriadas com agua contendo 10 e 30 ppm de cada agente microbi-
cida e avaliaram o efeito do antibidtico residual na resistencia
dos microrganismos causadores da decomposigao do frango frigori-
ficado. Os resultados mostraram gue durante as primeiras 48 ho-
ras apds o processamento a concentragac na carcaga diminuia rapi
damente, estabilizando-se 2 dias depois. As concentragCes resi -
duais dos respectivos antibidticos mudaram segundo o tratamento
aplicado durante o resfriamento. Foram maicres enguanto era  ma-—

ior a concentragac de antibidtico na dgua e malor o tempo de reg
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friamento. As andlises mostraram mais antibidtico residual  nos
frangos resfriados com Agua contendo 30 ppm do antibidtico gue. -
naguelas resfriadas na Ggua com 10 ppm. © mesmo aconteceu com as
carcagas resfriadas durante 120 minutos comparativanmente com as
regfriadas durante 10 minutos. Um fato interessante constatado -
neste estude fol gue a diminuigac da guantidade de antibidtico -
residual na pele durante a estocagem esteve accompanhada por um
acréscimo na parte interna 4o misculo até se estabilizar. 0s au
tores conclulram também gue os microrganismos isolados de frango

tratado com antibidticos eram mals resistentes a estes qus ague-

ies cujo resfriamento foi em agua sem antibidticos.

4 Food and Drug Administration dog Estados Unidos
aprovou o uso das tetraciclinas na dgua de resfriamento de fran-
go (Walker and Ayres, 1958} estabelecendo, porém, gue ©s resi-
ducs na carcaga, imediatamente apds © processamento nao ultrapas

sem 7 ppm, devendo estar ausentes no momento de ser consumido.

0 uso de cloro na adgua de resfriamento de f{rango
e no resto da agua utiiizada pelo abatedouro tem como objetivo e
liminar tanto as bactérias deterioradoras como as de interesse
em satde piblica. A acdo germicida do cloro restringe-se &s bac-
té&rias contidas na Agua, retiradas da carcaga pela agitagao, Jja
gque quando o cloro entra em contato com a matéria orgidnica & ina
tivado. O uso apropriado do cloro na Agua envolve como parame -

tros principais a vazao de Agua/carcaga e a concentragao de clo-

ro vesidual.
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Mead and Thomas {1973 a) testaram trés vazoes de
Ggua {2,5; 5 e 8 1l/carcaga) e trés concentragoes de cloro residu
al, 10 a 15; 25 a 30 e 45 a 50 ppm é fim dg estudar o seu afei-~
5 no nimero de bactérias da agua de resfriamento num sistema de
trés tanques em série. As vazbes acima foram também usadas sem
adicho de cloro. Observou-se que ainda com a concentragdo menor
de cloro residual, 10 a 15 ppm, registrou-se um nimerc de micror
ganismos 4 vezes mencr (no primeiro tangue) do que com agua nao
clorada. A redugao maior se cobteve logicamente com a vazao de 8
1/carcaca e 45-50 ppm de cloro residual cuja agua, apbs o resfri

amento, apresentou contagens menores de 50 microrganismos/ml.

O Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
{Mead and Thomas, 1973 b) estabelece um minime de 1,9 a 3,8‘1 de
Ggua/carcaga para sistemas de resfriamento em tangues com agita—

cac por parafuso e permite o uso livre de cloro.

ziegler and Stadelman {(1%55 b) resfriaram carca-
cas em Agua contendo 0, 10 e 20 ppm de cloro residual e observa-
ram gque o uso de cloro por si 56 aumentava a vida de prateleira
em 1 a 2 dias. O tempo até decomposigac fol guase igual nas duas

concentragoes de cloxo usadas.
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4.3, Técnicas de amostragem de carcagas para contagens microbio-

l&gicas

Tem-se estudado varias técnicas de amostragem da
carcaga de frango a fim de se avaliar a gontaminagac microbiold~
gica existente. As mails utiliiadas partem dos seguintes megtodos
basicos: |

~ Fricgao com cotonete de algodao

¥

Fricgd@o. com cotonete de alginato

Mergulho de carcagas em solugoes salinas

1

Corte de pele de superficie conhecida

Pressao com gel nutritivo sobre a pela do frango.

A amostragem com cotonete de algodac consiste em
friccionar este scbre uma superficie conhecida de pele, colocan~
do-se depois o cotonete numa solugac salina estéril. Em segulda,
agilita-se, preparam-se diluicbes decimais e faz-se o plagqueamento

das diluicdes para contagem das colonias formadas.

O cotonete de alginato usa-se da mesma forma gue

o de algodaoc.

J3 na técnica de tirar a pele, corta-se um pedacgo
de superfleoie conhecida, utilizando-se de bisturi ou faca e de u
ma placa furada para delimitar a Area. Coloca-se a pele numa so-

lugdo salina estéril, agita-se, preparam-se diluicdes e plagueia

53
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Ma técnica do mergulho, colocam-se as carcagas em
recipientes com agua estéril, agita-se fortemente, preparam-se -

diluigobes e plaqueia-se.

Finalmente a técnica do gel consiste em pressio-
nar este contra uma superficie conhecida de pele, seguindo-se -~

sua incubagao para contagem das coldnias desenvolvidas.

Patterson (1972) comparcu as contagens obtidas pe
los métodos do cotonete de algodac com a técnica da retirada de
pele e com a técnica combinada cotonete de algodao-retirada da
pele. O estudo consistiu em amostrar diversas partes da carcaga
e os resultados evidenciaram gue as Greas nmais contaminadas fo-
ram o pescogo seguido das costas e do ventre. Dos métodos de a-
mostragem usados, o melhor foi aguele combinando cotonete de al
godao-retirada da pele, seguido pelo método da returada da pele

sem combinagac alguma.

Mead and Thomas (1973 a) conclulram gue a amostra
gem de carcagas, retirando-se a pele com uma faca, = apresentava
contagens maiores do gue guando os frangos eram mergulhados em

solugdo salina e agitados.

ayres et al (1950}, num estudo sobre os tipoes de
microrganismos deterioradores de frango frigorificado, acharam
contagens maiores pela técnica da retirada da pele do que pela

friccdo do cotonete de algodao.
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Fromm (1959) fez uma pesquisa com o objetivo es~
pecifico de comparar os cinco métodos 14 descritos e  concluiu
gue a deteccao maior de microrganismos se obteve com a té&cnica
da retirada da pela, sequida pelas técnicas do cotonete de algi

nato e cotonete de algodao.

Yokoya and Zulzke (1973} compararam as contagens
obtidas pelos métodos do cotonete de algodac e da retirada de
pele e obtiveram contagens bem maiores pelo usc desta Gltima

té&cnica.

A Figura 2 e © Quadre 1, de Fromm (1959) e ¥o-
koya and Zulzke (1975) respectivamente, mostram as contagens

obtidas segundo os métodos usados.

QUADRC 1 - Contagens Microbianas em Carcagas de Frango Obtidas
pelas Técnicas do Cotonete de Algodac e da . Retirada
de Pele (Yokoya and Zulzke, 19875).

