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RESUMO

Com vistas ao estudo do efeito do agente sanitizante
dmmetildicarbonato (DMDC) na redugdo da flora microbiana da superficie da carne
de frango foram realizados, numa primeira fase, 4 experimentos com carcagas ou
partes de frangos, submetidos ao tratamento de imersdo em solu¢do de DMDC a
17°C, variando-se as concentragdes do produto de 2.000 a 25.500 ppm. No
primeiro ensaio, carcagas inteiras de frango foram submetidas ao tratamento de
imersdo em solugdo contendo 25.500 ppm de DMDC por 10 segundos. No segundo
ensaio, peitos de frango com pele e osso foram submetidos ao tratamento em
solug¢do de 5.000 ppm de DMDC por 30, 45 e 60 segundos. No terceiro ensaio,
peitos de frango com pele e osso foram imersos em solugdo de 2.000 ppm de
DMDC por 15, 30 e 60 segundos e,finalmente, no quarto experimento filezinhos de
peito de frango foram tratados por imersdo em solugdo de 2.000 ppm de DMDC por
30 e 60 segundos. Estes ensaios foram realizados visando determinar a relagdo entre
concentra¢do-tempo de exposicdo ao DMDC e a eficiéncia antimicrobiana em carne
de frango, dados ainda ndo disponiveis na literatura. Observou-se a eficiéncia do
DMDC na redugdo da flora de organismos mesofilos na superficie da carmne de
frango.

Visando a otimiza¢do da concentragdo de DMDC e o tempo de
imersdo na solug¢do do produto a serem utilizados para aumentar o tempo de vida-
de-prateleira de carne de frango refrigerada, elaboramos um experimento delineado
estatisticamente pela metodologia de superficie de resposta. Neste estudo, filezinhos
de peito de frango foram submetidos ao tratamento de imersdo em solugdo de
DMDC com concentragdo variando de 0 a 6.000ppm e tempos de imersdo de 15 a
75 segundos.

O estudo de vida-de-prateleira de filezinhos de peito de frango tratados

com DMDC foi realizado por meio de analises sensoriais (odor, cor do musculo e



da gordura e qualidade global) e analises fisico-quimicas (pH e cor da superficie do
musculo pelo sistema CIE L.*a.*b.*).

Os resultados obtidos mostram que o DMDC (4.500 ppm) reduz a
contagem de microrganismos deterioradores e patogénicos da ordem de 1 a 2 ciclos
logaritmicos, melhorando assim a qualidade microbiolégica de filezinho de peito de
frango. A eficacia do tratamento com DMDC esta relacionada principalmente a
concentragdo do produto utilizada, ndo apresentando alterag@o significativa com a
varia¢do do tempo de exposi¢do da came de frango ao produto.

Foi também estudada a eficiéncia do DMDC na redugao de Salmonella
enteritidis PT4 inoculada artificialmente em filezinhos de peito de frango.Observou-
se a eficiéncia bactericida do tratamento a 4.500ppm de DMDC sobre salmonela
nas amostras submetidas ao tratamento de imersdo, com agitagdo do banho.

O tratamento de peito de frango com 4.500ppm de DMDC durante 30
seg. ndo afeta as qualidades sensoriais como: cor da pele e do musculo, e o odor da

carne; também n3o altera o pH da superficie da carne de frango.



ABSTRACT

In order to study the effect of the dimethyldicarbonate (DMDC)
sanitizing agent in reducing the microbial flora on chicken meat surface, initially 4
experiments were made with whole carcasses or chicken pieces, submitted to
imersion treatments in DMDC solutions at 17°C, with different product levels
(2.000 - 25.500 ppm). In the first experiment, whole chicken carcasse03s were
immersed in 25.500 ppm DMDC solution for 10 seconds. In the second one,
chicken breasts with skin and bones, were immersed in 5.000 ppm DMDC solution
for 30, 45 and 60 seconds. In the third experiment, chicken breasts with skin and
bones were submitted to immersion in 2.000 ppm DMDC solution for 15, 30 and 60
seconds and finally in the fourth experiment, little chicken breast pieces were
treated with 2.000 ppm DMDC solutions for 30 and 60 seconds. These experiments
were done in order to determine the relation between DMDC concentration and
exposure time and antimicrobial efficiency in chickens (data not available in the
literature).

The results confirmed the DMDC efficiency in reduction of the
microbial flora of the mesophylic bactéria on the chicken meat surface.

To achieve ﬂﬁs, statistical response surface methodology was used to
optimize the level and exposure time of DMDC for the refrigerated chicken meat. In
this experiment little chicken breast pieces were treated with varying concentrations
of DMDC solution, 0 to 6.000 ppm, and imersion times of 15 to 75 seconds.

The study of the shelf-life of little chicken breasts pieces, treated by
DMDC, was done by sensorial analysis (odour, muscle and fat colours and general
quality) and physical chemical determinations (pH and colour of surface muscle by
the CIE L.* a.*b.* system).

The results showed that 4.500 ppm of DMDC can reduce the spoilage

and patogenic flora in 1 to 2 log-cycle, improving the microbial quality of the little



chicken breast pieces. The results also pointed out that the DMDC treatment
efficiency was mainly related with the concentration showing in significant changes
due to exposure time of the chicken meat to the product.

The efficiency of DMDC in reduction of the Salmonella enteritidis
PT4 artificially inoculated in little chicken breast pieces was tested. Also the
positive effect of the DMDC (4.500 ppm) in reducing salmonelae in samples

submitted to imersion treatment with shaking, was confirmed.



1. INTRODUCAO

O consumo mundial de carnes resgistrou um expressivo crescimento,
de cerca de 16,3%, no periodo de 1991 a 1996. Cumpre destacar o ocorrido com

carne de aves, cujo consumo aumentou 33,18% neste periodo (SILVA, 1996).

No Brasil a expansdo do mercado de carnes foi de 31,6%, sendo que as
aves concorreram com um crescimento de 62,2%. No quadro de ofertas de proteinas
animais no Brasil, em 1995, a carne de aves e os ovos representaram 43%, contra

38% de carne bovina (SILVA, 1996).

O Brasil é o segundo maior produtor de frangos, com 13% de
participag@o no total produzido mundialmente em 1995, que foi de 33,87 milhdes de
toneladas. Os Estados Unidos da América ocupam a primeira posi¢do com 35,7%

de participagao (SILVA, 1996).

Segundo BERAQUET (1992), em substituigdo ao comércio de frango
inteiro, tem-se expandido o comércio do frango refrigerado ou congelado, ja
recortado em partes e embalados em sacos plasticos, bandejas ou caixas. H4 uma
tendéncia natural no aumento da oferta de frango em partes, tanto no mercado
interno como para exportagdo, sendo que em termos percentuais o frango inteiro

representa em média 50% da comercializagdo e as partes, cerca de 45-47%.

De acordo com MULLERAT et alii (1994), a expansdo € o continuo
crescimento deste setor dependerdo, em larga escala, da capacidade dos produtores

em fornecer produtos saudaveis e seguros aos consumidores.

A qualidade da carcaga é mensuravel e representa importante fator
econdmico para os produtores, fornecedores e consumidores. Por isso, para

resultados satisfatérios, deve haver uma interagdo entre todos os setores da



produgdo de frangos: fabrica de ra¢des, granja de matrizes, central de incubagio,

produtores, abatedouros e comerciantes (BASSOI, 1994).

A qualidade da came de aves ¢ considerada 6tima imediatamente apds
0 processamento, € a manutengdo desta qualidade satisfatoria depende do nivel
microbiano inicial das aves e das medidas para minimizar o crescimento dos
microrganismos, que poderdo desenvolver-se sob condigdes erréneas de manuseio
(BRYAN & DOYLE, 1995; CUNNINGHAM, 1982). Os principais fatores
limitantes da vida-de-prateleira da came fresca sdo o crescimento microbiano e as
atividades enzimaticas, que influenciam sua aparéncia e aceitagdo geral (XAVIER

& BERAQUET, 1994).

Entre os microrganismos mais importantes relacionados aos produtos
avicolas podemos citar os deterioradores, especialmente Pseudomonas spp, bem
como o0s patdgenos capazes de causar doengas de origem alimentar (MEAD et alii,
1993; MULLERAT et alii,1994).

A nivel mundial, a freqiiéncia de ocorréncia de contaminagdo por
Salmonella em produtos avicolas, destinados ao consumo humano, tem provocado
ndo apenas danos a saude publica, como também repercussdes adversas por parte
dos meios de comunicagdo. Isto,por sua vez, tem colocado os produtores avicolas

sob grandes pressdes econdmicas e comerciais (BIO-ADD, 1992).

O controle de microrganismos durante o processamento de aves é
essencial para assegurar a qualidade do produto final, tanto em relagdo a ocorréncia
de patogenos como deterioradores (MEAD et alii, 1993). As praticas direcionadas a
inibi¢do destes microrganismos em produtos avicolas, representam expectativas em
relagdo ao aumento da vida-de-prateleira e aceitabilidade destes produtos pelos

consumidores (MULLERAT et alii,1994).

O aumento do consumo de carne de aves resultou em acréscimo no

numero de casos de infecgdes alimentares associadas a estes produtos. Entre as



doengas que podem ser adquiridas pela ingestdo de carne de aves insuficientemente
cozidas ou recontaminadas ou ainda pelo manuseio da carne crua, estio as
salmoneloses e campilobacterioses (BRYAN & DOYLE, 1995). Os riscos de
adquirir estas doengas sdo grandemente influenciados pela presenga de patdgenos
como Salmonella e Campylobacter spp. nas carcagas de aves e conseqlientemente

nos produtos carneos (DOYLE, 1993; MEAD, 1993; MEAD et alii, 1994).

Estes microrganismos quando presentes na ave viva, contaminam
geralmente a superficie de carcagas cruas durante o abate e tendem a disseminar-se
na planta nas fases subsequentes do processamento como escalda, evisceragio,
resfriamento e corte (BRYAN & DOYLE, 1995; MEAD, 1993; MEAD et alii,
1994; MENDONCA et alii, 1994). A contaminagdo cruzada é favorecida pela
natureza e rapidez do processamento nos abatedouros modernos (BREWER et alii,

1995; MEAD et ali1, 1994).

Os prdcedimentos de mspecdo normalmente utilizados em plantas de
processamento incluem medidas preventivas gerais e rigoroso controle da linha de
produgdo, mas ndo conseguem evitar que estas contaminagdes ocorram
(MENDONCA et alii, 1994; MOYE & CHAMBERS, 1991). Aves portadoras de
salmonelas, por exemplo, nem sempre apresentam lesdes especificas, € mesmo que
um pequeno numero de frangos sejam portadores de reduzido numero de
Salmonella em seu trato intestinal, as carcagas que sdo livres do organismo podem
ser contaminadas em varias etapas do processamento (BAILEY & JAMES, 1986;
GIESE, 1991; SHACKELFORD, 1988; TODD, 1980).

Segundo MEAD (1989), as dificuldades em controlar a disseminagdo
de microrganismos durante o processamento de aves incluem: a) a velocidade de
produgdo no abate, que freqiientemente excede 6.000 carcagas/hora em grandes
plantas ¢ mantém as aves muito proximas do inicio ao fim do processo; b)

limitagdes no projeto dos equipamentos, incluindo os empregados na escalda,



depenagem e evisceragdo, que oferecem pouca ou nenhuma oportunidade de
sanitizagdo apds a passagem de uma carcaga e a chegada de outra, ¢) dificuldade de
lavagem eficiente da cavidade abdominal depois da evisceragdo pois as carcagas

permanecem inteiras; d) conservagdo da pele, que tende a reter as bactérias.

Os processos altamente mecanizados desenvolvidos oferecem
vantagens em rela¢do a redugdo de custos e aumento da eficiéncia, porém os riscos
microbioldgicos permanecem (BREWER et alii, 1995). Do ponto de vista de satide
publica ¢ importante limitar a proporgdo de carcagas contaminadas com patdgenos e
minimizar as contaminagdes que ocorrem (MEAD, 1993; MEAD et alii, 1993;
MEAD et ali1, 1994).

As bactérias patogénicas gram-negativas S0 responsaveis por
aproximadamente 69% dos casos de intoxicagdes alimentares nos Estados Unidos,
porém no Brasil, ndo existem dados disponiveis a esse respeito. Com excegdo da
listeriose, grande parte das infecgdes bacterianas podem ser atribuidas a ingestdo de
células viaveis de patdgenos entéricos Gram-negativos (BEAN & GRIFFIN, 1990;
MENDONCA et alii,1994).

Visando aumentar a seguranga dos consumidores em relagdo a ingestio
de produtos de origem animal, constata-se a necessidade do desenvolvimento de
processos praticos que possam efetivamente destruir bactérias patogénicas e

deterioradoras em instalagdes de processamento de alimentos.

Estes objetivos ndo sdo facilmente apliciveis e para alcanga-los é
necessario um controle higiénico sistematico (JETTON et alii, 1992; MEAD et alli,
1994). Diversas medidas tém sido estudadas visando minimizar a contaminag¢do das
carcacas, como o emprego de irradiagdo e acidos organicos, entre outras técnicas.
Outra pratica que tem recebido ampla aceitagdo € o conceito de Analise de Perigos
e Pontos de Controle Criticos (APPCC). Este método propde um meio sistematico

de identificar e controlar os perigos microbiolégicos associados com o



processamento e manuseio dos alimentos e seu uso tem sido proposto para o
processamento de aves e seus produtos (MEAD, 1989; MEAD, 1993; MEAD et
alii, 1993; SIMONSEN et alii, 1987; TOMPKIN, 1990).

Por outro lado, existe grande interesse econdmico no desenvolvimento
de técnicas que aumentem a vida util da came de aves, devido, principalmente, a
necessidade de distribui¢do a lugares distantes para suprimento do mercado interno,

bem como exportagdes (XAVIER & BERAQUET, 1994).

As indistrias de abate de aves percorreram um longo caminho em
espaco de tempo muito curto, investindo em produgio e processamento, mas muitas
pesquisas t€ém que ser realizadas no sentido de melhorar ou manter a qualidade final

das carcagas, por tempo mais prolongado que os atuais 7-8 dias.

O objetivo deste estudo foi verificar a viabilidade do agente sanitizante
dimetildicarbonato (DMDC) na redugio da flora microbiana de carcagas ou partes

de frango.

O DMDC ¢ um agente antimicrobiano, empregado nos Estados Unidos
e Europa, para a esterilizagdo de vinhos. O produto hidroliza-se rapidamente apds a
aplicagio, produzindo metanol ¢ didxido de carbono, sem deixar residuos toxicos. E

eficiente na inativagdo de diversos géneros de bactérias, bolores e leveduras.

Visando a otimizag@o da concentragdo de DMDC e tempo de imersédo
na solugdo do produto em fungdo da wvida-de-prateleira de carmne de frango
refrigerada, foi utilizada a metodologia estatistica denominada Superficie de
resposta. Para este ensaio, as partes de frango foram imersas em solugdes com
concentragdes de DMDC variando de 0 a 6.000 ppm e tempos de imersdo de 15 a

75 segundos.

O estudo da vida-de-prateleira foi realizado por meio de analises

microbioldgicas (contagem total de bactérias mesofilas aerobias ou anaerdbias



facultativas), analises sensoriais (odor, cor do musculo e da gordura e qualidade
global) e fisico-quimicas (pH e cor da superficie do musculo e da pele, pelo sistema
CIE L*.a*.b*.).

Procurou-se também avaliar a eficiéncia do DMDC na redugdo de
Salmonella enteritidis PT4 em filezinho de peito de frango, com contaminagdes
realizadas a nivel laboratorial com nimero de células proximos ao normalmente

encontrados em tanques de resfriamento de frangos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A microbiota da carne de aves

A flora microbiana das carcagas de aves, imediatamente apos o abate,
reflete a populagdo de bactérias mesofilas nas aves antes do abate (RUSSELL et
alii, 1994), portanto é extremamente influenciadd. pelas condi¢gdes microbiologicas

da ave viva (MULDER & BOLDER, 1984).

A flora microbiana inicial das carcagas de aves imediatamente apds o
processamento  consiste de aproximadamente: 35% Micrococcus, 24%
Coryneforms, 16% Lactobacillus, 16% Enterobacteriaceae, 3% Aeromonas e

Vibrio, 2% Pseudomonas (RUSSELL et alii, 1994; RUSSELL et alii, 1996).

RUSSELL et alii (1994; 1996) consideram que 0s microrganismos
encontrados inicialmente nas carcagas em niveis elevados sdo considerados
mesoéfilos. Entretanto, apés o armazenamento das carcagas a 4°C, os organismos
mesdfilos ndo podem competir com o rapido crescimento dos psicrotroficos, como

Pseudomonas,que, em temperaturas baixas, multiplicam-se com maior rapidez.

A vida de prateleira de aves frescas varia em fungdo da flora
contaminante inicial e da temperatura de armazenamento. Apos o processamento €
durante as fases de distribui¢io e venda, as carcagas podem ser expostas a
temperaturas inadequadas de refrigeragdo. Condigdes de abuso de temperatura
favorecem a multiplicagdo de bactérias mesdfilas na carne de aves (RUSSELL et

alii, 1992).



A populagdo bacteriana, na superficie das carcagas de aves cruas, no
final do processamento varia, mas geralmente encontra-se na faixa de 10° a 10°

organismos aerobicos mesofilos / cm* (BRYAN & DOYLE, 1995).

Durante o processamento de aves, a contamina¢do microbiana ¢
indesejavel, porém inevitavel e ocorre como conseqiiéncia das etapas do processo
(CONNER & BILGILI, 1994; MEAD, 1993; MEAD et alii, 1994; THOMAS &
McMEEKIN, 1980). A cada estagio, existem inumeras oportunidades para
contaminagdo das carcagas por microrganismos, podendo ocorrer através daqueles
presentes na planta de processamento ou por contaminagdo cruzada entre as aves
(KAMPELMACHER, 1987, THOMAS & McMEEKIN, 1980). Assim, o nimero
de bactérias na superficie das carcagas pode variar consideravelmente nos diferentes

estagios do processamento (THOMAS & McMEEKIN, 1980).

As aves carregam naturalmente grande variedade de bactérias para a
planta de processamento. Esta microflora pode ser transferida para a superficie das
carcagas durante o abate. A maioria destas bactérias ndo sdo patog€nicas mas
constituem o principal fator que afeta a vida-de-prateleira de aves (CONNER &
BILGILI, 1994).

Bactérias patogénicas como Salmonella spp., Campylobacter jejuni,
Listeria monocytogenes e Escherichia coli 0157:H7 sdo freqiientemente
encontradas em carne de aves (BRYAN & DOYLE, 1995; CONNER & BILGILI,
1994; JETTON et ali, 1992; KAMPELMACHER, 1987, MEAD, 1993;
MORRISON & FLEET, 1985).

Dados sobre a incidéncia de infecgdes alimentares nos EUA,
mostraram que produtos avicolas foram responsaveis por 54% dos surtos ocorridos
entre 1968 - 77. Uma avaliagdo no periodo de 1977 - 1984, mostrou que esses
alimentos foram identificados como veiculos em 33% dos surtos (BRYAN &

DOYLE, 1995; TOMPKIN, 1990).



De acordo com BRYAN & DOYLE (1995), a freqiiéncia de
contaminagdo par Campylobacter jejuni em produtas avicolas varia de 0 a 100%,
com uma média de 62% de positividade. Em carcagas logo apds a evisceragio foi
encontrada uma populagdo de 10° células por carcaga. Estudos realizados por
WALDROUP (1993) ¢ WALDROUP et alii (1992) em cinco diferentes plantas

mostraram que a populagdo de C. jejuni variou de 10* a 10* UFC / carcaca.

Levantamentos realizados em diferentes paises revelam que de 30 a
50% das carcagas de frangos comercializadas refrigeradas ou congeladas sfo
contaminadas com Salmonella (CUNNINGHAM, 1982; DUBBERT, 1988;
KAMPELMACHER, 1987; LI et ali, 1994; MORRISON & FLEET, 1985;
ROBERTS, 1991; SHACKELFORD, 1988; SILLIKER, 1982; TODD, 1980).

A populagdo de salmonelas ¢ baixa e geralmente encontra-se ao redor
de 1 a 30 células, sendo ocasionalmente encontrada ao nivel de 10 UFC / 100 g de
pele (BRYAN & DOYLE, 1995). Outras investigagdes observaram niveis de 5 a
100 células de Salmonella por carcaga ( MULDER & BOLDER, 1984).

CONNER & BILGILI (1994) descreveram que 47 a 80% de aves
coletadas em pontos de venda no varejo apresentavam-se contaminadas com
Campylobacter jejuni, enquanto 17 a 77% de aves frescas apresentavam-se

contaminadas com Salmonella.

No Brasil, estudos referentes a pesquisa de aves portadoras de
salmonelas de materiais colhidos em abatedouros e em produtos de origem animal,

ainda sdo em pequeno numero ¢ sem continuidade (GIORGI, 1982).

Os principais sorotipos de Salmonella freqiientemente descritos em
carmne de aves sdo: Salmonella heidelberg, Salmonella typhimurium, Salmonella
enteritidis (ALTEKRUSE et alii, 1993; HINTON, 1992). A freqiiéncia de S.

enteritidis fagotipo 4 (PT4) aumentou consideravelmente de 0% no periodo de



1979-80 para 16% em 1987 e 21% em 1990 (ROBERTS, 1991; HARGIS et alii,
1995).

O controle de S. enteritidis tem se revelado como um problema
complexo, exigindo ac¢do integrada em multiplos pontos na produgdo de aves.
Enquanto muitos patdégenos causam doengas no plantel, os sinais de infec¢do por S.

enteritidis sao pouco perceptiveis (ALTEKRUSE et alii, 1993; HINTON, 1992).

A disseminagcdo de patégenos na linha de producdo de aves €
grandemente ifluenciada pela natureza do sistema de criagdo , crescimento e
processamento das aves, ou seja, pelas praticas de producdo; desta forma as
salmonelas podem ser introduzidas no ciclo de producdo das aves, desde a

incubadora (ALTEKRUSE et alii, 1993; MEAD, 1993).

Em fun¢do da pressio de mercados competitivos, a tendéncia da
industria de ovos € direcionar sua produgdo em larga escala. De 10.000 a 100.000
aves podem permanecer no mesmo galpao, participando do mesmo suprimento de
ragdo, agua e do sistema de coleta de ovos. Estas condigGes predispdem a
disseminag¢do de salmonelas a partir de fontes ambientais, além do solo, sujeira,
fezes, insetos, racdo e o homem (ALTEKRUSE et alii, 1993; KAMPELMACHER,

1987), como pode ser ilustrado no ciclo de infecg@o abaixo.
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As ragbes ou farinhas de origem animal contaminadas que sdo
preparadas com subprodutos de origem animal como carne, 0ssos, visceras, penas €
sangue sdo considerados como principais veiculos de contaminagdo de aves,
fazendo com que as mesmas transformem-se em portadoras (BIO-ADD, 1992;
SHACKELFORD, 1988). Salmonelas presentes nas fezes também sio transferidas
para penas e pele das aves durante o transporte até o abatedouro (BRYAN &
DOYLE, 1995).