Cotonete de algodao Retirada da pele
Repetigao (Nf?fcmz X 10"6) : (M2 /em® x l{)"é)
1 3,70 ' 7,30
2 G,48 1,00
3 0,082 0,14
4 Q,084 0,13
5 0,17 0,39
6 0,22 0,37

7 3,30 4,30




NY mlcrorganismos/cm

-

tempo de estocagem

~—f—  Retirada da pele

—=Bm  cotonete de atginato
Cotonete de algodao

" Gel de agar pressionado

107 m

107

107 1

10°

PIGURA 2 - Comparacao de diversas t&cnicas de amostragem de

carcagas de frango para contager microbiana {Fromm, 1959
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4.4. Metodos para avaliar a contaminacac microbieldgica de fran

go e a sua vida de prateleira

Para se ter uma id&ia da qualidade microbioldgica
do frango frigorificado tem-se usado como critério principal de
avaliacao agquele gue consiste em cheirar as carcagas, metodo or
ganoléptico que geralmente exige o trabalho de uma eguipe trei-
nada e gue somente proporciona duas alternativas de resposta: bom
ou estragade. Existe, portante, uma necessidade de se conhecer-
a qualidade microbioldgica das carcagas a fim de se avaliar a
sua vida de prateleira e as condigoes sanit@rias no processamen-
to. Até agora, os métodos propostos podem-se classificar ems:
a) diretos, como contagem total, contagem de psicrotroficos e
meios seletivos; b) indiretos, entre o8 guails microscopia de es
fregagos da pele, redugao éabxesazurinar redugac do cloreto de
trifenil tetrazblio e fluorescéncia sob luz ultravioleta.

Mallman et al (1958) desenvolveram um meio sele
tivo para contagem de psicrotroficos em frango chamado Fitona Na
coonol Agar, © qual continha NHacconcl HESF como inibidor de bac~
térias mes®filas Gram-positivo. Eles observaram que as conta
gens microbianas no seu meio, gquando incubado a 20 °c durante 72
horas, apresentavam estreita correlacac com aguelas em gue as
bactérias eram incubadas a 4,5 °Cc durante 7 dias em Agayr Mutrien
te e, no momento da decomposigac, as contagens eram praticamente

iguais. Porem, nos primeiros dias de estocagem, a populagao mi
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crobiana em Agar Nutriente foi maior gue a do meic seletivo. Neg
te mesmo trabalhoe, usoun-se © melo seletivo sem agar e adicionado
de cloreto de trifenil tetrazdlio para avaliar a gualidade micro
biologica das carcacgas atraves da redugac do composto acima, ©
gue permitia reduzir o tempo de resposta.

Silliker et al (1958) propuseram o uso do meio B
de King et al (1954) para a determinacgao simultinea da contagem-
total e de Pseudomonas fluorescentes. A contagem total se consi
derou como a totalidade das coldnias formadas e as que apresenta
vam fluorescéncia sob luz ultravioleta foram enumeradas separada
mente. As contagens totais assim obtidas foram comparadas Com
agquelas obtidas em Agar Glicose Extrato de Levedura, mas nao hou
ve uma correlagao aceitavel.

Brant {1975} fez um resumc dos meios seletivos pa
ra psicrotroficos usados na avaliacac da qualidade microbioldgi-
ca de carnes, entre as guais frango.

Dentre os métodos indiretos, Walker et al {1959)
usaram a redugac de resazurina em meic liguide para avaliar a
'cmntaminagéo nicrobicldgica de frango frigorificado. No caso de
carcacgas frescas, o0s tempos de redugéo foram malores que B8 horas
e en frango estragado em volta de 60 minutos.

Wells (1959) encontrou uma relagao entre o numero
de microrganismos na carcaga e o tempo de redugaoc de um meio adi
cionade de resazurina. A resposta, em frangoe estragado, se apre

sentou em cerca e 2 horas.
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Uma controvérsia basica existe no teste da resazu
rina, ja gue estes dois Ultimos autores consideram como ponto £i
nal da redugac deste composto a formagao de uma cor vermelha, en
guanto que Straka and Stokes (1957) acham gue o ponto final deve
ser a descoloragaoc compléta da suspensac microbiana.

Ziegler et al (1954) descreven um método qualita-
tivo rapido para determinar a contaminagao microbioldoica de cax
cagas. A técnica consiste na observagdo microscdpica de esfrega
¢os, preparados da pele das carcagas. O resultado & considerado
negativo (frango aceitavel) guando relativamente poucos microga-
nismos saoc cbservados e positivo (frango egstragado) quando se
apresenta uma alta populagao microbiana, ndo tendo portanto pon

tos intermediarios.



5. MATERIAL E METODQS

Material

- Carcagas de frango evisceradas

- Incubador de temperatura gradiente da Scientific
tries Inc.

- Espectrofotdmetro Baush & Lomb, Spectronic 20

~ Agitador de frascos New Braunswick

- Geladeira com controlador de temperatura Fanem

- Estufas de incubagao Fanem

- autoclave Luferco, modelo 39,208

~ Microschpios Zeiss e Nikon

~ Balanga analitica Mettitler P1200N

- Contador de calorias Erma da Optical Works Lid.

-~ Potencidmetro Corning Digital 110

- Placa metalica com furo eliptico de 8,24 ch

-~ Faca de cozinha

- Pincas

- Meio para contagem total (PCA)

~ Meio de infusao de miolo e coracao {BHI)

- B

Indug



-

5.2, Métodos

5.2.1. Amostragem de frango

As carcagas evisceradas foram coletadas num abate
dource das wizinhangas de Campinas gque abate cerca de 5.000 aves/
hora.

A amostragem consistiu em tomar oito carcagas cop
secutivamente, apds resfriamento e embalagem, colock~las em cail
xas de Isopor, envolvendo-as com gelo moido e transportd-las ime

diatamente ao laboratdrio para as corregpondentes analises.

5.2.2. Contagens microbiologicas

Dyas carcagas eram separadas para analises micro-
bioldgicas logo ao chegarem no laboratDrio e as outras seis eram
estocadas a 4 - 5 °C para contagens microbianas apds 48, 96 e
144 horas. Usando a técnica de Yokova and Zulzke (1975) corta -
ram-se cinco pedacos de pele de cada carcaga {area total de
82,4 cmzj, colocaram—se num frasco Erlenmever contende 100 ml de
solucdo tampao pH 7,2 (Standard Methods for the Examination  of
Dairy products, 1972) adicionada de 1 ml de Tween 80 & 2 g de
areia grossa estéril. Em seguida o material foi agitado durante
15 minutos a 300 rpm no agitador de frascos. Posteriormente -
prepararam-se diluigoes decinais, inocularam-se placas Petri com
1 ml de cada diluigac e cobriram-se com o meio para contagem to
tal {PCA). Duas placas de cada diluigac foram incubadas a 30 “c

durante 48 horas e mais duas a 7 °C durante 10 dias para as con-
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tagens total e de psicrotroficos, respectivamente.

5.2.3. Parametros de crescimento da flora contaminante do fran-

ge frigorificado

Tanto nas carcacas analizadas imediatamente apds
© processamento como nas estocadas a 4 - 5 9% durante 48, 96 e
144 horas, fizeram-se estudos de cinetica de crescimento a par
tir da mesma suspensac microbiana usada para contagens microbio-
ibgicas.