O processamento tende a favorecer a disseminagdo da contaminagdo
microbiana. Um dos problemas mais dificeis de controlar é a contaminagdo cruzada,
que resulta de aerossois, agua do processo e contato entre carcagas e equipamentos
ou maios dos operadores (BRYAN & DOYLE, 1995; MEAD, 1993;
SHACKELFORD, 1988). Também, a velocidade das linhas ¢ tal que fica dificil a
sanitizagdo de equipamentos e utensilios (MEAD, 1993).

Os estagios do processamento freqiientemente implicados como sitios
de contaminagdo cruzada de patogenos sdo: escalda, depenagem e evisceragdo
(HUMPHREY et ali, 1981; KAMPELMACHER, 1987, MEAD, 1993;
NOTERMANS et alii, 1975; SHACKELFORD, 1988; TODD, 1980).

Durante a escalda, patogenos presentes nas penas, pés € pele sdo
lavados. Neste tanque existe ampla oportunidade de contaminagdo cruzada
especialmente quando a agua é mantida a 50 - 58 °C. Sob estas condi¢Ges, ¢ minima
a destruigdo de patogenos presentes. Apesar da reposi¢do continua da agua, os
contaminantes acumulam-se em numeros elevados no tanque (BRYAN & DOYLE,
1995; HUMPHREY et alii, 1981; MEAD, 1993; OKREND et alii, 1986).

Durante o proximo estagio, a depenagem, ocorre consideravel
contaminagio da pele das aves com Salmonella e Campylobacter. Nesta etapa, os
microrganismos sdo disseminados através da contamina¢ido dos dedos de borracha

que esfregam a superficie de cada carcaga. Além disso, aerossois gerados durante a



operagdo, disseminam microrganismos para carcagas, equipamentos, operadores e
outras superficies no ambiente (BRYAN & DOYLE, 1995; HUMPHREY et alii,
1981; MEAD, 1993; CLOUSER et alii, 1995; COX, 1988).

Na etapa de evisceragdo, a transferéncia de microrganismos continua
ocorrendo. A retirada do trato intestinal, quer por operagdo manual ou por
equipamento mecénico, freqiientemente ¢ responsavel por contaminagdo fecal,
devido a cortes e microfuros no intestino. A disseminagdo de material fecal podera
transmitir qualquer patogeno entérico como Salmonella ¢ Campylobacter (BRYAN

& DOYLE, 1995; MEAD, 1993).

Durante a etapa de inspego, aves ndo sadias, podem ser detectadas e
removidas do processamento. Entretanto, aquelas contaminadas por microrganismos
patogénicos, presentes na pele e superficie dos musculos, ndo podem ser detectadas

por inspegdo visual (BRYAN & DOYLE, 1995; KAMPELMACHER, 1987).

Na etapa seguinte, ocorre a lavagem da cavidade abdominal, que ¢ uma
regido geralmente de dificil limpeza. Mesmo com lavagens dentro e fora, muitos
contaminantes permanecem nas superficies interna e externa das aves (BRYAN &

DOYLE, 1995; MEAD, 1993).

No processamento industrial, a imersdo das carcagas em um banho de
resfriamento ¢ utilizada para remover o calor residual e resfriar rapidamente as
mesmas, com o objetivo de inibir o desenvolvimento microbiano e outros processos
responsaveis pela deterioragdo do produto. As carcagas sdo transportadas de uma
extremidade a outra do "chiller" e neste processo, sangue, gorduras ¢ outras -
particulas sdo retiradas e ficam em suspensao na agua (CHANG et alii, 1989,

MEAD, 1993; MEAD et alii, 1994).

Ocorre uma lavagem geral das carcagas durante sua passagem pelo
"chiller", o que resulta em uma redugdo da carga microbiana, mas existem

evidéncias de que ocorre contaminagdo cruzada entre as carcagas (BAILEY &



JAMES, 1986; BRYAN & DOYLE, 1995; KAMPELMACHER, 1987; LILLARD,
1994; LILLARD, 1982).

O fato das bactérias serem "lavadas" das carcagas, resulta em
contaminagdo bacteriana da 4gua do chiller. Por esta razao muitas plantas de
processamento decidiram clorar a dgua do chiller e LILLARD (1982), sugeriu o

emprego de 20 ppm de cloro, quantidade esta permitida em vérios paises.

A contaminagio cruzada durante o processamento pode levar a um
aumento na incidéncia de carcagas contaminadas. Alguns estudos demonstraram que
o numero de carcagas salmonela - positivas aumentou de 3 a 5% antes do
processamento para 36% de positividade apés o mesmo (CONNER & BILGILI,
1994; LI et alii, 1994).

As praticas de processamento ndo resultam em carcagas livres de
Salmonella ou Campylobacter e muitas bactérias aderem-se firmemente as mesmas

(BRYAN & DOYLE, 1995; LILLARD, 1994; LILLARD, 1989).

Segundo BENEDICT et alii (1991), as salmonelas sdo dificeis de
serem removidas das penas, tecidos musculares ou superficies de equipamentos
apos o abate. Mesmo com 0 emprego de detergentes, sprays sob alta pressdo com
ou sem germicidas clorados, ou por alteragdo de pH em daguas ou solugdes de
lavagem, muitos organismos vidveis permanecem nas superficies das carcagas

(OKREND et alii, 1986; SHACKELFORD, 1988).

De acordo com THOMAS & McMEEKIN (1980), o mecanismo de
contaminagdo inicial envolve a retengdo das bactérias em um filme liquido sobre o
pele, de onde os microrganismos migram e ficam retidos nas saliéncias da pele. As
bactérias ja estdo firmemente ligadas a pele das aves quando estas chegam a planta
de processamento € um incremento deste processo ocorre durante a escalda
(LILLARD, 1989; LILLARD, 1986). Nesta etapa os poros abrem-se para facilitar a
remocdo das penas, permanecendo abertos até as carcacas atingirem o tanque de
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resfriamento, quando os poros fecham-se retendo os microrganismos (BRYAN &
DOYLE, 1995).

Em fungdo da 4gua adsorvida durante a imersdo, certos organismos
como Salmonella aderem-se no material ao redor das fibras de coldgeno e no
material polissacaridico. Isto faz com que os patdégenos firmemente ligados a pele
sejam 1nacessiveis aos bactericidas que possam ser aplicados e assim podem
contaminar todo o processamento (BENEDICT et alii, 1991; BRYAN & DOYLE,
1995; CONNER & BILGILI, 1994; LILLARD, 1994; LILLARD, 1989; LILLARD,
1986; THOMSON et alii, 1979).

JAMES et alii (1992), confirmando esta observagdo, mostraram que a
cloragdo da agua de resfriamento de frangos, ndo diminui o nimero de carcagas
Salmonella-positivas apos a saida das mesmas do “chiller”. Concluiram que o cloro
ndo ataca as células do microrganismo ligadas a pele, porém reduz efetivamente o
numero de salmonelas presentes na agua, prevenindo assim um aumento do mimero

de carcacgas Salmonella - positivas.

Do exposto observa-se que a contamina¢do das carcagas pode ocorrer
em qualquer etapa ao longo do processamento. A intensidade de contaminagio ira
depender da carga microbiana dos animais vivos, bem como dos processos de

sanitizacdo utilizados.



2.2. Sanitizacio da carne de aves

2.2.1. Emprego de agentes quimicos e radiagoes

Uma série de tratamentos quimicos e fisicos para sanitizagdo de carne
de aves tem sido propostos para utilizagdo em plantas de processamento, visando
reduzir a carga microbiana tanto de organismos patogénicos como deterioradores

naturalmente presentes nas aves.

Os compostos de cloro (hipoclorito, acido hipocloroso e cloro) tem
sido considerados como bactericidas de escolha e sdo usados para controlar o
crescimento de bactérias em varias inddstrias de alimentos (FOEGEDING et alii,
1986; LILLARD & THOMSON, 1983; THOMSON et alii, 1979; PARK et alii,
1991; UNITED STATES OF AMERICA, 1994).

Contudo, o emprego de cloro em 4guas que contém matéria organica
pode resultar na formagdo de compostos orgénicos halogenados, tais como
trihalometanos que parecem ter efeito carcinogénico. Também a reagao do cloro
com compostos organicos reduz ou mesmo anula seu efeito bactericida (BRYAN &
DOYLE, 1995;: FOEGEDING et alii, 1986; HARAKEH et alii, 1988; LILLARD &
THOMSON, 1983; LILLARD, 1980b; HATHCOX et alii, 1995; PARK et ali,
1991). Portanto as pesquisas foram encaminhadas a procura de desinfetantes

alternativos.

Segundo BANWART (1979), o tratamento das carcagas com agua
clorada além de limitar o crescimento dos microrganismos deteriorantes, minimiza o

namero de bactérias potencialmente patogénicas como salmonelas, que podem estar



presentes. A eficiéncia bactericida dos sanitizantes a base de cloro é dependente do
tipo e concentragdo do composto de cloro empregado, pH, temperatura, periodo de
contato, tipo de microrganismo e presenga de material organico. Varia¢gdes em um
ou mais dos fatores acima podem levar a resultados erroneos em condi¢Ges

comerciais.

Diversas tecnologias tais como irradiagdo, emprego de dioxido de
cloro, acidos organicos, fosfato trisdédico e ozona, t€ém sido testadas visando reduzir
a incidéncia de bactérias patogénicas em produtos crus de origem animal, como

carnes bovinas e de aves.

Segundo MAREL et alii (1988), os agentes descontaminantes devem
apresentar algumas propriedades importantes, tais como: exercerem atividade
antimicrobiana rapida contra ampla faixa de microrganismos; ndo deixarem residuos
que possam ser prejudiciais a saude do consumidor; serem baratos, faceis de usar e
prontamente disponiveis; serem estaveis e resistentes a presenga de matéria
orgdnica; exercerem sua a¢do em ampla faixa de pH, dureza de dgua e temperatura;

ndo serem corrosivos e serem soliveis em agua (GUTHRIE, 1988).

A irradiagdo tem sido usada para eliminar bactérias patogénicas em
carnes vermelhas e de aves. Diversas pesquisas demostraram que doses de
irradiagdo de 2 a 9 kGy foram eficientes na eliminagdo de patdgenos como
Salmonella typhimurium, [Escherichia coli O157:H7 e Campylobacter jejuni.
Porém, seu uso comercial tem sido restrito, devido aos altos custos de instalagdo
bem como a restricdo normalmente observada por parte dos consumidores em
relagdo a produtos irradiados (FU et alii, 1995; KAMAT et alii, 1991; KAMAT &
NAIR, 1995; KAMPELMACHER, 1987, LAMUKA et alii, 1992; LEWIS &
CORRY, 1991; MULDER, 1984; THAYER & BOYD, 1993; THAYER et ali,
1992).



XAVIER & BERAQUET (1994), em uma revisdo sobre o emprego de
irradiacdo em carne de aves descreveram as doses recomendadas e seus efeitos na

qualidade geral da carne.

Numerosos estudos realizados descrevem o efeito inibitorio do
abaixamento do pH e de diferentes concentragdes de acidos orgénicos como latico,
acético e citrico, oferecendo possibilidades de reduzir a contaminagdo por
Salmonella sp, Listeria monocytogenes e Escherichia coli O157:H7 na superficie
de produtos carneos crus (DICKSON, 1991; MAREL et alii, 1988; MAREL et
alii,1989; MULDER et alii, 1987, OKREND et alii, 1986; SILVA, 1996;
SMULDERS et alii, 1986; ZEITOUM & DEBEVERE, 1991). Dentre eles, o 4cido
latico tem sido descrito como um agente descontaminante promissor (SMULDERS

et alii, 1986).

A atividade antimicrobiana exercida pelos acidos organicos depende de
fatores como: redugdo do pH do meio, minimizagdo da dissociagdo do 4cido e
maximiza¢do da toxicidade da molécula do 4cido. Os acidos fracos tendem a ser
mais eficientes que os dcidos fortes pois acidificam o interior da célula,
acumulando-se no citoplasma. Um pH abaixo de 5,5 € necessario para reduzir o
crescimento microbiano. O efeito antimicrobiano varia com o acido usado e com a

espécie microbiana (XAVIER & BERAQUET, 1994).

SMULDERS et alii (1986) realizaram um extensa revisdo sobre a
aplicagdo de acido latico para descon’m’rﬁnagz‘io de carnes e concluiram que a
eficiéncia do tratamento depende de fatores como a quantidade e natureza da
contaminagdo Inicial, além da concentragdo e temperatura em que o mesmo é
empregado. Desta forma, com contaminag@es iniciais muito altas,a concentragdo de
acido latico deve ser elevada para o mesmo efeito letal; quando a contaminacio
inicial € baixa observa-se que o efeito letal, embora significativo, ndo excede a 2 ou

3 ciclos logaritmicos. Em relagdo a concentragio, verifica-se que o efeito exercido



pelo acido ¢ comprovadamente maior quando este € usado em concentrages mais
elevadas, sendo o limite aquele em que comegam a ocorrer mudangas nas

propriedades sensoriais do produto. A eficiéncia antimicrobiana do acido latico é

notadamente maior a 35°C do que a temperatura de refrigerago.

MAREL et alii (1988; 1989) estudaram o efeitq do tratamento de
descontaminagdo de carcagas por tratamento de imersdo em acido latico a 1 e 2%
(v/v) em pH 2,0. Observaram que as carcagas tratadas com 1% de acido latico
apresentaram redugdes bacterianas da ordem de 1 ciclo logaritmico. Porém, o
emprego de concentragdes mais elevadas ou tratamentos subsequentes com este
acido ndo demonstraram redugdes mais significativas na contaminagdo de carcagas

de aves.

A aplicagdo do acido latico pode ser feita por aspersdo ou imersio em
solugdo. No segundo caso deve-se controlar a concentragdo adequada da solugdo
durante o processo, uma vez que o mesmo pode ligar-se a proteinas e peptideos,
perdendo assim seu efeito, devido a diminuigdo da concentragdo (XAVIER &

BERAQUET, 1994).

OKREND et alit (1986) estudaram o efeito do acido acético em
solugdes de 1, 0,2 , 0,1 e 0,028% na destruigdo de Salmonella newport, S.
typhimurium e Campylobacter jejuni, aplicado a temperatura de 52°C, na agua de
escaldagem de aves. Verificaram que as solugdes de concentragdes superiores a
0,1% reduziram drasticamente os trés tipos de bactérias. Como a escaldagem € a
primeira etapa no processo de abate de aves, a diminuigdo de patéogenos nesta fase

pode reduzir a disseminagdo nas etapas seguintes.

DRESSEL & LEISTNER (citado por XAVIER & BERAQUET, 1994)
avaliaram o efeito de uma solugido contendo acido acético (2%), acido latico (1%),
acido citrico (0,25%) e acido ascorbico (1%) na descontaminagdo de carcagas de

frango e observaram uma redugfo de 10 vezes nas contagens das amostras. A vida



de prateleira das amostras tratadas foi aproximadamente o dobro das ndo tratadas,

mas as primeiras apresentaram ligeiro odor acido e palidez.

RISTIC & OSTHOLD (1984) verificaram que os efeitos de varios
acidos (acético, latico, citrico e ascorbico) a 1 ou 2 % , aplicados durante 5
segundos ou 1 minuto, foram semelhantes ao do sorbato de potassio a 20%,

aplicado durante 10 segundos, na descontaminagio de carcagas de frango.

MORRISON & FLEET (1985) avaliaram diferentes tratamentos de
descontaminagdo de carcagas de frango: solugio aquosa de cloro a 50 ppm a 18°C e
a 60°C; solugdo aquosa de cloro a 200 ppm a 18°C e a 60°C; solugdo aquosa de
cloro a 500 ppm a 18°C; solugdo de cloreto de sodio 5% a 18°C; solugdo de cloreto
de sodio 5% a 60°C; solugdo de acido latico 0,25% a 18°C; solugfo de sorbato de
potassio 2,5% a 18°C e a 60°C; solug¢do de fosfato 3% a 18°C e 60°C. Concluiram
que tratamentos de imersdo em solugdes de 200 ppm de cloro ou 2,5% de sorbato

de potassio foram mais eficientes.

HWANG et alii (1995) avaliaram o efeito do tratamento de imersdo da
pele de carcacas de frango, contaminadas com diversos microrganismos
patogénicos, em solugdo contendo 0,5% de acido latico e 0,05% e benzoato de
sodio. Observaram redugdes na populagdo de Salmonella spp, Listeria
monocytogenes, Campylobacter jejuni e Staphylococcus aureus; o tratamento ndo

afetou a qualidade sensorial das carcagas.

ZEITOUM & DEBEVERE (1991) estudaram o efeito do tratamento
por aspersdo com solugdo de acido latico/lactato de sddio tamponado a pH 3,0 em
concentragoes de 2%, 5% e 10% p/v, combinado com empacotamento sob
atmosfera modificada (MAP- 90% CO, e 10% O,,) sobre uma cepa de L.
monocylogenes inoculada artificialmente em partes de frango. Observaram
redugdes significativas no numero de celulas inoculadas e na contagem de bactérias

psicrotroficas, o que resultou em aumentos de 2 a 11 dias na vida de prateleira das



partes de frango. A eficiéncia da mistura tamponada écido latico/lactato de sodio
(pH 3,0) aumentou com maiores concentragdes de acido latico no sistema
tamponado. Os melhores resultados foram obtidos com o emprego da solugdo
tamponada de acido latico 10% /lactato de sodio (pH 3,0), combinado com MAP,

sendo observado um efeito sinérgico dos dois tipos de tratamento.

MULDER et alli (1987) estudaram o efeito de diferentes
concentragdes de 4acido latico e peroxido de hidrogénio como agentes
descontaminantes de carcaga de frango visando a destruigdo de Salmonella
typhimurium. Concluiram que o tratamento com acido latico a 1% e peréxido de
hidrogénio 0,5%, ap6s um periodo de contato de 10 minutos, reduziram em 4 ciclos
logaritmicos a contagem do microrganismo tanto em culturas puras, quanto em

carcagas inoculadas artificialmente.

LILLARD & THOMSON (1983) testaram o peroxido de hidrogénio
(H,0,) como um agente bactericida adicionado a agua de resfriamento de
aves. Verificaram que de 6.600 ppm a 12.000 ppm de H,O, reduziu a contagem total
de organismos aerébios na dgua em 95-99%, ¢ a adigdo de 5.300 a 12.000 ppm de
H,0, reduziu a contagem de £. coli na agua em 97-99,9%. Observaram, porém,
alteracdes na aparéncia e textura da pele das carcagas, que € indesejavel na
comercializagdo das mesmas, mas poderia ser aplicado em carcagas que serao

desossadas.

Virias pesquisas demonstraram o composto didxido de cloro como um
desinfetante de eficiéncia maior ou igual do que o cloro,e seu uso ndo resulta na
formacdo de compostos organicos halogenados como ocorre com 0 cloro. Além
disso,0 dioxido de cloro pode proporcionar agdo bactericida equivalente a do cloro,
mesmo empregado em niveis mais baixos (COSTILOW et alii, 1984,
EMSWILLER-ROSE & KOTULA, 1984; FOEGEDING et alii, 1986; HARAKEH
et alii, 1988; LILLARD, 1980a; LILLARD, 1980b; LILLARD, 1979).



LILLARD (1979), avaliou o efeito bactericida na dgua do “chiller”, de
niveis equivalentes de cloro e didxido de cloro. O diéxido de cloro foi gerado pela
reagao entre uma solugdo de cloreto de sodio e cloro em um sistema apropriado.
Concluiu que, quando introduzidos na 4gua do chiller, em separado, no inicio do
processamento, 20 ppm de cloro e 3 ppm de didxido de cloro foram igualmente
efetivos. Quando introduzidos apés o inicio da entrada das carcagas, 5 ppm de
dioxido de cloro ¢ 34 ppm de cloro foram igualmente bactericidas. O emprego de
1/7 de dioxido de cloro a menos que cloro pode ser menos corrosivo para o

equipamento.

COSTILLOW et alii (1984) também estudaram o efeito bactericida do
diéxido de cloro e concluiram que ele foi 10 vezes mais eficiente do que o cloro ou

solugdes acidificadas de didxido de cloro estabilizado.

HARAKEK et alii (1988) estudaram a eficiéncia bactericida de uma
solugdo aquosa estabilizada de dioxido de cloro, empregando bactérias de interesse
a satde publica como . coli, Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae e Streptococcus pyogenes. Concluiram que o desinfetante

Purogene foi eficaz contra todos os microrganismos testados.

EMSWILLER-ROSE & KOTULA (1984) avaliaram a eficiéncia
bactericida de hipoclorito de célcio e didéxido de cloro, em concentragdes variadas,
sobre 18 culturas puras e 2 culturas mistas de bactérias deterioradoras e patogénicas
normalmente associadas com carne de aves. Concluiram que o didxido de cloro foi

mais eficiente contra bactérias Gram positivas do que contra as Gram negativas.

O uso de ultrasom também tem sido proposto para reduzir a
contaminagdo bacteriana em carcagas de frango. LILLARD (1993; 1994) avaliou o
efeito da aplicagdo de ultrasom juntamente com cloro sobre uma cepa de
Salmonella artificialmente inoculada em pele de frango. Observou redugdes de 2,5 a

4.0 ciclos logaritmicos nas contagens de Salmonella.



Diversos estudos também mostraram que a vida de prateleira de carne
de frango fresca pode ser significativamente aumentada, utilizando-se o
empacotamento sob atmosfera modificada de CO, (SARANTOPOULOS et alii,
1995; SAWAYA et alii, 1993; GILL et alii, 1990).

A atividade antimicrobiana de fostato trisodico também tem sido
avaliada. O produto mostrou-se eficiente na redugéo de microrganismos patogénicos
como Salmonela spp, Iischerichia coli e Campylobacter sp em carcagas de frango
(GIESE, 1993; HWANG & BEUCHAT, 1995; UNITED STATES OF AMERICA,
1994).

RATHGEBER & WALDROUP (1995) avaliaram o efeito do
tratamento de imersdo de carcagas de frango em solugiio contendo mistura de
fosfatos (Brifisol ®) e observaram redugdes significativas nas contagens de
Salmonella spp e Escherichia coli com a aplicagdo do produto. Verificaram que o
tratamento aumentou em 1 a 2 dias a vida de prateleira de carcagas armazenadas a

4,4°C.

Recentemente, um novo sanitizante, Salmide® (etilenodiaminotetra-
cetato de sodio) tem sido estudado e mostrou-se eficaz na redugdo de patdgenos
como Salmonella enteritidis, S. heidelberg, Staphylococcus aureus e Listeria

monocytogenes (MULLERAT et alii, 1994; MULLERAT et alii, 1995).

O efeito de ozona na agua de resfriamento de frangos também tem sido
avaliado (UNITED STATES OF AMERICA, 1994). SHELDON & BROWN
(1986) observaram que carcagas tratadas com ozona e armazenadas a 4,4°C
apresentaram redugdes significativas na contagem microbiana e ndo foram

observadas quaisquer alteragdes sensoriais nas carcagas apos o tratamento.