Tubos em L pertencentes ao incubador de temperatu
ra gradiente, contendo 9 ml de infusaoc de miolo e coragao (BHI),
foram inoculados com 1 ml da suspensao microbiana obtida da ma
neira mencicnada no item 5.2.2., incubados na faixa de 26 a 45
®C em intervalos de 1 a 2 “Ce agitagac de 70 cicles/minuto. Lei
turas de absorbancia foram feitas em cada tubo a intervalos de
1/2 a 1 hora até se atingir crescimento estacionaric ou leituras
suficientes para se calcular ¢0s parametros de crescimento. Com
os logaritmos das absorbincias e seus tempos correspondentes em
cada temperatura de incubagaoc foram construidos graficos de cres
cimento microbiano. Da reta média tragada, calculou-se a veloci
dade de crescimento (k) e da interceptagao da reta com o eixo do
logaritmo da abosrbancia foi calculado o valor B, usando a £0rmu
la

Ap

R = 1n —
Ao
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5.2.4. Determinacao do porcentual de psicrotroficos em uma Unica

temperatura

Foram preparadas suspensoces microbianas das carca
cas, segundo a técnica descrita no item 5.2.2.. As amostras fo
ram colhidas de frango recém processado e também apds 144 horas
de estocagem a &4 - 5 °C. BAs suspensdes microbianas assim obti
das foram incubadas em BHI is temperaturas de 28 °C e 36 % até
atingir-se a fase estaciondria, ocasiao em gue, colheu-se una
aligquota e fez-se plaqueamento para determinacac das contagens
microbianas total e de psicrotroficos.

Nas carcagas amostradas imediatamente apds ¢ pro
cessamente, os resultados destes ensalos mostraram gue a 28 S '
a proporcao de psicrotrdficos em relagac & contagem total,  foi
ligeiramente inferior.

a 36 %, contudo, a proporcio de  psicrotrdficos
na contagem total foi muito menor, razao pela gual manteve-se a
temperatura de 28 % para os ensalos pesteriores.

Nas carcagas amostradas apbs 144 horas de estoca
gem a 4 ~ 5 OC, a propor¢ac de psicrotroficos foli maior que 2
contagem total guando a temperatura de inﬂubagém era 28 GC, jle]

rém, a 36 °C essa proporcao de psicrotrdficos continuou sendo me

noy .
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de incubagao.

5.2.5. PadrBo de absorbancia x nlmero de microrganismos

visando-se a construir uma curva padraoc foi  pre
parada uma suspensac microbiana (Item 5.2.2.) a partir de frango
coletado imediatamente apds processado. Inoculou-se um tubs em
L contendo 9 ml de BHI com 1 ml da suspensac microbiana, incubou
se & temperatura de trabalho selecionada e agitagao de 70 cicles
por minuto no incubador de temperatura gradiente ate se atingir
uma absorbincia de 0,6 unidades. & partir deste parametro, pre
pararam-se suspensoes micrcobianas com 0,57 (,4 ¢ 0,3 unidades de
zbsorbincia pela adicao de BHI, prepararamwsé diluigtCes para ca
da ahsorbincia, inoculou-se 1 ml de cada diluicao em placa de
Petri e cubriram-se com PCA fundido e resfriade a t 45 Oc. D
plicatas foram incubadas a 30 ¢ durante 48 horas e 7 ¢ durante
10 dias para contagem total e de psicrotroficos respectivamente.
Com os nlimeros de microrganismos achados para cada absorvancia ,

construiu~se uma curva padrac de absorbincia X nimerc de micror-

ganisnos.

5.2.6. Isclamento g_caracterizagﬁo'dos ngicrotrdbficos contaminan

- tes da Carcaga

Pela técnica mostrada no item 5.2.2. foram prepa-
radas separadamente, suspensaés microbianas das carcagas estuda-
das imediatamente ap0s o processamento, e daguelas estocadas a

4 -~ 5 % durante 7 dias (tempo suficiente para ocorrer a decompo
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posigao} . Prepararam-se, em seguida, diluicoes decimals, inocu-
lou~se 0,1 ml de cada diluigao em placas com PCA solidificado ,
féz-se espalhamento com alga de Drigawski e incubaram-se as pla
cas em duplicata a 7°c durante 10 dias.

Com as mesmas suspenstes microbianas inocularam ~
se tubos em L contendo 2 ml de BHI, colccaram-se a 28 °c no incu
bador de temperatura gradiente e gquando a absorbéincia atingiu 0,7
a 1,0 unidade foi pipetado 1 ml de sSuspensao, prepararan-se di
luicdes decimais, inoculou-se 0,1 ml de cada diluicdo sobre pla
cas com PCA solidificado., Féz-se espalhamento com alga de Dri
gawski e incubou-se em duplicada a 7 ©¢c durante 10 dias.

Das placas com um maximo de 30 coldnias, seja das
isoladas da pele de frango, seja do incubador, foram tiradas al
gumas ao acaso e purificadas por esgotamentos sucessivos em pla
cas com PCA solidificado. Apds esse procedimento, cada cultura-—
foi repicada em tubos com PCA inclinado, numeradas progressiva -
mente e estocadas a 5 - 7 “%c. Repicagens foram feitas cada 15-

20 dias para sSe conservar as culturas.

2 identificagdo foi feita com base na classifica-

cdo bacterioldgica do Begey's Manual (Buchanan et al, 1974) e
complementade com o sistema de classificagao especifica “para

Pesudomonas-Aehromebacter de Thornley (19%60).
Os testes morfoldgicos, fisioldgicos e kioguimi -

cos aplicados foram o8 seguintes:
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~ Forma e coloragao Gram

Seguindo a técnica do Manual of Microbiological -
Methods (1957) foram preparados esfregacos de cada cultura para
se aplicar neles 0s reagentes para coloracao de Gram com posteri
or observacio ao microscbpio sob a objetiva de imersic. Forma e
disposigac das células foram registradas em cada cultura assim -
como o tipo de resposta 3 coloragao.

~ Motilidade

Culturas com 24 - 48 horas de incubacao em BHI
foram colocadas com alga numa lamina limpa e cobertas depois com
laminula. Observou-se no microscopioc de contraste de fases para
verificar a presenca de motilidade.

- Redugao de nitrato

0 caldo de nitrato foi preparado segundo a f£Ormu-~
la publicada no Manual of Microbiological Methods (1957). Foran
inoculados 5 ml de meio com as culturas sob estudo e incubadas a
30 °C durante 5 dias. Testou~se diariamente a presenga de nitri
to pela adigac de 1 ml de &cido sulfanilico (0,8 g Acido sulfani
lico em 100 ml Bcido acético 5 N} seguido de 1 ml de alfa-nafti-
lamina (0,5 g alfa~naftilamina em 100 ml &eido acBtico 5 Nj. 0
aparecimento de uma cor rosa, vermelha ou marrom indicou produ -
cao de nitrito. Quando nao houve a produgac dessas cores, © ni
trato nao foi reduzido ou tanto o nitrato como © nitrito foram
reduzidos. Para demonstrar gual dos dois eventos aconteceu adi

cionou-se alguns miligramas de zinco em pd & cultura j& testada
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com Os reagentes acima. A formagao de cor vermelha indicou a re
dugao de nitrato pelo zinco, portanto a cultura ndc reduz nitra
tos. Nenhuma mudanga de cor indicou a redugac de nitratos e de
nitritos.

- Teste de fermentagao -~ oxidagdo

Tubos contendo o meio base de Hugh and - Leifson
{1953) adicionado de 1% de glicose, esterilizada em filtro mil
lipore, foram inoculados em duplicata com as culturas em estudo.
Um dos tubos fol fechado com uma camada de VASPAR (Vaselina-~-Para
fina 50/50 %) . outro com tampao de algodas. Foram a seguir, in
cubados a 30 °C durante 15 dias sendo observados diariamente.

Microrganismos fermentadores da glicose produzi
ram reagac acida (alterando o meio de verde para amarelo) nos
dois tubos. Organismos oxidadores preduziram reagao acida somen
" te no tubo aberto.

- Reagac da oxidase

Pedacos de papel filtro Whatman n®l, de aproxima-
damente 6 cmz, foram colocados numa placa Petri, transferindo-se
para cada papel uma algada de cada cultura previamente Incubada
. durante 24 - 48 horas em PCA a 30 °C. Foram adicionadas uma a
duas gotas de solugac aguosa de diclorhidrato de tetrametil para
fenilendiamina 1% (Kovac's, 1956). Tendo a cultura se tornado a
zul-pirpura em 5 ~ 10 segundos a reagaoc foil considerada positiva.

- Teste da arginina dihidrolase

Tubos contendo 3 ml do meio 2A de Thornley (1960)
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foram inoculados por picada com cada cultura e fechados com VAS-
PAR. A presen¢a da enzima arginina dihidrolase foi conferida com
meios sem arginina e inoculado com o mesmo microrganismo. O apa
recimento de cor plrpura no tubo com arginina e a auséncia dessa
cor no tubo desprovido do amincacido testado indicaram a presen-
¢a de dihidrolase no microrganismo.
- Coloracac de flagelos
0 método de Rhodes (1958) foi usado nas culturas

gque apresentaram motilidade positiva. L&minas novas foram mer
gulhadas em solugac sulfocrdmica durante 2 - 3 dias. Depois la
vadas com agua destilada, alcoel etilico 95% e secadas em estu -

fa a 55 “C. Antes do teste foram colocadas numa placa quente du
rante cerca de uma hora a} ja frias, guardadas em frascos fecha-

dos. Culturas com 24 - 48 horas de incubagao em tubos com  PCA

inclinados foram adicionadas de 2 -~ 3 ml de Agua estéril para
preparar uma suspensac microbiana da gual transferiu-se uma cu

duas gotas para um extremo da 18mina. Esta inclinou-se suavemen
te para a gota escorregar até o outro extremo e deixou-se secar

a4 temperatura ambiente. Pingou-se 1 ml de mordente de tanato fer
rico sobre a lamina e deixou-se atuar durante 3 ~ 5 minutes, 1la
vou=~se com agua destilada e pingou~se mais 1 ml da solugao fixado
ra de nitrato de prata amoniacal, atuando durante 3 - 5 minutos.

Lavon-ge e secou-se em estufa a 55°C. A presenga, nimero e dispo

sigao de flagelos foi conferida no microscdpio, usando-se objeti
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va de imersac.

- Resisténeia a antibidticos

Discos de papel impregnados com antibidtico {(Mul-
toidisk Oxoid) foram usados para testar resisténcia microbiana a
penicilina, tetraciclina, cloramfenicol, ampicilina, oxaciclina
e cefaloridina. |

Placas de Petri com PCA solidificado foram inocy
ladas com 0,1 ml de cada suspensao nmicrobiana preparada com cada
cultura previamente inoculada em BHI e incubada a 30 “e “durante
24 horas. Féz~se o espalhamento com alga de Drigawski e colocou
se um multidisco com os antibidticos incubando a 30 °c  durante
24 - 48 horas. A resisténcia ao antibidtico fol considerada po
sitiva guando o crescimento microbiano se apresentou em volta do
disco e negativa guando apareceu uma circunferéncia clara ac e
dor do disco.

- Teste de fluorescéncia

Para se determinar a producdo de fluorescéncianas
culturas isoladas, foi usado meic B de King et al {(1954). TForam
inoculadas as culturas sobre o meio solidificado e incubadas a
30 ©C durante 24 - 48 horas. A produgao de fluorescéncia foi

determinada por exposicao das placas a luz ultravioleta.

5.2.7. AvaliacBo da populagao microbiana de carcagas de  frango

pelo meétodo proposto

As populacdes total e de psicrotroficos nas carca
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cas apbs 0, 48, 96 e 144 horas de estocagem, foram avaliadas u
gsando a metodologia descrita a seguir:

- A partir dos resultados das contagens total e
de psicrotrbficos obtidas no laboratdrio calcularam-se as absor-
bancias correspondentes (Aop) com base nos graficos padroes inse
ridos no capitulo seguinte.

- Com as absorbancias calculadas e com aguelas ob
tidas através do prolongamento da tangente da curva de cresci -
mento atd tempo zero (Ap)., & temperatura de 28 GC, foram calcula
dos valores Rl sequndo a formula Rl = 1in 22" ., {Com os resul-
tados obtidos nos diversos experimentos calcnlgu-se o valor mg
dic de Rl‘

- Com os valores das velocidades de crescimento a
28 OC, obtidos dos ¢raficos de logaritmo de absorbancia ¥ tempo
de incubagdc, calculou-se o valor médio de k.

- Com as equacoes de crescimento microbiano e do
fator R, fol desenvolvida uma relagcac matematica para se avaliar
a contaminacac microbioldgica inicial das carcagas, valendo-se
dos valores médios de k e R1 assim como de dados do cresgimento-
da flora microbiana do frango incubada a 28 “c.

Equagac A {Crescimento microbiano) :

al*

in — = kt
Ap

(*) Al & a absorbincia num tempo t gualquer, porém dentro da fa

se exponencial de crescimento.
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Bquagao B {Fator R):

Ap
R = 1n —
1 Aop

Substituindo-se 1n Ap de B por 1ln Ap de A tem-se:

in Al - 1ln Ap = kt

in Al - Rl - ln RAop = kit

In Aop = 1n Al - R, - kt, gue chamaremos de equa-~

gao C.
- Com o valor de Aop, caloulado usando a equa
cho C, pode-se entdo avaliar a contaminagac microbiologica da

carcaga com base nos graficos padroes.

5.2.8. Energia de ativacae de culturas puras de psicrotrbficos

fulturas puras isoladas sequndo © metodo descrito
no 1tem 5.2.2. foram transferidas para meioc BHI e incubadas a iz
“¢ por 10 horas. A,partif da suspensao microbiana de cada cultu
ra, inocularam-se tubos em L contendo meie BHI e incubaram-se a
diversas temperaturas na faixa de 10,5 © a 34 °. BAs leituras -
de absorbancia foram registradas de 30 em 30 minutos em cada tem
peratura de incubagac e com os dados obtidos construiram~se gra

ficos de logarIitmo absorbancia x tempe. Das curvas tragadas cal
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cularam-se as velocidades de crescimento em cada temperatura de
incubagao estudada.