2.2.2. Emprego de dimetildicarbonato (DMDC)

BAYER (citado por OUGH, 1983), em 1959, foi o primeiro a
introduzir o dietildicarbonato (DEDC), também conhecido como dietilpirocarbonato
(DEPC) para testes antimicrobianos. Outro agente testado, e que mostrou-se

igualmente eficaz, foi o dimetildicarbonato (DMDC).

O dietildicarbonato (DEDC), conhecido comercialmente como
Baycovin, foi amplamente utilizado nos Estados Unidos e Europa para a
preservagdo de bebidas carbonatadas, sucos de frutas, vinho e cerveja, sendo o
processo denominado de esterilizagdo a frio (ROSE, 1983; JAY, 1978; DAVIS,
1972; GENTH, 1971). O DEDC ¢ eficiente na inativagdo de leveduras e bolores
como Saccharomyces cerevisae, Aspergillus niger e Byssochlamys fulva, além de
bactérias ndo esporuladas (SPLITTSTOESSER & WILKISON, 1973; GENTH,
1971). Foi largamente estudado como aditivo antimicrobiano em produtos
alimenticios tais como embutidos (SHIBASAKI, 1969), vinagre (YANAGIDA &
SUMINOE, 1972) e outras bebidas alcodlicas (OKAFOR, 1975).

O DEDC hidroliza-se quando em contato com agua e GENTH (1971),
propés que o primeiro passo da reagdo é a formagdo de etilcarbamato que
decompde-se rapidamente a etanol e dioxido de carbono. A hidrolise e outras
reagdes completam-se em menos de 24h., sendo que na faixa de pH de 3,0 e 4,0 foi
demonstrado que o DEDC reage com aménia formando uretano (etilcarbamato)

(OUGH, 1983; SIMAL GANDARA, 1989).

LOFROTH & GEJVALL (1971) relataram que grandes quantidades de
etilcarbamato e uretano foram detectados em bebidas tratadas com DEDC. O

uretano € considerado um potente carcindgeno.



Em fungdo deste estudo, o “Food and Drug Administration” (F.D.A.)
revogou, em 1972, o uso de dietildicarbonato para preservagdo de bebidas (FINE,

1972).

Estudos subsequentes (OUGH, 1983; 1976b). relataram que, sob
condig¢des industriais de tratamento de vinho com DEDC, as quantidades de uretano
formadas foram muito pequenas, sendo detectados niveis de 100 a 200 vezes
menores do que os descritos por LOFROTH & GEJVALL (1971). Além disso,a
concentragdo de uretano formado varia em fungdo do pH e da presenga de

substancias reativas como aménia (OUGH, 1976b).

OUGH (1976a) também demonstrou que o etilcarbamato é um
componente naturalmente presente em vinhos, bebidas e alimentos fermentados, ndo

tendo sido detectado em produtos ndo fermentados.

SHARRATT et alii (1972). avaliaram o efeito da ingestdo de elevadas
concentragdes de vinhos e suco de laranja tratados com DEDC em cobaias. e ndo

detectaram quaisquer efeitos adversos nestes animais.

Apesar de todos estudos subsequentes sobre o dietildicarbonato

(DEDC), o F.D.A. decidiu manter a proibi¢do do uso do produto.

Um aditivo proposto para substituir o DEDC e que apresenta
propriedades antimicrobianas similares foi o dimetildicarbonato (DMDC) (OUGH,
1975; GENTH, 1979).

Numerosos estudos avaliaram a eficiéncia do DEDC como sanitizante

em varios alimentos, porém o DMDC nio foi tdo extensivamente pesquisado.



Dimetildicarbonato

O DMDC ¢ um liquido incolor com leve odor de frutas. O ponto de
ebuli¢do € aproximadamente 172°C a 760 mmHg, e a densidade é de 1,25 a 20°C. O
produto cristaliza-se a +17°C (WALLHAUSSER, 1980).

O DMDC, quando em contato com a agua, hidroliza-se rapidamente
formando metanol e dioxido de carbono como principais subprodutos. A hidrolise e
outras reagdes completam-se em menos de 24 hs apds a adigdo do produto a agua

(WALLHAUSSER, 1980; PETERSON & OUGH, 1979).
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Efeitos de parimetros fisicos e quimicos sobre a atividade do DMDC

O DMDC assim como o DEDC sd3o consideradas substincias

extremamente reativas, podendo reagir com aminas, fendis, acidos orgénicos e



aminodcidos. Alguns estudos mostraram que o DMDC reage com etanol e amédnia
com formagdo de pequenas quantidades de sub-produtos (PETERSON & OUGH,
1979; OUGH, 1976c¢).

Uma vez que os dicarbonatos tendem a decomporem-se antes do
consumo de alimentos, os produtos resultantes da reacdo de hidrolise sdo

importantes quando se considera seu emprego para alimentos.

A atividade do DMDC pode ser influenciada por parametros tais como:
pH, temperatura, conteudo alcodlico e composi¢do do produto (OUGH, 1983;
TERRELL et alii, 1993).

As reagdes com grupos R-NH foram descritas ¢ dependem do grau de
1onizagdo dos grupos -NH. Na faixa de pH 3,0 a 4,0, a reagdo do DMDC com
amonia resulta na formagdo de metilcarbamato (OUGH, 1976¢), substancia que nfo
demonstrou qualquer atividade carcinogénica em animais de laboratorio (POUND,

1967).
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Segundo OUGH (1976¢), a aplicagio de 100mg/L.  de
dimetildicarbonato em vinhos com pH < 3,75 e concentragdo de amonia < 20 mg/L

resultou na formagdo de quantidades de metilcarbamato < 10 pg/ L.

A taxa de hidrolise do DMDC é dependente da temperatura, ou seja, a
temperaturas mais elevadas a hidrolise ¢ mais rapida (OUGH, 1983, GENTH,
1979).

Os fornecedores recomendam que o produto seja aplicado a
temperaturas ao redor de 10 - 12°C, possivelmente devido & taxa de hidrolise ser
mais lenta do que a 20°C, favorecendo desta maneira uma esterilizagdo mais

eficiente.

A hidrolise total do DMDC ocorre de 4 a 6 h. apos a adigdo do produto

a agua na temperatura de 20°C; a temperaturas inferiores, 0 tempo para a hidrolise

total é de 8 a 12 h.(PETERSON & OUGH, 1979; GENTH, 1971).

Apesar da taxa de hidrlise ser mais rapida a temperaturas elevadas,
SPLITTSTOESSER & WILKISON (1973) observaram que a elevagdo da
temperatura melhorou a eficiéncia do DEDC, o que resultou em aumentos de 10 a

100 vezes na taxa de destruigdo microbiana a 40°C quando comparada a 20°C.

TERRELL et alii (1993) avaliaram a eficiéncia do dimetildicarbonato
(DMDC) na redugdo da flora de leveduras deterioradoras em sucos de fruta
armazenados a temperaturas de 21 e 31°C. Verificaram que a elevagdo da
temperatura melhorou a eficiéncia do DMDC e preveniu a fermentagao dos sucos

inoculados com niveis entre 2 a 2 X 10 celulas de leveduras/mL.



PORTER & OUGH (1982) relataram que com a aplicagdo de DMDC,
a elevadas temperaturas (20 - 30°C) e concentragdes alcoolicas, foi observado

aumento da eficiéncia do produto como fungicida.

OUGH (1983) relatou que as taxas de hidrolise do DMDC e DEDC
podem ser significativamente diminuidas com o aumento da concentragio de etanol,;

outros solventes organicos soliveis em agua podem apresentar efeito semelhante.

O DMDC, assim como o DEDC, reagem com materiais protéicos
suspensos em solugdo, o que pode ser responsavel pela redugdo da eficiéncia

antimicrobiana do tratamento onde sdo aplicados (OUGH, 1983).

Atividade antimicrobiana do dimetildicarbonato (DMDC)

Em relagdio a atividade antimicrobiana, observa-se que o0
dimetildicarbonato (DMDC) ¢ eficiente na inativagdo de diversos géneros de

bactérias, bolores e leveduras.

A eficiéncia antimicrobiana do DMDC ¢ apresentada nas Tabelas 1 e 2.



TABELA 1. Eficacia bactericida do dimetildicarbonato (DMDC)*

Bactbrias Concentracio de DMDC"
(mg/L)
Acetobacter pasteurianus 80
Escherichia coli 400
Pseudomonas aeruginosa 100
Staphylococcus aureus 100
Lactobacillus buchneri 30
Lactobacillus pastorianus 300
Lactobacillus brevis 200
Pediococcus cerevisiae 300
Proteus mirabilis 400
Klebsiella pneumoniae 400

® _ Inéculo inicial de 5x10° UFC/mL; temperatura de 28°C e pH entre 2,8 e 4,7 em um meio
artificial
b - concentragio 100% bactericida
Fonte: OUGH, C. S. - Dimethyldicarbonate and diethyldicarbonate. In: BRANEN, AL,
DAVIDSON, P.M. (Ed.) Antimicrobial in foods, cap.10, 1983.

TN



TABELA 2. Eficacia fungicida do dimetildicarbonato (DMDC)*

LEVEDURAS Concentragio de DMDC"
- (mg/L)
Saccharomyces carlsbergensis (non-flocculating) 100
Saccharomyces carlsbergensis (flocculating) 60
Saccharomyces diastaticus 200
Saccharomyces oviformis 100
Saccharomyces bailii 120
Saccharomyces cerevisiae 30
Saccharomyces uvarum 20
Saccharomyces pastorianus 100
Saccharomyces apiculatus 60
Saccharomyces globosum 40
Zygosaccharomyces priorianus 75
Rhodotorula mucilaginosa 50
Rhodotorula glutinosa 40
Rhodotorula rubra 200
Candida krusei 200
Pichia membranefaciens 40
Pichia farinosa 100
Torulopsis candida 100
Torulopsis versatilis 100
Torulopsis stellata 65
Torula utilis 240
Endomyces lactis 60
Kloeckera apiculata 40
Hansenula anomala 50
BOLORES
Penicillium glaucum 200
Byssochlamys fulva 100
Botrytis cinerea 100
Mucor racemosus 500
Fusarium oxysporum 100

* _ Inoculo inicial de 5 x 10° UFC/ml; temperatura 28°C e pH entre 2,8 ¢ 4,7 em bebidas ndo
alcoolicas

> . concentragiio 100% fungicida
Fonte; OUGH, C. S. - Dimethyldicarbonate and diethyldicarbonate. In: BRANEN, AL,
DAVIDSON, P.M. (Ed.) Antimicrobial in foods, cap.10, 1983.



A 1nativagao microbiana pelo emprego de DMDC e DEDC parece
relacionar-se a inativagdo de algum sistema enzimatico chave. Modificagdes nas
proteinas, através da reag¢do de grupos nucleofilicos com dicarbonato,podem ocorrer
e o ponto de ataque é um dos atomos de carbono central. A inibi¢do enzimatica

resulta de bloqueio do sitio ativo e mudangas conformacionais (OUGH, 1983).

SPLITTSTOESSER & WILKISON (1973) estudaram a velocidade de
destrui¢do microbiana com o emprego de dietildicarbonato (DEDC). Observaram
que leveduras e bolores foram destruidos nos 30min. subsequentes a exposi¢do ao
produto e as bactérias laticas, por outro lado, necessitaram de quase 24h. para sua
destrui¢do total. Estes tltimos dados foram conflitantes, uma vez que a temperatura
de 30°C a hidrolise do DEDC completa-se em aproximadamente 4h. € o produto

ndo apresenta mais efeitos deletérios sobre os microrganismos.

Segundo OUGH (1983), a taxa de destruigdo microbiana €
proporcional a concentragdo de DEDC utilizada. Os autores relataram que 2 horas
foi o tempo necessario para a completa destruigdo de 50 celulas de leveduras/mL
com a adi¢do de 40 mg/L de DEDC, enquanto 30 minutos foram suficientes com o

emprego de 120mg/L do produto.

DAUDT & OUGH (1980). encontraram resultados semelhantes aos
citados acima, em testes empregando o dimetildicarbonato (DMDC). Concluiram
que a concentragdo do produto foi o principal fator determinante da taxa de morte
ou esterilizagdo de leveduras. Além disso, descreveram que maiores niveis de
DMDC foram necessarios para esterilizar sucos de frutas e bebidas ndo alcoolicas

do que para esterilizar vinhos.

Segundo SPLITTSTOESSER (1972) e SPLITTSTOESSER &

WILKISON (1973), as espécies microbianas diferem consideravelmente na



resisténcia ao dietildicarbonato (DEDC). Enquanto 50 ppm foram suficientes para
reduzir a contagem de Sacharomyces cerevisae em 9 ciclos logaritmicos, a
contagem de esporos de Byssochlamys fulva foi reduzida em apenas 1 ciclo

logaritmico com o emprego de 200 ppm de DEDC.

YANAGIDA & SUMINOE (1972). avaliaram que 100 ppm de DEDC
foram necessarios para a completa destruicio de 10* a 10° celulas bacterianas
existentes no vinagre. Quando o vinagre estabilizado foi reinoculado com bactérias
acéticas, estas conseguiram multiplicar-se,pois o efeito esterilizante do DEDC ndo ¢

mantido por longos periodos de tempo.

OUGH et alii (1978) avaliaram o efeito do pH e da concentragdo de
etanol na eficiéncia do DMDC. Concluiram que a diminuicdo do pH e o aumento
da concentragdo de etanol favoreceram a agdo esterilizante do produto no controle

da fermentagdo de vinhos.

SHIBASAKI & MATSUMOTO (1969) observaram que a
deterioragdo de salsichas foi prevenida pela imersdo das mesmas em solugdo aquosa
de DEDC e observaram que as melhores condigdes para aplicagdo do produto

foram: 1.000ppm de DEDC, tempo de imersdo de 5 minutos, pH menor do que 5,0

e temperatura maitor do que 30°C.

RIET et alli (1989) relataram que de 50 a 100mg de DMDC/L foram
suficientes para controlar o crescimento vegetativo de Byssochlamys fulva
inoculado em suco de magd; a temperatura de armazenamento de 30°C aumentou a

eficiéncia do DMDC.

RIET & PINCHES (1991) observaram a redugdo do ntmero de
esporos de Byssochlamys fulva em sucos de morango e de mag¢ad armazenados a

30°C, apos a aplica¢do de 50 mg de DMDC/L, a intervalos de 24 h., durante 3 dias.



Avaliaram que com este procedimento a temperatura necessaria durante o

processamento de suco de frutas pode ser reduzida.

SCHMIDT-LORENTZ (citado por OUGH, 1983) analisou o efeito do
dietildicarbonato (DEDC) na vida-de-prateleira de carcagas de frango recém-
abatidos, observando um aumento de 65% na mesma.Foram observadas redugdes de

10 a 20 vezes no niimero de bactérias na superficie da carne.

Aplicagoes

O DMDC,comercialmente conhecido como Velcorin, vem sendo
utilizado para a esterilizagdo a frio de bebidas artificiais, na Alemanha, desde 1978
(GENTH, 1979; 1980). A vantagem do emprego de DMDC € que 0 mesmo nao
reage com agticares ou adogantes artificiais como ciclamato ou sacarina (OUGH,
1983). Na industria farmacéutica e de cosméticos tem sido usado para a

esterilizacdo de agua (WALLHAUSSER, 1980).

Em 1988, o “Food and Drug Administration” ( F.D..A.) aprovou nos
Estados Unidos o emprego de dimetildicarbonato (DMDC) como agente
esterilizante de  vinhos, sendo permitidd na concentragdo maxima de 200mg/l

(TERRELL et alii, 1993).

O Comité de especialistas para aditivos alimentares da FAO e
Organizagio Mundial de Saude-JECFA (JOINT FAO/WHO EXPERT
COMMITTEE ON FOOD ADDITIVES, 1991) avaliou o emprego do
dimetildicarbonato em bebidas e revisou os estudos toxicologicos sobre os niveis de
metilcarbamato e metanol formados. Concluiu que a concentragdo de metanol
resultante do emprego de DMDC em bebidas ¢ semelhante a quantidade

naturalmente presente em sucos de frutas e bebidas alcodlicas; além disso, na



presenga de tragos de amonia o DMDC reage formando tragos de metilcarbamato.
Tais substdncias, presentes em bebidas apdés o tratamento com DEDC, néo

representam riscos toxicoldgicos.

Em 1991, o JECFA considerou o dimetildicarbonato (DMDC) seguro
para a esterilizagdo a frio de bebidas, devendo ser usado ao nivel maximo de

250mg/l.

Em 1996, EXNER et alii (BAYER, 1996) registraram, na Alemanha,
uma patente relatando emprego do dimetildicarbonato em conjunto com dacido
ascorbico, potassio de sorbato e benzoato de sodio para a preservagdo de bebidas

carbonatadas e ndo carbonatadas.

2.3. Métodos de Avaliacio Microbioldgica de Carne de Aves

Os diversos tratamentos de descontaminagdo das carcagas ou da agua
de processamento visam a redugdo da contaminagdo microbiana, principalmente a

eliminac¢do de Salmonella.

Uma real avaliagdo da eficacia dos tratamentos de sanitizagéo tem sido
impedida pela falta de metodologias confiaveis e sensiveis para quantificar niveis de
salmonelas nas carcagas antes e depois dos tratamentos, uma vez que o nimero de
salmonelas que naturalmente contaminam as carcagas de frango € imprevisivel

(MORRISON & FLEET, 1985).

Grandes numeros de células de Salmonella sdo facilmente detectados
através de varios procedimentos, mas,quando em numero baixo,ndo sdo detectados
pelos métodos em uso (COX & BLANKESHIP, 1975; COX, 1988), isto €

importante porque € possivel que determinados tratamentos com agentes



descontaminantes possam trazer os niveis de Salmonella abaixo da sensibilidade

dos métodos existentes, o que conseqiientemente levaria a conclusdes erroneas.

O método de amostragem € um passo critico e determina o sucesso ou
insucesso da técnica empregada para recuperar microrganismos, principalmente
Salmonella de carcagas de aves (COX & BLANKESHIP, 1975; COX et alii, 1978;
COX et alii, 1981).

As técnicas mais comumente empregadas para o preparo da amostra
envolvem: lavagem total ou maceragdo da carcaga; incubagfo da carcaga com
diluente; “swab” de uma ou mais areas da pele; lavagem de partes; lavagem ou
homogeneizac¢io de pedagos de tecidos (INTERNATIONAL COMMISSION ON
MICROBIOLOGICAL SPECIFICATION FOR FOODS, 1980).

O método de lavagem total tem recebido grande aceitagdo para a
amostragem de carcagas de aves. Entretanto, a remogfo das células de Salmonella
da superficie da carcaga, pelo emprego desse método, € discutivel (JETTON et alii,
1992; LILLARD, 1988; LILLARD, 1989).

Os procedimentos de amostragem que alteram significativamente a
integridade fisica da carcaga, ou resultam em seu contato com substancias
adulteradoras, sdo considerados destrutivos, como por exemplo maceragdo e
lavagem da carcaga inteira, ou incubagdo da carcaga toda em caldo lactosado. As
técnicas ndo destrutivas incluem:“swabing de uma ou mais areas na superficie ou na
cavidade visceral, lavagem que ndo adultera as carcagas e lavagem ou
homogeneizagio de pedagos do tecido que quando retirados ndo afetam a aparéncia
ou 0 peso das carcagas (COX & BLANKESHIP, 1975; COX et alii, 1978; JETTON
et alii, 1992; FLOWERS, 1985).

COX & BLANKENSHIP (1975) descreveram um método de
amostragem no qual uma carcaga inteira foi incubada em caldo lactosado para o

pré-enriquecimento. O emprego deste método resultou na destruigdo completa da



carcaga e da ocupagdo de grande espago no incubador, mas concluiram ser o

método mais sensivel para detectar Salmonella em carcaga de aves.

BLANKENSHIP & COX (1976) descreveram um método ndo
destrutivo que pode ser usado na propria planta de processamento; as carcacas
foram lavadas com 500 mL de 4gua estéril e esta foi removida para frasco
apropriado ao qual foi adicionado caldo lactosado desidratado, para o pré-
enriquecimento; o método mostrou ser sensivel para detec¢do de pequenos niimeros

de salmonelas em carcagas de frangos contaminados experimentalmente.

NOTERMANS et alii (1975) estudaram a influéncia do congelamento
e descongelamento na ligagdo dos microrganismos a pele de frangos, empregando
um organismo indicador, inoculado antes do congelamento. Demonstraram que é
possivel obter a contagem total e a contagem de enterobactérias pela amostragem da
agua de descongelamento, empregando um método ndo destrutivo. Porém, o método
de lavagem total da carcaga que foi realizado comparativamente, ainda foi

considerado como o melhor método de amostragem.

COX et alii (1978) compararam o método de amostragem destrutivo -
incubacgdo da carcaga toda com o liquido de lavagem - com o método ndo destrutivo
- incubagdo da agua de lavagem da carcaga com caldo lactosado desidratado.
Concluiram ndo haver diferenca entre a porcentagem de carcagas positivas para

Salmonella, obtidas pelos dois métodos.

COX et ali1 (1978) compararam também trés métodos de amostragem:
lavagem total da carcaga, lavagem da pele do pescogo ¢ maceragdo da pele do
pescogo, para detecgdo de Salmonella, e concluiram ndo haver diferengas
significativas entre os resultados obtidos pelas duas ultimas técnicas. Entretanto,
com o método de lavagem total da carcaga, 45% das carcagas foram positivas para

a presenga de Salmonella, enquanto 11% e 12% foram positivas para Salmonella



quando os métodos utilizados foram lavagem e maceragdo da pele do pescogo,

respectivamente.

COX et alii (1981) estudaram um método de lavagem total da carcaga,
quando apenas 100 mL da agua de lavagem foi utilizada; concluiram que esse
volume foi adequado para recuperar diferentes cepas de Salmonella inoculadas
artificialmente nas carcagas. Segundo os autores, esta técnica apresenta vantagens,
pois sdo necessarios menor volume de meio € menos espago no incubador; além
disso, maiores concentragdes de células foram obtidas no meio de enriquecimento
seletivo e, portanto, as chances de detectar Salmonella no passo de plaqueamento

seletivo foram também maiores.

HAWA et alii (1984) descreveram um método rapido para enumerar
Salmonella em carcagas de frango. As carcagas foram colocadas em um saco
plastico com 300 mL de agua peptonada tamponada e massageadas por 2 min. A
agua de lavagem foi transferida para tubos de centrifuga que foram incubados por 2
horas a 20°C, apo6s o qual foram centrifugados por 15 min para sedimentar as
células microbianas. O precipitado de células foi inoculado em meio de agar dulcitol
bile novobiocina; para a confirmagdo bioquimica das colonias presuntivas foi
utilizado o teste de ONPG e descarboxilagdo da lisina. A presenga de Salmonella
foi confirmada em 48 horas. Concluiram que com este método as contagens foram
significativamente mais altas do que aquelas encontradas pelo procedimento

convencional.