O0s graficos de Arrhenius {logaritmo X X lf tenpe-
ratura absoluta) foram construidos para cada cultura e da Curva
tracada calculou-se a energia de ativacao através da equacao

{Farrell and Rose, 1865)

onde:
E = Energia de ativagdo em kecal/mol
kx = Declive da curva no grafico de Arrhenius (°x)

R = Constante Universal dos Gases {1,98 keal/mol QK}



-1

6. RESULTADOS

Neste capitulo apresentam-se 085 resultados dos ai
ferentes experimentos que foram realizados no laboratdrio valen
do-se dos materiais e metodos expostos no capitulo anterior e
dos calculos matematicos realizados a partir dos mesmos  experi

mnentos.

6.1. Contagens microbianas

No Quadro 2 apresentam-se as contagens total e de
psicrotroficos obtidas em carcagas de frango analisadas apbs 0,
48, 96 e 144 horas de estocagem a 4 ~ 5 Bc. Mostra-se tambdm a
proprogac de psicrotrdficos na populagac microbiana total em ca

da caso.

6.2. Parametros de crescimento microbianc

A Figura 3 mostra um grafice de cinética de cres
cimento da flora mista de frange incubada a temperatura constan-
te, come um exemplo dos construldos para cada temperatura de in
cubagio de cada amostra de frango tirada apds 0, 48, 96 e 144 hpo
ras de estocagem frigorificada.

Os Quadros 3, 4, 5, 6, 7 e 8 mostram os valoresob

tidos graficamente para os parametros X (hx-l) e R em cada tempe
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ratura de incubacgdo a que foi submetida a flora microbiana da a
mogtra retirada do frango apods 0, 48, 96 e 144 horas de estoca-
gem a 4 ~ 5 Sc.

O Quadro 9 mostra os tempos de duplicagao, em ho

ras, da flora microbiana do frango frigorificado.

6.3. Porcentagem de psicrotroficos na flora microbiana 4o frango

0 Quadro 10 apresenta as contagens total e de psi
crotr&ficos, obtidas durante a fase exponencial de crescimento
a 28 e 36 °C, da flora microbiana das carcagas, no inicio e  fi
nal da estocagem frigorificada.

0 Quadro 11 apresenta os resultados das contagens
de microrganismos total e de psicrotrdficos em carcacas imediata
mente apds O processamento. Mostra, também, estas contagens
guando a suspensac microbiana das carcagas no inficio da estoca ~
gem, foi incubada a 28 Cc atd atingir uma absorbincia de 0,6 a

6.9 unidades.

6.4. Identificacao de psicrotrdficos na flora microbiana de fran

go

0s resultados dos testes aplicados nas culturas
ispladas ¢as carcagas, no infcio e final da estocagem frigorifi-
cada, estdo nos Quadros 12 e 13. Os Quadres 14 e 15 mostram Os
resultados obtidos através de testes idénticos realizados com

culturas isoladas durante a fase exponencial de crescimento a
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28 °C, das suspensdes microbianas obtidas de carcagas no inlcio

e final da estocagemn.

6.5. Padric de absorbincia X nimero de microrganismos

As Figuras 4 e 5 mostram as curvas padroes  obti
das através da representagao grafica dos valores de absorbéncia
e das correspondentes contagens de microrganismos total e de psi
crotrbficos. Essas contagens e suas respectivas Absorbancias es

tac no Quadro 16.

6.6, Parametros de crescimento de culturas puras

Nas Figuras 6 e 7 mostram~se os valores das velg
cidades de crescimento e dos fatores R para varias culturas  pu
ras de psicrotrdficos, calculados a partir das curvas construl

das com os dados de absorbdncia e tempo de incubagaoc a 28 °c.

6.7. Avaliagdo da contaminacao microbiolbgica das carcagas ana

lisadas

Os Ouadros 17, 18, 19 e 20 contém a comparagao dos
resultados cbtidos na avaliacao das centagens totais das carca
cas, segundo o método descrito no ftem 5.2.7., com agueles encon
trados por plagqueamento,

Nos Quadros 21, 22, 23 e 24 sao comparadas as con

tagens de psicrotrdficos obtidas em laboratéric, com as avalia -
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das pelo método proposto.

0 Quadro 25 mostra a correlagao entre os valores
das contagens de microrganismos totais e de psicrotrificos cal-
culados atraves do méetodo proposto e agueles obtidos pela conta

gem padrao em placa.

6.8. Energia de ativacao de culturas puras de psicrotrdficos

No Quadro 26 mostram-~se as velocidades de cresci-~
mento obtidas para as quatro culturas estudadas.

A Figura 8 apresenta as curvas obtidas guando se
construlram os graficos de Arrhenius em cada uma das culturas a

nalisadas.
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7. DISCUSSAQ

7.1. Contaminacao microbioldgica das carcagas

O Diario Oficial do Estado de Sac Paulo publicado
em 21 de OQutubro de 1978 (pdgina 4), estabelece como maxima per
misivel uma contagem microbiana de 3 % 104jg para carne de fran
go crua. Segundo Mead (1974) 1 g de pele de frango equivale a
lﬁ_cmz, portanto ¢ padrao acima ficaria 3 x 103 microrganismos /
cmz.

As amostras de frange coletadas imediatamente a3
pbs processadas tiveram contagens totais (Quadros 2 e 11} de
1,2 x 104 atd 2,9 k 105 e, portanto, fora do padrac oficial.

Camargo Neves (1578) obteve contagens totais na

2

faixa de 3,6 X 103/cm ate 2,4 x 104/c:m2 nim estudo sobre o efei

to de alguns parametros de resfriamento na qualidade microbiold-
gica de frango processado na regiac de Campinas.

As contagens totais por nos obtidas nao diferem
muito daguelas achadas enm outros paises. Barnes and Impey (1975

2, e Mead and Thomas (197338

contagens totais de 5,4 x lﬂz/cm2 até 5,3 x 105/am2‘ Patterson

registraram contagens de 8,7 x 103/cm

and Gibbs (1975) fazendo andlises peritdicas em abatedouros da
Irianda do Norte concluiram gue contaminacgoes a nivel de 1,6 x
l&éfcmz s30 normalmente encontradas nos frigorificos. Para eles,

contagens acima de lOS/amz indicam a necegsidade de uma pesguisa
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nas condigoes de operagac a fim de corrigir possiveis deficiénci
as.

0 objetivo basico dos padroes microbioldgicos ofi
ciais & proteger o consumidor contra 08 riscos de doengas que po
derd contrair pela ingestac de alimentos contaminados com microx
ganismos nocivos & salide. Esses padroes evidenciam quase que ex
clusivamente a presenga de microrganismos patogénicos e de indi-
cadores de condicoOes higiénicas deficientes no processo e/out no
‘alimento, porém os psicrotrdficos deterioradores nao patogénicos
nao se consideram, pelo menos em frango. Mao entanto, Ayres
(1963} encontrou gue até a época em gue fez sua revisao biblio -
grafica ndc havia um padrac oficial para psicrotroficos em  car
nes frigorificadas. Como nesses produtos sd crescem psicrotrdfi
cos nas condigoes normais de armazenamento®, ele propos um limi-~
te maximo para estes nicrorganismos em carnes moidas, variando
de lUS/g para a venda do produtc em atacado e 105/g no vareio.