DICKENS et alii (1985) testaram um aparelho agitador para lavagem
das carcagas de frango, visando padronizar os movimentos € as turbuléncias em
comparagdo ao método de lavagem manual. Ndo encontraram diferengas na
contagem total em placas, na contagem de enterobactérias e na recuperagdo de

Salmonella com ambos procedimentos.



LILLARD (1988) avaliou trés métodos de amostragem de carcagas -
lavagem total da carcagas, pedagos de pele triturados e macera¢do de pedacgos de
pele. Os tres métodos apresentaram resultados similares quanto ao numero de
enterobactérias e contagem total, porém foi possivel recuperar apenas uma pequena
porcentagem das bactérias presentes.Concluiram que grandes nimeros de bactérias
podem ainda ser recuperadas apos 40 lavagens de uma mesma carcaga; o aumento
do numero de lavagens depois que a bactéria esteja firmemente ligada ndo resulta
em beneficios na qualidade bacteriana geral ¢ na remogdo de Salmonella das

carcagas.

TSAI et alii (1991) propuseram a utilizagdo de membrana de
nitrocelulose para remover células de salmonela ligadas a superficie das carcagas. A
membrana foi incubada a 37°C por 18 horas e, em seguida, aplicada coloragio
imunoldgica, resultando na identificagdo de salmonelas em menos de 24 h. O

método mostrou-se mais sensivel que as técnicas de’swab e lavagem empregadas.

BAUTISTA et alii (1994) avaliaram a eficiéncia do método de ATP -
bioluminescéncia na determinagdo dos niveis microbianos nos tanque de escalda e
de resfriamento. Mostraram que este método oferece resultados comparaveis aos

obtidos com a contagem em placas.

Diversos métodos rapidos tém sido propostos (HAWA et alii, 1984;
HOLBROOK et alii, 1989) para detectar Salmonella spp: membrana hidrofoba
(ENTIS, 1985; ENTIS & BOLESZCZUK, 1991; ENTIS et alii, 1982), técnica de
hibridizagdo de DNA (FITTS, 1983), métodos imunoenzimaticos (FLOWERS et
alii, 1986; MINNICH, 1982), técnica de anticorpos fluorescentes (SILLIKER,
1966) e meios de motilidade (HOLBROOK et alii, 1989; ZUTTER, 1991).



2.4. Processamento industrial de carne de frangos

O processamento industrial de abate de aves pode ser dividido nas
seguintes etapas: recepgdo, atordoamento, sangria, escaldagem, depenagem,
escaldagem dos pés e das cuticulas, evisceragdo, lavagem final, resfriamento,
gotejamento, embalagem, armazenamento e aproveitamento dos subprodutos

(BASSOI, 1994; BERAQUET, 1994).

A Figura 2 ilustra o fluxograma de abate de aves.
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a) Recepcio

As aves chegam ao abatedouro transportadas por caminhdes - dentro

de gaiolas proprias para este fim, com capacidades de alojar 15 a 20 aves em média.

A éarea de recep¢do ndo € destinada a um periodo de permanéncia
muito extenso. Entretanto, devido as flutuagdes que podem ocorrer no sistema de
entrega, as aves eventualmente ficam estacionadas nesta area durante algumas
horas. Portanto, ela é provida de ventiladores e chuveiros, para minimizar a
mortalidade. As aves doentes ou mortas sdo separadas para a produgdo de farinha,

juntamente com os outros subprodutos. Ao final do processo, esta area € lavada.

b) Atordoamento

As aves sdo presas pelos pés no transportador aéreo para o
atordoamento, que consiste na aplicagdo de choque elétrico (70 V) na regido da
cabeca, que imobiliza a ave e facilita o relaxamento muscular, permitindo a extragao

de maior quantidade de sangue.

O atordoador comumente usado contém um liquido, geralmente
salmoura, para transmitir uma corrente elétrica até a cabeca das aves suspensas na
noria. O tempo de atordoamento é de aproximadamente 7 segundos. Diferentes
tipos de atordoadores estdo disponiveis. Um tipo padrdo com corrente alternada
opera com freqiiéncia de 60 Hz, enquanto o de alta freqiiéncia usa 400 Hz.
Atordoadores de corrente continua sdo de alta voltagem e usam 100 V. Para

corrente alternada recomenda-se 50 V e para corrente continua, recomenda-se 90 V.



¢) Sangria

As aves sdo sangradas através do seccionamento da veia jugular, e
passam por um tinel onde o sangue é captado em canaletas e conduzido a

recipientes coletadores.

A recuperagdo do sangue € pratica comum nos abatedouros, sendo

encaminhado as instalagdes de fabrica¢do de farinha.

Terminando o abate, a drea de recolhimento do sangue € lavada e a

agua da lavagem é encaminhada ao sistema de esgotos.

O sangramento das carcagas deve ser completo, para assegurar que as
aves ndo estejam respirando ao entrar no tanque de escaldamento. Isto evita a
entrada de 4gua nos pulmdes e previne a contaminagdo do produto. O tempo
recomendado de sangramento varia de 55 a 100 segundos, dependendo dos efeitos e

do tempo de atordoamento até a sangria, bem como do tipo de corte efetuado.

d) Escaldagem

Apbs a sangria, as aves s30 imersas em um tanque com agua quente. A
escaldagem, que pode ser considerada como a primeira operagdo de lavagem das
aves, visa remover impurezas e o sangue da superficie externa e, principalmente,
facilitar a retirada das penas - variaveis fundamentais no que concerne a qualidade e

aparéncia do produto. A agua de escaldagem ¢ mantida a temperatura desejavel pela
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adi¢do continua de agua quente, o que resulta num efluente liquido continuo desta

area.

Geralmente, utilizam-se temperaturas de escaldamento de 52 a 54°C. O

tempo de escaldamento varia entre 1 %: a 2 % minutos, dependendo da temperatura.

Escaldadores de pescogo geralmente operam entre 60 e 65°C; o de asas

entre 54 ¢ 60°C,

No escaldamento, é importante que a temperatura da agua seja

constante em todo o comprimento do tanque.

Uma temperatura muito alta causara a remogdo da camada externa da
epiderme, conferindo coloragdo desuniforme a pele. Isso se deve a perda de

umidade e resulta numa area brilhante com perimetro marrom.

A 54°C, o avermelhamento aumenta nos foliculos das penas,
prejudicando a aparéncia. Uma temperatura muito alta tende a aquecer os musculos
da superficie, especialmente na drea do peito, causando encolhimento e

endurecimento.

¢) Depenagem

Apos escaldamento, as aves entram numa série de maquinas de
depenagem. Essas maquinas sdo desenhadas para depenar asas, pernas, pescogo e

corpo, através de uma série de tambores com dedos de borracha pequenos e firmes.

Na parte final, os tambores tém dedos mais longos e flexiveis, que

permitem uma agdo mais suave. Geralmente, trés ou quatro depenadores sdo usados



em seqiiéncia, seguidos por um depenador para remog¢ao das penas da coxa, da asa

e do pescogo.

Os depenadores devem ser posicionados proximos aos escaldadores,
de maneira que a temperatura da pele ndo dimimua muito entre uma operagdo e

outra.

O ajuste dos dedos deve ser feito de modo a evitar a abrasdo da pele ou

mesmo a quebra das asas.

f) Evisceracio

As aves sdo evisceradas e preparadas para consumo pela remoc¢ao da
cabeca, visceras, pés, papo e pulmdes da carcaga depenada. Na linha de evisceragdo
existem variagdes quanto ao local de remog¢do da cabeca - com ou sem pescogo - €

dos pés.

A evisceragdo compreende as seguintes operagoes:

Abertura do abdomen;

Exposicdo das visceras;

Retirada das visceras abdominais;

Retirada dos pulmdes

Separa¢do dos mitndos.

e Extracdo da cloaca: na remog¢do mecdnica, corta-se ao redor da

cloaca com uma lamina rotatéria. Em equipamento com vacuo, € feita a evacuagao
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do intestino grosso. Esse tipo de maquina ajuda a evitar a contaminagdo fecal. No
método manual, o operador segura a cloaca entre os dedos indicador e polegar e faz
dois cortes transversais proximos a ela, de tal forma que o intestino possa ser
retirado até 1/3 do comprimento do dorso. Falhas nessa operagdo podem causar

contaminagdo fecal nas aves.

e Abertura do abdémen: € feita uma incisdo proxima a cloaca, para
permitir a remogdo das visceras; na abertura automatica a incisdo € feita

longitudinalmente.

e Eventracdo (exposi¢do das visceras): essa operagdo pode ser
executada manual ou mecanicamente. Se feita manualmente, a mio ¢€
cuidadosamente introduzida na cavidade abdominal, para ndo desprender a gordura
cavitaria. Os dedos indicador e médio sdo usados para segurar firmemente a moela.
Gira-se a mio, puxando a moela e arrastando as visceras para fora. As visceras,
ainda ligadas a carcaga, ficam dispostas em um dos lados da cauda na forma
requerida pela inspe¢do. A remogdo mecanizada das visceras ¢ feita de maneira
sincronizada com a velocidade da linha. Cada ave é seguramente posicionada e um
mecanismo - com a forma de colher, ou mdo espalmada - entra na cavidade
abdominal e retira as visceras. Geralmente, os pulmdes e o papo sdo removidos. Um
ajuste na maquina ¢ necessario para evitar a perda de gordura abdominal e danos ao

figado, com o rompimento da vesicula biliar.

o Inspegdo: é feita sob supervisdo do Servigo de Inspe¢do Federal
(SIF), que determina se a ave € sadia ou se necessita de remogdo de partes com

injtrias, ossos quebrados, ou a retirada total da linha, em caso de doengas.

e Retirada das visceras (mitudos): depois que as carcagas Sdo
inspecionadas e julgadas sadias, coragfo, figado e moela sdo removidos das
visceras: deve-se evitar o rompimento da vesicula biliar e a contaminagéo do figado

nessa operagdo. O saco pericardeal ¢ removido do coragdo. O coragdo e o figado



sio encaminhados para um resfriador. As moelas sdo abertas, lavadas internamente

e tém a cuticula removida.

e Extracdo dos pulmdes: os pulmdes sao removidos por pistolas a
vacuo operada manualmente. Com a remogao automatica das visceras, cerca de

90% dos pulmdes sdo cuidadosamente removidos.

e Lavagem externa e interna: a lavagem final das carcagas - feita
externamente com chuveiro e internamente com equipamento tipo pistola - visa a
remocédo de materiais estranhos, como sangue, membranas, fragmentos de visceras

etc.

g) Resfriamento

Uma vez completa a etapa de evisceragao, as carcagas desligam-se dos
ganchos transportadores, caindo em um tanque, aberto, onde é feito um pre-
resfriamento. As carcagas sdo transportados através de esteira e o tanque aberto €

descarregado apés cada periodo de abate.

Saindo do tanque aberto, as carcagas entram em oufro tanque (Chiller),

para completar o resfriamento iniciado no pré-Chiller.

H4 varios métodos de resfriamento das aves. O mais comum € a
imersio das carcagas em tanques longos com uma mistura de agua e gelo fundente,
ou reversdo com camisa que permita a passagem de um liquido refrigerante, como o

etilenoglicol. O resfriamento das aves consiste numa operagdo de dois estagios.

O primeiro estagio € utilizado para baixar lentamente a temperatura da

carcaca, para evitar a rtapida contragao das fibras musculares, que ocasiona



endurecimento da carne na cocgdo. Também esse primeiro estagio remove qualquer
traco de material estranho remanescente apos a lavagem final. A dgua desse pré-
resfriamento deve estar na faixa de 10 a 18°C, e conter dgua proveniente do excesso
de agua do resfriador. O tempo para esse pré-resfriamento representa € 1/3 da
metade do tempo total de resfriamento. O Servigo de Inspegdo Federal (SIF) exige

que a temperatura da dgua, nesse pré-resfriamento, ndo ultrapasse 20°C.

O segundo estagio, ou resfriamento final, ¢ feito em equipamento
similar ao pré-resfriador, que mantém a temperatura da agua entre 0 e 1°C. A
temperatura da carcaga ao sair do resfriador deve estar entre 2 ¢ 4°C. O SIF estipula
8°C. como maxima para carcagas comercializadas sob refrigeragdo, e 12°C, para

aquelas comercializadas sob congelamento.

h) Gotejamento

Apos o resfriamento, as carcagas sdo suspensas pelo pescogo ou asas
para escorrimento da dgua aderida, antes de sua embalagem. O comprimento da
linha de gotejamento esta relacionado ao tempo necessario para drenar a agua das

carcagas, estando geralmente entre 2 2 a 4 minutos.

Apds o gotejamento, as carcagas sdo removidas do transportador para
uma mesa de aco inoxidavel, onde as visceras comestiveis ¢ os pés pré-resfriados
anteriormente serdo anexados a elas, para posterior embalagem em sacos plasticos.

As aves poderdo ainda ser enviadas para espostejamento da carcaga e embalagem.



i) Embalagem e armazenamento

Uma vez resfriadas, as carcagas submetem-se a pesagem e logo sao

embaladas em sacos plasticos e encaminhadas para cdmaras frias, aguardando

expedigo.

Da mesma forma que na “area suja”, a gua utilizada nas operagdes da
“4rea limpa”, é recolhida em canaletas secundérias ligadas a uma canaleta principal,
que a conduz ao separador de visceras. Os sistemas utilizados para recuperagédo das

visceras sio os mesmos descritos para a recuperagdo de penas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

3.1.1. Matéria-prima

e Carcagas de frango, livres de visceras, cabega e pés, foram coletados

ao final do banho de resfriamento. (Figura 2)

e Peitos de frango com pele e osso foram coletados no
espostejamento, cuja temperatura ambiente era 12°C. Filezinhos de peito de frango,
preparados separadamente para os experimentos, foram obtidos de acordo com

fluxograma (Figura 2), em sala & temperatura de 12 %,

A matéria-prima foi cedida sempre pelo mesmo abatedouro e

transportada em isopor com gelo para o laboratério.

e Dimetildicarbonato (DMDC) - Velcorin, produzido pela Bayer,

concentracdo de 100% mantido a temperatura de 17°C.

3.1.2. Equipamentos e Vidrarias

Estufa bacterioldgica marca Fanem

Estufa incubadora para B.O.D., modelo 347.D, marca Fanem

N



Balanga semi-analitica, marca Mettller Toledo
Sistema de filtragdo, marca Millipore

Membranas de celulose, marca Millipore
Refrigerador Brastemp

Autoclave, marca Phoenix

Forno de esterilizagdo, marca Fanem

Agitador de peneiras para analises granulométricas marca Produtest
Contador de coldnias, marca Fanem

Caixa plastica retangular, medindo 25 x 15 x 15 cm
Balde plastico redondo com didmetro de 18 cm
Aparelho portatil Minolta Croma Meter CR 200b
Potencidmetro portatil Ingold Mod. WTW pH 91
Tubos e placas de Petri, marca Pyrex

Cabo de Kolle e fio de niquel-cromo

Triturador de alimentos

3.1.3. Meios de cultura e Diluentes

o “Brain Heart Infusion”, Peptona Bacteriologica, Agar padrio para
contagem (P.C.A.) e Caldo simples, todos da marca DIFCO.

o Agar Salmonella-Shigella, Agar verde-brilhante, Caldo selenito-cistina e
Caldo Rappaport-Vassiliadis, todos da marca DIFCO e padronizados.

o Soros polivalentes somatico e flagelar, cedidos pelo Instituto Adolfo Lutz.
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3.1.4. Reagentes quimicos

Nas determinacdes quimicas foram utilizados reagentes de grau

analitico, das marcas Aldrich e Sigma.

3.2. Métodos

3.2.1. Eficiéncia da solugio de dimetildicarbonato (DMDC) utilizada como

sanitizante.

A avaliacio da eficiéncia da solugdo de dimetildicarbonato (DMDC)
contra bactérias patogénicas e deterioradoras foi realizada pela aplicagdo do
produto de acordo com especificagdes do fabricante. Foram utilizadas culturas de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, gentilmente
cedidas pelo laboratorio de Microbiologia Alimentar do Instituto Adolfo Lutz, S&o

Paulo.

Para o teste, as culturas foram repicadas para caldo BHI contido em
tubos, sendo incubados a 36 + 1°C por 18 horas. Em seguida, 0,1 mL das
suspensdes das bactérias, contendo aproximadamente 107 a 10* células/mL foi
adicionado a 1 litro de salina estéril, resultando em solugdes com aproximadamente
10° UFC/mL. Neste recipiente foi adicionado o volume de DMDC necessario para
atingir os niveis recomendados de 100 , 100 e 400 ppm para a esterilizagdo de

culturas de S.aureus, Pseudomonas spp. e E. coli , respectivamente. Os niveis da



DMDC empregados nos testes foram recomendados como a minima concentragio

letal.

Apos 4 e 6 horas de contato a 25°C, uma aliquota de 1 mL dessa
suspensdo foi diluida em 4gua peptonada tamponada 0,1% (p/v) até a diluigio 10°;
todas as diluigdes foram plaqueadas pelo método de “pour-plate” utilizando-se
P.C.A.. Um teste controle, ao qual ndo foi adicionado DMDC, foi realizado em

paralelo.

3.2.2. Eficiéncia da solucio de dimetildicarbonato (DMDC) na inativacio de

Salmonella enteritidis PT 4.

A cepa padrido de Salmonella enteritidis CPHL-PT4 (Center Public
Health Laboratories - fagotipo 4), foi gentilmente cedida pela Seg¢do de

Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz - Sdo Paulo, sendo mantida em agar gelose.

Para esse teste, a cultura foi repicada para caldo simples com
incubagdo a 36 + 1°C por 18-24 horas, até atingir densidade de 10% a 10° UFC/mL.
A partir deste foram feitas diluigdes decimais seriadas, em duplicata, em solug¢do
salina contendo 1% de tween 80 até obtengdo das concentragdes aproximadas de
células de: 100, 50, 25, 10 ¢ 5 UFC / 10 mL. O volume de DMDC foi adicionado
para atingir a concentragdo de 4.500 ppm em uma série de tubos, sendo os mesmos
agitados vigorosamente; a outra série foi utilizada como controle aos quais ndo foi
adicionado o produto. Os tubos foram estocados sob refrigeragdo a 7°C por 10 a 12

" horas. O volume total de cada tubo - 10 mL - foi filtrado através de membrana de 47

mm de didmetro e poros de 0,45p.
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Para a enumeragdo do inoculo controle, as membranas foram
transferidas assepticamente para a superficie de placas de agar Salmonella-Shigella:
estas foram incubadas a 36 + 1°C, por 24-48 horas. Foi feita a contagem de coldnias
suspeitas e uma porcentagem destas foi testada bioquimicamente em meio
presuntivo para enterobactérias - TAL (PESSOA & SILVA, 1972; RUGAI &
ARAUJO, 1968). A confirmagdo foi realizada por sorologia, empregando-se soro

polivalente somatico e flagelar.

Para a avaliagdo da sobrevivéncia do inoculo tratado com DMDC, as
membranas foram transferidas individualmente para 125 mL de agua peptonada
tamponada 1% e a seguir foi utilizado o procedimento para pesquisa de Salmonella

descrito no item 3.2.6.3.

3.2.3. Sanitizacio de carcagas e partes de frango pelo emprego de

dimetildicarbonato (DMDC).

Para avaliar a eficiéncia do DMDC como sanitizante da superficie de
carcagas ¢ partes de frango realizaram-se quatro ensaios preliminares. Estas foram
submetidas a tratamentos com solugdes de DMDC a concentragdes de 25.500 ppm,
5.000 ppm e 2.000 ppm, variando-se os tempos de imersao de 10 a 60 segundos,
dependendo do teste. Os niveis de DMDC foram escolhidos para os ensaios
preliminares, pois ndo existem na literatura dados a respeito da concentragao

apropriada para carne de aves.

No inicio dos estudos empregaram-se carcagas de frango inteiras,
passando-se em seguida a utilizar-se peito com osso e finalmente filezinhos de
peito. Estes ultimos adaptavam-se melhor ao experimento, pela facilidade de

transporte € armazenamento.



No primeiro ensaio, carcagas de frango inteiras foram submetidas ao
tratamento de imersdo em solugdo a 25.500 ppm de DMDC. No segundo ensaito,
peitos de frango com pele e osso foram submetidos ao tratamento de imersdo em
solucdo a 5.000 ppm de DMDC por diferentes tempos. No terceiro ensaio, peitos de
frango com pele e osso foram submetidos ao tratamento de imersdo em solugdo a
2.000 ppm de DMDC por diferentes tempos. No quarto ensaio, filezinhos de peito
de frango foram submetidos ao tratamento de imersdo em solugdo a 5.000 ppm de
DMDC por diferentes tempos. Em todos os ensaios foram realizados os controles

pertinentes. Cada ensaio sera descrito detalhadamente a Seguir.

As solucdes de dimetildicarbonato foram preparadas imediatamente
antes de cada ensaio, adicionando-se o volume do produto puro necessario para
atingir as concentragdes desejadas, a agua destilada a temperatura de 17° e em
volumes suficientes para submergir as carcagas ou as partes de frango; o DMDC foi
dissolvido sob lenta agitacdo. Recipientes plasticos foram empregados para a

imersdo das carcagas ou partes de frango nos tratamentos de imserséo.

Os testes com o agente sanitizante foram realizados em sala

refrigerada, com temperatura de 20 + 1°C.

3.2.3.1. Ensaio I

Neste ensaio foram empregadas 6 carcagas, divididas aleatoriamente
em dois grupos iguais. Um grupo fo1 submetido ao tratamento de imersdo por 10
segundos na solugdo de DMDC a 25.500 ppm e o outro grupo, que nao recebeu
tratamento algum, foi utilizado como controle. Uma carcaga de cada grupo foi

submetida a analise microbioldgica a cada 7 dias durante 0 tempo de estocagem.



A solucdio utilizada como sanitizante foi preparada pela adi¢do de
2,55% de DMDC (v/v) a 4gua destilada a 17°C. Para a imersdo de cada carcaga

individualmente, novas solu¢des de DMDC foram preparadas.

Apbs os tratamentos, as carcagas foram colocadas para gotejar e
embaladas em sacos de polietileno de onde foi retirado o excesso de ar. Foram

resfriadas como em um processamento normal e estocadas sob refrigeragdo a 4 +

1€,

3.2.3.2. Ensaio II

Para o ensaio II, foram empregados 36 peitos de frango com pele e
o0sso, divididos aleatoriamente em quatro grupos iguais. Trés grupos foram
submetidos ao tratamento de imersdo na solugio de DMDC a 5.000 ppm pelos
tempos: 30, 45 e 60 segundos; o outro grupo, que ndo recebeu tratamento algum, foi
utilizado como controle. Trés peitos de cada grupo foram submetidos a analise

microbiolégica a cada 7 dias durante o tempo de estocagem.

A solucdo utilizada como sanitizante foi preparada pela adigéo de 0.5%
de DMDC (v/v)'a agua destilada a 17°C. Para cada grupo de quatro peitos imersos

simultaneamente, novas solu¢des de DMDC foram preparadas.

Apds os tratamentos, as condigdes de embalagem e estocagem foram

semelhantes as observadas no ensaio 1.



3.2.3.3. Ensaio III

O ensaio 11 foi realizado com 36 peitos de frango com pele e 0sso,
divididos aleatoriamente em quatro grupos iguais. Trés grupos foram submetidos ao
tratamento de imersdo na solucido de DMDC a 2.000 ppm pelos tempos: 15,30 e 60
segundos; 0 outro grupo, que nao recebeu tratamento algum, foi utilizado como
controle. Trés peitos de cada grupo foram submetidos ‘a analise microbiologica a

cada 7 dias durante o tempo de estocagem.

A solucdo utilizada como sanitizante foi preparada pela adigdo de
0,2% de DMDC (v/v) ‘a 4dgua destilada a 17°C. Para cada grupo de quatro peitos

imersos simultaneamente, novas solugdes de DMDC foram preparadas.

Apos os tratamentos, as condigdes de embalagem e estocagem foram

semelhantes as observadas nos ensaios anteriores.

3.2.3.4. Ensaio IV

Neste ensaio foram utilizados 36 filezinhos de peito de frango,
divididos aleatoriamente em trés grupos iguais. Dois grupos foram submetidos ao
tratamento de imersdo na solugdo de DMDC a 5.000 ppm pelos tempos de: 30 e 60
segundos; 0 outro grupo, que nao recebeu tratamento algum, foi utilizado como
controle. Quatro filezinhos de cada grupo foram submetidos a andlise

microbiologica a cada 7 dias durante o tempo de estocagem.
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A solugdo utilizada como sanitizante foi preparada pela adigdo de 0,5
% de DMDC ‘a 4gua destilada,a temperatura de 17°C. Para cada grupo de quatro

peitos imersos simultaneamente, novas solugdes de DMDC foram preparadas.

Apbs os tratamentos, as condigdes de embalagem e estocagem foram

semelhantes as observadas nos ensaios anteriores.

3.2.4. Determinaciio da vida-de-prateleira de carcacas ou partes de frango,

submetidas a tratamentos de imersio na solucio de dimetildicarbonato.

As amostras foram submetidas a analises microbioldgicas para a
. o ’ . ~ - ¥ 0 X r
caracterizacdo do nivel de contaminagao apés um dia de estocagem a 4°C, atraves

da contagem total de bactérias mesdfilas aerobias ou anaerobias facultativas.

Apos os tratamentos as amostras foram estocadas sob refrigeragdo a
4°C e submetidas a analises microbiologicas a cada sete dias de estocagem, visando

observar possiveis redugdes nas contagens microbianas.

3.2.4.1. Analise microbiolégica

a) Método de enxaguadura com esmagamento

Foi empregado o procedimento descrito por MORRISON & FLEET

(1985), para o preparo da amostra para analise.
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As carcagas, peito com osso e os filezinhos foram pesados e
transferidos assepticamente para saco de polietileno, ao qual foram adicionados,
respectivamente, os volumes de 300 mL, 120 mL ¢ 60 mL de salina peptonada
estéril. Foram massageados e agitados vigorosamente por 2 minutos € a dgua de

lavagem transferida para frasco estéril de boca larga.

b) Contagem total de microrganismos mesoéfilos aerébios ou anaerobios

facultativos.

A partir da suspensdo de lavagem inicial prepararam-se diluigdes
decimais de 107" até a dilui¢do necessaria, utilizando-se tubos com 9,0 mL de salina

peptonada estéril (VANDERZANT & SPLITTSTOESSER, 1992).

Para semeadura foi empregada a técnica de "pour-plate”, utilizando-se
0 meio para contagem total. As placas foram incubadas a 30 + 1°C por 72 horas,
apos o que foi feita a contagem como recomendado por INTERNATIONAL
ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION (19838).

3.2.5. Otimizac¢io de tempo de imersio e concentragio de dimetildicarbonato

(DMDC) no tratamento de filezinhos de peito de frango

Para cada concentragdo e tempos de imersdo na solugdo de DMDC

testados no item 3.2.3., foi realizada a contagem de bactérias aerobias mesofilas,

apos o armazenamento a 4 + 1°C. A contagem microbiana foi escolhida, porque € 0
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pardmetro que indica se o produto apresenta-se deteriorado ou ndo, o que reflete-se

neste caso, na vida-de-prateleira da carne de frango refrigerada.

Com base nos resultados obtidos, foi realizado este experimento, onde
variaram-se os niveis de DMDC e os tempos de imersdo dos filezinhos na solugdo
aquosa do produto, obtendo-se as contagens microbianas durante a estocagem a 4°C

de filezinho de peito de frango refrigerado.

Os testes foram realizados em sala refrigerada com temperatura de

20£1°C,

Ap6s os tratamentos, os filezinhos foram colocados para gotejar e
embalados em sacos de polietileno de onde foi retirado o excesso de ar. Foram

resfriados como em um processamento normal de fabrica e estocados sob

refrigeragdo a 4 + 1°C.

Para o processo de otimizagdo do tempo de imersdo e concentragdo de
DMDC, este experimento foi delineado estatisticamente, empregando-se a
metodologia Superficie de resposta, visando avaliar o efeito combinado de duas
variaveis independentes: concentragio de DMDC e tempo de imersdo na solugdo,

na vida-de-prateleira de filezinho de peito de frango refrigerado.

Cada variavel foi examinada em cinco niveis diferentes, codificados
como: -2, -1, 0, 1, 2. O valor das variaveis codificadas ¢ os valores originais para 0

experimento sdo mostrados na Tabela 3.
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TABELA 3. Delineamento estatistico para otimizagdo do tempo de imersdo e

concentragdo de DMDC no tratamento de filezinho de peito de frango

Concentragdio Tempode  Tempode |Concentragdio Tempode  Tempo de
Amostra de DMDC imersao estocagem | de DMDC imersao estocagem
X, X2 X3 X1 (ppm) X 5 (seg.) X ;5 (dia)
Valores codificados Valores reais
1 -2 -2 -2 0 15 1
2 -1 -1 -1 1500 30 5
e 0 0 0 3000 45 9
4 1 1 1 4500 60 13
5 2 2 2 6000 75 17

Considerando-se estas varidveis experimentais, o planejamento foi
composto de 17 combinagdes, sendo 14 combinagdes diferentes e 3 repetigdes do

. ponto central, conforme planejamento experimental proposto na Tabela 4.

Os primeiros oito ensaios correspondem a um fatorial 23 Os proximos
seis ensaios formam um planejamento de estrela. O ponto central em triplicata.
corresponde aos tres tltimos ensaios. Foram escolhidos niveis de -2 e 2 , a0 Invés

de -1,68 e 1,68 normalmente usados para este tipo de planejamento.
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TABELA 4. Delineamento experimental com combinagdes das varidveis em

estudo.
Concentragao Tempo de Tempo de
Tratamento de DMDC 1mersao estocagem
X (ppm) X> (seg.) X; (dias)

1 1500 30 5

. 4500 30 5

3 1500 60 5

4 4500 60 5

5 1500 30 13

6 4500 30 13

) 1500 60 13

8 4500 60 13

9 0 45 9

10 6000 45 9

11 3000 15 9
12 3000 75 9

13 3000 45 1

14 3000 45 17

15 3000 45 9

16 3000 45 9

17 3000 45 9




3.2.5.1. Analise microbiologica

Antes dos tratamentos, o nivel inicial de contaminag¢do dos filezinhos

de peito de frango foi monitorado pela contagem total de bactérias mesofilas.

A eficiéncia dos tratamentos com diferentes concentragdes de DMDC
e tempos de imersdo na solugdo do sanitizante foi monitorada pela contagem total
de bactérias mesofilas em filezinho de peito de frango estocado a 4°C, apds os

tratamentos.

Foram analisados cinco filezinhos em cada um dos pontos
experimentais. Desta forma a influéncia das variagdes individuais foi minimizada e
as conclusdes sobre o efeito do tratamento com DMDC, na contagem de bactérias
mesofilas, foram mais precisos. (4 pontos foram excluidos, devido a problemas de

laboratorio).

a) Método de enxaguadura com esmagamento

Foi empregado o procedimento descrito por MORRISON & FLEET

(1985) no preparo da amostra para analise.

Os filezinhos foram pesados e transferidos assepticamente para saco de
polietileno, ao qual foi adicionado 60 mL de solugdo salina peptonada estéril. Foram
massageados e agitados vigorosamente por 2 minutos ¢ a dgua de lavagem

transferida para frasco estéril de boca larga.



b) Contagem total de microrganismos mesoéfilos aerébios ou anaerdbios

facultativos.

A partir da suspensdo de lavagem inicial prepararam-se diluigdes
decimais de 10" até a dilui¢io necesséria, utilizando-se tubos com 9,0 mL de

solugdo salina peptonada estéril (VANDERZANT & SPLITTSTOESSER, 1992).

Para semeadura foi empregada a técnica de "pour-plate”, utilizando-se
o meio para contagem total. As placas foram incubadas a 30 % 1°C por 72 horas,
apés o que foi feita a contagem como recomendado por INTERNATIONAL
ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION (1988).

3.2.5.2 Anilise Estatistica

Os dados obtidos no estudo foram tratados por andlise de regressdo
multipla para equagdo de superficie de resposta de 2* ordem, que contém termos
lineares e quadraticos. Um modelo polinomial de 2* ordem foi proposto, porém,
como ndo atendia a suposicdo de normalidade dos residuos, foi utilizada a
transformagdo dos dados, de acordo com a transformagdo de BOX-COX (BOX et
alii, 1978). As andlises estatisticas e a representagdo grafica foram realizadas no

SAS, versdo 6.04.



3.2.6. Avaliacio da acdo do dimetildicarbonato (DMDC) em Salmonella
enteritidis PT4 inoculada laboratorialmente em filezinho de peito de

frango.

A partir dos resultados obtidos com a aplicagdo da metodologia de
Superficie de resposta, definiu-se o nivel ideal de DMDC, que afeta o crescimento

de bactérias mesofilas, em filezinhos de peito de frango estocados a 4°C.

Com base nestes resultados foram realizados ensaios para verificagdo
da acdo do DMDC sobre a cepa de Salmonella enteritidis PT4, inoculada

laboratorialmente em filezinho de frango.

Nesta etapa do trabalho empregaram-se filezinhos de peito de frango
cedido pelo mesmo abatedouro e transportados em isopor com gelo ao laboratério.
O peso médio dos filezinhos foi acertado para 25 gramas + 10% antes da

contaminagédo laboratorial.

Foram recalizados dois ensaios ¢ os filezinhos foram submetidos aos
tratamentos de imersdo na solugdo de dimetildicarbonato (DMDC), imediatamente
apos a contaminagdo laboratorial dos filezinhos com Salmonella enteritidis CPHL

PT-4.

No primeiro ensaio, filezinhos de peito foram submetidos ao tratamento
por imersdo em solugdo de DMDC a 4.500 ppm, de duas formas: com agitacdo e
sem agitagdo da solugfo. No segundo ensaio, realizaram-se tratamentos de imersao
em solugdo de DMDC a 6.000 ppm com agitagdo € sem agitagdo da solu¢do. Em
todos os ensaios, um grupo de filezinhos sem tratamento, foi analisado como

controle. Uma descri¢cdo mais detalhada de cada ensaio ¢ feita a seguir.
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As solucdes de dimetildicarbonato foram preparadas imediatamente
antes de cada ensaio, adicionando-se o volume do produto puro necessario para
atingir as concentragdes desejadas ‘a agua destilada;a temperatura de 17°C e foram
preparadas em volumes suficientes para submergir os filezinhos; o DMDC foi
dissolvido sob lenta agitagio. Uma caixa plastica retangular foi empregada para

submeter os filezinhos ao tratamento de imersao.

Quando a agitagdio da solugdo de DMDC foi necessaria, o recipiente
plastico com os filezinhos foi colocado na base de um agitador de peneiras. Para a

agitaco utilizou-se a pontuagéo 8,5.

3.2.6.1. Contaminacdo laboratorial do filezinho de peito de frango com

Salmonella enteritidis CPHL PT-4 .

A cepa padrdo de Salmonella enteritidis CPHL-PT4 foi gentilmente
cedida pela Segdo de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz - Sdo Paulo, sendo

mantida em agar gelose.

Para este teste, a cultura foi repicada para caldo simples com incubagédo
a 36 + 1°C por 18-24 horas, até atingir a densidade de 10® a 10° UFC/mL. A partir
deste foram feitas diluigdes decimais seriadas, em solugdo salina contendo 1% de

tween 80 até a dilui¢do necessaria.

A contaminagdo dos filezinhos foi realizada em camara de fluxo
laminar. Os filezinhos foram imersos, individualmente, em 50 mL de suspensdo
contendo 50 células de Salmonella enteritidis PT4 e mantidos a temperatura

ambiente por 15 minutos, para absor¢ao do indculo.
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3.2.6.2. Ensaios realizados

Ensaio I

Este ensaio foi realizado com 60 filezinhos de peito de frango,
divididos aleatoriamente em trés grupos iguais. Um grupo foi submetido ao
tratamento por imersdo em solugdo de DMDC a 4.500 ppm, durante 30 segundos
com agitagdo da solugdo; o outro grupo foi tratado sob as mesmas condigdes de
concentracdo e tempo de imersdo, porém sem agitagdo da solugdo; o terceiro grupo,
que ndo recebeu tratamento algum, foi utilizado como controle. Cinco filezinhos de
cada grupo foram analisados para a pesquisa de Salmonella ap6s 4 horas, 1,7 ¢ 13

dias de estocagem.

A solugdo utilizada como sanitizante foi preparada pela adigdo de
0.45% de DMDC a agua destilada a 17°C. Para cada grupo de quatro filezinhos

imersos simultaneamente, novas solug¢des foram preparadas.

Apé6s os tratamentos, os filezinhos foram colocadas para gotejar,

embalados em sacos de polietileno de onde foi retirado o excesso de ar ¢ estocados

sob refrigeragdo a 4 + 1°C.

Ensaio I1

Para este ensaio foram utilizados 60 filezinhos de peito de frango,
divididos aleatoriamente em trés grupos iguais. Um grupo foi submetido ao

tratamento por imersdo em solugdo de DMDC a 6.000 ppm, durante 30 segundos



com agitacdo da solugdo; o outro grupo foi tratado sob as mesmas condi¢des de
concentragdo e tempo de imersdo, porém sem agitagdo da solugdo; o terceiro grupo,
que ndo recebeu tratamento algum, foi utilizado como controle. Cinco filezinhos de
cada grupo foram analisados para a pesquisa de Salmonella ap6s 4 horas, 1, 7 ¢ 13

dias de estocagem.

A solug¢do utilizada como sanitizante foi preparada pela adigdo de 0,6%
de DMDC 2 agua destilada a 17°C. Para cada grupo de quatro filezinhos imersos

simultaneamente, novas solu¢des foram preparadas.

Apds os tratamentos os filezinhos foram colocados para gotejar,

embalados em sacos de polietileno de onde foi retirado o excesso de ar e estocados

sob refrigeracdo a 4 + 1°C.

3.2.6.3. Analise microbiolégica

A eficiéncia do tratamento com DMDC foi monitorada através da
pesquisa de Salmonella, em cinco filezinhos de peito de frango apos a estocagem a
4°C. Desta forma, a influéncia das variagdes individuais ¢ minimizada e as
conclusdes sobre o efeito do tratamento com DMDC na redugdo microbiana sdo

mais precisas.

De cada lote de filezinhos utilizados, uma porcentagem foi analisada

para a pesquisa de Sa/monella naturalmente presente nas amostras.
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Pesquisa de Salmonella spp.

Cada filezinho pesando 25 gramas + 10% foi triturado com 225 mL de
agua peptonada tamponada 1%, durante 20 segundos, em liquidificador. O

homogeneizado foi transferido para frasco estéril de boca larga, sendo incubado a

36+1°C por 24 horas, para pré-enriquecimento.

Em seguida, 1,5 mL foi transferido para 15-18 mL de caldo selenito-
cistina e 0,1 mL para 10 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis contido em tubos; estes

foram incubados a 36 £ 1°C por 24 horas.

A partir de todos os tubos foi realizada a semeadura em superficie de
agar Salmonella-Shigella e de agar verde brilhante por estrias, com auxilio de al¢a

em cabo de Kolle. As placas foram incubadas a 36 + 1°C por 24hs.

As colonias suspeitas foram testadas bioquimicamente em meio
presuntivo para enterobactérias - IAL (PESSOA & SILVA, 1972; RUGAI &
ARAUIJO, 1968). A confirmagdo foi realizada por sorologia, empregando-se soro

polivalente somético e flagelar.

3.2.7. Analise sensorial de peito de frango submetido a tratamento de imersao

em soluciio de dimetildicarbonato (DMDC).

Os experimentos foram desenvolvidos com peito de frango com pele e
sem osso, cortados longitudinalmente pela metade. Uma metade foi submetida ao

tratamento por imersdo na solugdo de DMDC a 4.500 ppm por 30 segundos; a outra
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metade foi utilizada como controle sendo imersa apenas na agua. O tratamento foi

realizado em sala refrigerada com temperatura de 20 +1°C.

A solugdo utilizada como sanitizante foi preparada pela adi¢do de
0,45% (v/v) de DMDC a agua destilada a 17°C. Para cada grupo de quatro peitos

imersos simultaneamente, novas solugdes foram preparadas.

ApoOs os tratamentos os filezinhos foram colocados para gotejar ¢
embalados em sacos de polietileno de onde foi retirado o excesso de ar. Foram
resfriados como em um processamento normal de fabrica e armazenados sob

refrigeragdo a 7 + 1°C.

As amostras apresentadas aos julgadores, codificadas com 3 digitos,
foram avaliadas quanto a aparéncia da superficie considerando os parametros: cor
do musculo, uniformidade e aceitabilidade da cor e cor da gordura da pele. Foram
também avaliados a intensidade, o tipo e a aceitabilidade do odor, apds a abertura

da embalagem.

Utilizou-se uma escala de categoria estruturada, de cinco, sete ou oito
pontos; nas avaliagdes de aceitabilidade utilizou-se um questionario do tipo sim (1)
ou nio (2) (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 1995;
SILVA & DAMASIO, 1996). A ficha empregada para essas avaliagdes ¢

apresentada no Anexo A.

As andlises sensoriais foram feitas em cabines individuais com luz
branca em local isolado de ruidos e odores, por uma equipe treinada constituida de
seis julgadores. Ndo foram utilizados maior nimero de julgadores devido 'a
limitagdio do tempo de observagdes, durante o qual ndo ocorram alteragdes de odor
e cor. Os testes utilizados foram baseados nas recomenda¢des da AMERICAN

MEAT SCIENCE ASSOCIATION (1991). As questdes de aceitagdo (sim/ndo)



foram utilizadas para estabelecer a aceitagdo do produto, considerando-se a média

1,5 para o limite de aceitagdo.

3.2.7.1. Analise Estatistica

Os resultados foram analisados estatisticamente, empregando-se
programas do pacote estatistico STATISTICA - versdo 5.0. Utilizou-se analise de
varidncia ou andlise multivariada e probalidade de 5% de significincia. As
comparagdes entre as médias foram feitas sempre entre o controle (amostra sem

tratamento) e as amostras tratadas ao longo da estocagem, nos dias: 2, 4, 5, 8 e 10.

3.2.8. Determinac¢des fisico-quimicas em peito de frango submetido a

tratamento de imersiao em solu¢io de dimetildicarbonato (DMDC)

Os peitos de frango, apds as analises sensoriais, foram submetidos a
- . = . . * * * - &
analises fisico-quimicas: pH e cor pelo sistema CIE L .a .b .. Estas determinagdes

foram realizadas a cada dois ou trés dias de armazenamento, até que a equipe da

analise sensorial as considerasse inadequadas ao consumo.
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3.2.8.1. Determinacio do pH

O pH foi determinado em 5 pontos escolhidos aleatoriamente na
superficie do musculo e pele de cada amostra, em intervalos coincidentes com as
demais analises. Utilizou-se potencidmetro portatil Ingold Mod. WTW pH 91, com
sistema de indicacdo digital LCD, precisdo + 0,01 pH, sensor de compensagdo de
temperatura Tec 530 e eletrodo de vidro apropriado para determinagdes em

superficie.

3.2.8.2. Determinaciio da cor pelo Sistema CIE L*.a*.b*.

A determinacdo da cor objetiva foi realizada com um aparelho portatil,
MINOLTA CROMA METER CR 200b, dotado de analisador compacto de
tristimulos de cor, 4rea de medida 8 mm, iluminagdo difusa, angulo de visdo 0° e
seis fotocélulas de silicone altamente sensiveis. Sistemas: Yxy (CIE), L*.a*.b*,
(Yxy), L*.a*b*, E*ab, iluminantes C ¢ D 65. Neste trabalho utilizou-se o
iluminante C, onde quantificou-se a Luminosidade (L), o vermelho (a+) € 0 amarelo
(b+), no musculo e na pele. A determinagéo foi realizada em 5 pontos no musculo do

lado oposto & pele, em intervalos coincidentes com as demais analises.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Eficiéncia da solucdo de dimetildicarbonato (DMDC) utilizada

como sanitizante.

A viabilidade de culturas contendo aproximadamente 10° UFC/mL de
Staphylococcus aureus, Pseudomonas spp e Escherichia coli foi testada apos
tempos de exposi¢do ao dimetildicarbonato previamente estipulados. Testes com

novos lotes de DMDC foram realizados antes do inicio de cada ensaio.

Numeros de celulas daqueles microrganismos declinaram ao ponto de
total elimina¢do dos mesmos apds tempo de contato com 0 DMDC, de 4 e 6 h. a
25°C. Nao foi observado crescimento microbiano nas placas inoculadas. Isto
demonstrou que o agente sanitizante apresentava total atividade bactericida nas
concentragdes minimas testadas, o que confirma os dados previamente
estabelecidos na Tabela 1 (niveis de DMDC recomendados como concentragdo

minima letal) (OUGH, 1983).

4.2. Eficiéncia da solu¢do de dimetildicarbonato (DMDC) na
inativacio de Salmonella enteritidis CPHL PT4.

A eficiéncia antimicrobiana do DMDC foi estudada para grupos como
bolores , leveduras e bactérias, mas nfo existem citagdes relacionadas a agdo deste

sanitizante especificamente sobre espécies de Salmonella.



A eficiéncia antimicrobiana do dietildicarbonato (DEDC) foi testada
em 2 espécies de Salmonella : S. typhimurium e S. thompson (OUGH, 1983). Foi
demonstrado que a concentragdo de 2.000 ppm foi necesséaria para exercer a
atividade bactericida, em uma populagdo inicial de 10° celulas/ mL. Segundo

OUGH (1975), o DEDC e 0 DMDC tém atividades antimicrobianas equivalentes.

A eficiéncia de uma solugdo de DMDC a 4.500 ppm foi testada com
suspensdes de Salmonella enteritidis CPHL PT4, contendo diferentes concentragdes

de células/10 mL.