S§illiker {1963} opinou na mesma poca gue, a CcoOD
tagem total microbiana proporciona uma informagao Util sobre a
qualidade microbiolbgica de alimentos pereciveis, deteriorados -
por microrganismos na¢ patogénicos na maioria dos casos, mas co
mo se sabe esta t8cnica nao permite concluir sobre a possibilida

de do alimento ser nocivo a salde.

0s autores ja mencionados, Patterson and Gibbs
(19275}, proporcionam limites microbiologicos para frango evisce

rado frigorificado, porém sd consideram contagem total, alouns

(*) 0 termo armazenamento usa-se no sentidoe de estocagem de pro

dutos
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microrganismos patogénicos e indicadores de condigoes sanitarias.
Ayres et al (1950) observaram que a magnitude da
contagem total de microrganismes na carcacga influencia a sua vi

da de prateleira. Carcagas com contagens por volta de 104/cm2

'
tiveram vidas de prateleira de 3 e 5 dias quando estocadas as
temperaturas de 10 e 4,4 Cc respectivamente. Engquanto que conta
gens iniciais por volta de 5,0 x 1ﬁs/cm2 mostraram vidas de pra
teleira menores do gue 2 dias quando estocadas nas mesmas tempe-
raturas.

RBarnes (1976) menciona gue entre os fatores gque
influenciam a vida de prateleira das carcagas estao o nimero e
tipos de microrganismos psicrotrdficos presentes imediatamente 3
pOs ¢ processamento.

Barnes and Impey (1968) inocularam carne moida do
peito e coxa de frango com microrganismas'psicrotréficos {40%
Peeudomonas + 60% Aeinetobacter) até se obter uma contaminagao -
Ae 105/g. As amostras foram armazenadas a 1 % e apresentaram o

dlores desagradaveis apos aproximadamente 6 dias para a carne da
coxa e 8§ dias para a carne 4o peito.

Ciark ({1968} inoculou pele retirada de frango, la
vada com detergente e enxagoada com agua esteril, com microrga -
nismos.psicrotréficos (Ps eudomonas~Aehromobacter) em proporgoes-

iguais, atd atingir uma contagem de 2,5 X lDé/cmz. As amostras

de pele foram armazenadas a 1 ©c e a deterioracgade ocorreu em

aproximadamente 8 dias.
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Esses trabalhos destacam que a presenca de psicro
trbficos nas carcagas imediatamente apds © processamento influen
eia a vida de prateleira.

Entretanto, nao se detectou nas pesquisas relacio
nadas neste trabalho, relagac contrastante entre vida de prate -
leira e concentracgio de psicrotrdficos, talvez porque nao se ob
teve casos com contagens inicilais de psicrotroficeos suficiente -
mente elevadas para se observar tais diferengas; ja que as con
tagens obtidas foram de 2,7 X lOchmz até 2,5 x 104/cm2 e 0o apa

recimento de odores desagradaveis ocorreu apds 7 dias.
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7.2. Parametros de crescimento da flora microbiana do frango ar-

mazenado sob refrigeracao

Os valores das velocidades de crescimento obtidos
para a flora microbiana de frango incubada 3s diversas temperatu
ras estudadas, foram em geral, mais altos guanto maior. a tempera
tura de incubacgao sendo gue a velocidade maxima foi a correspon-
dente as temperaturas de 39,5 °c ou 41,5 Yc. Isto se deve ans
migrorganismos mesﬁfilos gsobreviventes nas baixas temperaturas
de estocagem das carcagas Ou a0s poucoes psicrotrdficos que podem
crescer nestas temperaturas.

Ingraham (1958) relata velocidades de crescimento
da ordem de 1,50 hrrl para Pseudomonas Aeruginosa e de 1,90 hr“l
para E. coli gquando incubados a 42 ©c. Istc'apoia a constatacgao
da presenga macica de psicrotrdficos apts 144 horas de estocagem
frigorificada, guando as velocidades de crescimento atingiram va

1 a 41,5 OC {Ouadros 5, 6 & ).

lores maximos por volta de 1,5 hr~

Os tempos de duplicagao da flora psicrotrdofica do
frango estocado a 4 - 5 Y (puadro 9) oscilaram desde 11,7 horas
até 14,3 horas. Ingraham {1958} achou tempos de geragao de 7 a
10 horas para culturas puras de psicrotroficos incubadas a 4 ¢,
Wells (1961) determinou tempos de geracao de 7,6 horas atée 24,4
horas, com uma média de 14,7 horas, em culturas puras de psicro—
trdficos de frango incubadas a 4 ®c. Elliott and Michener {1965

informaram tempos de geracao da ordem de 12 horas em culturas de

N . 0 < -
Pseudomonas & Achromobacter incubadas a 4 "C, 0s guais sao apro-
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ximadamente iguais aos constatados por Dawson et al (19263) en
bactérias psicrotrdbficas de fréngo,

Todos estes dados conferem com agueles achados no
presente trabalho para a flora mista de frango armazenado a
4 - 5 °c (Quadro 9).

Com respeito aos valores R, calculados a partir
das Absorbancias Ao, lidas no espectrofotdmetro, e Ap; calculada
atraves do prolongamento da tangente da curva de crescimento ex
ponencial até tempo zero; cbserva-se que esses valores aumentam
com o incremento da temperatura de incubagao para um mesmo tempo
de estocagem das carcagas e dimipuem com ¢ tempo de estocagem pa
ra ums mesma temperatura de incubagdo (Quadros 3, 4, 5, 6, 7 e 8).

O parametro R, quando calculado para uma tempera
tura de incubagac de 28 %, proporciona uma idéia do tempo de es
tocagem do produto e da proporgao de psicrotrbficos, visto que o
seu valor nunca foi menor que |7,0} no inicico da estocagem, dimi
nuindo gradativamente com o tempo da armazenagem e O aumento de
psicrotrdficos, até valores por volta de 13,0 a 5,0} apds 96 ho
ras de estocagem e valores de aproximadamente [2,0] &s 144 horas.

Por outro lado, em 4 culturas de psicrotroficos i
soladas de frango deteriorado, os valores R determinados a 28 °c
tiveram valores de (0,4 a 1,28 sendo gue 3 delas mostraram valo

res por volta de |1,20} (Figura 6 e 7).
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7.3. Porcentagens de psicrotrdficos na flora microbiana de fran-

go incubada a diversas temperaturas

A proporcac de psicrotroficos na contagem  total
microblana das carcagas imediatamente apbs processadas, teve va
lores de 6% ate 63% com uma média de 25,3% (Quadros 2 e 11).

Durante o armazenanmento frigorificado das carca -
¢as, observou-se que 08 psicrotrdficos aumentavam gradativamente
atd se tornarem predominantes. Como pode-se observar no Quadvo
2, ands 48 horas de armazenampento, a proporcao de psicrotroficos
teve um valor médio de 78,2% e predominaram totalmente apds 96
horas & 144 horas.