Os resultados observados na Tabela 5 indicam a eficiéncia bactericida
do DMDC a concentragdo testada, que eliminou totalmente as células presentes,

independente da populagéo inicial.

TABELA S. Eficiéncia da solugdo de dimetildicarbonato (DMDC) a 4.500 ppm na

inativacao de Salmonella enteritidis PT4*.

In6culo Controle Inéculo Controle Inoculo Tratado
Microrganismo Previsto Recuperado Presenca /
UFC/ 10 mL IEC)’ 10 mL Auséncia
100 78 auséncia
50 44 auséncia
Salmonella 25 21 auséncia
enteritidis PT4 10 11 auséncia
5 4 auséncia

* Média de 2 repeticGes



4.3. Vida-de-prateleira de carcagas ou partes de frango submetidas
a tratamentos de imersdo na solu¢io de dimetildicarbonato

(DMDC).

A microbiota da carne de frango é composta por diversos géneros de
microrganismos, incluindo os que foram utilizados nos testes de eficiencia da

solucdo de DMDC.

A contagem de bactérias mesofilas aerdbias que desenvolvem-se a 30 +
1°C foi a determinagdo escolhida para avaliar a eficiéncia antimicrobiana do DMDC
na redugdio da flora deterioradora e patogénica em carne de frango. O método

padrio recomendado para contagem de bactérias mesofilas baseia-se na incubagao

das placas a 36+1°C,por um periodo de 24 a 48 h.

Os microrganismos patogénicos geralmente desenvolvem-se bem a
temperatura Otima de 36+1°C. Muitos microrganismos psicrotroficos como
Pseudomonas, que predominam na superficie de carne de aves, multiplicam-se em
temperaturas entre -3°C a 34°C, embora outras espécies ndo cres¢am em
temperaturas superiores a 32°C (INTERNATIONAL COMMISSION ON
MICROBIOLOGICAL SPECIFICATION FOR FOODS, 1980). Entretanto, os
psicrotroficos multiplicam-se bem em temperaturas de refrigeragdo, que sdo

usualmente empregadas na conservagio de carcagas de frango.

Optou-se entdo pela contagem total de bactérias que cresciam a
30+1°C, nas condigdes dos testes, empregando-se o método descrito por

INTERNATIONAL STANDARDIZATION ORGANIZATION (1988).

A caracterizagdo microbiana inicial das amostras foi realizada apos 1

dia de armazenamento a 4°C. Esta contagem foi utilizada também para a



comparag¢do com as respectivas amostras tratadas, através da contagem de bactérias

mesofilas aerdbias a 30+1°C.

Apbs os tratamentos com as solugdes de DMDC, pesquisou-se a
eficiéncia bactericida de cada tratamento através da contagem de bactérias
mesofilas aerobias ou anaerdbias facultativas nas carcagas ou partes de frango

armazenadas a 4°C.

As primeiras analises microbiologicas de carne de frango tratada,
foram realizadas ap6s um dia de armazenamento, apés a hidrolise total do DMDC.
De acordo com especificagdes dos fornecedores, a hidrolise ocorre de 4 a 6 h apds
a adicdo do produto a agua a temperatura de 20°C; a temperaturas inferiores,

- tempos de 8 a 12 horas devem ser observados.

As concentragdes de DMDC utilizados nos banhos de imersdo foram
bem acima dos limites maximos permitidos pela legislagdo (JOINT FAO/WHO
EXPERT COMMITTEE ON FOOD ADDITIVES, 1991). Verifica-se que tais
concentracdes sdo viaveis, visto que trata-se de uma sanitizagdo superficial das
partes, uma vez que o interior dos musculos sdo estéreis. Calculando-se os niveis de
DMDC em relagdo ao produto total, observam-se concentragdes inferiores aos
niveis maximos permitidos para DMDC em alimentos, conforme legislagdo citada
acima. Essa elevada dose de sanitizante na superficie da carne, permite uma

destruigdo muito maior das bactérias presentes. ( DAUDT & OUGH, 1980).

-



4.3.1. Vida-de-prateleira de carcacas de frango submetidas ao tratamento de

imersio em soluciio de dimetildicarbonato (DMDC) - Ensaio I

Na Tabela 6 sio apresentados os resultados das contagens totais de
bactérias mesofilas aerdbias ou anaerdbias facultativas nas carcagas de frango
submetidas ao tratamento de imersdo na solugdo de DMDC a 25.500 ppm, por 10

segundos, € dos controles correspondentes.

Apos um dia de estocagem a contagem de bactérias mesofilas foi
reduzida em 1 ciclo logaritmico; apos 8 e 15 dias de estocagem, essa reducdo
comportou-se de modo semelhante, comparando-se as contagens obtidas nas
carcagas submetidas ao tratamento e nos controles, as redugdes foram

respectivamente de 1,24 e 0,8 ciclos logaritmicos.

Observa-se que os valores encontrados na enumeragdo de bactérias
mesofilas nas carcagas submetidas ao tratamento foi sempre menor do que o0s

valores encontrados nos controles.

TABELA 6. Bactérias mesofilas aerébias ou anaerdbias facultativas em carcagas
de frango apos tratamento com dimetildicarbonato a 25.500 ppm,
durante estocagem a 4°C (log UFC/g)

Tempo de Tratamento
estocagem (dias) Controle' 10 seg*'
1 2,63 1,65
8 2,30 1,06
15 6,29 5,53

log UFC/g - logaritmo de unidades formadoras de colonia por grama
* Tempo de imersdo na solugdo de DMDC
! Utilizou-se apenas uma carcaga por anélise
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FIGURA 3. Bactérias mesofilas aerdbias ou anaerobias facultativas em carcagas

de frango ap0s tratamento com dimetildicarbonato a 25.500 ppm.

(log UFC/g)

Pela observacdo da Figura 3, podemos visualizar melhor o efeito do
tratamento a que foram submetidas as carcagas. As contagens observadas apos 8
dias de estocagem foram relativamente menores do que as observadas no 1° dia,
tanto nas carcacas tratadas como nas utilizadas como controle. As contagens
observadas nas amostras controle apresentaram-se muito reduzidas para o 8° dia de

vida-de-prateleira, provavelmente devido a morte de muitos microrgranismos

TO



durante a estocagem a frio. Os microrganismos que sobreviveram ao tratamento

multiplicaram-se novamente até os niveis observados no 15° dia de estocagem.

Observou-se redugdio nos niveis de bactérias mesofilas nas carcagas,

em todos os dias do teste de vida-de-prateleira.

4.3.2. Vida-de-prateleira de peitos de frango submetidos ao tratamento de

imersio em soluc¢iio de dimetildicarbonato (DMDC) - Ensaio I I

Os valores médios encontrados para contagem total de bactérias
mesofilas em peito de frango, submetido ao tratamento por diferentes tempos de
imersdo na solucdo de DMDC a 5.000ppm, comparados aos controles, durante o

periodo de estocagem, sdo apresentados na Tabela 7.

Como pode ser observado, os peitos de frango submetidos ao
tratamento, apresentaram contagens sempre inferiores as observadas nos controles,

em qualquer dia de estocagem.

O



TABELA 7. Bactérias mesoéfilas aerébias ou anaerobias facultativas em peito de
frango com o0sso, apds tratamento com dimetildicarbonato a

5.000ppm, durante estocagem a 4°C. (log UFC/g)

Tempo de Tratamento
estocagem (dias) Controle T 30seg*®  45seg *2 60 seg *”
| 3,28 1,50+0,10  1,4440,18  1,27£0,33
8 6,90 548+0,12  4,94+0,14  3,48+0,66
13 9,07 8,15+0,26  7,95+0,18  8,12+0,29

log UFC/g - logaritmo de unidades formadoras de coldnia por grama
* Tempo de imersdo na solugdo de DMDC

! Utilizou-se apenas um peito de frango por analise

2 Média e desvio padrio; utilizaram-se 3 peitos de frango por analise

Apés um dia de estocagem as contagens de bactérias mesofilas foram
reduzidas em aprdximadamente 2.0 ciclos logaritmicos. Maiores redugdes foram
observadas com aumento do tempo de contato com a solugdo de DMDC. Ja as
analises microbioldgicas realizadas apds oito dias de estocagem mostraram
reducdes de 1,4, 2,0 e 3,5 ciclos logaritmicos na contagem de bactérias mesofilas,
nas amostras submetidas ao tratamento respectivamente, por 30, 45 e 60 segundos

de imersio na solu¢do de DMDC, quando comparadas aos controles.

A redugiio das contagens nos peitos de frango imersos por 60 segundos
na solugdo do produto foi muito significativa, porém nao foi possivel avaliar-se até

que dia de estocagem esta contagem manteve-se reduzida.

No final do ensaio, apos 15 dias de estocagem, todas as contagens
atingiram niveis de 8,0 log UFC/g. Este aumento no nimero de microrganismos

vidveis, mesmo nas amostras tratadas, pode ser atribuido a multiplicagdo dos

on



microrganismos que sobreviveram apos a agdo antibacteriana inicial do DMDC na
redugdio da flora microbiana. Os microrganismos ja nflo sofrem mais a agdo do
DMDC que estd completamente hidrolizado. Além disso, sem a agdo de outros
competidores, aqueles microrganismos puderam multiplicar-se novamente durante a
estocagem e atingir os niveis citados. Devido a elevada contaminagdo detectada, os
peitos de frango ja foram considerados improprios para O consumo, com as

amostras controle apresentando odor tipico de deterioragao.

M Controle
O Tratado por 30 seg

N Tratado por 45 seg

logUFC /g

B Tratado por 60 seg

Tempo de estocagem (dias)

FIGURA 4. Bactérias mesofilas aerobias ou anaerobias facultativas em peito de

frango com 0sso, apoOs tratamento com dimetildicarbonato a 5.000

ppm. (log UFC/g)

A Figura 4 ilustra melhor a evolugdo do crescimento de bactérias

mesofilas e dos efeitos causados pelos tratamentos por diferentes tempos de imersao
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na solu¢do de DMDC, sobre esses microrganimos. O crescimento desses
microrganismos foi mais acentuado nos peitos utilizados como controles do que nos
que foram submetidos aos tratamentos. Todos os tratamentos mostraram-se
eficientes na redugdo de bactérias mesofilas, porém maior efetividade foi
observada nas amostras submetidas ao tratamento de imersdo por 60 segundos na

solugdo de DMDC, ap6s 8 dias de estocagem.

Apés 1 e 15 dias de estocagem ndo foi observada diferenga
significativa nas contagens obtidas nas amostras em fungdo da varia¢do no tempo de
imersdo nas solugdes de DMDC. Em fung¢ao disso podemos deduzir que o tempo de
imersdo de 30 seg. pode ser suficiente para a aplicagio do DMDC em partes de

frango.

4.3.3. Vida-de-prateleira de peitos de frango submetidos ao tratamento de

imersiao em solucio de dimetildicarbonato (DMDC) - Ensaio I'1 I

Pelos resultados obtidos durante a determinagao da vida-de-prateleira
de carcaga e de peito de frango submetido ao tratamento de imersdo nas solugdes
de DMDC, verificou-se que os dois tratamentos aplicados reduziram a contagem de
bactérias mesofilas na superficie da carne de aves. Uma efetiva redugéo da flora de
organismos mesofilos foi observada apos a exposigdo de peito de frango a

concentragf:io de 5.000ppm de DMDC por 60 segundos.

O DMDC nio esterilizou ou eliminou completamente a flora
microbiana na superficie da carne, porém nfo foi possivel calcular a extensdo da
vida-de-prateleira. Como observado com outros agentes sanitizantes, a presenga de
matéria organica é prejudicial a atividade antimicrobiana de muitos sanitizantes

(SMULDERS, 1986; BANWART, 1979). No caso deste sanitizante,a presenga de



material protéico também pode ter afetado a eficiéncia antimicrobiana (OUGH,

1983).

Novos ensaios foram realizados visando identificar a relagdo
concentragdo - tempo de exposicdo ao produto e a atividade antimicrobiana

observada em carne de frango.

No terceiro ensaio, repetiu-se o tratamento, imergindo-se os peitos de
frango em solugdes de DMDC ao nivel de 2.000ppm, com variagdes nos tempos de
imersdo, uma vez que ndo existem dados sobre as concentragdes para aplicagdo do

produto em carnes de aves.

Os valores médios encontrados na contagem total de bactérias
mesofilas em peito de frango, submetido ao tratamento por diferentes tempos de
imersdo na solugdo do produto, comparados aos controles, durante o

armazenamento sdo apresentados na Tabela 8.

Neste ensaio, apos 1 dia de estocagem foram observadas reducdes de
1,3 e 1,5 ciclos logaritmicos para as amostras submetidas a tratamentos de imersio
em solugdes de DMDC, respectivamente, por 30 e 60 segundos, quando
comparadas com o controle; nas amostras submetidas ao tratamento de imersao por
15 segundos, ndo foi observada redugdo da contagem. Apos 8 dias de estocagem,
todos os peitos de frango submetidos ao tratamento apresentaram contagens

inferiores as observadas no controle com redugdes da ordem de 2,0 ciclos

logaritmicos.



TABELA 8. Bactérias mesofilas aerdbias ou anaerdbias facultativas em peito de

frango com o0sso apds tratamento com dimetildicarbonato a 2.000

ppm, durante a estocagem a 4°C (log UFC/g)

Tempo de Tratamento

estocagem (dias) Controle'  15seg*'  30seg®' 60 seg*’

| 2,88+1,0  3,06+0,75  1,60+£0.45  1,36%0,50
8 8,52+0,32  6,38+0,23  6,77+0,83  6,15+0,64
15 8,84+0,58  8,63+0,20  8,62+0,52  9,21+0,73

log UFC/g - logaritmo de unidades formadoras de colonia por grama
* Tempo de imersdo na solugdo de DMDC
! Média e desvio padrdo; utilizaram-se 3 peitos de frango por analise

No final do ensaio, apos 15 dias de estocagem, ndo foram detectadas
diferengas nas contagens de bactérias mesofilas, entre os peitos tratados e os
controles. Todos as contagens ultrapassaram 8,0 log UFC/g , determinando o final
da vida-de-prateleira. Muitos microrganismos foram destruidos nas primeiras horas
apés a agdo do DMDC. Aqueles microrganismos que sobreviveram ao tratamento,
ja ndo sofrem mais a agdo do DMDC que esta completamente hidrolizado; além
disso, sem ac¢do de outros competidores, puderam multiplicar-se atingindo niveis

elevados apos 15 dias de armazenamento.
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FIGURA 5. Bactérias mesofilas aerébias ou anaerdbias facultativas em peito de

frango com osso apds tratamento com dimetildicarbonato a 2.000

ppm. (log UFC/g)

Observando a Figura 5, percebe-se que os resultados encontrados para
a contagem de organismos mesdfilos, confirmam o ensaio anterior. A redugdo de
aproximadamente 2,0 ciclos logaritmicos observada apos 8 dias de estocagem a 4°C
em peito com 0sso, submetido a tratamento de imersdo por 15, 30 ou 60 segundos
na solugdo do sanitizante é muito significativa;, porém ndo foi possivel determinar-se
até que dia de estocagem estas contagens mantiveram-se reduzidas. Por estes
resultados pode-se verificar que ndo € necessario submeter as amostras a tratamento
de imersdo por 60 seg., pois bons resultados foram obtidos em tempos de imersao

de 15 ou 30 seg.

Concluimos, portanto, que o tempo de imersdo de 30 seg. € suficiente

para aplicagio do DMDC em partes de frango. Uma vez que dispde-se de pouco



espaco e tempo na noria, quanto menor o tempo para um tratamento subseqiiente ao
resfriamento, maiores facilidades serdo encontradas na sua aplicagiio na linha de

abate.

Além disso, quanto menor o volume de DMDC a ser aplicado, torna-se
mais facil a manutengfo de sua estabilidade em um tanque para imersdo das partes

de frango.

Pode-se observar que o tratamento com 2.000 ppm de DMDC
mostrou-se relativamente menos eficiente na redugdo da flora microbiana, em

fungdo da menor concentragdo do produto empregada na solugdo de imersdo.

Estes dados estdo de acordo com a literatura. DAUDT & OUGH
(1980), em estudos empregando o DMDC, descreveram qua a taxa de morte ou

esterilizacdo microbiana é proporcional a concentragdo utilizada.

4.3.4. Vida-de-prateleira de filezinhos de peito de frango submetidos ao
tratamento de imersio em solucdo de dimetildicarbonato (DMDC) -

Ensaio IV

Os valores médios encontrados na contagem total de bactérias
mesofilas em filezinhos de peito de frango, submetidos ao tratamento de imersédo na

solu¢do de DMDC a 5.000ppm por diferentes tempos, comparados aos controles,

sdo apresentados na Tabela 9.
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TABELA 9. Bactérias mesofilas aerdbias ou anaerdbias facultativas em filé de

peito de frango apos tratamento com dimetildicarbonato a 5.000 ppm,

durante estocagem a 4°C (log UFC/g)

Tempo de Tratamento
estocagem (dias)  Controle ' 30 seg *! 60 seg *!
1 4,05+0,18  3,65+0,43  3,35+0,11
8 5,19+£0,90 4,50+0,60 5,05+0,70
19 8,15+0,32 7,92+0,40 7,83%0,40

log UFC/g - logaritmo de unidades formadoras de coldnia por grama
* Tempo de imersido na solugdo de DMDC (provavelmente muito hidrolizado)

' Média e desvio padrio; utilizaram-se 4 filezinhos por analise

Como pode ser observado, os filezinhos submetidos ao tratamento

apresentaram contagens sempre inferiores as observadas nos controles, em qualquer
dia de estocagem, porém a agdo do DMDC nio foi eficiente na redugdo da flora

microbiana, como observado nas amostras analisadas nos ensaios anteriores

[+ b §
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FIGURA 6. Bactérias mesofilas aerdbias ou anaerdbias facultativas em filezinho
de peito de frango apés tratamento com dimetildicarbonato a 5.000

ppm. (log UFC/g)

A Figura 6 ilustra melhor a evolugdo do crescimento das bactérias
mesofilas e dos efeitos causados pelo tratamento. E importante observar-se que, no
primeiro dia de analise, os filezinhos de peito de frango controle apresentavam uma
carga de bactérias mesofilas maior do que a detectada nas amostras de carcaca ou
peito de frango utilizadas nos ensaios anteriores. Isto é explicado em fungdo de que
o processo de obtengdo do filé envolve manuseio maior da carne, aumentando
assim a carga microbiana incial, que por sua vez pode ter interferido também na

eficiéncia do tratamento sanitizante.

PAULI & GENTH (citado por OUGH, 1983), em estudos realizados

com dietildicarbonato (DEDC), demonstraram que,para um aumento de 10 vezes no



numero de celulas, a quantidade de DEDC deve ser duplicada para exercer a mesma

acao.

Por outro lado, apds uma avaliagdo de todos os resultados pudemos

observar que o DMDC ndo mostrou-se tdo eficaz neste ensaio.

O DMDC pode sofrer uma degradagdo prematura, apos a abertura do
frasco original. Se o produto ficar em contato com o oxigénio, pode tornar-se
ineficiente como bactericida. Este fato provavelmente explica a baixa eficiéncia
observada nas amostras tratadas neste teste. Portanto, um correto armazenamento
do DMDC foi necessario para a manutengdo de sua eficicia como sanitizante,
durante o estudo. Até este tratamento o produto foi mantido no frasco original e a
temperatura ambiente. A manutengdo adequada do DMDC foi feita dividindo-se o
produto em volumes menores ¢ armazenando-os sob refrigeragdo, visando manter a

estabilidade do mesmo para os préximos experimentos.

Os dados observados nos ensaios anteriores parecem demonstrar uma
relacdo entre a eficiéncica antimicrobiana e a concentragdo de DMDC utilizada nos
tratamentos de imersdo. OUGH (1983) e DAUDT & OUGH (1980) relataram que a
concentragdo de DMDC utilizada foi o principal fator determinante da taxa de morte

microbiana.

Este efeito também foi1 descrito para outros agentes agentes
sanitizantes, como por exemplo o acido latico; sua eficiéncia é comprovadamente
maior quando o produto € usado em concentragdes mais altas, sendo que o limite de
concentragdo é aquele em que comegam a ocorrer mudangas nas propriedades

sensoriais do alimento (SMULDERS et alii, 1986).

Na aplicagdo do DMDC por imersdo deve-se controlar a concentragédo
adequada da solugdo durante o processo, uma vez que a reatividade do DMDC,
relatada por OUGH (1983), € tal que a reagdo do produto com materiais proteicos

em suspensdo pode ser a responsavel pela redugdo da eficiéncia do tratamento.
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Estudos mais completos sobre a interagio do DMDC com outros
componentes alimentares sdo necessarios, a fim de determinar sua atividade

inibitéria.

4.4. Otimizacdo do tempo de imersio e concentracio de
dimetildicarbonato (DMDC) no tratamento de filezinhos de

peito de frango.

Concluidas as andlises da primeira fase do trabalho, foi possivel
verificar a eficiéncia do DMDC na redugdo da carga de bactérias mesofilas na
superficie da carne de frango. Além disso, apds 15 dias de estocagem, as amostras
submetidas aos tratamentos com diferentes concentragdes de DMDC apresentavam-
se aceitdveis quanto ao odor e aparéncia geral, enquanto os controles estavam
severamente deteriorados, apesar das contagens microbianas serem inaceitaveis em
todas as amostras. Face a estes resultados, decidiu-se aprofundar os estudos

utilizando-se o dimetildicarbonato.

Da forma como os experimentos foram montados, realizando-se
analises microbiologicas apds 1, 8 e 15 dias de estocagem, ndo foi possivel avaliar
exatamente em que dia de estocagem as amostras atingiram contagens que tornaram

a carne impropria para 0 consumo.

Além disso, como ja citado anteriormente ndo existem na literatura
dados disponiveis sobre os niveis de concentragdo para aplicagdo do DMDC em
carme de aves. Portanto, tomou-se como ponto de partida,neste experimento, as
concentragdes do produto utilizadas nos ensaios preliminares, visto que redugdes

significativas nas contagens de bactérias mesofilas foram observadas.



Verificamos a necessidade de um delineamento estatistico que
avaliasse as reais diferencas nas contagens microbianas entre as amostras tratadas e
os controles, para assim podermos chegar a otimizagdo da concentra¢gdo de DMDC
e tempo de imersdo na solugdo do produto, visando atingir a estabilidade

microbioldgica da carne de frango e avaliar o efeito na vida de prateleira.

A Metodologia de Superficie de Resposta (RSM) é uma técnica de
otimizagdo baseada no emprego de planejamentos fatoriais, introduzida por G.E.P.
Box na década de 50, e, desde entdo, tem sido usada com grande sucesso na
modelagem de diversos processos industriais. Com o emprego de um planejamento
experimental baseado em principios estatisticos € possivel extrair o maximo de
informagdes tteis a respeito da aplicagdo de um sanitizante, fazendo um menor
nimero de experimentos, o que acarreta redu¢do de custos laboratoriais € aumento

de eficiéncia e produtividade no processo (BARROS NETO et alii, 1995).

Este tipo de delineamento experimental, até o momento, ndo foi usado

para estudar a aplica¢do de agentes sanitizantes em carnes.

Os trés fatores a serem controlados nesse experimento foram definidos:
concentragdo de DMDC, tempo de imersdo do filé na solugdo sanitizante € tempo
de estocagem de filezinho de peito de frango. A variavel resposta de interesse neste
caso foi a contagem de bactérias mesofilas aerobias (em UFC/g) observada nos

filezinhos.

Desta forma, consideremos:

N7 = contagem de bactérias meséfilas aerdbias antes do tratamento (UFC/g) - inicial
N» = contagem de bactérias mesofilas aerobias depois do tratamento (UFC/g) - final
Y; =Np - N7 = diferenga entre contagem de bactérias mesofilas aerobias ( UFC/g ) final e inicial,

ou seja, crescimento de bactérias em UFC/g , durante o experimento.

X1 = Concentragdo de DMDC.



X9 = Tempo de imersdo do filé na solugao de DMDC.

X3 = Tempo de estocagem de filezinho de peito de frango.

Foi ajustado um modelo polinomial de 22 ordem da seguinte forma:

Yi = bn -+ b]X] =t bzXz g b3X3 + b4X2| =+ b5X22 i b6X23 + bTXIX2 + bSXIXB + b9X2X3 + SH (1)

onde:
X1, Xo e X3 foram definidos acima
Hg; B , bo sdo pardmetros a serem estimados pelo modelo.
€, = residuo, diferenca entre o valor calculado e experimental.

A
Yi=Y+ €;

Os parametros deste modelo foram estimados através do método de
minimos quadrados e sua significAncia no modelo foi verificada a partir de
correspondentes testes F de uma tabela de Analise de Variancia. Para validade deste
modelo de regressdo, temos que os residuos do modelo ajustado tenham distribuigdo
normal com média 0 e varidncia constante (suposi¢do de homocedasticidade dos

residuos).

Portanto, em resumo, podemos dizer que, através do uso desta
metodologia, procuraremos ajustar o modelo definido em (1) de forma que seja
possivel estabelecer para que combinagdes de concentragdo de dimetildicarbonato,
tempo de imersdo do filé na solugdo e tempo de estocagem a 4°C, a contagem de
bactérias mesofilas aerdbias esteja em niveis aceitdveis para o consumo de filezinho

de peito de frango.



Para possibilitar o ajuste do modelo (1), foi necessario adequado
planejamento experimental. Os pontos experimentais foram definidos segundo um
Planejamento Composto Central (PCC) indicado para o caso de agentes polinomais
de 2" ordem (BARROS NETO et alii, 1995). Este planejamento esta detalhado na
Tabela 4.

Conforme este planejamento, foram obtidos os valores das contagens
de bactérias mesdfilas aerobias (UFC/g) em filezinhos de peito de frango antes e
depois dos tratamentos. Todos os dados coletados nos pontos experimentais

encontram-se no Anexo B.
4.4.1. Transformac¢io dos Dados Originais.

Inicialmente, ajustado o modelo (1) para os valores da diferenca entre
as contagens de bactérias (em UFC/g) final e inicial, observou-se que o modelo
tinha residuos que ndo seguem uma distribuigdo normal, indicando falta de ajuste.
Desta forma, optou-se por utilizar uma transformac¢do nos dados observados. A
transformacgdo utilizada foi a de BOX-COX (BOX et alii,1978) que apresenta a

seguinte forma:

v Y1

=2 y=ylhy @
A(y)M!

y

onde Y ¢ a média geométrica dos valores originais de Y.
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O problema neste caso consiste em determinar o valor de A que resulte

numa adequada transforma¢do dos valores observados. Neste caso devemos
escolher aquele valor para o qual A proporcione a menor soma de quadrados de
residuos para o modelo a ser ajustado (BOX et alii, 1978). Realizados os
procedimentos para escolha de A, encontramos que o valor a ser utilizado deveria

Ser

A=0,31.

Portanto a andlise serd feita com base numa transformagfio dos dados

originais dada por (2) com valor de A = 0,31.

4.4.2. O Ajuste do Modelo Completo (1).

Ap6s defimda a transformagdo nos dados ajustou-se o modelo (1) para
os dados transformados, através do procedimento RSREG do software SAS. Os

resultados obtidos neste ajuste sdo apresentados nas tabelas a seguir:



TABELA 10. Analise de variancia para componentes do modelo

el Gk gomE R F b
Linear 3 243.94 0.70 71.03 0.0000
Quadratica 3 19.564 0.05 5.69 0.0016
Termos Cruzados 3 8.7131 0.02 2.53 0.0644**
Total 9 22222 0.78 26.24 0.0000

* multiplicado por 10"
% significativo (a=5%)

Portanto através desta tabela verificamos que os componentes lineares

e quadraticos ndo devem ser retirados do modelo o que ndo ocorre com 0s termos

cruzados. O modelo total é significativo com um R2 = 0,78.

TABELA 11. Teste para Falta de Ajuste

. Graus de Somade  Quadrado
Res : F Prob > F
SaRS Liberdade Quadrados*  Médio*
Falta de Ajuste 5 9.0667 1.8133 1.667 0.1567
Erro Puro 59 64.192 1.0880
Erro Total 64 73.259 1.1446

*multiplicado por 10"

O valor de F, quociente de MQgi/MQ,, igual a 1,67 ¢ menor do que o

valor tabelado de F e com 5 e 59 graus de liberdade ao nivel de 95% de confianga é



de 2.37. Por isto, ndo existe evidéncia de falta de ajuste do modelo com os valores
transformados. Esta conclusiio é consistente com o valor da probabilidade de 0,157

na Tabela 11.

TABELA 12. Estimativa e teste de hipoteses para os parametros estimados

rainers G o _paige 1 "I
Intercepto 1 1.3703242 2840763  4.824  0.0000%**
Xi 1 -5.3811351 1263908  -4.258  0.0001***
X5 1 0.1636781 1261871 1297  0.1993
X3 1 181.1447216  1.504846  12.059  0.0000%**
X1X] 1 0.4334884 1.158104  3.743  0.0004%**
X1X 1 3.0111316 1.771334  1.700  0.0940
X9X> 1 0.1871114 1.157973 1616  0.1110
X1X3 1 -0.3908115 1.774718  -20202  0.0313%**
XoX3 1 0.0262553 1771334 0.148  0.8826
X3X3 1 0.4130118 1376761  3.000  0.0038%**

*  multiplicado por 10’
** multiplicado por 10°
**% significativo (t=5%)

Portanto, a partir dos resultados acima,observou-se que a presenga da
grande maioria dos pardmetros € significativa para o modelo. Nos parametros nao
significativos temos que todos tém a presenca da variavel 2 (fempo de imersdo na
solucdo), o que nos leva a hipétese de que este fator pode ser desconsiderado no

ajuste. Para se verificar esta hipotese apresentamos a tabela a seguir.
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TABELA 13. Teste para necessidade da presen¢a das varidveis no modelo.

D] Graus de Soma de Qua'dr.ado F Beoks B
Liberdade Quadrados* Médio*
X1 4 49.671 12.419 10.848  0.0000**
X9 4 7.7944 1.9486 1.702 0.1604
X3 4 242 98 60.745 53.068  0.0000**

* multiplicado por 10™
** significativo (=5%)

Portanto, os testes da tabela acima confirmam nossa hipdtese anterior,
ou seja, os fatores 1 e 3 sdo significativos no ajuste do modelo enquanto o fator 2

(tempo de imersdo) nao se faz necessario.

Desta forma concluimos que o tempo de imersdo dos filés ( no

intervalo de 15 a 75 segundos ) ndo contribui significativamente para o ajuste do

modelo (1).

4.4.3. Ajuste do Modelo Reduzido.

A partir da exclusdo do fator 2, temos entdo que o modelo polinomial

de 24 ordem passa, neste caso,a ser reescrito como:

Y;=by+ b1 X; +bX5+ b3X21 + b4X23 +bsX X3+ €; (3)



O procedimento realizado em 4.4.2. foi agora repetido para o ajuste do

modelo acima, obtendo-se os seguintes resultados.

TABELA 14. Analise de variancia para componentes do modelo.

Foqte 96 Qraus de Soma de R2 | F BeobiE
variagao Liberdade Qtia__c_lrados* _
Linear 2 242 .36 0.7012 LOL.7 0.0000**
 Quadratica 2 16.926 0.0490 7:10 0.0016**
Termos Cruzados 1 5.1341 0.00149 4308 0.0416**
Total 5 264.42 0.7654 44368  0.0000**

* multiplicado por 10™
** significativo (a=5%)

Portanto, verificamos agora que todos os componentes, linear,

quadratico e termos cruzados, sdo significativos e ndo devem ser retirados do

modelo. O modelo total é significativo com um R2 =0,77.

TABELA 15. Teste para falta de ajuste.

. Graus de Soma de Quadrado
Resid F Prob > F
eoIauos Liberdade Quadrados* Médio**
Falta de Ajuste 8 1.6829 2.1036 1.965 0.0666
Erro Puro 60 6.4224 1.0704
Erro Total 68 8.1053 1.1919

* multiplicado por 10"
** multiplicado por 10"



A tabela acima nos leva a néo rejei¢do da falta de ajuste do modelo, ou
seja;ndo existe uma falta de ajuste significativa, portanto o modelo estimado esta
apto para ser analisado sem a necessidade de incorporar outras componentes e/ou

formas.

TABELA 16. Estimativa e teste de hipdteses para os pardmetros estimados

Paets ool pudmens Padiore 7 PO0>l
Intercepto I 1.6739500  2.083396  8.035  0.0000%**
X1 1 -0.5459484 1288637  -4237  0.0001***
X3 1 1.8229664  1.533445  11.888  0.0000%**
X1X1 I 0.3609133  1.080854  3.339  0.0014%**
X1X3 1 -0.3752999  1.808209  -2.076  0.0417%*
X3X3 1 0.3400053 1327578  2.561  0.0127+**

*  multiplicado por 10
*#* multiplicado por 10°
kx% significativo (a=5%)

Dessa forma,temos agora que todos os parametros sao estatisticamente
significativos para o ajuste do modelo, ou seja,todos eles devem estar presentes,

como também ¢ reiterado pelos valores da tabela abaixo.



TABELA 17. Teste para necessidade da presenga das variaveis no modelo.

Vatlhvel Qraus de Soma de Quachtado r Prob.>F
Liberdade Quadrados* Médio*

X1 3 4.3713 1.4571 12.224  0.0000**

X3 3 24.392 8.1308 68.214  0.0000**

* multiplicado por 10"
** significativo (a=5%)

Pelos valores acima, ratificamos a hipdtese de que nenhum dos dois

fatores podem ser agora retirados do modelo ajustado.

Em fun¢do do resultados acima, temos entdo que o modelo final (3)

ajustado € dado por:

Y; = 16,74* - 5,46* X + 18,23* X3 +3,61* X712 + 3,40* X32 - 3,75* X1 X3

A superficie gerada por esta fun¢do polinominal, bem como suas

respectivas curvas de niveis sdo apresentadas nas Figuras 7 e 8, respectivamente.

A Figura 7 mostra a variagdo da taxa de crescimento bacteriano,
avaliada através das contagens de bactérias mesofilas (em UFC/g) em relagdo ao

aumento da concentra¢gdo de dimetildicarbonato e o tempo de estocagem dos

filezinhos de peito de frango a 4°C.

A Figura 8 apresenta as curvas de niveis correspondentes a superficie

mostrada na Figura 7.
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Para melhor compreensdo dos fatos, foi elaborada a Tabela 18 que
contém os valores previstos pelo modelo reduzido para o crescimento das bactérias
aerobias mesofilas (em log UFC/g), para cada dia de estocagem dos filezinhos a

4°C, tratados com diferentes concentra¢des de dimeltildicarbonato (DMDC).

Assim; pode-se verificar o efeito do tratamento com diferentes
concentragdes de DMDC na taxa de crescimento das bactérias meséfilas, durante o
tempo de estocagem de filezinhos a 4°C, para pontos ndo utilizados
experimentalmente, mas que pertencem a regido experimental pré-definida, como

mostrado na Tabela 4.

As amostras empregadas neste estudo, apresentaram contagem inicial
de bactérias aerdbias mesofilas de 3,20 log UFC/g (média obtida dos dados do
Anexo B).

Pelos resultados apresentados nas Figuras 7 e 8 e na Tabela 18,
verificamos que a multiplicagfio bacteriana deu-se desde o inicio da estocagem, com
taxas de crescimento influenciadas pelos niveis de DMDC utilizados. Taxas de
crescimento  significativamente maiores foram observadas; quando menores

concentragdes de DMDC foram empregadas nas solugdes de imersao dos filezinhos.

Com concentragdes de DMDC mais elevadas, as taxas de crescimento
bacteriano foram progressivamente reduzidas, de forma que se pode observar que
maiores niveis do agente sanitizante foram mais eficientes no controle do
crescimento das bactérias mesofilas. Tais resultados mostram a relagdo entre a
eficiéncia antimicrobiana ¢ a concentragdo de DMDC empregada nos tratamentos
de imersdo e confirmam os dados descritos na literatura (OUGH, 1983; DAUDT &
OUGH, 1980).



Aumentos progressivos nas taxas de crescimento microbiano foram
observados a partir do 5° dia de estocagem dos filezinhos a 4°C, independentemente

da concentragdo do sanitizante empregada.

Os resultados também mostraram que a populagdo de mesofilos foi
progressivamente reduzida com o aumento da concentragio de DMDC conforme
citado, porém o crescimento bacteriano voltou a aumentar, com o emprego de
concentragdes de DMDC mais elevadas de até niveis de 6.000 ppm na solucdo de

imersdo dos filezinhos.

Quando utilizou-se a concentragdo de 6.000 ppm de DMDC,
provavelmente a destruicdo de bactérias nestas amostras foi maior do que naquelas
tratadas a 4.500 ppm; isto permitiu que os microrganismos sobreviventes pudessem

multiplicar-se mais rapidamente devido a eliminagdo dos competidores.

Pela Tabela 18 pode-se avaliar quais as concentragdes de DMDC
onde as taxas de crescimento bacteriana serdo menores, em fungdo do tempo de
estocagem dos filezinhos. Nestes dados interessou-nos observar as taxas de
crescimento bacteriano para tempos de estocagem acima de 8 dias, visando verificar
a influéncia dos tratamentos aplicados na vida de prateleira de filezinho de peito de

frango.

Assim, observou-se que no periodo entre 8 € 9 dias de estocagem as
amostras tratadas com niveis de 3.900 a 4.200 ppm de DMDC apresentaram as
menores taxas de crescimento de mesofilos, que foram de 3,3 e 3,6 ciclos

logaritmicos, respectivamente.

No periodo de 10 dias de estocagem, as amostras tratadas com niveis
de 4.200 a 4.500 ppm de DMDC apresentaram a menor taxa de crescimento, que

foi de 3,9 ciclos logaritmicos.
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No periodo de 11 e 12 dias de estocagem, as amostras tratadas com
niveis de 4.500 a 4.800 ppm de DMDC apresentaram as menores taxas de

crescimento, que foram de 4,2 e 4,5 ciclos logaritmicos, respectivamente.

Para a estocagem dos filezinhos por periodos acima de 13 dias é
necessario empregar-se niveis de DMDC acima de 4.800ppm; as menores taxas de
crescimento bacteriano observadas nestes casos foram de 4,7, 4,9, 5,0, 52 ¢ 5.4

ciclos logaritmicos, respectivamente para 13, 14, 15, 16 ¢ 17 dias de estocagem.

Sabendo que as amostras utilizadas neste experimento apresentaram
contagem inicial de bactérias aerdbias mesofilas de 3,2 log UFC/g, as contagens
finais de bactérias aerobias mesofilas nos filezinhos de peito de frango, controle ou

tratados, podem ser obtidas empregando-se os dados da Tabela 18.

No periodo de estocagem de 8 e 9 dias, as amostras tratadas com
concentragdes de DMDC de 3.900 a 4.200 ppm, apresentaram contagens finais de
bactérias mesofilas de 6,5 e 6,8 log UFC/g, respectivamente, o que representa
redugdes de 1,5 e 1,4 ciclos logaritmicos em relagdo as contagens observadas nas

amostras controle (0 ppm de DMDC) para os mesmos dias de estocagem.

No 10° dia de estocagem dos filezinhos tratados com niveis de 4.200 a
4.500 ppm de DMDC, a populagdo de bactérias mesofilas atingiu 7,2 log UFC/g,
apresentando contagem 1,2 ciclos logaritmicos menor do que a contagem das

amostras sem tratamento (0 ppm de DMDC) para o mesmo dia de estocagem.

No perfodo de 11 e 12 dias de estocagem, as amostras tratadas com
niveis de DMDC de 4.500 a 4.800 ppm, atingiram contagens finais de bactérias
mesofilas de 7,4 e 7,7 log UFC/g, respectivamente, o que representa redugdes de
1,2 e 1,1 ciclos logaritmicos comparado com as amostras controle ( Oppm de

DMDC) para os mesmos dias de estocagem.
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No 13° dia de estocagem, as amostras tratadas com niveis de DMDC
de 4.800 a 5.100 ppm apresentaram contagens de bactérias mesofilas de 8,0 log
UFC/g. A carne tornou-se inaceitdvel para o consumo, visto que o limite maximo de
contagem de bactérias mesodfilas foi atingido, determinando o final da vida de

prateleira.

As amostras tratadas com 4.500 ppm dé DMDC tiveram sua vida de
prateleira prolongada até o 11° - 12° dia de estocagem, pois apresentaram contagens
da ordem de 7,4 -7,7 log UFC/g, enquanto as amostras controle ja tinham atingido

contagens de 8,0 log UFC/g no 8° dia de estocagem.

Concluiu-se que a concentragdgo de DMDC ao redor de 4.500 ppm
pode ser considerado o nivel 6timo para aplicagdo do produto no tratamento de
filezinhos de peito de frango, visando a redugdo da contagem de bactérias mesdfilas

inicialmente presentes na carne.

Durante a analise estatistica dos dados, foi elaborado um teste para
verificar a necessidade da presenga das trés varidveis no modelo elaborado:
concentragdo de DMDC, tempo de imersdo na solugdo € tempo de estocagem dos
filezinhos. Este teste revelou que o tempo de imersédo dos filés na solugio de
DMDC, no intervalo de 15 a 75 segundos, ndo contribui significativamente para o
modelo, o que quer dizer que esta varidvel ndo afeta a taxa de crescimento

microbiano.

Portanto, pode-se concluir que a concentragdo de DMDC € o principal
parametro, dentre os estudados, que interferiu na vida de prateleira dos filezinhos de
peito de frango. Estes resultados estdo de acordo com os descritos por DAUDT &
OUGH (1980), que relataram que a concentragdo de DMDC empregada foi o

principal fator determinante da taxa de morte microbiana.



Nesse estudo pode-se observar a eficiéncia do DMDC como agente
sanitizante de filezinhos de peito de frango estocados a 4°C, e em fungdo disso
algumas consideragdes devem ser feitas a respeito da relagdo existente entre a
resisténcia microbiana ao DMDC e outros fatores que podem interferir na sua

eficiéncia.

Segundo TURTURA (citado por OUGH, 1983), a eficiéncia do

dietildicarbonato (DEDC) aumentou com a elevagdo da temperatura, sendo duas

vezes maior, a temperatura de 27°C do que a O°C.

SPLITTSTOESSER & WILKISON (1973) também observaram que a
manutencdo de elevadas temperaturas durante a incubagdo de culturas de alguns
microrganismos com dietildicarbonato (DEDC). resultou em diminui¢do
significativa da porcentagem de sobreviventes, € que as reagdes letais sobre as
culturas foram inibidas a baixas temperaturas. Por outro lado a taxa de hidrolise do

DEDC aumentou com a elevagdo da temperatura.

TERRELL et alii (1993) e RIET et alii (1989) também relataram
dados similares em relagdo ao aumento da temperatura e a eficiéncia antimicrobiana

do dimetildicarbonato (DMDC).

Os fornecedores de DMDC recomendam que o produto seja aplicado a
temperaturas de 10 a 12°C, provavelmente devido a reducdio da taxa de hidrolise,

favorecendo uma esterilizagdo mais eficiente.

No nosso estudo, o dimetildicarbonato a 17°C foi aplicado a carne de
frango, pois abaixo desta verificou-se a cristalizagdo do produto na solugdo. Para
contornar o problema da rapida taxa de hidrolise do produto,novos banhos foram
preparados para a imersdo das amostras em cada teste. A temperatura a que a carne
foi submetida imediatamente depois da aplicagio do produto foi de

aproximadamente 0°C, pois as amostras foram resfriadas em uma cadmara de



resfriamento, como ¢ feito em um processamento normal, o que pode ter

. . i e -
influenciado negativamente a eficiencia dos tratamentos.

Outro fator interferente refere-se a agdo antimicrobiana em fung¢do do
grupo microbiano. Estudos envolvendo variagdes na contagem de células viaveis
apos tempos de exposi¢do ao dietildicarbonato (DEDC) revelam diferentes
respostas, dependendo do microrganismo (SPLITTSTOESSER & WILKISON,
1973). OKAFOR (1975), também descreveu essa variagdo e relatou que o0 DEDC
fo1 mais efetivo na redugdo do numero de células de leveduras em comparagdo com
a redugdo no numero de bactérias. Realmente o DEDC foi inicialmente estudado
como eficiente na redugdo de bolores e leveduras em vinhos, cerveja e sucos de

frutas.

De acordo com os estudos realizados com DEDC e DMDC, as maiores
taxas de destruigdo dos bolores e leveduras ocorrem durante as primeiras horas de
contato com o produto (SPLITTSTOESSER & WILKISON, 1973). Entretanto, a
maxima taxa de destruicdo das bactérias laticas foi atingida com 24 horas; porém
esses dados sfo conflitantes, uma vez que o teste foi realizado a 30°C ¢ a esta
temperatura a hidrélise do DEDC completa-se em 4 horas e o produto ndo

apresenta mais efeito sobre os microrganismos.

Outra caracteristica interessante a ser avaliada refere-se a composi¢ao
do meio de suspensdo dos microrganimos. SPLITTSTOESSER & WILKISON
(1973) observaram o efeito do DEDC na sobrevivéncia de microrganismos, quando
os mesmos foram colocados em diferentes meios de cultura. Segundo o autor, os
microrganismos afetados pela exposi¢do ao DEDC podem ser recuperados da

injuria se forem colocados rapidamente em meios adequados.

Neste estudo, pode-se dizer que os microrganismos que sobreviveram,

bem como aqueles que sofreram injuria sub-letal encontraram na carne um excelente
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meio de cultura para sua recuperagdo, sendo responsaveis pela deterioragdo da

carne de frango tratada.

Uma caracteristica propria da carne de frango ¢ a constituigdo das
fibras musculares e gordura, que favorecem a fixagdo de microrganismos nas
saliéncias e poros da pele (LILLARD, 1989; LILLARD, 1986; THOMAS &
McMEEKIN, 1980). Esta caracteristica pode impedir a penetragao adequada de

qualquer agente sanitizante.