Quando amostras da flora microbiana do frango co
letado imediatamente apOs o processamento foram incubadas a 28°C,
a porcentagem de psicrotroficos encontrada durante a fase expo -
nencial de crescimento, determinada para uma Absorbancia de apro
simadamente 0,7, teve valores de 24% at® 88% com uma média de
57% (puadro 1ll) e esta proporgao atingiu um valor de 94% guando-
os valores da absorbincia foram por volta de 1,2 (Quadro 10). A
proporgao de psicrotroficos foi praticamente igual & contagem to
tal gquando a flora microbiana incubada a 28 O atd crescimento -
exponencial, fol tirada de carcagas com 144 horas de armazenamen
to (Quadro 10).

Por outro lado, incubando-se a 36 °C a flora mi
crobiana do frango imediatamente ap0s processado, a proporgao de

psicrotrdficos atingiu um valor de somente 31% dando porém valg



P

res de absorbincia de 1,2 e, com amostras de frango apbs 144 ho
ras de estocagem, os psicrotrdficos nac predominaram no final da
fase exponencial de crescimento, tal como pode ger obhservado no
Quadro 10.

A decisao de se usar 28 “¢ como temperatura de in
cubagio para calculo dos parimetros k e R a fim de se obter a es
timativa da populagdo microbiana inicial através do metodo pro -
posto (Item 5.2.7.), fundamentou-se no fato da proporgao de psi-
erotroficos ser guase igual & contagem total guando a suspensao-

microbiana retirada das carcagas cresceu até o final da fase ex

ponencial.
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7.4, Géneros microbiancos contaminantes no frango frigorificado

Os psicrotrdficos isolados das carcagas no inicio
da estocagem frigorificada foram todos bastonetes ou cocobacilos
Gram-negativo. A identificagdc das culturas através dos resulta
dos dos testes mostra gue s0 uma das 15 pertence ao género Pseu-
domonas visto gue apresentou fluorescencia, foi arginina dehi -
drolase positiva, oxidase positiva e motilidade (cultura 10 do
Quadro 12} .

Pertencentes ao género Moraxella sao as culturas
i, 2, 7, 8 e 15 (Quadro 12) 1j& que nao apresentam motilidade,
sao oxidase positiva e sensiveis a penicilina.

Como Acinetobacter classificam~se as culturas 3,
4, 6, 9, 11, 12 e 14 (Quadro 12) devido a que nao possuem motili
dade, sio arginina negativa, oxidase negativa e resistentes a pe
nicilina.

5 cultura 5 pertence ao género Flavobacterium vig
to a produgao de pigmento amarelo principalmente. .A cultura 13
foi classificada como género semelhante a Morazxella porque segun
do o Bergey's Manual sac microrganismos que compartem caracteres
comuns a Moraxella (oxidase positiva) e Acinetobacter (resisten
tes a penicilina) e sao principalmente encontrados em carnes de
aves e peixes frigorificados.

No final da estocagem frigorificada, a totalidade
das culturas ispladas pertencem ao género Pseudomonas {Quadro

13). As culturas 5, 12, 13 e 14 apresentan fluorescéncia e as
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demais sao Pseudomenas nao fluorescentes.

Das 16 culturas isoladas durante a fase exponenci
al de crescimento, no incubador a 28 OC, da suspensao de micror-
ganismos no inicio da armazenagem do frango, 15 pertencem ao g
nero Acinetobacter e a cultura 16 do Quadro 14 apresentou todas
as caracteristicas de Acinetobacter exceto a tesisténcia a peni-
cilina.

Da suspensEO'miérobiana amostrada das carcagas no
final da estocagem e incubada a 28 OC, foram iscladas 15 cultu -~
ras na fase exponencial de crescimento desta suspensao. As de
nominadas com os numeros 1, 4, 5, 8, 12 & 13 (Quadro 15) perten-
cem ao género Acinetobacter, as culturdas 2, 6, 7 e 10 do meswo
Quadro 15 sao Pseudomonas fluorescentes, as 11 e 14 sao Pseudomo
nas nao fluorescentes. As culturas 3 e 9 (Quadro 15) sao do g€
nero Aervomonas visto que as suas caracteristicas principais sao
a fermentagao de glicose, arginina dehidrolase negativa e onxida-
se negativa. A cultura 15 apresentou todas as caracteristicas-
de A;ineﬁobacter exceto a resisténcia a penicilina.

De acordc com a literatura, da flora psicrotrofi-
ca presente no inicio da estocagem frigorificada de frango, aci
ma de 50% sao Acinetobacter e Moraxella, 10 a 28% Pseudomonas e
as demais sao Flavobacterium, fungos, leveduras e outros (Barnes,
1976; Barnes and Impey, 1968; Clark and Lentz, 1969} .

No final da estocagem frigorificada do frango, os

psicrotrdficos predominantes 30 Pseudomonase e Aeinetobacter (Ay
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res et al, 1950; Nagel et al, 1960; Barnes and Impey, 1968). As
porcentagens de Pseudomoras na flora psicrotrdofica do frango de
teriorado vao desde 70% (Barnes, 1976}, 89% (Nagel gt al, 1960 )
até 90% (Barnes and Thomley, 1966).

| 0 fato de no presente trabalho ter-se isocolado so
mente Pseudomonas no final da estocagem frigorificada do frango
{Quadro 13), nao significa a auséncia de Adeinetcbacter ou outros
céneros, ja que da suspensac microbiana amostrada das carcagasde
terioradas e incubadas a 28 OC, foram isoladas culturas de 4deing

tobacter e Aervomonas.
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7.5. Avaliacao das populagOes microbianas total e de psicrotrofi

cos pelo metodo proposto

As contagens microbianas totais determinadas pox
plagueamento das amostras de frango no tempo zerco da estocagem ,
tiveram valores {(log n? de micrcrganismms/bmz} de 4,079 ateé
5,477. Para essas mesmas amostras as contagens totais avaliadas
pelo método descrito no presente trabalho, tiveram wvalores de
4,230 até 5,041 {Quadros 17 e 25). O coeficiente de correla -
gao calculado pelo método dos guadrados minimos (Hewlett-Packard
Co, 1975) para comparar os resultados avaliados pelo método pro
posto com aqueles obtidos no laboratbrio, teve um valor de 0,95.

Quando se aplicou o método proposto na avaliagao
das contagens de microrganismos totais em carcacas com 48 horas
de estocagem, os valores obtidos (log N?/cmzj foram de 4,959 ate
5,886 contra 4,792 e 5,799 do método de contagem padrao {Quadros
8 e 25). O coeficiente de correlagao neste caso foi de 0,91.

Para frango com 26 horas de estocagem, os valores
da contagem de microrganismos totais cobtidos no plagueamento
{log N?/cmzl foram de 5,708 até 6,699 enguanto gue os obtidos pe
10 metodo descrito no Item 5.2.7. foram de 5,716 até 6,763 (Qua
dros 19 e 25). O coeficiente de correlagao entre os valores ob
tidos pelos dois métodos foi de 0,87.

Ja para os valores obtidos por ambos métodos, nas
contagens de microrganismos totais em carcagas com 144 horas de

estocagem, ¢ coeficiente de correlacao foi 0,64 (Quadro 25). Es
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sa baixa correlagao se deve, possivelmente, a presenca de Propoy
cao elevada de psicrotrdficos na amostra gue interfere na curva
de crescimento a 28 °C.