Muitos microrganismos aderem-se ao redor das fibras de colageno e ao
material polissacaridico (BENEDICT et alii, 1991; BRYAN & DOYLE, 1995). Isto
faz com que os microrganismos ligados a camne ou a pele sejam inacessiveis aos
tratamentos bactericidas aplicados (BRYAN & DOYLE, 1995; CONNER &
BILGILI, 1994).

Em fungdo do exposto, a agdo antimicrobiana do DMDC pode ter sido
afetada, e o produto ndo ter eliminado completamente a flora microbiana da

superficie da carne.

Outro aspecto a considerar, refere-se ‘a reatividade do DMDC. Este
produto reage prontamente com materiais protéicos presentes, o que pode acarretar
uma redugdo da eficiéncia antimicrobiana nos tratamentos onde ¢é aplicado (OUGH,

1983).

Como ja foi relatado, a taxa de morte € proporcional & concentragdo de
DMDC (OUGH, 1983). Assim,a redugdo do efeito letal com o emprego de baixas
concentracdes de DMDC pode ser explicado devido a capacidade de bactérias
reproduzirem-se por curtos periodos de tempo antes de danos permanentes serem

causados ao microrganismo ((SPLITTSTOESSER & WILKISON, 1973).

Como a principal agdo antimicrobiana do DMDC ocorre no inicio do

tratamento, ¢ possivel obter-se um aumento na vida-de-prateleira, partindo-se de



uma contagem inicial de 1 ou 2 log UFC/g em amostras submetidas ao tratamento
com DMDC ao invés de 3 log UFC/g em amostras sem tratamento. Isto pode
resultar em acréscimo de dois a quatro dias na vida-de-prateleira de filezinhos de

peito de frango refrigerado.

Pode-se afirmar que o ftratamento com o DMDC, aplicado nas
condigdes ideais de concentragdo, destroi parcialmente a flora bacteriana da
superficic da carne. Os microrganismos sobreviventes, livres da agdo de
competidores, terdo condi¢des de multiplicar-se mais rapidamente e deteriorar a

came estocada.

Os resultados deste experimento demonstraram também que o tempo
de imersdo do filé de peito de frango na solugéo de DMDC ndo afetou a eficiéncia
da acdo antimicrobiana. Isto confirma os dados obtidos nos testes preliminares com
o DMDC, onde podem-se observar equivalentes redugdes nas contagens de
bactérias mesofilas, nas amostras submetidas ao tratamento de imersdo por 15, 30

ou 60 segundos na solugdo do sanitizante.

Uma vez que o tempo de imersdo ndo ¢ um fator interferente, podemos
verificar a importincia desta resposta na aplicagdo do produto em uma linha de

abate de frango, conforme anteriormente discutido.
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4.5. Avaliacdo da acio do dimetildicarbonato (DMDC) em
Salmonella enteritidis PT 4 inoculada artificialmente em

filezinho de peito de frango.

A partir dos resultados obtidos no experimento anterior, definiu-se a
concentragdo de 4.500 ppm como o nivel 6timo de aplicagio do DMDC em
filezinho de peito de frango. Como o tempo de imersdo nfo foi considerado um fator
interferente, optou-se pelo tratamento de imersdo na solugdo de DMDC por 30

segundos.

Numa primeira etapa, empregou-se a melhor concentragdo de DMDC -
4.500 ppm definida pela aplica¢do da metodologia Superficie de resposta. Procurou-
se, numa segunda fase, avaliar o efeito da concentragdo mais elevada de DMDC a
6.000 ppm, sobre a cepa de Salmonella enteritidis PT4. A eficiéncia do DMDC na
eliminagdo de S. enteritidis PT4 durante a estocagem dos filezinhos de peito de
frango, submetidos ao tratamento, foi testada através da pesquisa do microrganismo
em 5 filezinhos por tratamento, comparando-se aqueles que ndo receberam qualquer

tratamento e foram utilizados como controle.

Os filezinhos, contendo sua flora normal, foram imersos na suspensio
de S. enteritidis, sendo este o modelo escolhido preferencialmente a carne com
cultura pura do microrganismo. Este modelo assemelha-se as condigdes da
superficie da camme durante o processamento normal em um abatedouro e foi
utilizada no sentido de evitar uma falsa atividade antimicrobiana do sanitizante;
fatores como interagdes microbianas e natureza dos microrganismos contaminantes

podem interferir na eficacia antimicrobiana de sanizantes.

Em muitas pesquisas onde se pretende avaliar a eficiéncia

antimicrobiana de sanitizantes ¢ comum partir-se de indculos tdo elevados quanto



107 a 10® células/mL do microrganismo a ser testado. Tal situacdo pode muitas
vezes ndo ser comparada a realidade, como por exemplo o que acontece com a agua

de resfriamento de carcagas, onde contagens de Salmonella dessa ordem ndo sio

esperadas.

Em nossos estudos, contaminamos os filezinhos de peito de frango com
niveis de Salmonella da ordem de 50 células / filé, visando estudar a influéncia do

DMDC nas condig¢des da carne obtida em uma linha de produgio de frango.

Na Tabela 19 observa-se a incidencia de Sa/monella em filezinho de
peito de frango contaminado artificialmente com o microrganismo, em fungdo dos

tratamentos a que os mesmos foram submetidos: 4.500 ppm e 6.000 ppm de

DMDC.

TABELA 19. Incidéncia de Salmonella enteritidis PT4 em filezinho de peito de
frango submetido a tratamento em solugdo a 4.500 ppm

dimetildicarbonato'.

Tempo de Tratamento

estocagem  gneole 4500 ppm  4.500 ppm  6.000 ppm  6.000 ppm
sem agitagdo com agitagdo sem agitagcdo com agita¢do

dhoras 100 % 20 % 20 % 30 % 20 %

1 dia 100 % 100 % 40 % 40 % 80 %
7 dias 60 % 20 % 0% 60 % 0%
13 dias 0 % 0% 0% 0 % 0%

* Média de 2 ensaios.
! Utilizaram-se 5 filezinhos de peito de frango por analise.



Apoés 4 horas de estocagem a 4°C foram encontradas salmonelas em
100% das amostras controle. Porém, diferentes niveis de recuperagdo foram
observados em fun¢do dos diferentes tratamentos . Quando os filés foram
submetidos a tratamentos de imersdo em solucdo de DMDC a 4.500 ppm, a
recuperacao de salmonelas foi observada em 40% das amostras,independentemente
de agitagdo ou ndo do banho de imersdo. Com a concentragdo de 6.000 ppm de
DMDC, a recuperagcdao do microrganismo foi observada em 80% das amostras
submetidas ao tratamento sem agitagdo e em somente 20% daqueles tratados com

agitacdo.

Apos um dia de estocagem a 4°C, foi possivel recuperar-se salmonelas
novamente em 100% das amostras controle. Com o emprego de DMDC a 4.500
ppm recuperou-se o microrganismo em 100% e 40% das amostras tratadas sem

agitacdo e com agitacdo do banho, respectivamente.

Ja com o emprego de DMDC a 6.000 ppm o microrganismo foi
recuperado em 40% e 80% das amostras tratadas sem agita¢cdo e com agita¢do do

banho de imersio, respectivamente.

Apds 7 dias de estocagem a 4°C ainda foram recuperadas salmonelas
em 60% das amostras controle ¢ em 20% das amostras tratadas com DMDC a
4,500 ppm sem agita¢do; ja nas amostras com agitagdo observou-se a destui¢do

total do microrganismo.

Nas amostras submetidas ao tratamento com 6.000 ppm de DMDC,
foram recuperadas salmonelas em 60% daquelas tratadas sem agitagdo. Também
neste caso, observou-se a total destrui¢io do microrganismo nas amostras tratadas

com agitac¢ao.

Quando utilizou-se a concentragdio de 6.000 ppm de DMDC,

provavelmente a destruigdo de bactérias foi maior do que com o tratamento a



4.500ppm; isto permitiu que o0s microrganismos sobreviventes pudessem

multiplicar-se mais rapidamente devido a eliminagio dos competidores.

Apods 13 dias de armazenamento a 4°C, o microrganismo esteve
ausente nas amostras controles e tratadas com o DMDC, demonstrando que a

simples estocagem dos filezinhos a 4°C destroi as salmonelas.

Pela Figura 9 pode-se visualizar melhor o efeito do tratamento

aplicado em filezinho de peito de frango.

H Controle (sem tratamento com
DMDC)

O imersdo em solugdo de DMDC
a 4.500 ppm sem agitagdo

Himers&o em solugdo de DMDC
a 4.500 ppm com agitagao

Mimersdo em solugdo de DMDC
a 6.000 ppm sem agitagdo

Bimersdo em solugdo de DMDC
a 6.000 ppm com agilagdo

S SR SRR ISR SR AR S M-

Incidéncia de S. Enteritidis (%)

A V==

4 horas 1 dia 7 dias 13 dias
Tempo de estocagem (dias)

FIGURA 9. Incidéncia de Salmonella enteritidis PT4 em fil¢ de peito de frango

refrigerado submetido a tratamento com dimetildicarbonato (DMDC)

A eficiéncia do tratamento com solugdo de DMDC a 6.000 ppm com
agitagdo do banho foi maior nos primeiras horas sendo observadas redugdes de

Salmonella em 80% dos filezinhos apds 4 horas de estocagem a 4°C e em somente



20% dos mesmos apds 1 dia; a destrui¢do total dos microrganismos inoculados, foi
observada apés 7 dias de estocagem a 4°C, enquanto observou-se 60% das

amostras-controle positivas para Salmonella neste dia.

O tratamento com DMDC a 6.000 ppm sem agitagdo do banho mostrou
que a redugo de salmonelas foi pequena durante toda a estocagem, sugerindo baixa

eficiéncia bactericida nestas condig¢oes.

A eficiéncia bactericida do tratamento foi elevada, quando empregou-
se uma solu¢do de DMDC a 4.500 ppm, principalmente nas amostras com agitagéo
do banho. A redugdo do microrganismo foi observada em 60% das amostras apés 4
horas e 1 dia de estocagem a 4°C. Foi constatada a destrui¢do total das salmonelas
em todas as amostras, apos 7 dias de estocagem a 4°C, enquanto observou-se 60%

das amostras controle positivas para Salmonella neste dia.

Concluiu-se, portanto, que o efeito sinérgico da agdo do sanitizante e
do frio podem destruir completamente as salmonelas presentes nas superficie de
filezinhos de peito de frango submetidos ao tratamento a 4.500 ppm de DMDC,

com agita¢do do banho.

A agitagdo favoreceu o equilibrio das concentragbes de DMDC na
solugdo e na superficie das partes de frango, o que aumentou a eficiéncia
antimicrobiana do produto; isto somado & a¢dio do frio, provocou um efeito

sinérgico na destruicdo de S. enteritidis.

Os resultados evidenciam a eficiéncia do tratamento com DMDC a
4.500 ppm na eliminagdo de microrganismos, comprovando o observado no

experimento sobre a otimizagdo da concentragdo de DMDC.

Algumas pesquisas relataram que a diminuigdo do pH do meio de
tratamento favorece a agdo esterilizante do dimetildicarbonato (DMDC) (OUGH et
alii, 1978).



O emprego de DMDC juntamente com outros tratamentos, tais como
acido latico, sérbico, acético, perdxido de hidrogénio, entre outros, poderiam ser
testados visando obter um efeito sinérgico na redugio da flora de MICrorganismos

deterioradores ou patogénicos na superficie de carne de frango.

4.6. Avaliacdo Sensorial de peito de frango submetido a

tratamento de imersido em solu¢io de dimetildicarbonato

Nas figuras de 10 a 15 sdo apresentados os resultados dos atributos
avaliados na andlise sensorial de peito de frango submetido a tratamento com
DMDC. No Anexo C pode-se observar os valores médios e os respectivos desvio-

padrio.

Odor

Pelos resultados apresentados nas Figuras 10 e 11, observaram-se
respectivamente, os valores médios para o tipo e intensidade de odor visando
verificar a influéncia que o tratamento com DMDC a 4.500 ppm exerceu sobre estes

pardmetros durante a estocagem de peito de frango refrigerado.
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FIGURA 10. Resultados dos atributos de tipo de odor, para as amostras controle

e tratadas, durante a estocagem.
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FIGURA 11. Resultados dos atributos de intensidade de odor, para as amostras

controle e tratadas, durante a estocagem.

Em relagdo ao tipo de odor, os provadores identificaram, a partir do
segundo dia de armazenamento, odor de tempero de alho (0) em algumas amostras,
tanto tratadas como controle; este odor pode ser explicado em fungdo da ragdo dada

aos frangos.



Contudo observou-se odor normal (1) até o quarto dia de estocagem.
Nao foi detectada diferenca estatisticamente significativa (p > 0,05) entre as
amostras submetidas ao tratamento e os controles para o mesmo dia de avaliagdo;

isto foi observado até o final da vida-de-prateleira.

A intensidade do odor detectada pela equipe, oscilou em média entre 2
(ligeiro) e 3,5 (moderado/intenso), ao longo dos dias de estocagem. Porém, os
escores dos peitos submetidos a tratamento foram significativamente menores que

os do controle e esta variagdo foi observada apds o quinto dia de estocagem.

Na Figura 12 observou-se os valores médios para o pardmetro
aceitacdo do odor. Pode-se observar que a média de aceitagdo do odor, de 1,5, deve
ter sido atingida no 7° dia, tanto para as amostras controle quanto para as tratadas,

determinando o final da vida de prateleira, nas condi¢des deste experimento.

GRAFICO DE MEDIAS DA ACEITAGAO DO ODOR
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FIGURA 12. Resultados médios da aceitagdo do odor das amostras controle e

tratadas, durante a estocagem.

Foi detectada diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05) durante
a estocagem para a aceitagdo do odor, tanto nas amostras tratadas como nos
controles; isto era esperado devido ao odor putrido / fermentado observado em

quaisquer amostras no final da vida-de-prateleira, o 8° dia. Ndo foi detectada



diferenca significativa (p > 0,05) em relagdo a este parametro, entre as amostras

submetidas a tratamento com DMDC e os controles, durante a estocagem.

Cor da gordura

Em relacdo a avaliagdo sensorial da cor da gordura da pele, pode-se
observar na Figura 13 os valores médios obtidos para este parametro. Estes
resultados mostraram que os escores para a cor da gordura oscilaram entre amarelo
(3) e amarelo esbranquigado (2), tanto nas amostras controle como nas tratadas; ndo
foi observado diferenca estatisticamente significativa (p > 0,05) entre as amostras

ao longo da estocagem.
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FIGURA 13. Resultados médios da cor da gordura das amostras controle e

tratadas, durante a estocagem .



Cor do musculo e uniformidade

Nas Figuras 14 e 15 pode-se observar os escores médios para

uniformidade da cor e cor do musculo para peito de frango.
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FIGURA 14. Resultados médios da uniformidade da cor do musculo das amostras

controle e tratadas, durante a estocagem.
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FIGURA 15. Resultados médios da cor do musculo das amostras controle e

tratadas, durante a estocagem.



A cor observada, tanto nas amostras submetidas a tratamento como nos
controles variou entre réseo amarelado, réseo e rosa palido. As amostras tratadas
apresentaram coloragdo tendendo ao amarelado; porém as diferencas ndo foram
estatisticamente significativas (p > 0,05) entre os escores atribuidos a uniformidade

da cor das amostras tratadas e controle.

Os escores em relagdo a uniformidade da cor variaram entre uniforme

(1) e ligeiramente desuniforme (2), ao longo da estocagem.

Estes resultados sugerem que o tratamento de imersdo em solugdo a

4.500 ppm de DMDC nio exerceu influéncia sobre os atributos pesquisados.

4.7. Determinacdes fisico-quimicas em peito de frango submetido a

tratamento de imersio em solucdo de dimetildicarbonato.

Avaliaciio da cor do musculo pelo sistema CIE L*.a*.b*.

Nas Figuras 16 a 18 sdo apresentados, respectivamente, os resultados
médios da cor de peito de frango mensurada pelo sistema CIE L*.a* b*. No Anexo

D podem-se observar os valores médios e os respectivos desvios-padrio.

Os valores de L (Figura 16) variaram de 46,80 a 50,80 para as
amostras controle e 48,1 a 46,9 para aquelas submetidas ao tratamento. As amostras
tratadas apresentaram valores relativamente maiores de luminosidade (L*) apos 2
dias de estocagem, mas esta diferenga ndo foi estatisticamente significativa (p>0,05)

quando comparada as amostras-controle.
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FIGURA 16. Resultados médios da cor L* do musculo entre as amostras controle

e tratadas, durante a estocagem.

Os valores de vermelho (a*) (Figura 17) oscilaram entre 0,53 a 1,05

para as amostras controle e de 0,77 a 1,33 para aquelas submetidas ao tratamento

com DMDC.

COR A_MUSCULD
o
@

FIGURA 17. Resultados médios da cor a*d
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Nio foram detectadas diferengas estatisticamente significativas
(p>0,05) entre as amostras controle e as tratadas em cada dia de andlise, para a
intensidade da cor vermelha. Porém diferengas significativas (p < 0,05) foram

encontradas ao longo da estocagem.

Os valores da cor amarela (b*) (Figura 18) variaram de 6,26 a 7,68

para as amostras controle e de 6,85 a 6,65 para as tratadas.

GRAFICO DAS MEDIAS DA COR B DO MUSCULO

8,0
78
786
74
72
7.0
6,8

COR B_MUSCULO

6.6
6,4
6,2

6,0

58 —0— CONTROLE
s -0+ TRATADO

FIGURA 18. Resultados médios da cor b* do musculo das amostras controle e

tratadas, durante a estocagem.

Para os valores de amarelo ndo foram observadas diferengas
significativas entre as amostras controle ¢ aquelas submetidas ao tratamento. O
valor de b* apresentou-se alterado apenas no 10° dia de estocagem nas amostras

controle. Os valores de b* das amostras tratadas mantiveram-se constantes ao longo

da estocagem.



Avaliacio do pH na superficie do muasculo

Os valores médios de pH encontrados na superficie do musculo de
peito de frango sdo mostrados na Figura 19; no Anexo D encontram-se os valores
médios e desvio-padrdo para este pardmetro. Dois dias apos o tratamento com
DMDC o pH superficial dos musculos sofreu ligeira elevagdo para 5,81, enquanto o
pH dos controles foi de 5,55.
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FIGURA 19. Resultados médios do pH na superficie do musculo das amostras

controle e tratadas, durante a estocagem

Apos o 4° dia e até o final da vida-de-prateleira, ndo observou-se
diferenga significativa (p > 0,05) entre os valores de pH da superifice dos musculos

tratado e os controles.



Avaliacio do pH na superficie da pele-

Os valores médios de pH encontrados na superficie da pele dos peitos
de frango sdo mostrados na Figura 20; no Anexo D encontram-se os valores
médios e desvio-padrdo para este pardmetro. Os valores de pH determinados neste
ensaio, seguiu tendéncia semelhante aos valores de pH do musculo. Dois dias apés
o tratamento com DMDC o pH superficial da pele sofreu ligeira elevagio para 5,84,

enquanto o pH dos controles foi de 5,68.
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FIGURA 20. Resultados médios do pH na superficie da pele das amostras

controle e tratadas, durante a estocagem

Apés o 4° dia e até o final da vida-de-prateleira, ndo se observou
diferenca significativa (p > 0,05) entre os valores de pH da pele dos peitos tratados

e 0s controles.

A avaliagdo destes resultados sugere que apoOs dois dias de
armazenamento refrigerado, o tratamento aplicado nio exerceu influéncia no pH do

musculo e da pele.



5. CONCLUSOES

1. A sanitizagdo da came de frango pela imersdo em solugdo de
dimetildicarbonato (DMDC). reduziu significativamente as contagens microbianas

na superficie da carne de frango em 1 a 2 ciclos logaritmicos.

2. O DMDC foi mais eficiente no controle da taxa de crescimento das

bactérias mesofilas,quando empregado em concentragdes mais elevadas.

3. O nivel 6timo para aplicagio do DMDC em filezinho de peito de
frango foi de 4.500 ppm, sendo que,nesta concentragdo, as contagens tanto de

bactérias deterioradoras como de patogénicas foram reduzidas.

4. O tempo de imersdo dos filés na solugdo de DMDC , no intervalo
de 15 a 75 segundos, ndo afeta a taxa de crescimento das bactérias aerdbias

mesofilas.

5. O emprego de agitagdo no tratamento de filezinhos de peito de
frango com DMDC melhora a eficiéncia antimicrobiana do sanitizante na destrui¢do

de Salmonella.

6. O tratamento de peito de frango com 4.500 ppm de DMDC, durante
30 segundos, ndo afeta as qualidades sensoriais como cor da pele e do musculo,

além de odor da carne; também ndo altera o pH da superficie da carne de frango.

7. O DMDC apresenta potencial para ser empregado no
processamento de frangos em carcaga ou em partes, pois prolonga a vida de

prateleira de filezinho de peito de frango por cerca de 2 a 4 dias (20 - 50%)

v -



6. SUGESTOES

1. Quanto menor o volume de DMDC a ser aplicado e menor o tempo
necessario para exercer seu efeito antimicrobiano, maiores facilidades serfio
encontradas na sua aplicagdo para o tratamento de frango na linha de

processamento.

2. O DMDC pode ser aplicado na forma de banho em uma linha de
produgdo, logo apés o “chiller” para o caso de carcagas e logo apds o
espostejamento para o caso de partes. A utilizagdo de vibragdo no banho permite o
equilibrio de concentragdes do sanitizante entre o banho e a superficie das carcagas

ou partes de frango.

3. Como trabalhos de continuidade, sugerimos estudar o efeito
sinergistico das combinagdes de tratamentos de imersio em DMDC com dcidos

organicos, tais como, latico, citrico e sorbico.
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ANEXOS



Avaliagao de peito de frango

Nome:

1.

N

hbhWwWwhN-a

w

NnhbhwWwh =

NOUAWNAO

NAWN =

Anexo A

Avaliacdo Sensorial

Tipo de odor:

. Tempero
. Normal
. Came guardada

Rancgo

. Velho

. Fermentado
. Putrido

. Outros

. Intensidade do odor:

. Nenhum

. Ligeiro

. Moderado

. Intenso

. Extremamente intenso

1 Uhiformidade da cor

. Uniforme/normal

. Ligeiramente desuniforme

. Moderadamente desuniforme

. Bastante desuniforme
. Extremamente desuniforme

. Cor da gordura:

. Branco
. Amarelo

. Acinzentado

Data:

Amostra

Tipo de odor

Amostra

Intensidade de odor

Amostra

Uniformidade

Amostra

Corda _;___;ordura




5. Cor do musculo;

1. Amarelo

2. R6éseo amarelado

3. Réseo

4. Réseo paélido

5. Esbranquigado

6. Cinza esbranquigado
7. Qutros

6. O produto seria aceito pela cor, cite:

Amostra

Cor do musculo

Amostra Sim

Ndo

Comentarios

7. Pelo odor vocé aceitaria o produto?

Amostra Sim

Nao

Comentarios
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