Quando se compararam as contagens de microrganis
mos psicrotroficos nas carcagas ao inicio da estocagem, observou
se gue os valores obtidos {(log N?/cmz) pelo plagueamento foram
de 3,431 ate 4,398 enguanto que os calculados usando o método
proposto, foram de 3,716 até 4,518 (Cunadros 21 e 25). A compara
g&o dos valores obtidos entre os dois métodos, mostrou um coefi-
ciente de correlagao de 0,94,

No frango com 48 horas de estocagem, as contagens
de microrganismos psicrotrdficos (log N?/cmz) obtidas no labora
torio, oscilaram de 4,716 até 5,431 e as avaliadas pelo meto~
do proposto foram de 4,813 até 5,690 (Quadros 22 e 25). O coe
firiente de correlagao neste caso teve um valor de 0,83,

Quando as contagens de nicrorganisnos psicrctrﬁfi
cos foram feitas por contagem padrac em agar nas Carcacgas anos
tradas ap®s 96 horas de estocagem, 05 valores obtidoes {log No/
cmzj foram de 5,792 atd 6,785 e as calculadas segundoc ©  metodo
proposto oscilaram de 5,745 até 6,886 (Quadros 23 e 25). A cor
relagac entre os valores calculados e os cbtidos no plagueamen
to, mostrou um coeficiente de 0,82.

JA para os valores obtidos por ambos métodos, nas
contagens de microrganismos psicrotrdficos em carcagas com 144

horas de estocagem, o coeficiente de correlacac foi 0,86 (Quadro

25} .
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Pode-se concluir pelos coeficientes de correlacgao
calculados, que ¢ metodo proposto para avaliar contagens de mi
crorganismos totais e de psicrotrdficos mostra valores mais cor
relacionados com agqueles obtidos pelos métodos de plagueamento

quando o frango tem at@ 48 horas de estocagem.
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7.6. Energias de ativacao de culturas de psicrotroficos

As energias de ativacao cobtidas nas diversas cul
turas de psicrotrBficos mostraram valores de 6.000 kcal/mol para
Flavebacterium (cultura 5, Quadro 12), 12.200 e 13.400 kcal/mol,
para Acinetobaeter (culturas 15 e 11, Quadro 1l4) e 13.600 kcal/
mol para Pseudomonas (cultura 10, Quadro 12).

Ingraham {1958) encontrou valores de 8.700, 9.0
para os declives (coeficientes de temperatura) 4as curvas no gra
fico de Arrhenius para trés psicrotroficos estudados.

Os resultados obtidos no presente trabalho nos
tram valores de coeficientes de temperatura de 3030, 6060, 6760 e
6860 respectivamente.&s culturas acima citadas.

Apesar da cultura de Flavobacterium apresentar a
menor das energias de ativacac dos microrganismos estudados, nao
2 detectada em frango deteriorado, talvez por apresentar perio -
dos lag maiores que os de Pseudomonasz e Acinetobacter. NO - pre .
sente trabalho observou-se gue estes Gltimos microrganismos apre
sentaram periodes lag por volta de 5 horas a temperatura de incu
bacac de 13,5 OC, enqgquanto gue Flavobacterium necessitou um pe

riodec de 11 horas & mesma temperatura.
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8. CONCLUSOES

- As contagens microbianas totais obtidas nas diver
sas anmostras de frango coletadas imediatamente ap0s © processa -

mento, conferem com aguelas da literatura consultada.

- A proporgac de psicrotrdficos na populagao micro-
biana total nas carcacgas coletadas logo apds o processamento, te
ve um valor minimo de 6% e um maximo de 63%, com a maioria dos

valores por wolta de 25,0% a 30,0%,

- O nmero de microrganismos psicrotrdficos auman
tou com a estocagem frigorificada das carcagas até se - torna-

rem predominantes apds 96 ou 144 horas de estocagem.

- 08 microrganismos psicrotrdficos predominantes nmas
carcagas ao inicio da estocagem pertencia aos géneros Acinetobae
ter e Moraxella com muito pouco de Pseudomonas. Estes Gltimos -

predominaram no final da estocagem.

- 0 metodo proposto para avaliar as contagens total
e de psicrotrdoficos em frange frigorificado, apresentou maior e
xatidao guando aplicado em carcacgas de zero at@ 48 horas de esto
cagem a 4 -~ 5 ®c. BEr todos os casos o coeficiente de correlagao
foi superior a 0,8, exceto para carcagas armazenadas a 144 hs e

comparadas com contagem total.
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EXEMPLO DE CALCULO

Mostra-se a seguir a metodologia de calculo da
contagem total microbiana em frango coletado irediatamente apoOs
o procesgsarento, utilizando para tal fim os valores medios de
kX e R, previamente calculados a partir dos resultados dos diver

sos experimentos realizados, assim como dados de absorbancia e

tempo para o caso particular gue vail-se resolver.

Dados s
K = 0,95 h ™+
Rl = - 1,09978
Do grafico na Figura 3 tira-se o valor de In Al
para um tempo de 10 horas (ln Al = - 1,21).

Utilizando a equagdo in Aop = In Al - R, - Kt cal
cula-gse a absorbincia inicial tebrica correspondente 4 contagem

total inicial na carcaga.

i

In Aop - 1,21 + 1,09978 -~ 9,5

1

Aop 0,00006704
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A partir da curva padrao de mesdfilos {(Pigura 4)
calcula-se a concentracac microbiana correspondente a Aop € gue

representa a contagem total, usando a seguinte regra de trés:

13,3 x 107 No/ml S 0,4
x - — e 0,00006704
x = 2,2 x 107 /ml
x = 2,7 x 10%/en?

¥ = contagem totalftmz
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QUADRO 16 - Contagens de microrganismos totais e de psicrotrdfi
cos na microflora da carcaga de frango recém procesg
sada, obtidas apbs incubacBc em BHI a 28 °C e amos

tradas a diferentes Abscorbancias da fase de cresci-

mento.
Contagem Total Contagem Peicrotrbficos

Absorbancia {NQ /ml) {Ne /nl}
3 3

0,072 4,8 x 10 1,5 = 18
0,300 6,0 x 107 1,7 x 107
0,400 9,6 x 10’ 2,4 x 107
0,500 12,3 x 107 4,0 x 107

7 v,

0,600 16,0 x 10 5,5 = 10
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QUADRO 25 ~ Correlac@o entre os valores das contagens de
microrganismos totais e de psicrotrdficos ob
tidos pelo método proposto com agueles obti-
dog pelo método padrao.

coeficiente de Correlagao
Tempo de Contagem Contagem de
Armazenagem Total Pgicrotroficos
(hx)
0 0,85 0,9%4
48 0,91 0,83
96 0,87 0,82
144 0,64 0,86

B G-
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PIGURA 3 ~ Crescimento em BHI a 293 QC, da flora microbkiana

de frango imediatamente apds o processamento
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FIGURA 4 - Relagdo entre a contagem total e a Absorbancia

dos microrganismos do frango recém-processado,

cultivados em BHI a 28 S
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FIGURA 5 ~ Relagio entre a contagem de psicrotrdficos e a

absorbincia dos microrganismos do frango receém-

processado, cultivados em BHI a 28 e
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FIGURA 6 - Crescimento em BHI a 28 OC, de culturas puras de

psicrotroficos isoladas de frango com 7 dias de es
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